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Resumo

Introducéo: As hortaligas sdo alimentos consumidos preferencialmente crus, o que aumenta o
risco de contaminacdo desses alimentos. Cuidados higiénico sanitarios sdo imprescindiveis
evitar doencas causadas por microrganismos patogénicos. Objetivo: avaliar a presenca de
coliformes fecais, Salmonella sp e parasitos intestinais presentes em amostras de hortalicas
disponiveis em restaurantes self service, em uma cidade do interior do Rio Grande do Sul.
Métodos: Andlise microbioldgica de hortalicas, avaliadas de acordo com os limites de padréo
microbiologico e sanitario para hortalicas seguindo o Manual de Métodos Oficiais para
Anadlise de Alimentos de Origem Animal, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e a ISO 6579-1:2017. Para a avaliacdo parasitoldgica utilizou-se a
técnica de sedimentacdo espontanea. Resultados: Foram analisadas 10 amostras de hortalicas
como Agrido, Alface, Couve e Rdcula de diferentes buffets. Destas, 100% apresentaram
coliformes totais, 60% apresentaram coliformes termotolerantes acima dos limites
estabelecidos pela legislacdo e 30% das amostras estavam positivas para Salmonella sp. Para
andlise parasitologica, das 35 amostras de hortaligas, 5 (14,3%) foram positivas para larvas de
Strongyloides stercoralis e cistos de Giardia lamblia. Conclusdo: Se faz necessario o
persistente monitoramento das boas praticas de higiene para diminuir os riscos de
contaminacdo das hortalicas servidos em restaurantes self service.

Palavras-chave: Verduras. Coliformes. Salmonella. Doencas parasitarias. Contaminagao de
alimentos.
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Abstract

Introduction: Vegetables are foods eaten preferably raw, which increases the risk of
contamination of these foods. Hygienic sanitary care is essential to protect the population
from diseases caused by pathogenic microorganisms. Objective: to evaluate the presence of
fecal coliforms, Salmonella sp and intestinal parasites present in samples of vegetables
available in self-service restaurants, in a city in the interior of Rio Grande do Sul. Methods:
Microbiological analysis of vegetables, evaluated according to with the limits of
microbiological and sanitary standards for vegetables following the Manual of Official
Methods for Analysis of Food of Animal Origin, of the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply (MAPA) and ISO 6579-1: 2017. For the parasitological evaluation, the spontaneous
sedimentation technique was used. Results: 10 samples of vegetables were analyzed, with
species of Watercress, Lettuce, Kale and Arugula from different buffets. Of these, 100% had
total coliforms, 60% had thermotolerant coliforms above the limits established by legislation
and 30% of the samples were positive for Salmonella sp. For parasitological analysis, of the
35 vegetable samples, 5 (14.3%) were positive for Strongyloides stercoralis larvae and
Giardia lamblia cysts. Conclusion: Persistent monitoring of good hygiene and agricultural
practices is necessary to reduce the risk of contamination of vegetables served in self-service
restaurants.

Keywords: Vegetables. Coliforms. Salmonella. Parasitology. Food contamination.

INTRODUCAO

Na busca de melhorar os habitos alimentares e a saude, ha uma preferéncia aos
alimentos de baixa quantidade caldrica e ricos em fibras, vitaminas e minerais, tornando-0s
indispensaveis para uma boa alimentacédo e ao funcionamento do organismo @2, Entretanto,
as hortalicas sdo consumidas preferencialmente cruas na forma de salada, o que as torna alvos
faceis de contaminagéo por microrganismos e sua disseminacdo para a populagdo®4).

A contaminacdo das hortalicas pode ocorrer em varias etapas da producdo, que vai
desde a falta de saneamento basico, ou ineficiéncia deste, falhas no sistema de cultivo ou
através dos proprios manipuladores de alimentos de restaurantes self service ®). Segundo
Barros (2018), estes sdo fatores que corroboram direta ou indiretamente nas contaminagdes de
hortalicas e de sintomas clinicos gastrointestinais ©).

Dentre os coliformes fecais, inclui-se a bactéria Escherichia coli, que tem como
habitat o intestino de animais e do homem, sendo de grande adaptabilidade além de ser
indicador forte de contaminacgdo de coliformes fecais quando presente em alimentos e na dgua
(@, A Salmonella sp. é uma bactéria conhecida pelos quadros de intoxicagdo alimentar, sendo
altamente resistente a acidez estomacal e sais biliares, aloja-se preferencialmente no intestino
de animais e do homem . A Instrucdo Normativa (IN) N° 60 de 2019 estabelece os limites
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para a contagem de coliformes fecais (45° graus) em 10> NMP/g para hortalicas e auséncia de
Salmonella sp./25 g ®.

O Brasil, por ser um pais tropical, também permite o maior aparecimento de doencas
parasitarias. Tanto nas areas rurais como nas urbanas, os parasitas se difundem devido a mas
condicdes sanitarias, assim, as hortalicas sdo um importante meio de transmissao das doencas
intestinais. A transmissao ocorre de preferéncia, através, do solo, agua, as maos e os alimentos
(incluindo as verduras) como uma das principais vias de contaminacdo que compde a cadeia
epidemioldgica das parasitoses .

Desta forma, o objetivo deste trabalho € investigar a presenca de coliformes fecais,
Salmonella sp. e parasitos intestinais em amostras de hortalicas proprias para consumo
servidas em buffets de restaurante self-service a fim de avaliar a correta higienizacdo e
manipulacdo de alimentos consumidos crus.

METODOLOGIA

Foram visitados 35 diferentes restaurantes self service em uma cidade do interior do
estado do Rio Grande do Sul, nos quais foram coletadas amostras de hortalicas como alface
(Lactuca sativa), racula (Eruca sativa), agrido (Nasturtium officinale) e Couve (Brassica
oleracea). Os restaurantes foram identificados com numeragdes de 1 a 35, como forma de
preservar a identidade dos locais em estudo. Em 10 estabelecimentos foram coletadas uma
quantidade extra de amostra para a avaliagdo microbioldgica de coliformes e Salmonella sp.
Foram coletadas aleatoriamente amostras de folhas verdes cruas que estavam a disposi¢do no
buffet para o consumidor.

As coletas foram feitas individualmente, em horério de almoco (11h30m as 14h). As
hortalicas foram compradas e acondicionadas em embalagens descartaveis para o transporte e
encaminhadas diretamente ao laboratério. O periodo para andlise foi de agosto a dezembro de
2022.

As analises foram realizadas no laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Laboratério de Parasitologia da Universidade do Vale do Taquari - Univates, onde utilizou-se
sacos plasticos estéreis para a pesagem e processamento de cada uma das amostras obtidas
nos diferentes restaurantes. Para a analise de coliformes totais, fecais e Salmonella sp. foram
pesadas um total de 35 g de hortalicas coletadas em cada um dos restaurantes. Ja para a
andlise parasitoldgica foi utilizado um total de 100 g de hortalica por restaurante.
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ANALISE PARASITOLOGICA

A analise parasitoldgica foi baseada na técnica de sedimentacdo espontdnea de
Hoffman, Pons e Janer — 1934, com algumas modificacGes. A técnica foi escolhida pela
deteccdo maior de nimeros de parasitas e suas formas, como: ovos, larvas e cistos, pelo seu
baixo custo e pela sua facil execucdo. As amostras foram processadas individualmente, cada
amostra foi pesada em balanga analitica para um total de 100g, ap0s transferidas para cubas
de vidro onde foram lavadas, folha por folha com escovas, com uma porcdo de 200 mL de
agua destilada, evitando uma possivel contaminagdo externa. Logo apds, as folhas foram
suspensas para drenagem do liquido na cuba e, em seguida, desprezadas. O liquido utilizado
em cada lavagem foi filtrado em calice de sedimentacéo e deixado em repouso por 24 horas
para sedimentacdo do filtrado. Apds 24 horas, o liquido sobrenadante foi desprezado e os 30
mL finais da amostra foram transferidos para um tubo cénico de 50mL. O tubo foi
centrifugado a 2.600 rpm por um minuto. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspendido. Foram confeccionadas quatro laminas de cada amostra e coradas com lugol,
cobertas com laminula, para analise microscdpica nas objetivas de 10X e 40X (19,

ANALISE MICROBIOLOGICA

A andlise de coliformes fecais foi baseada no Manual de Métodos Oficiais para
Anélise de Alimentos de Origem Animal, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento). Para a deteccdo de Salmonella sp., a técnica foi baseada na I1SO 6579-
1:201702),

Considerando-se que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), érgédo
vinculado ao Ministério da Saude, estabelece limites de padrdo microbiologico sanitario para
as hortalicas, legumes e similares frescos (in natura) e o limite maximo admitido de
coliformes termotolerantes é de 102 NMP/g (nimero mais provavel/g). De acordo com a
mesma resolucdo, as hortalicas cruas ndo podem apresentar a bactéria Salmonella em 25 g do

produto. A legislacdo néo estabelece limite maximo para coliformes totais (13,

ANALISE DE COLIFORMES FECAIS

Para a andlise de coliformes, foram pesadas aliquotas de 10 g de cada amostra e foram
adicionadas 90 mL de agua peptonada 0,1% (peptona bacteriolégica), obtendo-se a diluicdo
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101, Em seguida, foram realizadas diluicdes decimais seriadas até obter-se a dilui¢do 10-3.
Para cada uma das diluicdes (101, 102 e 10°%), foram inoculados 1 mL desta diluicdo em placa
de Petri estéril e adicionado 20 mL de Agar Violet Red Bile (VRB — Oxoid), foi aguardado a
secagem e adicionado uma sobrecamada de, aproximadamente, 5 mL do mesmo meio de
cultura. As placas de VRB foram incubadas a 35 °C + 1,0 °C por 24 horas.

Para confirmacdo, foram selecionadas cinco col6nias tipicas (de coloracao rosea, com
0,5 a 2 mm de didmetro com ou sem zona de precipitacdo da bile do meio de cultura) e cinco
coldnias atipicas (de coloracédo rosea, sem zona de precipitacdo e de tamanho inferior a 0,5
mm), de placas com intervalo de contagem de 15 a 150 colénias. Elas foram repicadas em
caldo Escherichia coli (EC - Oxoid), e incubadas a 45,0 °C £ 0,2 °C por 24 horas em banho-
maria com agitacdo. Foram consideradas positivas para coliformes termotolerantes as col6nias
que apresentaram fermentacdo no caldo EC, demonstrada por meio da presenca de gas nos
tubos de Duhran presentes no meio de cultura. Para a confirmacdo de coliformes totais, foram
selecionadas cinco colonias tipicas (de coloracdo rosea, com 0,5 a 2 mm de didmetro com ou
sem zona de precipitacdo da bile do meio de cultura) e cinco col6nias atipicas (de coloracdo
résea, sem zona de precipitacdo e de tamanho inferior a 0,5 mm) e repicadas em caldo Verde
Brilhante a 36,0°C por 24 horas. Foram consideradas positivas as colénias que apresentaram
fermentacdo demonstrada por meio da presenca de gas nos tubos de Duhran presentes no

meio de cultura.

ANALISE DE SALMONELLA SP.

Foram pesadas 25 g da amostra e adicionaram-se 225 mL de agua peptonada
tamponada 1% incubando-os em uma estufa a 37°C por 20 horas (mistura pré-enriquecida). A
etapa de enriquecimento seletivo foi realizada adicionando 0,1 mL da amostra em caldo
Rappaport Vassiliadis (RVS — Sigma) e um mL para caldo Miller-Kaufmann-Tetrathionate-
Novobiocine Broth (MKTTn — Oxoid), incubando os meios a 41,5 °C + 1 °C por 48 horas e
37 °C = 1 °C por 48 horas, respectivamente. A partir dos caldos seletivos, as amostras foram
estriadas em agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD - Oxoid) e 4gar Rambach (Merck), de
forma que se permitiu o isolamento de colénias. O agar XLD foi incubado a 37 °C £ 1 °C por
24 horas e 0 agar Rambach a 35 °C + 1 °C também por 24 horas. Colbnias tipicas de
Salmonella spp. em agar XLD se apresentam com centro negro circundado por uma zona
levemente transparente vermelha e, em agar Rambach, apresentam-se na coloracdo vermelha,
podendo também apresentar coloragdo rosado claro.
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Apos a selecdo de colbnias suspeitas, estas foram isoladas em &gar Nutriente (BD),
com incubagdo a 36 °C + 2 °C por 24 horas e, a partir deste meio, foram realizados os testes
confirmatorios. Para confirmacdo bioquimica, coldnias isoladas foram repicadas para agar
Triple Sugar Iron (TSI — Oxoid) inclinado, incubado a 37 °C + 1 °C por 24 horas, Salmonella
sp. apresenta, no agar TSI, producdo de gas e de H>S em 90% dos casos e fermentacdo da
glicose, gerando uma coloracdo amarela na base do tubo e ndo fermentacdo da lactose,
gerando coloracdo vermelha no bisel. A producdo de H»S indicada pela cor negra na base da
porcdo central do tubo e microrganismos como Proteus mirabilis, Edwardsiella tarda,

Citrobacter freundii e Salmonella spp. podem apresentar perfil de comportamento semelhante
(14).

RESULTADOS

Para a analise parasitologica foram analisadas 35 amostras oriundas de 35 restaurantes
diferentes. Destas, 15 amostras de Alface (Lactuca sativa), 10 amostras de Agrido
(Nasturtium officinale) e 10 amostras de Rdcula (Brassica oleracea). Todas as amostras
(100%) apresentaram presenca de fungos, bactérias e protozoarios. Na analise parasitologica,
14,3% (n=5) apresentaram positividade, sendo que larvas de Strongyloides stercoralis foram
identificadas em todas as amostras positivas (5) e cistos de Giardia lamblia foram

visualizadas em 5,7% das amostras (n=2) (Grafico 1).

Grafico 1. Percentual de positividade de microrganismos e insetos presentes em hortaligas in

natura prontas para consumo em buffets de restaurantes.
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Fonte: do autor. *Strongyloides stercoralis (5). **Giardia lamblia (2).
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Os insetos visualizados foram diversos, incluindo formigas e &caros. Protozoarios
visualizados ndo foram identificados conforme espécie. Foram visualizadas muitas estruturas
fangicas contendo hifas e conidios, compativeis com fungos caracteristicos contaminantes de
ambientes. Também foram visualizadas bactérias durante a avaliacdo parasitolégica.

Para a andlise de coliformes e Salmonella sp. foram analisadas hortalicas de buffets
self-service de 10 restaurantes. Em cada restaurante, foram coletadas hortalicas diversas dos
buffets, a fim de completar o minimo de 35 g (10 g para analise de coliformes e 25 g para
analise de Salmonella sp). As amostras foram processadas no laboratorio e analisadas
conforme os limites de padrdo microbioldgicos e sanitérios estabelecidos para as hortalicas. A
analise de Salmonella sp. foi positiva para 3 (30%) das amostras analisadas. Em relacdo a
analise de coliformes, todas as amostras (100%) apresentaram coliformes totais, e 6 amostras
(60%) apresentaram valores acima do preconizado na legislagdo para coliformes

termotolerantes (Tabela 1).

Tabela 1: Coliformes totais, coliformes termotolerantes e Salmonella sp. em amostras de

hortalicas de self-service no interior do Rio Grande do Sul.

Coliformes

Coliformes totais
termotolerantes

Restaurante Amostras Salmonella sp.
NMP.g! NMP.g
1 Alface e Rucula 3,0 x 102 2,0 x 102 Negativo
2 Rucula e Couve 9,9x10° <1x10? Negativo
3 Alface e Couve 6,7 x 102 <1x10? Negativo
4 Alface 6,5 x 103 <1x10? Positivo
5 Alface e Agrido 1,3 x 103 <1x10? Negativo
6 Alface e Rucula 9,0 x 102 2,0 x 102 Positivo
7 Alface e Rucula 1,9 x 103 8,0 x 102 Negativo
8 Alface e Rucula 1,3 x 108 8,7 x 102 Negativo
9 Alface 4,2 x 102 2,8 x 102 Negativo
10 Alface e Rucula 9,8 x 102 6,5 x 102 Positivo

NMP: nimero mais provével. Fonte: do autor.

DISCUSSAO
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No presente estudo, analisou-se um total de 35 amostras de hortalicas de 35 diferentes
restaurantes, sendo que todas foram avaliadas parasitologicamente e 10 amostras foram
avaliadas microbiologicamente (coliformes e Salmonella sp.). As hortalicas foram coletadas
de forma aleatoria conforme disponibilidade no buffet do restaurante, sendo que as variedades
incluidas estavam cruas, como Rucula (Eruca sativa), Alface (Lactuca sativa), Agrido
(Nasturtium officinale) e Couve (Brassica oleracea).

A producdo das hortalicas em areas urbanas, periurbanas de cidades ou metrépoles é
um fator agravante, pois aumenta a movimentacdo de pessoas, maquinas e animais, que
contribuem para a disseminacao de patdgenos pelos alimentos %, A contaminacdo de fungos
e bactérias pode ser transmitida pelas sementes ou ainda de estufas e campos vizinhos.
Normalmente os fungos afetam a parte aérea das hortalicas, sendo facilmente carregados pelo
vento 6. A analise microscépica realizada no presente estudo permitiu a verificacdo de
diversos microrganismos e estruturas. Portanto, a presenca de outros microrganismos e
insetos podem se relacionar com a menor qualidade da lavagem das hortalicas.

Em estudo realizado por Bastos et al. 19, foram analisadas 40 amostras de hortalicas
de 10 restaurantes self-service, 35 amostras estavam contaminadas com algum tipo de
parasita: ovos de Ascaris lumbricoides e Trichuris trichuria, cistos de Giardia lamblia,
Entamoeba coli, Endolimax nana, entre outros e apenas 5 amostras isentas de
enteroparasitoses, reforcando a ma qualidade na higienizagéo das hortalicas. Ja Ruiz et al. @7,
analisou 27 amostras de hortalicas in natura e ndo foram encontradas nenhuma contaminacéo,
onde foi possivel evidenciar que as praticas de higienizacdo sdo eficazes. Silva et al. (18
analisou 96 amostras, antes de serem servidas e ap6s irem para consumo. Foi evidenciado que
a contaminacdo maior das hortalicas ocorreu antes de serem higienizadas para consumo,
porém deve-se atentar para os métodos eficientes de lavagem, visto que mesmo apds a
higienizagéo ainda foram encontrados microrganismos contaminantes como: Ancylostomidae,
Ascaris lumbricoides, Entamoeba coli, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Strongylodes
stercoralis.

Em estudo de Souza et al. @9, coletou-se 14 amostras de hortalicas nas mesas de
buffet de servicos self-service, restaurantes de shoppings centers e padarias. Foi observado
que 90% das amostras estavam contaminadas com Escherichia coli e improprias para
consumo. A Escherichia coli é usada como indicador de contaminacéo fecal recente ou mau
processamento higiénico, por isso, o resultado confirmativo para coliformes totais e
termotolerantes deu positivo. Em outro estudo, de Montanher et al., ?9 analisou-se 50
amostras de hortalicas que eram servidas em um restaurante self-service no centro da cidade
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de Curitiba-PR, onde 10% das amostras estavam contaminadas com algum tipo de parasita
intestinal. As analises também ocorreram em cantinas de universidades, Medeiros % analisou
16 cantinas da Universidade Federal de Jodo Pessoa/PB onde coletou 30 amostras. Destas, 16
apresentaram enteroparasitos.

IN n° 60 de 2019 é utilizada como indice para coliformes fecais ou termotolerantes,
para a deteccdo de bactérias patogénicas de origem fecal, como a Escherichia coli ®). No
entanto, o resultado para esse coliforme foi positivo em 6 (60%) das amostras, estando acima
do que preconiza a resolucdo. Em 100% das amostras coletadas, foi verificada a presenca de
coliformes totais. Enquanto 3 (30%) confirmaram para a presenca de Salmonella sp. Um
estudo feito no Rio de Janeiro, analisou 37 amostras de saladas em restaurantes self service
em diferentes bairros.

Das 37 amostras, todas apresentaram coliformes totais e 31 (83,8%) delas
apresentaram coliformes termotolerantes acima dos limites estabelecidos 2. Em outro estudo
feito no Vale do Taquari, no estado do Rio Grande do Sul, analisou-se a presenca de
coliformes totais, coliformes termotolerantes, Salmonella sp. e Listeria sp. As coletas foram
feitas de trés propriedades, totalizando 27 amostras. Foram coletadas para a anélise, a 4gua do
acude utilizada para a irrigacdo, amostras de solo e amostras de folhas de alface cultivadas
diretamente no solo irrigado de cada uma das propriedades visitadas. Foram encontrados
coliformes termotolerantes acima dos limites, nas amostras de agua e nas andlises do solo,
encontradas Salmonella e Listeria sp. (3.

Em Presidente Prudente, estado de S&o Paulo, foram coletadas 180 amostras de alface
nas trés diferentes formas de cultivo (hidropdnica, convencional e orgénica). No estudo, foi
evidenciado a presenca de Salmonella nos trés sistemas de cultivo, acima do estabelecido,
além de Escherichia coli e S. aureus, nos sistemas convencional e hidropdnico, reforcando
que néo existe manejo seguro ?4). Salienta-se que os coliformes fecais ou termotolerantes sdo
conhecidos por serem microrganismos adaptaveis, podendo viver e se desenvolver na agua,
no solo e em meios de cultura ® e isto pode facilitar o aparecimento destes em alimentos
quando ndo utilizadas as boas praticas de manipulacéo e lavagem de alimentos.

A bactéria Salmonella sp. é resistente, capaz de sobreviver a longos periodos e é
encontrada na natureza, como solo, no ar, em animais e em seres humanos, sendo seu
principal habitat é o trato digestivo de mamiferos, dos passaros e répteis ). A contaminacéo
dos alimentos pode se dar por transmissao direta ou indireta por dejetos na agua ou alimentos
contendo as fezes, encontrada normalmente em animais, inclusive os domésticos. Desta
maneira, qualquer alimento de origem animal ou que tenha sido contaminado com excremento
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fecal deste pode ser contaminado por Salmonella sp. @7). Os sintomas de uma infecgéo por
essa bacteria incluem vomitos, diarreia, falta de apetite, dores abdominais, fortes dores de
cabeca, febre, e dependendo do sorotipo de Salmonella, pode levar o individuo a morte. As
mulheres gestantes, criangas e idosos, assim como pacientes com sistema imunoldgico
comprometido tem uma predisposicdo maior de apresentar gravidade 9,

Uma das formas mais eficientes de impedir a contaminacdo por estas bactérias
patogénicas é a lavagem correta das hortalicas.

A ANVISA, por meio da resolucdo RDC 216/2004, estabelece que as hortalicas sejam
lavadas em agua corrente e deixadas de molho antes do consumo por 10 minutos embebidas
com hipoclorito de sédio a 2%. Recomenda-se ainda que a diluicdo seja de 1 colher de sopa

para cada litro de 4gua e que as maos sejam higienizadas entes na manipulacdo dos alimentos
(13)

CONCLUSAO

Pode-se observar que os restaurantes pesquisados estdo fornecendo aos seus
consumidores hortalicas com contagem elevada de microrganismos que quando consumidos
podem causar doencas de origem alimentar, comprometendo a saude da populacdo, sendo um
indicativo forte da falta de controle higiénico sanitario dos estabelecimentos.

A correta higienizacdo é um fator primordial para o controle de contaminacdo das
hortalicas, sendo necessaria a disseminagdo do conhecimento com técnicas e treinamentos aos
manipuladores destacando as praticas adequadas de higienizacdo das maos e boas praticas de
manipulacdo. Também é importante a vigilancia e o controle de qualidade da agua e dos
compostos organicos adicionados durante o plantio da hortalica que podem contribuir para a
contaminacgéo desses alimentos.
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