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RESUMO
SANTOS, M. S. Risco microbiolégico do consumo de saladas cruas e
cozidas servidas em restaurantes self service em Cruz das Almas, Bahia, e a

eficiéncia da agua sanitaria na higienizacédo das hortalicas

Este trabalho teve como objetivo avaliar os parametros bacteriolégicos de saladas
cruas e cozidas servidas em restaurantes do tipo self-service em Cruz das Almas,
Bahia. Durante o periodo de junho de 2012 a mar¢co de 2013 foram realizadas
coletas quinzenais de saladas (salada de alface, salada composta e salada de
maionese) em cinco restaurantes (A, B, C, D e E), perfazendo um total de 45
amostras. Como indicadores de inocuidade foram adotados bactérias
heterotréficas mesofilas aerdbicas, coliformes a 45°C, Salmonella sp. e
Staphylococcus coagulase positiva. Também foram realizados testes de
suscetibilidade dos microrganismos isolados, bem como teste de eficiéncia
usando trés diferentes marcas de agua sanitaria em quatro tratamentos T1 (1
colher de sopa/8 mL), T2 (2 colheres de sopa/16 mL), T3 (3 colheres de sopa/24
mL) e T4/Hipoclorito de sodio fornecida pelo ministério da saude (1 colher de
sopa/8 mL). A contagem média para as bactérias heterotroficas mesofilas
cultivdveis dentre as saladas foi maior na salada de alface (1,25 x 108 UFC/g), no
estabelecimento B, a qual diferenciou estatisticamente da salada de maionese
(5,5 x 10°> UFC/g). Este comportamento também foi verificado em relacdo ao
estabelecimento A. A contagem de bactérias mesdfilas nas saladas composta néo
apresentou diferenca significativa entre as demais, sendo os valores médios de
6,58 x 10° UFC/g. Para a presenca de Staphylococcus spp., a contagem média
observada foi de 5,43 x 10> UFC/g a 5,60 x 10° UFC/g. A salada de alface
apresentou as maiores concentracfes, seguida pela salada composta e a salada
de maionese. A estimativa média para os coliformes a 45°C variou de < 3,0 a 9,2
x 10° NMP/g. A salada de maionese diferiu, significativamente, das saladas
composta e de alface, as quais apresentaram alta contaminacao por coliformes a
45°C. Apenas as saladas de maionese diferiram significativamente entre os
estabelecimentos A, C e D, em relacdo as demais saladas. Das 45 amostras
analisadas Escherichia coli foi detectada em 11,11% das amostras, apresentando
estas suscetibilidade frente a diferentes antimicrobianos de uso comum no

tratamento de infec¢coes de humanos. Nao foi verificada a presenca de Salmonella



e Staphylococcus coagulase positiva. Para o teste de eficiéncia usando trés
marcas de agua sanitaria e quatros tratamentos, o tratamento T2, T3 e T4 se
mostraram eficientes na reducdo da carga microbiana de coliformes a 45°C e na
reducdo das bactérias mesofilas, sendo que a marca SA, foi a mais eficiente em
todos os tratamentos. Quanto ao teor de cloro ativo, todas as marcas se
encontraram dentro do limite exigido pela legislacdo vigente. A elevada carga
microbiana nas saladas cruas e cozidas, especialmente na salada de alface,
evidéncia a importancia das boas praticas de manipulacdo em unidades de
alimentacdo, de modo que os cuidados durante as preparacdes sejam
fundamentais para garantir a seguridade do alimento ao consumidor. A marca de
agua sanitaria SA, demonstrou ser eficiente em todos os tratamentos na redugéo
da carga microbiana tanto para os coliformes a 45°C como para bactérias

heterotréficas mesofilas.

Palavras chaves: seguranca alimentar, sanitizacao, hortalicas, inocuidade.



ABSTRACT
Health risk from the consumption of raw and cooked salads served in self service
restaurants in Cruz das Almas, Bahia, and efficiency of the bleach sanitizing of
vegetables.

This work aimed to evaluate the bacteriological parameters of raw and cooked
salads served in restaurants self-service in Cruz das Almas, Bahia. During the
period june 2012 to march 2013, the samples were carried out fortnightly (lettuce
salad, mixed salad and mayonnaise salad) in five restaurants (A, B, C, D and E),
making a total of fifteen samples. As microbiological indicators were used
mesophilic aerobic heterotrophic bacteria, coliforms at 45°C, Salmonella e
Staphylococcus spp. Test susceptibility of microorganisms to different trademark
of bleach were conducted using three different bleach and four treatments T1 (8
mL); T2 (16 mL); T3 (24 mL); T4 (8mL) standard sample of Ministry of Health. The
study also found the concentration of active chlorine in bleach. The average score
for the heterotrophic mesophilic bacteria was higher in the lettuce salad (1,25 x
10® UFC/g), in the restaurant B, which statistically different from mayonnaise salad
(5,5 x 10° UFC/qg). This behavior was also observed in relation to restaurant A. The
mesophilic bacteria found in mixed salad showed no significant difference among
the other salads, with mean values of the 6,58 x 10° UFC/g. The average number
of Staphylococcus spp. observed was 5,43 x 10> UFC/g a 5,60 x 10° UFC/g. A
salad of lettuce showed the highest concentrations of Staphylococcus, followed by
mixed salad and mayonnaise salad. The average estimate for coliforms at 45°C
ranged from < 3,0 a 9,2 x 10° NMP/g. The salad mayonnaise differed significantly
from mixed salad and lettuce salad, which showed high contamination by coliforms
at 45°C. Only salads mayonnaise differ significantly between stores A, C and D, in
relation the other salads. The 45 samples analyzed Escherichia coli were detected
in only 11.11%, which showed sensibility to the antibiotics tested. The analyzes
did not identify the presence of Salmonella. The effectiveness of the disinfectant
test was performed using three brands of bleach and four treatments. The
treatments T2, T3 and T4 proved effective in reducing coliforms at 45°C and
mesophilic bacterial and the mark SA was the most efficient in all treatments. The

concentration of active chlorine of all brands were within the limits required by



current legislation. The high microbial load in raw salads and cooked, especially in
lettuce salad, highlights the importance of good handling practices in restaurants,
so that care during preparations are critical to ensure security of food to
consumers. The SA mark proved to be efficient in all treatments in reducing
microbial load for coliforms at 45°C both as well as for mesophilic.

Key words: Food safety, sanitation, greenery, safety



INTRODUCAO

O Brasil tem se destacado no crescente numero de pessoas que realizam
refeicdes fora de seus domicilios (BRASIL, 2009), devido ao ritmo acelerado do
cotidiano dos individuos, ou seja, dificuldade de locomocao nos grandes centros
e principalmente o aumento da méo de obra feminina (ALVES, UENO, 2010)

Acompanhando essa tendéncia, os restaurantes do tipo self-service que
comercializam as refeicdes por peso constituem um segmento do setor de
alimentacdo em expansdo. Esse tipo de servico apresenta vantagens para o
consumidor, como a variedade de opc¢des, rapidez no atendimento e baixo custo.
Entretanto, alguns fatores preocupam os profissionais da area de alimentacéo,
tais como a inseguranca dos alimentos, o maior tempo de exposicdo em
temperaturas inadequadas e o niumero de pessoas que passam pelo alimento
(SOARES, CANTO, 2005).

A inocuidade de uma refeicdo pode ser influenciada pela qualidade da
matéria-prima, higienizacdo dos utensilios, higiene dos manipuladores e o
monitoramento do bindmio tempo e temperatura (ALVES UENO, 2010). As
preparacdoes servidas em restaurantes, principalmente quando se trata de
refeicbes cruas ou adicionadas de molhos, promove uma inseguranca alimentar,
em virtude de falhas higiénico-sanitarias durante a sua preparacdo (CORREIA et
al., 2011).

Mundialmente a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem incentivado
campanhas de estimulo ao consumo de hortalicas e frutas. Esses alimentos séo
importantes para a composicdo de uma dieta saudavel, uma vez que apresentam
uma densidade energética baixa e sdo ricos em micronutrientes, fibras e outros
elementos fundamentais ao organismo (FERNANDES et al., 2002).

Entretanto, as hortalicas, dentre outras culturas sdo importantes alvos de
contaminacao, devido as técnicas de cultivo, que faz com que esse grupo seja
mais suscetivel a contaminacdo, devido a irrigacdo com agua contaminada por
fezes de animais e uso de adubos organicos. Além disso, o transporte e as
condi¢Bes higiénico-sanitarias inadequadas durante 0 manuseio e o0 preparo,
podem contribuir para o0 aumento de ocorréncia das Doencas Veiculadas por

Alimentos - DVAs (EUGENIO et al., 2010).
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As DVAs apresentam como caracteristicas gerais um curto periodo de
incubacdo e um quadro clinico gastrointestinal manifestado por diarréia, nauseas,
vomito e dor abdominal, acompanhado ou ndo de febre e com a recuperacéo
rapida do paciente. Embora, casos envolvendo criangas ou idosos debilitados
possam apresentar complicacbes graves, levando até a morte (GERMANO,
GERMANO, 2001).

Os principais agentes de contaminacdo microbiolégica em hortalicas séo
Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella, Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Vibrio cholerae, fungos filamentosos, leveduras, cistos de protozoarios e ovos de
helmintos. Além disso, as hortalicas podem albergar bactérias como
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em decorréncia do contato
com superficies contaminadas como equipamentos e utensilios, manipulagéo ou o
ar (FRANCO, LANDGRAF, 2008).

Dados do Ministério de Saude constatam que de 1999 a 2008 no Brasil
foram notificados 6.062 surtos de DVA’s envolvendo 117.330 pessoas doentes e
64 6bitos (BRASIL, 2009).

A maioria dos casos de DVA’s ndo € notificado. Este fato esta relacionado a
guestdo de muitos micro-organismos patogénicos presentes nos alimentos
causarem sintomas brandos, fazendo com que a vitima ndo busque auxilio
meédico (COSTALUNGA, TONDO, 2002).

Além dos riscos de DVA’s envolvendo as hortalicas, outro fator relevante
para a saude publica é a veiculacdo de cepas resistentes aos antimicrobianos. O
amplo uso de antimicrobianos na medicina humana e na producdo animal tem
resultado no aumento do numero de bactérias comensais e patogénicas
resistentes aos agentes antimicrobianos, o que vem se tornando um dos
principais problemas de saude publica (VIEIRA et al., 2006).

As bactérias, embora com baixa patogenicidade para os humanos, mas com
resisténcia antimicrobiana adquirida ou intrinseca, podem transmitir essa
caracteristica para os patégenos humanos por meio de genes mdveis, como 0s
plasmideos R (COSTA et al., 2009).

Do total de antimicrobianos produzidos apenas 50% é utilizado na terapia
humana. A outra metade é empregada na profilaxia, tratamento ou como

promotores de crescimento e no exterminio de pragas na agricultura. Na
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producdo de hortalicas é comum o uso de esterco na adubacao do solo, e assim,
a presenca de cepas resistentes (MOTA et al., 2005).

A lavagem das hortalicas tem sido a pratica mais comum na obtencéo de um
alimento in6cuo. A eficacia no processo da lavagem pode ser melhorada com o
uso de solugbes sanitizantes que promovem a reducdo da carga microbiana
(TAKAYANAGUI et al., 2012). No Brasil, o hipoclorito de sodio € o Unico agente
sanitizante permitido pela legislacdo na reducdo da carga microbiana dos
alimentos (BRASIL, 1999). Entretanto, falhas durante o intervalo de contato, bem
como a concentracdo do agente saneante podem nao eliminar totalmente os
micro-organismos presentes e nao apresentar a eficiéncia esperada
(COSTALUNGA, TONDO, 2002).

Baseado nisso, o0 estudo com saladas cruas ou com molhos é relevante para
a saude publica, por se tratar de alimentos que exigem manipulacéo intensa e
higienizagdo adequada. O habito em consumir as hortalicas cruas, faz com estes
alimentos sejam enquadrados em um grupo de maior risco, merecendo atencao
especial por parte dos 6rgdos da vigilancia sanitaria. Haja visto, que Organizacao
Mundial de Saude (OMS) tem incentivado o aumento do consumo de frutas e

hortalicas para promover uma alimentacao saudavel.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a qualidade microbiolégica das saladas cruas e cozidas servidas em
restaurantes do tipo self-service na cidade de Cruz das Almas, Bahia, bem como
verificar a veiculagdo de cepas resistentes a antimicrobianos e testar a eficiéncia

da &gua sanitaria na higienizacéo das alfaces

2.2 Objetivos Especificos

o Quantificar bactérias mesofilas heterotréficas aerdbias cultivaveis,
coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva;

o Investigar a presenca de bactérias entéricas do género Salmonella;

o Verificar se as saladas cruas e de maionese atendem aos padrdes de
inocuidade estabelecidos pela legislacao vigente;

o Verificar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana das estirpes identificada;

o Avaliar a eficiéncia da agua sanitaria de diferentes marcas na reducao da

carga microbiana de vegetais folhosos.
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CAPITULO 1

Risco no consumo de saladas de hortalicas: uma revisdo
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RESUMO
Santos, M. S. Risco no consumo de salada: uma revisao

Nos ultimos anos, tem crescido o numero de estabelecimentos comerciais de
alimentacdo, em especial, os do tipo self-service, onde as saladas sdo um dos
alimentos mais consumidos. Entretanto, a contaminacdo microbiana desses
produtos é relevante para a salde publica, devido ao risco na transmissédo de
doencas de origem alimentar. Os principais micro-organismos envolvidos na
contaminagcdo de saladas em estabelecimentos de refeicdo coletiva sdo as
bactérias, os fungos e os virus, provenientes em geral de matéria-prima
contaminada, falhas durante a manipulacéo dos alimentos, contaminacao cruzada
e falha na higienizacdo pessoal e dos utensilios. Esses fatores comprometem a
inocuidade dos alimentos, expondo a populacdo a riscos alimentares como, por
exemplo, a salmonelose. Em virtude disso, a legislacdo brasileira impde limites
para a presenca de algumas bactérias patogénicas de importancia para a saude
publica como os coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella. O risco microbiano que afeta a seguranca de alimentos pode estar
presente em toda a cadeia produtiva, favorecendo a ocorréncia das Doencas
Veiculadores por Alimentos (DVAs), fazendo necessaria a higienizacao eficiente.
Para uma higienizacéo correta € recomendo a utilizacdo de compostos clorados,
onde o mais utilizado e recomendado pela Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) € o hipoclorito de sodio.

Palavras-chaves: A seguranca alimentar, saneamento, hortalicas, alimentos de

gualidade.
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ABSTRACT

The risk to health from the consumption of salads: a review

In recent years it has grown the number of self-service restaurants where
the salads are one of the most consumed foods. However, microbial
contamination of these products is relevant to public health because of the risk in
the transmission of foodborne diseases. The main microorganisms involved in the
contamination of salad in collective establishments are bacteria, fungi and viruses.
These are derived from the raw material contaminated, failures during food
handling, cross contamination and failure in personal hygiene and utensils. These
factors compromise the safety of food, exposing the population to health risks
such as salmonellosis. As a result, Brazilian law imposes limits on the presence of
some pathogenic bacteria of importance to public health such as coliforms at
45°C, coagulase positive Staphylococcus and Salmonella. Microbial risk that
affects the safety of food may be present in the entire production chain, favoring
the occurrence of foodborne disease, necessitating efficient sanitization. For
proper cleaning is recommend the use of chlorinated compounds, where the most
used and recommended by the National Health Surveillance Agency (ANVISA) is

sodium hypochlorite.

Key words: Food safety, sanitation, greenery, quality food.

19



1. Seguranga de Alimentos

A seguranca de alimentos ofertados para o consumo da populagéo tem sido
um desafio para os 0Orgdos responsaveis pela saude publica, visto que a
seguranca alimentar € uma preocupacdo mundial, e 0 acesso a um alimento de
qualidade é direito de todo ser humano (SANTOS, 2012 ).

As doencas de origem alimentar tém despertando interesse no cenario
mundial, tornando-se responsaveis por elevados niveis de morbidade e
mortalidade na populacdo em geral, principalmente para os grupos de risco como
as criancgas e jovens, lactentes e idosos imunodeprimidos (WHO, 2012).

Nesse contexto, a seguranca de alimentos constitui um importante
componente para a qualidade dos alimentos, assegurando ao individuo alimentos
inbcuos, resultando em uma alimentacdo segura, considerando os habitos
alimentares individuais (PACHECO et al., 2008).

Atualmente, o numero de individuos que se alimentam fora de casa tem
aumentado, em virtude de mudancgas no estilo de vida, participacdo da mulher no
mercado de trabalho e o maior nUmero de pessoas residindo em grandes centros
urbanos. Todos esses fatores tém contribuido para o0 crescimento de
estabelecimentos que produzem e comercializam alimentos. Os restaurantes do
tipo self-service se tornaram uma opcdo rapida e de baixo custo para quem
precisa se alimentar fora de casa (FAVARO, 2001).

Entretanto, alguns fatores influenciam diretamente no crescimento de micro-
organismos patogénicos que interferem na qualidade desses alimentos, como: (i)
condicbes de higiene em que sdo preparados; (i) longo periodo de tempo e
temperaturas a que sdo submetidos durante a exposicdo em balcdes de
distribuicdo; (iii) matéria-prima de baixa qualidade e; (iv) higieniza¢do inadequada
dos utensilios, bem como a contribuicdo dos manipuladores na inoculacdo de
bactérias em alimentos (TRESSELER et al., 2009).

A ingestdo de alimentos contaminados com micro-organismos patogénicos
muitas vezes ocorre porque os alimentos apresentam aspecto, odor e sabor
normais. Este fato também dificulta a investigacdo de notificacdo dos surtos, uma
vez que o consumidor ndo consegue identificar qual o alimento seria o
responsavel pela patologia (FORSYTHE, 2002).
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2. Doencas Veiculadas por Alimentos

As Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA’s) sdo causadas por agentes,
0S quais penetram no organismo humano por meio da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados. Estes agentes podem ser quimicos como pesticidas e
metais téxicos ou biolégicos como os micro-organismos patogénicos. Doencas
causadas pela ingestdo de plantas téxicas e micotoxinas também sao
consideradas DVA’s, embora os alimentos contaminados por agentes biolégicos
sejam a maior causa das enfermidades (NOTERMANS, VERDEGAAL, 1992).

Dados do Ministério de Saude constatam que de 1999 a 2008 no Brasil
foram notificados 6.062 surtos de DVA’s envolvendo 117.330 pessoas doentes e
64 6bitos (BRASIL, 2009).

A maioria dos casos de DVA’s ndo € notificado. Este fato esta relacionado a
guestdo de muitos micro-organismos patogénicos presentes nos alimentos
causarem sintomas brandos, fazendo com que a vitima ndo busque auxilio
meédico (COSTALUNGA, TONDO, 2002).

Os sintomas mais comuns das DVA'’s incluem dor de estbmago, nausea,
vomitos, diarréia e febre. Porém, dependendo do agente etiolégico envolvido, o
guadro clinico pode ser agravado, com desidratacdo grave, diarréia
sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia respiratéria (MURMANN et
al., 2008). Dentre os micro-organismo mais envolvidos em surtos alimentares
destacam-se Salmonella spp., Sthaphylococcus coagulase positiva, Escherichia
coli, Bacillus cereus e Clostridium sulfito redutores a 46°C (FIGUEREIDO et al.,
2008).

Segundo dados do Sistema Regional de Informacdo sobre Vigilancia
Epidemiolégica das Enfermidades Transmitidas por Alimentos (SIRV ETA),
coordenado pelo Instituto Pan americano de Protecdo de Alimentos e Zoonoses
(INPPAZ) da Organizacdo Panamericana de Saude (OPS/OMS), e apesar do
subregistro, ocorreram 6.930 surtos de DVAs em paises da América entre 1993 e
2002, dos quais 17,8% foram devidos ao pescado, 16,1% a agua, 11,7% as
carnes vermelhas e 2.6% as frutas e hortalicas (OPS/OMS, 2005).

No Brasil, no periodo de 1999 a 2008, os legumes e verduras foram
responsaveis por 114 dos surtos de DVA'’s notificados. Segundo a Secretaria de

Vigilancia Sanitaria (SVS) estes nimeros (>5%) estariam muito aquém do quadro
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real. Ainda de acordo com a SVS percebe-se que em 51% e 34,3% dos surtos
ndo se conhece o agente etiolégico e o veiculo (alimento), respectivamente
(SANTOS, 2010).

3. Consumo de Saladas a Base de Hortalicas e a Seguranca de Alimentos

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cada vez mais, tem realizado
campanhas de estimulo ao consumo de hortalicas e frutas. Esses alimentos séo
importantes para a composi¢ao de uma dieta saudavel, uma vez que apresentam
uma densidade energética baixa e sdo ricos em micronutrientes, fibras e outros
elementos fundamentais ao organismo (FERNANDES et al., 2002).

Entretanto, de acordo com a Pesquisa de Orgcamentos Familiares - POF
(POF-IBGE, 2008-2009) menos de 10% da populacdo atinge as recomendacdes
de consumo de frutas, verduras e legumes. A quantidade de hortalicas e frutas
consumidas pelo brasileiro se encontra abaixo do minimo que é 400g diaria
preconizado pela OMS. No Brasil foi desenvolvido um Guia Alimentar que
recomenda o consumo minimo de seis por¢des diarias (BRASIL, 2009).

As hortalicas frescas fazem parte da dieta de muitos individuos, em razéo de
seus atributos nutricionais, preparo simples e baixo custo de producdo
(MAISTRO, 2001).

As hortalicas apresentam em sua microbiota natural uma carga microbiana
gue provém do ambiente, sendo influenciada pela estrutura da planta, técnicas de
cultivo, transporte e armazenamento. A etapa mais critica para a contaminagao do
alimento € o plantio, na qual a adubacdo e a irrigacdo muitas vezes sao
realizadas com esterco e agua nao tratada (FILGUEIRA, 2003). Atualmente, 0 uso
de adubo natural constituido de esterco animal e utilizado no cultivo de hortalicas
se popularizou com o advento da agricultura organica, representando um risco
adicional a transmissdo de patdégenos intestinais presentes nas fezes dos animais
(SANTAREM, GIUFRRIA,CHESINE, 2012).

Para o consumo seguro dos vegetais faz-se necessario a orientacdo dos
manipuladores quanto a importancia de sua correta higienizacdo (MASSON,
MOGHARBEL, 2005), uma vez que patégenos como Salmonella spp. sao
responsaveis por aproximadamente metade dos casos registrados em surtos de

gastrenterite decorrentes da ingestdo de vegetais crus (OLIVEIRA, 2010),
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destacando-se alface, tomate, melbes e brotos verdes e frescos (HEATON,
JONES, 2008).

Para garantir a inocuidade do produto é importante que os ingredientes
sejam submetidos a uma higienizacdo cuidadosa, principalmente aqueles que
serdo posteriormente adicionados em preparacdes ja prontas e mantidas sob
refrigeracao (SEIXAS, 2008).

Em geral, a ingestdo de saladas cruas é acompanhada por molhos que
também podem atuar como fonte de contaminagdo. Dentre os diversos tipos de
molhos usados no consumo de saladas, de maionese € a mais consumida
(MAISTRO, 2001). Nos produtos alimenticios constituidos basicamente por
vegetais cozidos e adicionados a maionese, a contaminagdo e/ou presenca de
micro-organismos patogénicos pode ocorrer em diferentes fases, desde a sua
confeccéo até o consumo final (LIMA, OLIVEIRA ,2005).

4. Indicadores Microbioldgicos
4.1 Bactérias mesofilas heterotroficas cultivaveis

As bactérias mesdfilas apresentam crescimento amplo, com uma faixa de
temperatura de 20°C a 50°C, com 6timo na faixa de 25°C a 40°C (SILVA et al.,
2010). Estas bactérias sao utilizadas como bioindicadores da qualidade sanitaria,
sendo Uteis para avaliar as condicdes da matéria-prima, a eficiéncia dos
procedimentos tecnolégicos, as condi¢cdes higiénicas durante o processamento,
as condicdes sanitarias dos equipamentos e utensilios, além das condi¢cfes de
armazenamento e distribuicdo (FAO, 2009).

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para essas bactérias nos
alimentos. No entanto, a literatura relata que contagens acima de 10’ UFC/g é
indicativo de falhas higienicossanitarias (PAULA et al.,2003).

Em um estudo investigando os niveis de bactérias mesofilas em amostras de
alfaces em restaurantes de Niteréi, RJ, verificou-se contagens variando de 2,64 x
10° UFC/g a 6,38 x 10’ UFC/g (PAULA et al., 2003). Palu et al. (2003) analisando
amostras de hortalicas frescas também relataram contagens para bactérias
mesofilas na ordem de 2,1 x 10° UFC/g a 2,7 x 10°UFC/g.
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4.2 Salmonella spp.

Bactérias do género Salmonella sdo patdgenos facultativos, intracelulares,
capazes de infectar uma grande variedade de alimentos (CARDOSO, TESSARI,
2008). Caracterizam-se por ser bacilos moéveis, Gram-negativos, ndo formadores
de esporos, catalase positiva, aerébicos facultativos, com crescimento variando
de 6°C a 46°C, com 6timo de 37°C (SILVA et al., 2010).

O género Salmonella é composto por apenas duas espécies, Salmonella
enterica e S. Bongori. A espécie S. entérica € dividida em seis subespecie: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. entérica subsp. arizonae,
S. entérica subsp diarizonae, S. entérica subsp. houtenae e S. enterica subsp.
indica (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

O numero de sorovares para cada uma das espécies e subespécies de
Salmonella é de 2.610, deste total 1.547 pertencem a S. enterica subsp. entérica,
513 a S. enterica subsp. salamae, 100 a S. enterica subsp. arizonae, 341 a S.
enterica subsp. diarizonae, 73 a S. entérica subsp. houtenae, 13 a S. enterica
subsp. indica e 23 a Salmonella bongori, no entanto a uma nova caracterizagao
dos 70 novos Sorovares de Salmonella reconhecido entre 2003 e 2007 pelo
OMS-Salm: 44 foram atribuidos a S. entérica subsp. enterica,
11 a subespécie salamae, 5 a subsp. arizonae, 8 a subsp.
diarizonae, um a subespécie houtenae e um de S. bongori (GUIBOURDENCHE
et al., 2010).

A classificacdo e nomenclatura das salmonelas sdo baseadas no esquema
de Kauffman-White que tem como base a soroaglutinacdo dos antigenos O
(somética), H (flagelar) e Vi (capsular). Os antigenos “O” sdo organizados por
algarismos arabicos (1, 2, 3...) e S&80 responsaveis por caracterizarem 0S
sorogrupos, os antigenos “H” sao designados por letras minusculas do nosso
alfabeto, quando a bactéria esta na fase 1 e por algarismos arabicos quando esta
na fase 2. J4 o antigeno Vi de carater polissacaridico € encontrado apenas em
trés sorovares de Salmonella (S. sor. Typhi, S. sor. Paratyphi C e S. sor. Dublin)
(TINDALL et al., 2005).

Mundialmente os sorotipos da subespécie S. enterica tem sido os mais
envolvidos em surtos alimentares atribuidos ao consumo de alimentos,

ocasionando diversos internamentos e mortes (POPOFF, 2001). Acredita-se que
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em todo mundo ocorram cerca de 93,8 milhdes de casos de infeccoes,
acarretando em 155 mil mortes por ano (CAVALLI, SALAY, 2007) As doencas
causadas por Salmonella sé&o divididas em trés grupos: a febre tifoide, causada
por S. Typhi, as febres entéricas, causadas por S. Paratyphi (A, B e C) e as
salmoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Os sintomas ocorrem entre
seis a 48 horas, incluindo febre, dor de cabeca, célicas abdominais, diarréias,
nauseas e ocasionalmente vomitos (SILVA et al., 2010). O periodo de incubacéo
varia de seis a 72 horas ( BALBANI, BUTUGAN , 2001), sendo a dose infectante
de 15 a 20 células (CARDOSO, TESSARI, 2008).

Amplamente distribuida na natureza, Salmonella tem como principal habitat o
trato intestinal do homem e animais. Em funcdo da sua capacidade de
disseminagao no ambiente, a bactéria pode ser veiculada em diversos alimentos,
bem como, por portadores assintomaticos (MARTINS, BARBOSA, 2013).

Em escala global, a salmonelose é uma das zoonoses com maior impacto
sobre a saude publica, devido a elevada endemicidade, alta taxa de mortalidade
e, sobretudo, a dificuldade de controle (TESSARI, CARDOSO, CASTRO, 2003).

No Brasil, ndo existem dados epidemioldgicos reais, apesar de se tratar de
uma doenca de notificacdo compulsoria, uma vez que nem sempre 0S surtos sao
notificados as autoridades sanitarias. Isto ocorre porque a maioria dos casos de
gastroenterites transcorre sem a necessidade de hospitalizacdo (TEBBUTT,
2007).

Aproximadamente metade dos casos registrados em surtos de gastrenterite
decorrentes da ingestdo de vegetais crus. Os alimentos mais frequentemente
evolvidos sdo a alface, o tomate, os meldes e os brotos verdes frescos
(HOFFMAN, 2001). No Brasil, Salmonella foi encontrada em amostras de diversas
hortalicas como alface, escarola, rGcula e agrido (SANTAREM, GIUFFRIDA,
CHESINE, 2012).

Estudos realizados por Rodrigues et al. (2007) em Porto Alegre-RS,
avaliando vegetais minimamente processados relataram Salmonella sp. em 66%
das amostras de vegetais, 26% dos tubérculos e em 26% das frutas. No Rio de
Janeiro, a analise de vegetais crus em alguns restaurantes mostrou a presenca
de Salmonella sp. em 16,6% das amostras (PALU et al., 2002).
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Pacheco et al. (2002) analisando hortalicas produzidas por uma associagéo
de agricultores, relataram que das 55 amostras analisados Salmonella sp. foi
identificada em duas amostras de espinafre.

De acordo com a legislagdo brasileira Salmonella deve estd ausente em 25
gramas do alimento (BRASIL, 2001).

4.3 Coliformes a 45°C

O grupo dos coliformes termotolerantes ou a 45°C tem sido utilizado como
indicador de poluicdo de origem fecal por serem facilmente isolados e
identificados a partir de técnicas simples e rapidas (SILVA et al., 2010). Incluem
Bactérias Gram-negativas, aerébias ou anaerébias facultativas, néo
esporogénicas e capazes de fermentar a lactose com producdo de gas a 44,5°C
ou 45°C durante 24 horas (OLIVEIRA, 2005). Os coliformes séo indicadores de
falhas higienicossanitarias dos alimentos e das areas de preparacdo e/ou
armazenamento, sendo isolados em derivados de leite, carnes e verduras
(OLIVEIRA et al., 2010).

Dentro do grupo dos Coliformes a 45°C estéo inclusos, pelo menos, trés
géneros de bactérias Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, sendo os dois
ultimos, cepas de origem nao fecal. A principal vantagem do grupo dos coliformes
como indicadores de contaminacao € o fato de serem encontrados no intestino de
humanos e animais endotérmicos (possuem sangue quente) e serem eliminados
em quantidade significativa nas fezes (SILVA et al., 2010).

Segundo a legislacéo brasileira, o limite estabelecido para a presenca de
coliformes a 45°C em hortalicas, legumes e similares frescos, in natura,
preparados (descascados, selecionados ou fracionados) sanificados, refrigerados
ou congelados, para consumo direto, é de 10° NMP/g (BRASIL, 2001).

Tavares, Araujo, Ueno (2009) ao realizarem avaliagdo microbioldgica e
parasitoldgica em verduras comercializadas em Ribeirdo Preto-SP, relataram que,
das 139 amostras de alfaces avaliadas, 63,3% apresentaram elevadas contagem
de coliformes a 45°C.

Guimaraes et al. (2003) estudando amostras de alfaces comercializadas em
Lavras/MG também relataram contagens de coliformes a 45°C variando de em

ordem decrescente, em feiras-livres (8,6 x 10° UFC/g), no sacoldes (3,8 x 10°
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UFC/g) e nos supermercados (3,2 x 10° UFC/g). Os autores atribuem a contagem
elevada de coliformes a 45°C, a falhas na produgéo, transporte, armazenagem ou
manipulacdo das hortalicas, ocorrendo contato dessas verduras com fezes de

seres humanos e/ou de animais.

4.4 Escherichia coli

Dentro do grupo dos coliformes a 45°C destaca-se a espécie E. coli, membro
da microbiota intestinal de animais endotérmicos (TOMICH et al., 2005).
Pertencente a familia Enterobacteriaceae, essa bactéria é Gram-negativa, nao
esporulada, anaerdbia facultativa, com capacidade de se desenvolver em
temperaturas que variam de 7° a 46°C com o 6timo a 37°C. Nao apresentam
termorresisténcia, sendo facilmente destruidas a 60°C. O pH neutro proporciona
condicBes Otimas para 0 seu crescimento, sendo capaz de fermentar a glicose ou
lactose com producéo de acido e gas (FRANCO, LANDGRAF, 2006).

O periodo de incubacédo da E. coli varia de 12 a 72 horas, a contaminacéo
ocorre por meio de manipulacdo cruzada, utensilios ndo desinfetados, méaos nao
higienizadas, principalmente apés o uso do banheiro (SILVA JUNIOR, 2006). Os
sintomas caracteristicos de infeccdo intestinal sdo nauseas, vOmitos, dores
abdominais, cefaléia, diarréia, febre e mialgia (HOFFMANN, 2001).

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 200 linhagens patogénicas de E. coli
gue dependendo do estado fisiologico do individuo representa um elevado risco a
vida. As linhagens patogénicas séo divididas em categorias de acordo com o tipo
de toxina produzida e a doenca causada (MARTINS, BARBOSA, 2013).

As principais categorias diarreogénicas de E. coli sdo: enteropatogénica
(EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC), enteroagregativa
(EAEC), aderéncia difusa (DAEC) e produtora de toxina Shiga (STEC) (MARTINS,
BARBOSA, 2013).

Escherichia coli entero-hemorragica (EHEC) se destaca por produzir a
entorotoxina verotoxina sendo causadora da diarréia sanguinolenta, responsavel
por pelo menos 60.000 infeccbes e 50 o6bitos nos Estados Unidos. A dose
infectante varia de acordo com o tipo de cepa e a idade do individuo exposto, bem
como o seu estado imunolégico (TAVARES, ARAUJO, UENO, 2009).
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Nas infec¢Bes enterohemorragicas e enteroinvasivas a dose infectante é de
apenas 10 células, enquanto nas manifestacdes clinica enteroxigénica estima-se
gue deve haver uma ingestdo de 100 milhdes a 10 bilhdes de bactérias. Surtos de
E. coli tém sido freqiientemente relacionado apds ingestdo de carne bovina. No
entanto, estudos tém demonstrado que E. coli se desenvolve e sobrevive em
vegetais como alface, cenouras picadas e varios alimentos crus (GERMANO,
GERMANO, 2008).

4.5 Staphylococcus coagulase positivo

O género Staphylococcus compreende pequenos cocos Gram-positivos,
coagulase e catalase positivos e anaerébicos facultativos. Apresentam 6timo de
crescimento a 37°C, podendo crescer entre 7°C a 48°C. O pH adequado para sua
sobrevivéncia situa-se em torno de 4 a 10, além de crescer em meios contendo
de 5 a 75% de NaCl. Sdo membros naturais da microbiota do homem (SILVA et
al., 2010).

As doencas causadas por estas bactérias sdo geralmente agudas e se
caracterizam por nauseas, vomitos, colicas abdominais e diarréia, com periodo de
incubacdo de uma a seis horas e recuperacéo entre 24 a 48 horas (GERMANO,
GERMANO, 2008).

A presenca de estafilococos nos alimentos pode ser interpretada como
indicador de contaminacdo a partir de fossas nasais, boca e pele dos
manipuladores, podendo ser transmitida para os alimentos por contato direto ou
indireto. Nos alimentos, podem se multiplicar e produzir enterotoxinas a partir de
contagens em torno de 10° UFC/g (TASCI, SAHINDOKUYUCU, OZTURK, 2011)

As toxinas estafilococicas sé@o termolabeis e estaveis em pH extremo e
radiacdo. Na intoxicacdo estafilococica, as enterotoxinas agem no trato
gastrintestinal. A acdo emética, sintoma observado com maior freqUéncia parece
ter sitios localizados no intestino. O estimulo, transferido pelo nervo vago ao
centro do vémito, induz a retroperistalsia do estbmago e do intestino delgado,
provocando vémitos intensivos. A acédo diarréica constitui o segundo sintoma mais
comum na intoxicacdo. Embora seu mecanismo de acdo ainda ndo esteja bem
esclarecido, causa inflamacdo e irritacdo da mucosa do estdmago e intestino
delgado (BORGES et al., 2008).
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Os alimentos mais envolvidos em surtos alimentares sdo as carnes,
produtos derivados de bovinos, suinos, aves e ovos. Atualmente tém sido
reportados surtos alimentares envolvendo vegetais crus, uma vez que as saladas
séo preparacdes que exigem muita manipulacdo (PACHECO et al., 2002).

Em um estudo realizado por Palu et al. (2002) com frutas e vegetais frescos
e servidos em restaurantes em Minas Gerais, das 30 amostras analisadas foi
verificado a presenca de Staphylococcus aureus em 53,3% das amostras, sendo
gue duas estirpes produtoras de enterotoxina foram isoladas da salada de alface.

A legislacdo brasileira estabelece limites de 10° UFC/g para Staphylococcus
coagulase positiva apenas em hortalicas, legumes e similares branqueados ou
cozidos, inteiros ou picados, consumidas diretamente, incluindo cogumelos
(BRASIL, 2001).

5. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana é um problema global de saude publica
causada pelo uso inadequado ou excessivo de antimicrobianos tanto na medicina
humana como na producéao animal (POLLETO, REIS, 2005). De acordo com a
OMS desde a década de 90 vem-se tentando conter o aumento da resisténcia
antimicrobiana (WHO, 2010).

No Brasil, a partir de 2011 foi criada a Resolugdo RDC N 20, da Anvisa
gue regulamenta a utilizacdo de antimicrobianos, sendo vetada a sua
comercializacdo em farmacias e drogarias do pais sem a apresentacdo da
prescricdo meédica (BRASIL, 2011).

Segundo Carneiro et al. (2007) apenas 50% dos antimicrobianos produzidos
sdo utilizados na terapia humana, a outra metade é empregada na profilaxia,
tratamento ou como promotores de crescimento animal e no exterminio de pragas
na agricultura. Ainda segundo o autor, 0 uso de estercos na adubacdo das
hortalicas pode promover a veiculacdo de estirpes resistentes nesses alimentos,
gue muitas vezes sdo consumidos crus e sem uma higienizacao adequada.

Em diversos paises como os Estados Unidos tem sido relatado cada vez
mais o surgimento de cepas de E. coli multirresistentes isoladas em diferentes
fontes (COSTA et al., 2008). A multiresisténcia se constitui em uma preocupacao

para a saude publica (ANTUNES et al., 2006 ), visto que a presenca de genes de
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resisténcia méveis entre os patdégenos microbianos promove a transmissao e a
propagacdo da resisténcia aos farmacos usualmente utilizados na terapia humana
(DEKIC et al., 2010).

Varios sdo 0s mecanismos pelos quais 0s micro-organismos podem escapar
dos efeitos dos antimicrobianos, destacando-se: (i) alteracdo da estrutura
molecular dos antimicrobianos; (ii) producdo de enzimas que inativam o farmaco;
(iii) alteracé@o das proteinas ligadas de pontos-alvo nas paredes das células, alvos
modificados da DNA-girase, mutacbes de permeabilidade e modificacdes
ribossébmicas (ANGULO, NARGUND, CHILLER, 2004).

Em virtude da complexidade dos mecanismos de resisténcia apresentado
pelos micro-organismos, a selecdo de farmacos adequados a terapia
antimicrobiana em surtos alimentares torna-se uma misséo cada vez mais dificil,
podendo levar ao aumento da morbidade e da mortalidade dos pacientes tratados
incorretamente (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002).

Estudo realizado por Melo (2010) testando 36 cepas de Escherichia coli de
alimentos frente a antimicrobianos, mostrou que do total de isolados, 29 (34,6%)

apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano dos 11 testados.

6. Sanitizacéo e eficiéncia dos saneantes

A lavagem das hortalicas tem sido a pratica mais comum, mas uma simples
lavagem ndo assegura a inocuidade do alimento. A eficacia no processo da
lavagem pode ser melhorada com o uso de solucfes sanitizantes que promovem
a reducdo da carga microbiana (VITORINO et al., 2013).

Dentre os diversos tipos de saneantes utilizados na sanitizacdo das
hortalicas, o cloro é o agente quimico mais utilizado por ser de baixo custo e facil
aquisicdo. No entanto, para a sua eficiéncia é necessario que o cloro esteja em
sua forma ativa (&cido hipoclorito), sendo empregado na concentracdo de
250mg/L (FDA, 2009).

No Brasil, o hipoclorito de sédio € o Unico agente sanitizante permitido pela
legislacdo que pode ser utilizado na higienizacédo dos alimentos (BRASIL, 1999).

Frequentemente tem sido usado saneantes como vinagres, hipoclorito de
sédio, acido peracético, dentre outros na sanitizacdo de hortalicas (PINHEIRO,

2011). A eficiéncia dos saneantes vai depender da fisiologia do micro-organismo,
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caracteristica da superficie do alimento como rachaduras, fendas e textura, tempo
de exposicéo e concentracdo do sanitizante, bem como o pH e temperatura (FDA,
2009). Entretanto, falhas durante o intervalo de contato, bem como a
concentragcdo do agente saneante podem nado eliminar totalmente os micro-
organismos presentes nos alimentos e assim nao apresentar a eficiéncia
esperada (LUNDI et al., 2005).

Fantuzzi et al. (2004), observaram que apos a sanitizacdo do repolho por 10
minutos a temperatura ambiente em solucéo de hipoclorito de sédio a 200 mg™, a
reducdo de bactérias mesdfilas alcancada foi de no méaximo 1,8 logl0 UFC™* em

relagdo a amostra controle.
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Risco microbioldgico das saladas cruas e cozidas servidas em

restaurantes self-service em Cruz das Almas, Bahia, Brasil
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RESUMO

O aumento no numero de estabelecimentos do tipo self-service se deve a oferta
rapida de refeicbes, com cardapio variado e baixo custo. As hortalicas apesar de
se encontrarem entre as preparacoes mais procuradas nesses estabelecimentos,
representam um risco a saude publica, por se tratar de um alimento com elevada
manipulacéo e falhas na higienizacdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
gualidade microbiolégica de saladas cruas (alface e composta) e cozidas
(maionese) servidas em restaurantes do tipo self-service, em Cruz das Almas,
Bahia, bem como verificar o perfil de resisténcia microbiana dos isolados. Durante
oito meses foram analisadas amostras de saladas cruas e cozidas em cinco
estabelecimentos perfazendo um total de 45 amostras. Como indicadores de
gualidade utilizou-se bactérias heterotréficas cultivaveis, coliformes a 45°C,
Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella. Para testar a suscetibilidade
antimicrobiana foram utilizados cinco antimicrobianos de quatro familias. A
contagem média para as bactérias heterotroficas cultivaveis dentre as saladas foi
identificada na salada de alface (1,25 x 10® UFC/g) no estabelecimento B, a qual
estatisticamente diferenciou da salada de maionese (5,5 x 10° UFC/g). Este

desempenho também foi verificado em relacéo ao estabelecimento A. A contagem
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de bactérias mesofilas nas saladas composta ndo demonstrou diferenga
significativa entre as demais, sendo os valores médios de 6,58 x 10° UFC/g. Para
a presenca de Staphylococcus spp. nas saladas, a contagem média observada foi
de 5,43 x 10° UFC/g a 5,60 x 10° UFC/g. A salada de alface apresentou as
maiores concentracdes, seguida pela salada composta e a salada de maionese. A
contagem média para os coliformes a 45°C variou de < 3,0 a 9,2 x 10° NMP/g.
Constatou-se que a salada de maionese diferenciou, significativamente, das
saladas composta e de alface, as quais apresentaram alta contaminacdo por
coliformes a 45°C. Em relacdo aos estabelecimentos (A, C e D) a salada de
maionese diferenciou significativamente em relagdo as demais saladas. Das 45
amostras analisadas, em 11,11% foi detectada a presenca de Escherichia coli.
Salmonella e Staphylococccus coagualse positiva esteve ausente em todas as
amostras analisadas. As cepas de E. coli testadas frente aos antimicrobianos, nédo
apresentaram resisténcia antimicrobiana. A elevada carga microbiana por bactéria
heterotroficos cultivaveis Staphylococcus spp. e coliformes a 45°C, indica que as
saladas estdo sendo manuseadas em condi¢cdes higiénicossanitarias improprias,
se fazendo necessario introduzir e reforcar Boas Praticas de Manipulacdo e
treinamento efetivo dos manipuladores, visando a reducdo do risco de doencas

transmissiveis por alimentos.

Palavras chaves: hortalicas, resisténcia, perfil microbiolégico, servico de

alimentacéao, higiene dos alimentos.
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ABSTRACT
Microbiological risk from the consumption of raw and cooked salads served in self-

service restaurants in Cruz das Almas, Bahia, Brazil.

The increase in the number of self-service restaurants is due to providing quick
meals, with varied menu and low cost. Greenery is one of the most sought after
restaurants in these preparations and represent a risk to public health, because it
is a food with high handling and hygiene failures. This study aimed to evaluate the
microbiological quality of raw salads (lettuce and mixed), and cooked
(mayonnaise) served in self-service restaurants in Cruz das Almas, Bahia, so how
to check the profile of resistance of the isolates. During eight months of raw and
cooked samples were analyzed in five salads self-service restaurants, completing
45 samples. As quality indicators was used cultivable heterotrophic bacteria,
coliforms at 45°C, coagulase positive Staphylococcus and Salmonella. To evaluate
the susceptibility of microorganisms five antimicrobial, belonging to four groups
were used. The highest average count of cultivable heterotrophic bacteria was
identified in lettuce salad (1,25 x 10® UFC/g) in restaurant B, which statistically
different from mayonnaise salad (5,5 x 10°> UFC/g). This performance was also
observed in relation to property A. Mesophilic bacteria in mixed salads showed no
significant difference between other salads and the average values of 6,58 x 10°
UFC/g. The presence of Staphylococcus spp. in salads, the average score
observed from 5.43 x 102 UFC/g to 5,60 x 10° UFC/g. A salad of lettuce showed
the highest concentrations of Staphylococcus, followed by salad mixed of
mayonnaise salad. The average score for coliforms at 45°C ranges from < 3.0 to
9.2 x 106 MPN/g. It was found that the salad mayonnaise differed significantly
from mixed and lettuce salads, which showed high contamination by coliforms at
45°C. In restaurants A, C and D, salad mayonnaise differed significantly in relation
to other salads. Among 45 samples, 11.11% was detected the presence of E. coli.
No verified the presence of Salmonella between samples. The presence of
Salmonella was not found among the samples. Strains of Escherichia coli showed
no resistance to the antimicrobials. The high microbial load by mesophilic,
Staphylococcus spp. and coliformes a 45°C, evinced that these foods were
produced in improper sanitary conditions. It is necessary to introduce and reinforce

good handling practices and effective training of handlers that are involved in the
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preparation of salads, aiming thereby reducing the risk of diseases transmitted by
food.

Key words: Greenery, resistance, microbiological profile, food service, quality

food.

INTRODUCAO

De acordo com a Vigilancia Sanitaria do municipio o numero de restaurantes
do tipo self-service oscilam em torno de 16, embora nem todos oferegcam apenas
0 servico de restaurante, ou seja, refeicdo coletiva com servigos de panificagéo,
refeicdo coletiva com servigos de xerox, dentre outros.

Cruz das Almas é um municipio do Recdncavo da Bahia, que apresenta uma
populacdo estimada de 63.200 habitantes. Por se tratar de uma cidade
universitaria, compreende ainda 15 mil moradores flutuantes que residem na
cidade durante o periodo letivo (DIAS, SILVA, CASTROS, 2013). Este fato
contribuiu para o aumento no numero de estabelecimento comerciais,
principalmente do género alimenticio.

Os estabelecimentos do tipo self-service sdo caracterizados por dispor todos
0s pratos do cardapios, de forma que os clientes possam se servir dos alimentos
de sua preferéncia, na ordem e quantidade desejada (ALVES, UENO, 2010). O
aumento na procura de refeicbes fora do lar em unidades de alimentacdo e
nutricdo (UAN) é atribuida a mudancas sécio-econémicas ocorridas nos ultimos
anos, como a procura por centros urbanos, a industrializacdo e a insercado da
mulher no mercado de trabalho (AKUTSU et al., 2005).

Dentre as refeicbes que mais compdem os balcdes de distribuicéo,
destacam-se as saladas, devido a mudanca de habito alimentar da populacéo que
busca um estilo de vida mais saudavel e a prevencdo de doencas cronicas nao
transmissiveis (FILGUEIRA, JAIME, MONTEIRA, 2008). Apesar dos alimentos
apresentarem uma microbiota natural em sua superficie, a contaminagcdo por
patdgenos ocorre em virtude de falhas na manipulacéo, preparo e higienizacao
dos vegetais (EUGENIO et al., 2010).

As frutas e vegetais frescos tem sido cada vez mais reconhecidos como
fonte de surtos de origem alimentar em diversas partes do mundo. No Brasil, no

periodo de 1999 a 2008, os legumes e verduras foram responséaveis por 114 dos
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surtos de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVASs) notificados. Segundo a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS) estes nimeros (>5%) ainda estdo muito
aquém do quadro real, devido os sintomas brandos da doenca (SANTANA, et.al.,
2010).

Dentre os principais patogenos veiculados em DVAs se destacam
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157:H7 (LYNCH,
TAUXE, HEDBERG, 2009; CDC, 2010). Os surtos de salmonelose envolvem
diferentes tipos de alimentos quanto o tipo de servigos de alimentos, tendo sido
relatado a bactéria em amostras de alface (SALEZ, MALO, 2004).

As bactérias do género Staphylococcus estdo relacionadas a manipulacéo
dos alimentos, uma vez que os manipuladores sao portadores da bactéria. Varios
casos de intoxicacdo alimentar tém sido relatados envolvendo Staphylococcus
aureus, especialmente em hortalicas (OLIVEIRA, FREITAS, MUNIZ, 2006). O
género Escherichia tem como habitat primario o trato gastrintestinal de humanos e
outros animais endotérmicos, sendo considerado um indicador de contaminacgao
de origem fecal recente. Embora a maioria das linhagens de Escherichia coli ndo
apresente patogenicidade, algumas cepas sSao responsaveis por surtos
alimentares como a E. coli 0157:H7 (WANG et al., 2012).

Além das DVAs, outro fator que tem preocupado os gestores da area de
saude € o aumento da resisténcia antimicrobiana dos micro-organismos. A
elevada resisténcia de alguns patdgenos tem dificultado ou mesmo inviabilizado o
tratamento de algumas DVAs (CAMPO, 2007). A resisténcia microbiana ocorre
devido a pressao seletiva na populacdo bacteriana e a troca de genes de
resisténcia moveis entre os patégenos (LYNCH et al., 2006).

Algumas estipes resistentes podem ser veiculada através da adubacdo com
uso de estercos em hortalicas, tornando se preocupante por este ser um produto
consumido cru sem um tratamento na sua cadeia produtiva e uma higienizacéo
adequada (KLAIBER et al., 2005).

A realizacdo de uma avaliagcdo da qualidade microbiolégica das saladas
cruas e cozidas servidas nos restaurantes self-service no municipio de Cruz das
Almas é relevante, haja visto, que sdo preparacdes que passam por intensa
manipulacédo e sem tratamento térmico. Além disso, a eficiéncia para evitar falhas

na higienizacdo das saladas necessitar de um grau de treinamento dos
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manipuladores . Neste sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica das saladas cruas e cozidas servidas nos restaurantes self-service
de Cruz das Almas, Bahia, bem como analisar o perfil de resisténcia microbiana

das cepas isoladas

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coletas das Amostras

Como bioindicadores de qualidade foram usados a quantificagcdo de micro-
organismos heterotroficos cultivaveis, coliformes a 45°C e Staphylococcus
coagulase positivo, bem como a deteccdo de Escherichia coli e Salmonella sp..
As analises microbiolégicas foram realizadas no periodo de marcgo de 2012 a abiril
de 2013, em cinco restaurantes do tipo self-service, localizados no municipio de
Cruz das Almas, Bahia. Os critérios utilizados para a escolha dos estabelecidos
foi eles serem do tipo self-service e aceitacdo da pesquisa pelos proprietarios. Os
estabelecimentos se caracterizam por apresentarem um publico alvo de
professores universitarios, além de atingir a classe media e alta da sociedade
cruzalmense, ou seja, de médio porte, sendo que 0s mesmo possuiam alvara de
funcionamento, embora ndo apresentassem o alvara sanitario.

Para a identificacdo dos estabelecimentos foram atribuidas as letras A, B, C,
D e E. Dentre as saladas cruas foram analisadas saladas somente alface e
composta (cenoura ralada, beterraba ralada e tomate) e para as saladas cozidas,
apenas a maionese, perfazendo um total de 45 amostras. As coletas eram
realizadas no horario das 11:30 h, ou seja, ap0s a disposicao das preparacdes no

balcdo de distribuicéo.

2.1.1 Contagem de bactérias heterotroficas Cultivaveis

Para as andlises foram pesados 25 gramas das amostras e
homogeineizadas em 225 mL de solucao salina 0,85%, correspondendo a diluicdo
10, e posteriormente, foram realizadas as demais diluicbes até 10°. Para a
contagem dos micro-organismos foi utilizada & inoculo em profundidade, onde foi
adicionada aliquota de 1 ml em placas de Petri e adicionado o meio fundido Plate

Count Agar PCA, (Acumedia®). Apos a solidificacdo do meio, as placas foram
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incubadas por 24 a 48 h a 35°C. Para a leitura das placas foram escolhidas as
aquelas que apresentavam entre 30 a 300 col6nias. Os resultados foram
expressos em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/g). Todas as amostras
foram realizadas em duplicata (SILVA et al., 2010).

2.1.2 Determinacgé&o do grupo coliforme

A determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 45°C ou
termotolerantes foi realizada usando a técnica de fermentacéo de tubos multiplos,
em trés etapas distintas: prova presuntiva, prova confirmatéria e prova
bioguimica, conforme descrito por SILVA et al. (2010).

Das diluicbes seriadas, na prova presuntiva aliquotas de 1 mL foram
inoculadas em Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (Himidea®) contendo tubos de
Durhan invertidos e incubados por 48 h a 35°C. A positividade do teste foi
verificada por meio da formacdo de gas nos tubos de Durhan e turvagcéo do meio.
ApOs esse periodo um inbéculo dos tubos positivos foi transferido para tubos
contendo caldo Eschericia coli (EC) (Acumedia®) e incubados a 45°C em banho-
maria por 24 h. A positividade da prova foi verificada por meio da turvacdo do
meio e formacdo de gas nos tubos de Durhan. Os resultados positivos de cada
série foram anotados, para posterior consulta a tabela de Hoskins adaptada pelo
Bacteriological Analytical Manual - BAM (1984).

Decorrido esse periodo os tubos positivos de EC foram semeados em meio
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Himedia®) e incubados a 35°C por 24 h. As
colonias caracteristicas de E. coli, isto €, com diametro de 2 a 5 mm, centro
negro, com ou sem brilho metalico esverdeado foram isoladas em tubos de ensaio
contendo Agar Triptona Soja (TSA) (Himedia®) e incubados a 35°C por 24 h. A
identificacdo bioquimica das cepas foi realizada por meio dos testes do IMViIC
(indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer e citrato de Simmons) (FENG et al.,
2001).

2.1.3. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva
A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada por meio da
semeadura de aliquotas em superficie no meio seletivo agar Baird-Park

(Acumedia®) incubado por 48horas a 35°C. Para a contagem presuntiva foram
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selecionadas as placas contendo entre 20 a 200 coldnias, ou seja, coldnias
negras, circulares, brilhantes, pequenas, lisas, convexas, com bordas perfeitas e
rodeadas por uma zona opaca e/ou halo transparente. As coldnias atipicas,
porém suspeitas, também foram contadas. As col6nias tipicas foram isoladas em
TSA, crescidos e as culturas foram submetidas aos teste de catalase e coagulase.

Para o teste de coagulase pegou se 1 aliquota da cultura crescida a partir da
colonia isolada, foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de caldo infusédo
cérebro coracdo (BHI) (Acumedia®) e incubadas a 35°C por 24 h. Em seguida,
0,2 mL da cultura foi transferido para tubos de ensaio (10 x 100 mm) estéreis e
adicionado 0,5 mL de plasma de coelho com EDTA. Os tubos foram
homogeneizados com movimentos leves e encubados a 35°C em um intervalo de
seis horas a fim de se verificar a formacdo ou ndo de coagulos. Para o teste de
catalase, foi adicionado uma gota de peréxido de hidrogénio (H202), em uma
alcada do inoculo e verificado a producdo de gas, ou seja, producdo de
efervescéncia indica a conversao do H,O, em agua e oxigénio gasoso (SILVA et
al., 2010).

2.1.4 Pesquisa de Salmonella

Foram pesados 25 gramas das amostras e adicionadas em 225 mL de caldo
lactosado (Difco®) e incubados a 35°C por 24 h. Decorrido esse periodo aliquotas
de 1 mL e 0,1 mL foram inoculadas em 10 mL de caldo tetrationato (TT),
(Acumedia®) e caldo Rappaport (RV) (Acumedia®), respectivamente. Os tubos
foram incubados por 24 h a 37°C. Apos esse periodo, uma aliquota de cada tubo
foi retirada e estriada em placas de Petri contendo os meios seletivos agar XLD
(Acumedia®) e Salmonella Shiguela (SS) (Himedia®). As placas foram incubadas
por 24 h a 35°C. As colbnias com crescimento caracteristico de Salmonella nos
meios XLD (colbnias rosa escuros com centro negro € uma zona avermelhada
levemente transparente ao redor) e SS (colénias transparentes com centro negro
pela producédo de H,S) os isolados foram inoculados em agar triptona soja (TSA)
incubados por 24 h a 35°C, e posteriormente submetidos aos testes bioquimicos.
Foram inoculadas em agar ferro acucar triplo (TSI), (Difco®) e agar lisina Ferro
(LIA) (Himedia®) e incubados por 24 h a 35°C.

53



A partir do crescimento positivo nos tubos (acido na base e alcalino no apice
para o TSI e alcalino com ou sem producdo de H,S para o LIA) (urease, indol,
vermelho de metila, Voges-Proskauer, citrato, descarboxilacdo da lisina e
fermentacdo de dulcitol, sacarose e lactose) e soroaglutinacdo rapida, utilizando
0s soros polivalente somatico marcar Probarc Brasil, e flagelar para a confirmacao
do género (SILVA et al., 2010).

2.2 Suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difusao de
discos em placas seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010). Os antimicrobianos testados foram: ampilicina
(10mg), ceftazidima (30mg), tetraciclina (30mg), gentamicina (10mg) e ciprofloxina
(30mg). Das culturas crescidas em agar TSA (Himedia®) uma alcada foi
transferida para tubos de ensaio contendo 9 ml de solucéo salina (0,85%) até que
a densidade bacteriana lida em espectrofotometro (Sp 1105, Spectrum) no
comprimento de onda de 625 nm se encontrasse no intervalo de 0,08 a 0,10 (10®
UFC/mL) (CLSI, 2010).

Apés o ajuste, o inoculo foi espalhado no meio agar Mueller-Hinton
(Himedia®) e adicionado os discos marcas (Laborclin) de antimicrobianos. Antes
da aplicacdo dos discos de antimicrobianos a tampa da placa foi deixada
entreaberta por trés a cinco minutos de modo a permitir que o0 excesso de
umidade fosse absorvido. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Apos esse
periodo, os halos de inibicdo foram medidos com o auxilio de um paquimetro
digital (Digimiss®). Para a interpretacdo dos resultados foram usadas as tabelas
do CLSI (2009). Como controle foram utilizadas uma cepas de referéncia
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

2.3 Anédlise estatistica

2.3.1 Metodologia de amostragem

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com esquema fatorial
do tipo 5 x 3 com trés repeticdes. Sendo os tratamentos, cinco restaurantes do
tipo self-service (A, B, C, D, E) e trés tipos de saladas (alface, salada crua mista e

de maionese).
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2.3.2 Anédlise estatistica

Apos verificada a normalidade e a homogeneidade de variancias pelos
testes de Lillieforms e de Cochran, respectivamente. Os dados foram submetidos
aos testes parameétricos de andlise de variancia e ao teste de Tukey, ambos a 5%
de probabilidade.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

A contagem média para as mesofilas heterotréficas aerdbias cultivaveis entre
as saladas analisadas revelou maior presenca na salada de alface (1,25 x 10°
UFC/g) no estabelecimento B, a qual diferiu estatisticamente da salada de
maionese (5,5 x 10°> UFC/g) (Tabela 1). Este mesmo comportamento foi
observado em relacédo ao estabelecimento A. A contagem de bactérias mesofilas
presentes nas saladas composta ndo apresentou diferenca significativa entre as
demais, mostrando valores médios de 6,58 x 10° UFC/g (Tabela 1).

Contagens de bactérias mesdfilas acima de 10" UFC/g indicam exposicéo a
contaminacdo ambiental, abuso do bindmio tempo/temperatura, armazenamento
em temperatura inadequada de refrigeracdo, bem como manipulacdo excessiva
(CARVALHO et al., 2010).

Considerando a presenca do grupo de bactérias mesofilas em relacdo aos
estabelecimentos avaliados, observou-se que o estabelecimento C apresentou os
menores valores de contagem, os quais foram significativamente divergentes dos
estabelecimentos A e B, para alface; e de todos os estabelecimentos para salada
composta. Contudo, ndo houve diferencas entre o0s estabelecimentos nas
comparacdes para salada de maionese (Tabelal).

Paula et al. (2003) analisando 30 amostras de alface em restaurantes self-
service em Niterdi, RJ, relataram que em 53% das amostras as contagens se
encontravam acima de 10’ UFC/g.

Apesar da legislacdo brasileira ndo apresentar limites para as bactérias
mesofilas em alimentos prontos para o consumo, independente do lugar e
similares (BRASIL, 2001), a presenca de heterotroficos cultivaveis nas saladas,
embora ndo possa estar associada diretamente com o0 risco a saude dos
consumidores, a elevada contagem na alface mostra que estas ndo estavam

sendo higienizadas conforme se estabelece a Resolucdo RDC N° 216, 16 de
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setembro de 2004.

A presenca dessa bactéria nos alimentos, podem promover um periodo curto
de exposicdo e armazenamento, acarretando prejuizo econdémico para 0S
comerciantes (PAULA et al., 2003).

Apesar da legislagdo brasileira ndo apresentar limites para as bactérias
mesofilas em alimentos prontos para o consumo, servidos em restaurantes e
similares (BRASIL, 2001), a presenca de heterotréficos cultivaveis nas saladas,
embora ndo possa estar associada diretamente com o risco a saude dos
consumidores, a elevada contagem na alface mostra que estas nao estdo sendo
higienizadas conforme se estabelece a Resolugdo RDC N° 216, 16 de setembro
de 2004 para alimentos, bem como promove um periodo curto de exposicao e
armazenamento, acarretando prejuizo econdémico para os comerciantes (PAULA
et al., 2003).

Para a presenca de Staphylococcus spp. nas saladas, a contagem média
observada variou de 5,43 x 10° UFC/g a 5,60 x 10° UFC/g. Nas amostras de
salada de alface foram encontradas as maiores concentragbes, seguida pela
salada composta e a salada de maionese. Contudo, ndo houve diferencas
significativas entre estas (Tabela 1).

Staphylococcus coagulase positiva ndo foi detectada nas amostras, 0 que
demonstra que as saladas fornecidas nos estabelecimentos com relacdo a este
bioindicador estavam em conformidade com a legislacdo vigente, que preconiza
um limite de 10° UFC/g (BRASIL, 2001).

A investigacdo de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos faz-se
necessaria pelo fato de ser uma bactéria capaz de causar surtos de intoxicacao
alimentar, visto que, em poucas horas, as cepas produzem toxinas termoestaveis
responsaveis por casos de toxinfeccdes (COSTA et al.,, 2008) e por ser o

manipulador o principal reservatorio.
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Tabela 1. Valores médios das contagens microbioldgicas das saladas cruas (alface e composta) e de maionese servidas nos

restaurantes do tipo self-service em Cruz das Almas, Bahia, durante o periodo de junho de 2012 a marco de 2013.

Estab.” Salada de Alface Salada composta Salada de maionese
Mesofilos Staph.” Colif.® Mesodfilos Staph.” Colif.® Meséfilos  Staph.” Colif.’
E. coli E. coli E. coli
(UFCIg) (UFClg)  (NMP/g) (UFCIg) (UFClg)  (NMPJ/g) (UFClg) (UFClg)  (NMPI/g)
A 4,20x10'ABa  1,20x10°> 3,80x10°a p* 6,58x10°Aab  5,00x10° 3,06x10°a A 9,15X10°b  5,43x10° 3,06x10°b A
B 1,25x10°Aa  2,43x10° 5,24x10%a P 4,04x10'Aab  2,64x10* 3,10x10°a = 5,50X10°b  3,92x10° <3,0 A
C 3,20x10°B  5,60x10° 3,13x10%a = 3,70x10°B  8,90x10° 3,17x10% = 5,33X10°  9,53x10° 3,10x10'b A
D 3,50x10°AB  1,21x10° 3,10x10°a A° 7,13x10°A  6,10x10° 4,14x10% A 1,10X10°  6,85x10° 3,10x10%p A
E 1,51x10°AB  2,13x10° 2,06x10%a A 8,38x10°A  3,96x10° 3,06x10°a A 4,18X10° 9,0x10 <3,0 A
Limite® - - 10° - - - 10° - - - 10° -

Periodo de amostragem: junho/2012 a mar¢o/2013; 'A,B,C,DeE correspondem aos restaurantes avaliados; ‘Staphylococcus sp.; SColiformes a 45°C; "Presenca de células;
®Auséncia de células °Limites estabelecidos de acordo com Brasil (2001); Médias seguidas pela mesma letra maitiscula ou mindscula ndo diferem entre si para p<0,05 na

coluna (entre restaurantes) e na linha (entre tipos de saladas), respectivamente.
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Corroborando com os resultados, Mogharbel (2007) avaliando a qualidade
microbiologica de 66 amostras de alfaces coletadas em lanchonetes antes da
lavagem, também ndo detectaram a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva. Resultados contrarios foram citados por Junqueira et al. (2009), ao
analisarem 31 amostras de saladas em restaurantes do Rio de Janeiro, RJ, e
verificarem a presenca de Staphylococcus coagulase positiva acima de 10°
UFC/g em 32,2% das amostras. Bricio et al. (2005), também relataram a
presenca de Staphylococcus coagulase positiva em 27,4% das amostras de
salpicdo de frango e em 19,3% da salada de maionese em rede de
restaurantes também no Rio de Janeiro-RJ.

O numero médio determinado a partir da técnica do NMP para o0s
coliformes a 45°C variou de < 3,0 a 9,2 x 10° NMP/100g. A partir da verificacdo
estatistica, constatou-se que a salada de maionese diferiu, significativamente,
das saladas composta e de alface, as quais apresentaram alta contaminacéo
por coliformes a 45°C. Embora tenha se confirmado diferenga significativa
entre as saladas de maionese dos estabelecimentos A, C e D, em relagao as
demais saladas, os valores de contagem encontrados nesta foram da ordem
102 ou superiores (Tabela 1), ou seja, todas as amostras avaliadas (tipos de
saladas e estabelecimentos) se encontram fora dos padrdes aceitaveis, por
apresentarem uma carga de coliformes a 45°C superior a 10> NMP/g (BRASIL,
2001).

A presenca de coliformes a 45°C pode ocorrer por diversos fatores,
matéria-prima de ma qualidade, manipuladores de alimentos, falhas no
processo de higienizacdo bem como contaminacdo cruzada, na qual os
utensilios e superficies entram em contato com o alimento durante o seu
preparo (COSTA et al., 2008).

Rodrigues et al. (2008) avaliando saladas em restaurantes do tipo self-
service em Lavras, MG, relataram que das 30 amostras analisadas a contagem
de coliformes a 45°C se apresentou em torno de 2,4 x 10* NMP/g. Segundo os
autores a contaminacdo era decorrente da cozinha dos restaurantes, devido &
ma higienizacdo das hortalicas, falta de conhecimentos basicos de higiene
pelos manipuladores, uso de equipamentos e utensilios mal higienizados e uso

de agua contaminada.
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Guerra e Miguel (2012) analisando 15 amostras de vegetais preparados
com molho de maionese, em restaurantes de Urbelandia, MG, néo relataram a
ocorréncia de coliformes a 45°C. Enquanto Bricio et al. (2005), ao investigarem
pratos a base de maionese caseira, relataram a contaminacdo por coliformes a
45°C nas saladas de maionese (33,4%) e no salpicdo (8,25%). Esse resultado
foi atribuido a falha na preparacdo da maionese e conservacao em temperatura
inadequada.

Do total de amostras analisadas em Cruz das Almas, Escherichia coli
(indicadora real de contaminacdo de origem fecal) foi detectada em apenas
11,11% (5/45) compreendo, salada de alface (6,6%) e salada composta
(4,51%). Também foram isoladas cepas de Citrobacter, Klebsiella e Proteus.

Apesar dos coliformes a 45°C na legislacdo de alimentos (BRASIL, 2001)
indicarem contaminacdo de origem fecal, a presenca de Klebsiella e
Enterobacter ndo indica necessariamente contaminagcdo fecal, visto que
também sdo encontrados em vegetais e solo, persistindo por um tempo
superior ao das bactérias patogénicas de origem intestinal (AZEREDO,
CONCEICAO, STMAFORD, 2004). Este fato demonstra mais uma vez que 0s
legumes e hortalicas servidos nos restaurantes self- service de Cruz das
Almas, ndo foram higienizados corretamente ou que a falta de qualificacédo por
parte dos manipuladores de alimentos contribuem contaminagcdo cruzada
durante o seu preparo.

Salmonella spp. ndo foi detectada em nenhuma das amostras de saladas,
também estando em conformidade com a legislacdo de alimentos que
estabelece auséncia em 25 gramas do alimento (BRASIL, 2001). Devido a
patogenicidade das bactérias desse género a sua deteccdo é de extrema
importancia, visto que as infec¢cbes causadas por estas bactérias séo
consideradas como a principal causa de DVAs (SANTANA et al., 2010).

Estes resultados sdo semelhantes os dados de Calial et al. (2013), ao
relatarem auséncia de Salmonella sp. em 100% das amostras de saladas
servidas em restaurantes do tipo self-service, situados no municipio de S&o
Bernardo do Campo, SP. Embora Palu et al. (2002) reportaram a presenca de
Salmonella spp. em amostras de frutas e hortalicas frescas servidas em dois

restaurantes self-service da Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ.
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Seixa et al. (2009) também descreveram a presenca de Salmonella spp. em
66,7% das saladas enriquecidas com maionese e comercializadas no municipio
de S&o José do Rio Preto, SP.

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cinco cepas de E. coli
isoladas mostrou que nenhuma delas apresentou resisténcia antimicrobiana
aos diferentes farmacos testados. Este fato € relevante, visto que a presenca
de genes de resisténcia moveis entre 0s patdgenos microbianos promove a
transmissao e a propagacédo da resisténcia aos farmacos usualmente utilizados
na terapia humana (SAO JOSE, VANETTI, 2012). Segundo Keeratipul,
Phewpan, Lursina, (2011) o uso de estercos na adubacao das hortalicas pode
promover a veiculagdo de estirpes resistentes nesses alimentos, que muitas
vezes sdo consumidos crus e sem uma higienizacédo adequada.

Meyer et al. (2008) na Alemanha analisando cepas de E. coli isoladas de
alimentos, animais e humanos, relataram que as cepas isoladas de animais e
alimentos apresentaram maior percentual de resisténcia a tetraciclina do que
as E. coli isoladas de humanos. Ainda no mesmo estudo, a ampicilina assumiu
o0 segundo lugar em nuamero de cepas resistentes isoladas de fontes
alimentares, ao que autor atribui a resisténcia a uso de antibidticos para
profilaxia veterinaria, ou aos tratamentos nos quais 0s antibioticos séo
colocados na agua ou na racdo dos animais.

Palu et al. (2000) avaliando o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
de E. coli isoladas de frutas e hortalicas servidas em restaurantes no Rio de
Janeiro relataram que 91% dos isolados apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antimicrobianos testados,ao contrario dos resultados
encontrada neste trabalho. Nascimento et al. (2003) ao investigarem a
sensibilidade de cepas de enterobactérias isoladas em amostras de alface no
comércio de Sao Luis-MA também relataram elevada multirresisténcia a

maioria dos antimicrobianos testados.

4. CONCLUSAO
A elevada carga microbiana por heterotréficos cultivaveis, Staphylococcus
spp. e coliformes a 45°C encontradas nos estabelecimentos avaliados, mostra

gue as saladas cruas e cozidas servidas em restaurantes self service em Cruz
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das Almas, ndo passam por uma higienizacdo adequada ou sofrem
contaminacao cruzada durante o seu preparo. A contaminagao pode ocorrer
em diversas etapas de preparo das refeicOes, por isso, torna-se importante a
adocéo de boas praticas de higiene nos restaurantes avaliados. Apesar da falta
de inocuidade das saladas, ndo ha veiculacdo de bactérias com resisténcia

antimicrobiana.
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RESUMO

Dentre as hortalicas cruas consumidas pela populacdo brasileira a alface
(Lactuca sativa L.), se destaca por possuir valores nutricionais, sendo rica em
vitaminas e minerais, além de auxiliar na perda de peso. No processo de
higienizacdo das hortalicas, o0 saneante mais utilizado e recomendado pela
legislacéo brasileira é o hipoclorito de sodio, que contribui para inocuidade do
alimento, reduzindo os patdgenos relacionados as Doencas Veiculadas por
Alimentos (DVASs). Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficiéncia de trés marcas de agua sanitaria comercializadas nos
supermercados de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. O teste foi realizado em
triplicata com as diferentes aguas sanitarias identificadas como, SA, SB e SC.
Os tratamentos foram compostos por: T1(lcolher de sopa/8 mL de &agua
sanitaria), T2 (2 colheres de sopa/l16 mL de agua sanitaria), T3 (3 colheres/24
ml de agua sanitaria) e os tratamentos T4 (1 colher de sopa/8mL de agua
sanitaria fornecida pelo Ministério da Saude) para os tratamentos usou

1000mL de agua e T5 (sem a adicdo de agua sanitaria), como tratamentos
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controles. Além de verificar a eficacia das aguas sanitarias no controle dos
micro-organismos, também se determinou o teor de cloro ativo presentes nas
aguas sanitarias comerciais, a partir da constatacdo de sua quantidade em
ppm/volume utilizado. Apdés a imersdo da alface na &gua clorada por 15
minutos foi quantificada a presenca de bactérias heterotréficas cultivveis e de
coliformes a 45°C. A carga microbiana no tratamento controle (sem adi¢ao de
agua sanitaria) foi de 5,7 UFC/g a 7,34 UFC/g para as bactérias heterotroficas
cultivaveis e de 5,3 NMP/g a 4,57 NMP/g para coliformes a 45°C. Tanto para 0s
mesofilos, quanto para os coliformes a 45°C, a maior reducdo da carga
microbiana ocorreu com a agua sanitaria SA, no tratamento T1. Ja para o0s
tratamentos T2 e T3 houve a eliminacdo total dos coliformes a 45°C e a
reducdo a niveis aceitaveis em torno de log (5 UFC/g) para mesofilos. No
tratamento T4, houve reducédo para todas as bactérias analisadas. Quanto a
concentracao de cloro ativo foi encontrado 2,5% para marca SA e 2,0% para as
marcas SB e SC. Para o valor em mg/L os tratamento T1 na marca SA estava
dentro do recomendado pela legislacdo ( 200 mg/L). Das trés aguas sanitarias
utilizadas apenas a marca SA foi eficiente na reducéo de coliformes a 45°C,
entretanto, ndo reduziu a niveis aceitaveis, segundo a norma RDC 12/2001.
Todas as marcas se encontravam dentro do intervalo de cloro ativo
preconizado pela legislagdo. Os tratamentos Tl (marca SA) alcancou a
concentracdo de mg/L estipulada pela legislacdo brasileira. As dguas sanitarias
a base de hipoclorito de sodio comercializadas nos supermercados a depender
da marca nédo alcanca niveis de eficiéncia aceitaveis para os coliformes a 45°C
guando usado na concentracdo estipulada pelo ministério da saude, ou seja, 1

colher de sopa.

Palavras-chave: alface, cloro ativo, coliformes, higienizacao.
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ABSTRACT
EFFICIENCY OF DIFFETENT BRANDS OF BLEACH IN THE SANITIZING OF
LETTUCE

Among the raw vegetables consumed by the Brazilian population lettuce
(Lactuca sativa L.) stands out due to nutritional values, rich in vitamins and
minerals and help in weight loss. In the process sanitizing the vegetables, the
most used and recommended by Brazilian legislation saneante is sodium
hypochlorite. This contributes to food safety by reducing pathogens related to
diseases transmitted by food (DVAS). Thus, the present study aimed to
evaluate the efficiency of three brands of bleach sold in supermarkets Cruz das
Almas, Bahia. The test was performed in triplicate with different bleaches
identified as SA, SB and SC. The treatments were: T1 (8 ml of bleach), T2 (16
ml of bleach), T3 (24 ml of bleach) and T4 (8ml bleach provided by the Ministry
of Health). All treatments were diluted into 1000 mL of water and the treatment
T5 (without added bleach) as a control treatment. In addition to checking the
effectiveness of sanitary water in the control of micro-organisms, also
determined the content of active chlorine present in commercial bleaches by
noting their quantity in ppm / volume used. After immersion in chlorinated water
of lettuce for 15 minutes was quantified presence of mesophilic aerobic
heterotrophic bacteria and coliforms 45°C. The microbial load in the control
treatment (no added bleach) was 5.7 CFU/g to 7.34 CFU/g for mesophilic
aerobic bacteria cultivable and 5.3 MPN/g to 4.57 MPN/g for coliforms at 45°C.
Both mesophilic and for coliforms at 45 © C the largest reduction of microbial
load occurred with bleach SA, in treatment T1. The T2 and T3 promoted the
total elimination of coliforms at 45°C and the reduction to acceptable levels of
mesophilic (log 5 CFU/Q). In treatment T4 there was a reduction of all bacteria
examined. The chlorine concentration assets in SA brand was 2.5% and 2.0%
for SB and SC marks. Only the T1 treatment of SA brand was in accordance
with the legislation recommended (200 mg/L). The three bleaches used only
brand SA was effective in reducing coliforms bacteria at 45°C. However, not
reduced to acceptable levels, according with the legislation RDC 12/2001. All
brands were within the range of active chlorine recommended by law. The

treatments T1 (SA brand) reached the concentration of mg/L stipulated by
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Brazilian law. The study found that some brands of bleach-based sodium
hypochlorite do not reach acceptable levels of efficiency to control coliforms at
45°C when used in concentrations stipulated by the Ministry of Health (8 mL).

Key words: Lettuce, active chlorine, coliforms, sanitization.

1. INTRODUCAO

Dentre os alimentos frescos largamente consumidos pela populagéao
brasileira as hortalicas se enquadram em um grupo de risco, uma vez que
possuem uma elevada carga microbiana em sua microbiota natural (BERBARI,
PASCHOALINO, SILVEIRA, 2001). A contaminacdo das hortalicas ocorre pelo
uso de adubos orgéanicos, utilizacdo de aguas contaminadas durante a irrigacao
(KEERATIPIBUL, PHEWPAN, LURSINSAP, 2011) e falhas higiénicos-
sanitarias durante o seu preparo (PACHECO et al., 2002).

Contaminantes microbiolégicos como as bactérias mesoéfilas e o grupo
dos coliformes presentes nas hortalicas sao bioindicadores da qualidade
sanitaria desses alimentos (FAO, 2008). Devido a sua presenca em grande
guantidade nas fezes, principalmente em adubos orgéanicos, os coliformes a
45°C tem sido utilizados como indicador de poluicdo de origem fecal (SILVA et
al., 2010).

Dentre as hortalicas mais comercializadas e consumidas cruas, a alface
(Lactuca sativa L.) € a mais utilizada, principalmente em preparacdes de
sanduiches, decoracdo de pratos de saladas e sucos desintoxicantes
(BERBARI, PASCHOALINO, SILVEIRA, 2001). A preferéncia pelo consumo da
alface se deve ao sabor agradavel e refrescante, rica em sais minerais,
vitaminas e ainda apresentar efeito calmante, diurético e laxante (MARINO,
TEIXEIA, OKURA, 2005).

A elevada carga microbiana nas hortalicas pode ser reduzida ou
eliminada com higienizacdo adequada, garantindo a inocuidade do alimento.
Nesse sentido, os compostos clorados tém se destacado, devido a sua
eficiéncia na eliminacdo e reducédo da carga microbiana dos alimentos. O cloro,
especialmente na forma de sal de hipoclorito, € empregado para o controle
bacteriolégico em industrias de frutas e hortalicas. Fatores como a

concentragéo de cloro ativo na solucao e o tempo de acao do sanitizante sao
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determinantes para a eficacia do efeito antimicrobiano do produto (BRUNO;
PINTO, 2004).

Segundo a Resolugédo — RDC n° 55, 13 de novembro de 2009 (BRASIL,
2009) o cloro a uma concentragcdo de 2,5% é um dos sanitizantes aceitos pela
legislacdo brasileira. O baixo custo e a sua facil aquisicdo fazem com que este
produto seja amplamente utilizado pela populagido (LOPEZ-GALVEZ et al.,
2010). Entretanto, a eficiéncia dos saneantes depende da natureza do
alimento, da microbiota contaminante, do tempo de a¢ao, da concentracdo e o
periodo de contato com o alimento (ANDRADE, 2008). Tanto no ambito
doméstico como em estabelecimentos que oferecem alimentacdo coletiva, a
agua sanitaria é utilizada na higienizacdo das hortalicas e legumes. Nesse
sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de trés
marcas de agua sanitaria comercializadas nos supermercados de Cruz das

Almas, Bahia; assim como verificar o teor de cloro ativo nas mesmas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e obtenc&o das amostras

Foram escolhidas trés marcas de agua sanitaria comumente encontradas
nos supermercados de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A identificacdo dos
produtos foi reservada apenas para o executor da pesquisa e identificados
pelas letras SA, SB e SC.

As amostras de alface de cultivo tradicional foram adquiridas em
supermercado na propria embalagem fornecida pelo estabelecimento e
imediatamente encaminhada ao laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Ambiental - LABMAA para as analises.

No laboratério, uma parte da alface foi submetida ao tratamento com a
agua sanitaria (SA, SB e SC) nos tratamentos T1 (1colher de sopa de agua
sanitaria, que corresponde a 8 mL), T2 (2 colheres de sopa de agua sanitéaria,
gue corresponde a 16mL), T3 (3 colheres de sopa de agua sanitaria, que
corresponde a 24mL), o tratamento T4 foi usado com uma solucdo de
hipoclorito de sodio a 2,5% fornecido pelo Ministério da Saude nos postos de

distribuicdo, na mesma quantidade preconizada na Resolucdo- RDC n° 216, ou
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seja  ou, (1 colher de sopa ou 8 mL em um litro de agua), para todos o0s
tratamentos utilizou-se 1 litro de 4gua. Para o controle ndo houve adi¢do de
ndo houve a adi¢cdo do hipoclorito de sédio (T5). Tanto as aguas sanitarias
comerciais como a amostra do Ministério da Saude, possuem como
composicdo descrita na rotulagem Hipoclorito de sédio variando de 2,0% a
2,5%.

Inicialmente, as folhas de alface foram lavadas em agua mineral, picadas
com uma faca esterilizada e emergidas na solucdo clorada por 15 minutos
(BRASIL, 2002). Buscou-se simular o que é feito no ambito doméstico.
Decorrido esse periodo, a alface foi retirada da solucdo, lavada em agua
mineral e submetida as analises microbiol6gicas. Todos os tratamentos foram
realizados em triplicata. Além de estimar a carga microbiana, foi realizado a
mensuracao do teor de cloro ativo, com o objetivo de verificar se as marcas
analisadas estavam de acordo com intervalo da concentracdo de 2,0 a 2,5% de

cloro ativo, que € preconizada pela legislacao brasileira (BRASIL, 2009).

2.2 Andlises microbioldgicas

Para a analise de bactérias heterotroficas mesofilas aerdbias cultivaveis
foi pesado 25 gramas da amostra macerada e adicionada em 225 mL de
solucdo salina a 0,85%, que correspondia a diluicéo inicial (10™"). Em seguida,
foram realizadas as demais diluicdes decimais até 10°. Para a contagem das
bactérias mesodfilas aerdbias foi utilizada a técnica em profundidade no meio
Plate Count Agar — PCA (Acumedia®) em duplicata. Apos a solidificacdo do
meio, as placas foram incubadas por 24 a 48h, a 35°C. Para a leitura das
placas, foram escolhidas as placas que apresentaram entre 30 a 300 colbnias.
Os resultados foram expressos Log/ das Unidades Formadores de Colbnias
(UFC/g) (SILVA et al., 2010).

A determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 45°C
foi realizada usando a técnica de fermentacdo em tubos multiplos em série de
trés tubos. Na prova presuntiva aliquotas de 1 mL foram inoculadas em Caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST) (Himidea®) contendo tubos de Durham invertidos
e incubados por 48 h a 35°C. A positividade do teste foi verificada por meio da

formacédo de gas nos tubos de Durham e turvacao do meio. Apds esse periodo
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uma aliquota dos tubos positivos foi transferida para tubos contendo caldo
Eschericia coli (EC) (Acumedia®) e incubados a 45°C em banho-maria por 24
h. A positividade da prova é semelhante para o descrito para o caldo LST. O
resultado positivo de cada série foi anotado para posterior consulta a tabela de
Hoskins adaptada pelo Bacteriological Analytical Manual - BAM (1984).

Decorrido esse periodo os tubos positivos de EC foram semeados em
meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Himedia®) e incubados a 35°C por
24 h. As colbnias caracteristicas de E. coli, isto €, com didmetro de 2 a 5 mm,
centro negro, com ou sem brilho metalico esverdeado foram isoladas em tubos
de ensaio contendo Agar Triptona Soja (TSA) (Himedia®) e incubados a 35°C
por 24 h. A identificagdo bioquimica das cepas foi realizada por meio dos testes
do IMVIC (indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer e citrato de Simmons)
(FENG et al., 2001).

2.3 Analise Quimica

Para mesurar a quantidade de cloro ativo nas trés marcas de aguas
sanitarias utilizadas para o teste de eficiéncia, adicionou aproximadamente 100
mL de agua destilada em um Erlenmeyer de 250 mL, posteriormente, se
adicionou 1,00 mL de solugcdo amostra de hipoclorito comercial em seguida,
adicionou cerca de 10 mL da solucédo 10% de Kl(lodeto de potassio) e 20 mL
de acido acético, dando inicio a titulagcdo com tiossulfato padronizado. Proximo
ao ponto final, adicionou cerca de 5 mL de suspensédo de amido e prosseguir a
titulacdo até o desaparecimento da coloracéo azul, anotando neste momento o
volume de tiossulfato empregado com exatiddo. O experimento foi repetido
duas vezes. A partir dos valores do cloro ativo foram calculado o valor em mg/L
de cada tratamento (ZENEBON, PASCUET,2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir das contagens bacterianas, observou-se que o saneante SA no
Tratamento T1, reduziu a carga bacteriana mesofilica, sendo o mais eficiente
guando comparado as marcas SB e SC (Tabela 1). Quanto aos coliformes a

45°C, este tratamento reduziu 2 ciclos logaritmicos em relacdo ao controle.
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Quando comparado aos saneantes SB e SC, essa reducdo foi de 1 ciclo
logaritmico (Tabela 1).

Apesar da eficiéncia do saneante SA, este ndo alcangou o valor
determinado pela Resolugdo RDC N°12 de 2001, que preconiza a contagem de
coliformes a 45°C até log 2,0 ou 10? UFC/g, em hortalicas, legumes e similares
frescos, in natura, reparados (descascados, selecionados ou fracionados),
sanificados, refrigerados ou congelados (BRASIL, 2001).

Santos et al. (2012), testando a eficiéncia da agua sanitaria em diferentes
intervalos de tempo (0,15,30 e 45 minutos), na sanitizagdo de alface
observaram uma reducéo 3 ciclos logaritmos de coliformes a 45°C em todos
os intervalos testados, embora sem alcancar valores que atendessem a
normatizac&o, de 2 log ou 10> NMP/g corroborando com o presente trabalho.

Para o Tratamento T2, marca SA, a contagem de mesofilos aerdbios
reduziu 2 ciclos logaritmicos em relacao ao controle, enquanto, as marcas SB e
SC reduziram apenas 1 ciclo logaritmico, semelhante ao ocorrido no tratamento
T1. Para os coliformes a 45°C o saneante SA promoveu 100% de reducéo,
enquanto, as marcas SB e SC reduziram 3 ciclos logaritmicos, sem, no
entanto, atingir o padrdo preconizado pela Resolu¢do No. 12 (BRASIL, 2001)
(Tabela 1).

No Tratamento T3, todas as marcas de agua sanitaria (SA, SB e SC)
reduziram a contagem de mesofilos em 4 ciclos logaritmicos ndo sendo
detectados a presenca de coliformes a 45°C (Tabela 1).

O Tratamento T4 (Hiplocorito de sodio fornecido pelo Ministério da Saude)
reduziu a presenca de mesoéfilos em comparacdo aos demais tratamentos,
assim como de coliformes a 45°C. Contudo, esta reducao nao atingiu o padrao
estabelecido na legislacdo de alimentos (BRASIL, 2001) (Tabela 1). A medida
de uma colher de sopa, conforme preconiza o0 ministério da saude na
higienizacdo de frutas e hortalicas, pode variar entre 8 mL a 10 mL, sugerindo-
se que a concentracdo de 10 mL deve ser suficiente para reduzir a carga

microbiana de coliformes a 45°C a niveis aceitaveis.
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Tabela 1. Média das contagens de micro-organismos mesoéfilos aerébios e coliformes a 45°C nas amostras de alfaces submetidas

a quatro tratamentos de higienizacdo usando trés diferentes marcas de saneantes a base de hipoclorito de sédio.

T1(8mL) T2(16mL) T3(24mL) T4(8mL)
Saneantes Mesofilos Coliformes Mesofilos Coliformes Mesoéfilos Coliformes Mesofilos Coliformes
UFClg a 45°C UFClg a 45°C UFClg a 45°C UFClg a 45°C
NMP/g NMP/g NMP/g NMP/g
Controle(T5) 7,34 4,57 6,9 5,1 7,0 7,0 5,7 5,3
SA 3,17 2,69 4,7 0,0 3,6 0,0 3,5 2,9
SB 5,54 3,11 5,8 2,82 3,7 0,0 - -
SC 6,65 3,33 5,8 2,83 3,8 0,0 - -
RDC, n°12 (BRASIL, 2001) - 2,0 - 2,0 - 2,0 - 2,0

UFC= Unidade Formadora de Col6énia NMP = Numero Mais Provavel.
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A legislagdo brasileira ndo estabelece limites para bactérias aerdbias
mesofilas. Levando em consideracdo os limites utilizados para bactérias
meséfilas aerébias no Japao, foi definido que o valor de até 10° UFC/g ou log
5UFC/g), é considerado seguro para o consumo humano (KANEKO et al.,
1999).

Oliveira e Figueiredo (2006) relataram que alfaces sem higienizacao
comercializadas em feiras-livres, na cidade de Belém, Para, apresentaram
contagens de bactérias aerdbias mesobfilas variando log de 6,0 UFC/g a 7,9
UFC/g. Os vegetais frescos possuem uma populacdo microbiana variavel,
devido estes apresentarem seus proprios micro-organismos endofiticos e
epifiticos, além de outros advindos de outros nichos e/ou ambientes
(BRACKETT, SPLITSTOESSER, 2001).

A contagem elevada para coliformes a 45°C pode ser atribuida a agua
utilizada para a irrigacdo, sem padrédo de potabilidade e o uso de adubos
organicos obtidos da decomposicdo de restos de plantas ou de esterco de
animais (OLIVEIRA et al., 2013). Outro fator a ser considerado € a producéo
das hortalicas por pequenos agricultores, no qual utiliza-se poucas técnica, que
favoreca a reducdo da carga microbiana dos estercos, podendo representar
uma fonte de contaminac&do de micro-organismos proveniente do trato intestinal
dos animais (BOLIVAR, SOARES, 2005).

A eficiéncia do processo de higienizacdo é dependente da qualidade e da
carga microbiana inicial da matéria-prima e da qualidade do saneante, visto
gue quanto menor a carga inicial microbiana no alimento, melhor sera a sua
higienizacdo (PACHECO et al., 2002). Alguns fatores podem influenciar na
eficacia de sanitizacao do cloro, dentre os quais estdo a concentracao utilizada,
o pH do produto, o tempo de imerséo, a temperatura e a quantidade de matéria
organica presente no alimento (FIGUEREDO,2013).

Lopez-Galvez et al. (2010), relataram que a baixa eficiéncia do hipoclorito
pode estar relacionada a localizac&do das células bacterianas, que podem estar
protegidas nos estdmatos teciduais das folhas de alface, o que talvez dificulte a
exposicdo ao sanitizante. Portanto, apesar de lavadas e sanitizadas com
solucdo de agua sanitaria, as alfaces poderiam ainda veicular micro-

organismos e, dessa forma, representariam um veiculo de transmissdo de
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doencas. Os produtos a base de cloro ativo agem por inibicdo de algumas
reacfes enzimaticas-chave dentro das células, por desnaturacdo de proteina e
por inativacdo do &cido nucléico (MOREIRA et al., 2013).

Maistro (2006), analisando 100 amostras de vegetais minimamente
processados relatou que apos a higienizacdo com hipoclorito de sédio (2,0%),
a presenca de mesdfilos era superior a 7 log UFC/g™* em 45,8% das hortalicas
minimamente processadas.

Tavares, Araujo, Ueno (2009), verificando a atividade antimicrobiana de
diferentes desinfetantes na sanitizacdo de alfaces comercializadas na cidade
de Santa Maria/RS, observou que o hipoclorito de s6dio a 2,5%, em um volume
de 4 mg/L, se mostrou eficaz na reducao de coliformes a 45°C. Esta afirmacéo
€ contraria a observada no presente estudo, uma vez que a utilizagcdo do dobro
do volume (8 mL), no tratamento T1l, ndo houve uma reducdo a niveis
aceitaveis de coliformes a 45°C.

Com relacdo a determinacédo do teor de cloro ativo, apenas a marca SA
continha 2,5% de concentracao de cloro, o que fez com que esta apresentasse
maior eficiéncia quando comparada as demais.

As marcas SB e SC continham apenas 2,0% de cloro ativo, confirmando a
informacéo presente nos rétulos de ambas as marcas, com concentracao no
intervalo de 2,0% a 2,5%. Segundo a Portaria N° 89, de 25 de agosto de 1994
(BRASIL, 1994), para ser considerada agua sanitaria, a mesma deve conter
solucdes aquosas a base de hipoclorito ou céalcio com teor de cloro ativo de
2,0% a 2,5%. Diante disso, as marcas pesquisadas neste trabalho estdo de
acordo com a legislacéo vigente.

A determinacado da concentracdo em mg/L de cloro ativo nos tratamentos,
mostrou que o tratamento T1 (8 mL) apresentou valores de 200 mg/L, para
marca SA e 160 mg/L para as marcas SB e SC.

Para o tratamento T2 (16 mL) a marca SA, apresentava um valor de 400
mg/L, enquanto as macas SB e SC 320 mg/L. No tratamento T3 (24 mL) a
concentracdo encontrada para a marca SA, foi de 600 mg/L, enquanto as
marcas SB e SC obtiveram uma concentracdo de 480 mg/L.

Apenas o tratamento T1 encontra-se dentro dos limites permitidos pela

legislacdo brasileira, ou seja, 200 mg/L a 250 mg/L de cloro ativo (BRASIL,
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2009). Embora os tratamentos T2 e T3 tenham apresentado maior redugéo da
carga microbiana, essa concentracdo de cloro (mg/L) ndo pode ser usada na
higienizacdo de frutas e hortalicas.

Apesar do hipoclorito de sodio ser o saneante mais empregado devido a
sua rapida acao, facil aplicacdo e completa dissociagdo em agua. O uso de
compostos a base de cloro requer alguns cuidados, pois se trata de substancia
corrosiva, que pode provocar irritacdes na pele e no trato respiratorio (SAO
JOSE, VANETTI, 2012). Segundo Srebernich (2007), o uso de saneantes a
base de sais de cloro é preocupante porque 0S mesmos Sa0 precursores na
formacdo de cloraminas organicas, compostos prejudiciais a salde por causa

do seu alto potencial carcinogénico.

4. CONCLUSAO
Nas condicdes deste experimento pode-se concluir que, as amostras de
alfaces analisadas sem tratamento (ndo higienizada) apresentam uma elevada
carga microbiana, assim como, as amostras que passaram pelo tratamento de
higienizacdo. Dessa forma, a higienizacdo com hipoclorito de sédio a depender
da marca utilizada ndo atende ao limite estabelecido para os coliformes a 45°C
(2,0 log NMP/g), mesmo nas concentracbes de cloro ativo permitida pela

Resolucédo de alimentos (até 250 mg/L).
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CONSIDERACOES FINAIS
Este estudo tem relevancia, ao fornecer a populacéo informacdes sobre
a qualidade bacteriana de vegetais crus prontos para consumo cuja ingestao é
amplamente relacionada a boa alimentacdo e qualidade de vida. Constata-se
gue esses alimentos podem ser veiculadores de transmissdo de micro-
organismos patogénicos tornado-se um problema de saude publica.
Espera-se sensibilizar os proprietarios dos restaurantes quanto a importancia

da implantacdo das Boas Praticas de Manipulacdo, e as autoridades
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responsaveis do municipio para uma fiscalizacdo mais intensiva nestes
estabelecimentos.

Mesmo com utilizacdo de concentragcbes de hipoclorito de sdédio para
higienizacdo das hortalicas, a grande variacdo de qualidade das marcas
comercias aliada as caracteristicas intrinsecas do alimento podem resultar na

baixa eficiéncia desse tratamento.

Anexo

NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA ALIMENTAO & NUTRICAO

Apresentagao

Sao aceitos trabalhos escritos em Portugués, Espanhol ou Inglés, com titulo,
resumo e termos de indexacdo no idioma original e em Inglés. Os textos
devem ser preparados em espaco 1,5, recomendando-se um maximo de 25
paginas e até cerca de 40 referéncias bibliograficas. Os trabalhos devem ser
encaminhados a Secretaria do Nucleo de Estudos e Pesquisas em
Alimentacdo (R. Albert Einstein 291, Campinas, SP, 13083-852) em trés

vias, ou por e-mail (revnepa@unicamp.br) com aviso de recebimento. Devem

ser acompanhados dos seguintes documentos:

- Carta com descricdo do tipo de trabalho, contendo os nomes de todos o0s
autores, enderecos fisicos e de e-mail, instituicAio a qual se encontra
vinculado cada um, telefone/fax, e indicacdo do autor para correspondéncia.
A carta de encaminhamento deve ser assinada por todos os autores. No caso
de envio por e-mail, devera ser escaneada e anexada a mensagem. Ela deve
conter também declaracdo expressa de submissdo somente a revista

Seguranca Alimentar e Nutricional e de concordancia com a cessdo dos
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direitos de reproducdo gréfica a Revista, assinada por todos os autores.
Na utilizacdo de figuras e/ou tabelas de outras fontes, os autores deveréo

entregar documento de autorizagdo de uso das mesmas.

Em caso de pesquisas realizadas com seres humanos, deve ser
apresentada copia do parecer do Comité de Etica ao qual foi submetida a

pesquisa.

Organizacao

Pagina de titulo:
Devem constar: titulo do trabalho, nome(s) do(s) autor(es) por extenso, com
indicacgdo da filiag&o institucional, se houver. Deve também ser destacado um
dos autores, com nome, endereco, telefone, fax e e-mail, para contatos
posteriores com a revista. Devem ser informados nesta pagina no minimo

trés termos de indexagcdo, na lingua original e em Inglés.

Resumo:

Os trabalhos devem apresentar resumos na lingua original e em Inglés. No
caso de trabalhos escritos em Inglés, devera constar um resumo em
Portugués, além do abstract. Os resumos devem conter até 200 palavras. O
estilo deve ser narrativo, com descricdo dos objetivos, métodos basicos
adotados, e informacdo da populacdo ou amostragem da pesquisa e
métodos estatisticos, porventura, utilizados.
Ainda devem constar os resultados e as conclusdes mais relevantes,
considerando os objetivos do trabalho. O resumo ndo deve, em hipotese

alguma, conter citacdes bibliograficas ou abreviaturas sem definicéo.

Texto:
Os trabalhos deveréo seguir a estrutura formal para trabalhos cientificos, com

excecao dos manuscritos apresentados como Revisao.

Introducao:
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Esta secdo deve conter revisao da literatura atualizada e pertinente ao tema,
apresentando o problema, os objetivos e as justificativas que conduziram ao

trabalho. @] estilo devera ser direto e CONCiso.

Metodologia ou material e métodos:
Deve conter descricdo clara e resumida. Se as técnicas ou procedimentos
utilizados ja tiverem sido publicados, deverd ser mencionada a fonte
bibliogréfica, incluindo somente os detalhes que representem modificacdes
substanciais ao procedimento original. A descricAo deve conter:
- procedimentos adotados ou citacdo da fonte bibliografica do procedimento
original;
universo da amostra;
instrumentos de medida e, se houver, o método de validacao;

tratamento estatistico.

Resultados:

Os resultados devem ser apresentados sempre que possivel mediante o uso
de tabelas e figuras, respaldadas por calculos estatisticos. Tabelas e figuras
devem ser limitadas a 10 no conjunto, numeradas de forma sequencial com
algarismos ardbicos e obedecendo a ordem de mencéo
dos dados. As tabelas e figuras devem ser apresentadas de forma que sejam
legiveis e autoexplicativas, com titulo breve. O autor deve se responsabilizar
pela qualidade das figuras e tabelas, levando em consideracdo que irdo

ocupar o espaco de uma ou duas colunas (7 e 15 cm respectivamente).

Discusséo:

Deve ser breve e restrita aos aspectos significativos do trabalho, procurando
explorar de forma cientifica e objetiva os resultados. Esta secdo se
caracteriza por apresentar comparacfes com outras observacfes ja
registradas na literatura. Caso a natureza do trabalho o permita. As secdes
de “Resultados” e “Discussao” podem alternativamente ser apresentadas em

conjunto, sob o titulo geral de “Resultados e Discussao”.
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Conclusbes:
Nesta secdo, deve ser apresentado o significado pratico ou tedrico dos
pontos mais relevantes do trabalho, considerando o tema da seguranca

alimentar e nutricional.

Agradecimentos (optativo):
Espaco limitado a trés linhas onde devem ser apresentados reconhecimentos

especiais dos autores.

Referéncias Bibliogréficas:
Sugere-se um limite de 40 referéncias, que devem seguir o estilo Vancouver.

Sua adequacao e exatidao sdo de responsabilidade exclusiva dos autores.

Citacoes no texto
As citacoes inseridas no texto do trabalho devem seguir o estilo Vancouver
que, resumidamente contemplam:
- numeracao sequencial das citagbes com algarismos arabicos, colocados
entre colchetes,
seguindo a ordem em que forem mencionadas.
- 0S numeros correspondentes devem também constar da lista bibliografica
no final do artigo.
Sobrenome e iniciais (sem pontos) de todos os autores devem figurar, até o
sexto autor. A
partir dai, os nomes sdo omitidos e se escreve a expressao latina "et al."

e altamente recomendavel consultar 0 site:

http://www.lib.monash.edu.au/tutorials/citing/vancouver.html

Citacdes na lista de referéncias
As referéncias citadas no texto devem ser colocadas em ordem numérica na

lista de referéncias e devem obedecer ao estio Vancouver.
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