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RESUMO

AGNES MARIA CUPERTINO FERNANDES ARAUJO

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E PROCESSO DE HIGIENIZACAO DE
ALFACE CRESPA (Lactuca sativa var. crispa) CONSUMIDA EM UMA UNIDADE DE
ALIMENTACAO E NUTRICAO HOSPITALAR

Orientador: Prof.° Dr.° Marco Anténio Lemos Miguel

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso

Em decorréncia das mudangas socioecondémicas nos ultimos anos, principalmente no
estilo de vida da populacdo, ocorreu um aumento significativo da alimentacéo fora do lar. Em
consequéncia, intensificaram-se a quantidade de servigos de alimentacdo, como as Unidades
de Alimentacédo e Nutricdo (UAN), restaurantes entre outros servicos de refei¢cdes. Os novos
habitos alimentares colaboram em parte para uma alimentacdo desequilibrada, porém é
crescente a preocupacdo da populacdo com atributos de qualidade dos alimentos e dos
servicos de alimentacdo. As hortalicas sdo recomendadas na dieta alimentar uma vez que
possuem propriedades benéficas relacionadas a promocdo da saude. Entre os folhosos, a
alface € considerada o vegetal com maior destaque quanto ao consumo e importancia
econdmica no mundo. Usualmente consumida crua, a alface pode ser considerada potencial
veiculo de microrganismos patogénicos. O risco pode ocorrer durante todas as etapas de
producdo. Em UAN, local que envolve atividades de armazenamento, manipulagdo, preparo
de grandes volumes de alimentos e distribuicdo de refeicGes, este risco aumenta. Como
medidas preventivas da veiculagcdo de patdgenos por alimentos sdo utilizadas metodologias
padronizadas e produtos que objetivam reduzir a carga de patdgenos a niveis seguros. Os
compostos clorados sdo os mais utilizados e possuem maior estabilidade em solu¢do, mesmo
na presenca da matéria organica, o que leva a recomendacdo do relso da solucédo clorada por
alguns fabricantes na reducdo de custos operacionais e de tempo. Este estudo tem como
objetivo avaliar o processo de higienizacdo de alface crespa em uma UAN Hospitalar. O
estudo realizado em 10 dias distintos foi conduzido em duas etapas: a 12 etapa contemplou a
verificacdo do processo de higienizacdo de hortalicas. A 22 etapa foi experimental e consistiu
na avaliacdo da eficacia do processo de higienizacdo de hortalicas na UAN e no laboratério,
bem como o retso da solucdo clorada. Na avaliacdo do processo de higienizacdo foram
evidenciadas falhas no tratamento dos vegetais. As alfaces recebidas na UAN apresentaram
contagens de bactérias meséfilas acima de 10° UFC/g. Para coliformes totais 80% das
amostras estavam acima de 10° NMP/g, e para os coliformes termotolerantes foram detectadas
contagens superiores a 10° NMP/g em duas amostras. As alfaces higienizadas na UAN
resultaram na reducdo da contagem de bactérias mesofilas superior a 1 log UFC/g em 40%
dos experimentos. No laboratorio esta reducdo foi obtida em 100% dos experimentos. Em
relacdo aos coliformes totais foi observada uma reducdo de 1 log NMP/g em 90% das



amostras higienizadas na UAN e em 100% quando o processo foi realizado no laboratorio.
Para os coliformes termotolerantes houve reducdo de 1 log em 3 das 7 amostras em que estes
microrganismos foram detectados na UAN e em 4 das 7 amostras nos processos realizados no
laboratorio. Quanto ao relso, a solucao reutilizada foi eficaz contra Escherichia coli, mas ndo
mostrou efeito significativo contra Listeria sp. Este estudo mostrou que as falhas ocorridas
sdo decorrentes da falta de capacitacdo dos manipuladores e sistematizacdo dos processos. Os
resultados sugerem a inclusdo de microrganismos como Listeria monocytogenes nos testes de
avaliacdo de compostos antimicrobianos na industria de alimentos.

Palavras-chave: higienizacédo, cloro, alface, redso, Listeria sp., Escherichia coli



ABSTRACT
AGNES MARIA CUPERTINO FERNANDES ARAUJO

MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS AND HYGIENE PROCESS OF GREEN
LEAF LETTUCE (Lactuca sativa var. crispa) CONSUMED IN A FOOD AND NUTRITION
HOSPITAL UNIT

Aadvisor: Prof.° Dr.° Marco Antonio Lemos Miguel

Abstract of the Monography presented at the Paulo de Goes Institute of Microbiology of
the Federal University of Rio de Janeiro, as part of the requirements for obtaining the
Bachelor's Degree in Biological Sciences: Microbiology and Immunology and approval
in the RCS

As a result of the socioeconomic changes in the last years, mainly in the lifestyle of
the population, a significant increase of the feeding outside the home occurred. As
consequence, it increased the amount of food services, such as Food and Nutrition Units
(FNU), restaurants and other meal services. The new eating habits contribute in part to an
unbalanced diet, but the population's concern with food quality and food service attributes is
growing. Vegetables are recommended in the diet as they have beneficial properties related to
health promotion. Among leafy leaves, lettuce is considered the vegetable with the greatest
importance in terms of consumption and economic importance in the world. Usually eaten
raw, lettuce may be considered a potential vehicle for pathogenic microorganisms. Risk can
occur during all stages of production. In FNU, a place that involves activities of storage,
handling, preparation of large volumes of food and distribution of meals, this risk increases.
As preventive measures for the transmission of pathogens by food, standardized
methodologies and products are used that aim to reduce the pathogen burden to safe levels.
Chlorinated compounds are the most used and have higher stability in solution, even in the
presence of organic matter, which leads to the recommendation by some manufacturers to
reuse the chlorinated solution in order to reduce operational costs and time. This study aims to
evaluate the process of hygiene of green leaf lettuce in a FNU Hospital. The study carried out
on 10 distinct days was conducted in two stages: the first stage contemplated the verification
of the process of vegetables sanitation. The second stage was experimental and consisted in
the evaluation of the efficacy of the hygiene process of vegetables in the FNU and in the
laboratory, as well as the reuse of the chlorinated solution. In the evaluation of the sanitation
process, there were evidences of failures in the treatment of the vegetables. Lettuces received
at the FNHU showed counts of mesophilic bacteria above 10° CFU/g. For total coliforms,
80% of the samples were above 10° MPN/g, and for thermotolerant coliforms, counts above
10? MPN/g were detected in two samples. The lettuces hygienized in the FNU resulted in the
reduction of the counts of mesophilic bacteria higher than 1 log CFU/g in 40% of the
experiments. In the laboratory, this reduction was obtained in 100% of the experiments. In
relation to the total coliforms, a reduction of 1 log MPN/g was observed in 90% of the
hygienized samples in the FNU and 100% when the process was performed in the laboratory.
For the thermotolerant coliforms there was a reduction of 1 log in 3 of the 7 samples in which
these microorganisms were detected in the FNU and in 4 of the 7 samples in the processes
carried out in the laboratory. As for reuse, the reused solution was effective against
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Escherichia coli, but showed no significant effect against Listeria sp. This study showed that
the failures occurred are due to the lack of capacitation of the manipulators and
systematization of the processes. The results suggest the inclusion of microorganisms as
Listeria monocytogenes in the evaluation of antimicrobial compounds in the food industry.

Key-words: sanitation, chlorine, lettuce, reuse, Listeria sp., Escherichia coli
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1 INTRODUCAO

1.1 Novos habitos alimentares: o crescimento da alimentacéo fora do lar

A producdo de refeicbes no ambiente doméstico sofreu grande modificacdo nas
Gltimas décadas como resultado do crescimento da urbanizacdo e industrializag&o.
Transformacdes na estrutura demografica e socioecondmica, crescente profissionalizacdo das
mulheres, elevacdo do nivel de vida e de educacdo, e a reducdo do tempo disponivel da
populacdo impulsionaram o crescimento do setor de alimentacédo fora do lar (Leal, 2010). Esta
modificacdo do padrdo alimentar também incluiu o aumento no consumo de alimentos
processados, visto que as pessoas buscam maior praticidade, comodidade e rapidez durante as
refeicBes (Monteiro et al., 2011).

Nos dados da Pesquisa Brasileira de Orgamentos Familiares (POF) realizada em
2008-2009 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a participa¢do urbana
em alimentacdo fora do domicilio aumentou em 33,1% (IBGE, 2010). No Brasil, segundo a
Associacdo Brasileira de RefeicBes Coletivas (ABERC), o mercado de refei¢Bes coletivas
forneceu no ano de 2018 cerca de 20 milhdes de refeigdes por dia (ABERC, 2018).

Diante da expansdo do mercado de servicos de alimentacdo, houve aumento do
nimero de Unidades de Alimentacdo e Nutricdo (UAN), assim como os fast-foods, self-
services, os servicos de delivery, além dos servicos de refeicdo em bares, padarias e a
disposicao de alimentos vendidos nas ruas (Martins e Quarentei, 2013).

As Unidades de Alimentagéo e Nutrigéo séo caraterizadas por espagos que produzem
refeicOes, geralmente em grandes quantidades, para consumo imediato ou ndo, onde existe
normalmente uma relacdo comercial ou social entre a equipe produtora e 0s consumidores.
Como exemplos importantes em nossa sociedade estdo as UAN presentes em escolas
publicas, cuja alimentacdo adequada tem um papel fundamental no processo de aprendizagem
dos alunos, assim como uma UAN hospitalar, que representa um importante fator adjuvante
ao tratamento médico, uma vez que sua funcdo € melhorar ou recuperar a satde dos pacientes
ao oferecer o aporte necessario de nutrientes na dieta produzida (Abreu, Spinelli e Pinto,
2011).

Frente aos novos habitos alimentares que colaboram em parte para uma alimentacéo
desequilibrada, o interesse da populacdo por uma alimentacdo mais saudavel assim como pela
seguranca dos alimentos consumidos vem crescendo nos ultimos anos. Essa busca torna-se

um grande desafio, pois tais habitos estdo baseados numa cultura de excessos, principalmente



no que se refere ao consumo de lipidios, acucar e sal em substituicdo aos cereais integrais,
frutas e hortalicas (Beirdo-da-Costa et al., 2014).

Conforme as recomendacdes da Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacéo e
Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO) e da
Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization — WHO) é sugerido o consumo
minimo de pelo menos cinco porgdes diarias de frutas, legumes e verduras, 0 que equivale a
400g por dia (WHO, 2003). No Brasil, o Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira enfatiza
que a alimentagdo deve ser baseada em alimentos frescos (frutas, carnes, legumes) (Brasil,
2014).

As hortalicas séo recomendadas na dieta alimentar, uma vez que fornecem nutrientes
necessarios ao funcionamento adequado do organismo, como sais minerais (calcio e fosforo),
fibras alimentares e vitaminas A, C e B3 (Barbosa et al., 2016). Por isso, uma dieta
balanceada incluindo o consumo de frutas e hortalicas tende a ser mais vantajosa por
disponibilizar um valor maior de nutrientes (Rodrigues, 2012).

Dentro do grupo dos folhosos a alface (Lactuca sativa) é considerada o vegetal com
maior destaque quanto ao consumo e importancia econémica no mundo (Lebeda et al., 2007).
Segundo a Associacao Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas a alface se destaca por
ser a folhosa mais consumida no Brasil com produtividade de aproximadamente 40% do
volume total comercializado em empresas fornecedoras de produtos frescos (Sala e Costa,
2012; ABCSEM, 2014).

1.2 Caracteristicas, propriedades funcionais e nutricionais da alface

A alface é uma hortalica com ciclo anual, originaria de clima temperado que pertence
a familia Asteraceae (Henz e Suinaga, 2009). O nome Lactuca vem do latim lac que significa
leite (Parsons, 2006). Esta etimologia refere-se ao liquido de aparéncia leitosa, principalmente
da seiva ou latex que emana das hastes dessa planta quando cortada (Lizarraga, Castellon e
Mallqui, 2004). A palavra sativa se refere ao seu carater como espécie cultivada.

Esta hortalica possui uma grande variedade, incluindo: alface-lisa, alface-americana,
alface-romana, alface-crespa e alface-roxa, entre outras (Philippi, 2003). As folhas geralmente
sdo grandes, lisas ou crespas, fechando-se ou ndo na forma de uma cabeca. Sua coloracdo
varia do verde-amarelado até o verde escuro, sendo que alguns cultivares apresentam as

margens arroxeadas (Filgueira, 2003).



No mercado nacional, a alface de maior importancia econdémica é a crespa, tendo
preferéncia de 70%, seguida pela americana (15%), lisa (10%) e romana (5%) (Suinaga et al.,
2013). De acordo com dados da Associacao Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas a
alface se destaca por movimentar anualmente um montante de R$ 8 bilhGes apenas no varejo,
com uma producéo de mais de 1,5 milhdo de toneladas ao ano (ABCSEM, 2013), sendo 0s
maiores produtores os estados de Sao Paulo (31%), Minas Gerais (27%) e Rio de Janeiro
(7%) de acordo com dados do Instituto de Economia Agricola do governo do estado de S&o
Paulo (IEA, 2014).

A alface é uma importante fonte de vitaminas e sais minerais e destaca-se pelo
elevado teor em pré vitamina A, que alcanca 4.000 Unidades Internacionais (Ul) em 100g de
folhas verdes (Caetano et al., 2001). A Tabela 1 apresenta 0s principais compostos e seus

valores na quantidade de 100 g de alface.

Tabela 1 — Composicdo fisico-quimica da alface

Nutriente Quantidade em 100 g
Calorias (Kcal)? 16
Glicidios (g)° 2,3
Proteinas (g) 1,2
Lipidios (g) 0,2
Célcio (mg)°© 38
Faésforo (mg) 42
Ferro (mg) 1,1
Vitamina A (mcg)® 102
Tiamina (mcg) 110
Riboflavina (mcg) 60
Niacina (mg) 0,2
Vitamina C (mg) 7,6
Umidade (%) 95

Fonte: IBGE, 1996. *Kcal: quilocaloria; °g: grama; ¢ mg: miligrama;
“mcg: micrograma

Segundo Chadwick et al. (2016), a alface apresenta uma ampla diversidade de
metabolitos secundarios, rica em folato, betacaroteno, por conter vitamina C, potéassio e certos
fitoquimicos, como os flavonoides e lactucina. Os compostos bioativos, em geral, sdo
reconhecidos pela capacidade de prote¢do contra doencas crénicas ndo transmissiveis como

aterosclerose, doencas coronarias e algumas neoplasias (Brecht et al., 2010).



Os flavonoides sdo compostos fenolicos envolvidos em mecanismos de defesa,
tolerancia a estresse e resisténcia a perda de &gua. Atualmente, esses compostos tém
despertado muito interesse devido as suas caracteristicas medicinais (Simkhada et al., 2009;
Koirala et al., 2016) e por apresentar grande capacidade antioxidante (Bendini et al., 2006).

Os vegetais de coloracdo verde apresentam em sua composicao diferentes tipos de
carotenoides, como B-caroteno, neoxantina, luteina e violaxantina (Andarwualan et al., 2012).
O B-caroteno e a luteina sdo considerados os carotenoides de maior importancia nutricional e
0s principais carotenoides encontrados em alface, que desempenham acao fotoprotetora para o
vegetal (Wang et al., 2010; Lee et al., 2013).

O é&cido ascérbico (vitamina C), juntamente com 0s carotenoides e 0s compostos
fenolicos atuam na protecdo do organismo, devido ao seu potencial antioxidante (Kauer e
Kapoor, 2001).

Além dos compostos antioxidantes, os frutooligossacarideos (FOS) constituem um
grupo de oligossacarideos derivados da sacarose que possuem caracteristicas prebidticas e
estdo naturalmente presentes em alfaces (Jovanovic-Malinovska, Kuzmanova e
Winkelhausen, 2014; Sancho et al., 2017).

1.3 Principais sistemas de cultivo de alface

A producdo de alface é realizada em diferentes sistemas de cultivo, como o
convencional, organico e hidropdnico, 0s quais apresentam particularidades na producao e
que podem influenciar nas caracteristicas quimicas dessas hortali¢as (Santana et al., 2006).

O sistema convencional envolve a utilizagdo de fertilizantes quimicos, herbicidas e
pesticidas, que promovem rapido crescimento e aumento da produtividade. Desta forma, o
uso de agrotoxicos e fertilizantes quimicos altamente sollveis pode alterar a composicao e
qualidade dos alimentos, e levar a contamina¢do ambiental e do consumidor pelo processo de
bioacumulacéo (Stertz, Penteado e Freitas, 2004).

A agricultura orgénica tem atraido a atencdo de todo o setor de producdo de
alimentos ao reviver principios eco agricolas que contemplam a qualidade do solo, da agua e
do ar e a horticultura, respeitando 0 meio ambiente e as relacBes sociais, econémicas e
culturais (Bettiol et al., 2004; Gomiero, Pimentel e Paoletti, 2011).

A origem dos fertilizantes orgéanicos e os diferentes tratamentos a que sdo
submetidos podem influenciar diretamente na composicdo microbiana deste material. Os

fertilizantes organicos utilizados podem ser oriundos do processamento de dejetos humanos e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512003428#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512003428#bib14

animais, assim como de residuos industriais ou urbanos, e podem ser fonte de agentes
patogénicos humanos, tais como Salmonella sp., Escherichia coli e Campylobacter sp. (Issa-
Zacharia et al., 2010) que podem persistir nos solos por varias semanas a meses. Também
Listeria monocytogenes pode estar presente nos fertilizantes organicos e causar a
contaminacéo dos vegetais em crescimento (Loncarevic, Johannessen e Rorvik, 2005).

O sistema hidropénico € considerado uma tecnologia emergente. Esse método de
cultivo proporciona melhor utilizacdo da agua e fornecimento de nutrientes, além de
contribuir na produtividade das culturas e na reducdo do uso de pesticidas (Garcia-Valcéarcel
etal., 2016).

Nos sistemas de cultivo convencional e organico existem o contato com solo, matéria
organica e grande presenca de agua. Dessa forma, as potenciais fontes de contaminacdo dos
vegetais estdo diretamente relacionadas as condic¢des das técnicas de cultivo, a pratica do uso
de adubo orgénico (esterco animal e vegetal), a utilizacdo de aguas contaminadas para
irrigacéo, o transporte feito em engradados abertos e as condic¢des de higiene no manuseio e
preparo das refei¢Ges, sdo condicdes que favorecem a transmissdo, principalmente quando o
alimento é consumido cru (Souza, Bezerra e Furtado, 2006).

No ano de 2008 a FAO registrou os vegetais folhosos como nivel um entre trés niveis
de prioridade, por apresentarem maior preocupacdo em riscos microbioldgicos, devido ao
processo complexo que ocorre do campo até a pré-producéo e, que as atividades pos-colheita
potencializam a transmissdo de microrganismos (FAO, 2008).

Em estudos realizados com amostras de alfaces provenientes de diferentes formas de
cultivo (convencional, orgénico e hidropbnico) foi mostrado que as alfaces de cultivo
hidropdnico apresentavam maior seguranca na producdo em relagdo as amostras de vegetais
convencionais e organicos, nas quais eram observadas contagens para coliformes
termotolerantes acima do padrdo estabelecido (Paiva, 2011; Maffei, Silveira e Catanozi, 2013;
Barbosa et al. 2016).

1.4 Aspectos relacionados a seguranca no consumo de hortalicas

A qualidade do alimento € considerada um requisito de seguranca alimentar e
nutricional estando relacionado ndo somente com a producdo e garantia de disponibilidade,
mas também com a promocdo do estado de saude dos consumidores (Silva et al., 2011). Os
alimentos considerados seguros devem estar isentos de todo e qualquer composto ou produto

quimico que possa provocar danos a saude do homem (Oliveira e Hoffmann, 2015).



A contaminacdo dos alimentos é decorrente de falhas na cadeia produtiva e pode ser
definida pela presenca de contaminantes fisicos (fragmentos de vidros, metais e madeiras),
quimicos (residuos de antibidticos, micotoxinas, pesticidas e metais pesados) e biologicos
(bactérias patogénicas e suas toxinas, virus, parasitas e protozoarios) (Andrade e Pinto, 2008).

Os perigos associados a producao de vegetais estdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Principais fontes de contaminagdo e os perigos fisicos, quimicos e bioldgicos
encontrados na cadeia produtiva de vegetais

Producéo Pés-colheita Processamento
Solo Armazenamento Instalactes
Agua de irrigacio Transporte Equipamentos
Adubos organicos Manipuladores Qualidade da agua
Vetores Manipuladores

Perigos Fisicos Perigos Quimicos Perigos Bioldgicos

Pedacos de madeira Presenca de residuos de Bactérias patogénicas
(gravetos, farpas grandes, pesticidas esporuladas
palitos de dente, outros) Residuos de agentes Bactérias patogénicas nao
Pedacos de vidro sanitizantes esporuladas
Pecas de fragmentos de Residuos de venenos para Norovirus e virus da
metais (porcas, parafusos, pragas Hepatite A
pedacos amorfos, corpos de | Substancias toxicas Toxinas fungicas
prova metalicos, outros) naturalmente presente nos (micotoxinas)
Fragmentos de materiais vegetais Protozoarios
plasticos, perfurantes ou Outros quimicos (acrilamida,
cortantes PCB?, dioxinas, melanina)
Pedras

Fonte: Embrapa, 2011. * PCB: Bifenilpoliclorado

Em especial, as saladas cruas sdo alimentos que podem apresentar um alto risco de
contaminagdo por microrganismos que causam danos a satde do consumidor. De acordo com
Zandonadi et al. (2007) a contaminacdo microbioldgica pode iniciar na producdo da matéria-
prima e se estender as etapas de transporte, recep¢do, armazenamento, ocorrendo também na
manipulacdo, por condigdes precérias de higiene dos manipuladores, equipamentos,
utensilios, ambientes e condi¢fes inadequadas de armazenamento dos produtos prontos para
consumo.

A qualidade higiénico-sanitaria das refeicdes é fundamental para a manutencédo da
salde de qualquer consumidor, principalmente, para pacientes hospitalizados. Esta condicdo é
necessaria para o restabelecimento da salde, cuja imunidade pode estar debilitada e por isso
sd0 mais suscetiveis a adquirir doencas transmitidas por alimentos (DTA), que pode agravar 0

quadro clinico, além de aumentar o risco de morte (Stangarlin, 2013).




O Ministério da Saude em janeiro de 2018 publicou um relatério compreendendo os
anos de 2000 a 2017, onde expds a ocorréncia de surtos em decorréncia da ingestdo de
alimentos contaminados (12.503), o total de doentes (236.403 pessoas) e 0 numero de 6bitos
(182). Dos casos notificados, apenas 3.196 tiveram confirmacgdo laboratorial, as bactérias
destacaram-se com 92,2%, onde foram observadas a maior frequéncia de cepas de Salmonella
sp., E. coli, Staphylococcus aureus e bactérias do grupo coliformes (Brasil, 2018).

Em estudo realizado no municipio de Sobral-CE por Coutinho et al. (2015) foram
isoladas 80 cepas da familia Enterobacteriaceae, incluindo Klebsiella pneumoniae (30%), E.
coli (8%) e Enterobacter sp. (10%) em 12 amostras de alfaces crespas analisadas.

Em 2018, nos Estados Unidos da América (EUA) foi relatado um surto ocorrido em
16 estados e no Distrito de Columbia associado a infec¢des por E. coli O157:H7. O surto
atingiu 62 pessoas e identificou a alface romana como fonte de infec¢do. De 54 pessoas, 25
(46%) foram hospitalizadas, incluindo duas pessoas que desenvolveram sindrome hemolitica
urémica e nenhuma morte foi relatada. A estirpe causadora do surto foi encontrada em
sedimentos de um reservatorio de 4gua em uma fazenda da Califérnia. E. coli O157:H7, que
foi isolada de pessoas doentes neste surto estava relacionada geneticamente a cepa de E. coli
isolada de pessoas doentes em um surto de 2017 envolvendo a contaminagéo de verduras nos
Estados Unidos e no Canada (CDC, 2018).

Em 1990, em um estudo no hospital universitario do Rio de Janeiro avaliou a
presenca de Pseudomonas aeruginosa em vegetais como fonte de infeccdo em pacientes
hospitalizados. Esta bactéria estava presente em todas as variedades de vegetais (27%) e as
maiores contagens foram observadas em amostras de alfaces (Correa, Tibana e Gontijo,
1991). Em outro estudo epidemioldgico realizado em um hospital da cidade do Rio de
Janeiro, realizado por Martins et al. (2010) apontaram a UAN hospitalar como possivel fonte
de contaminacdo do surto de DTA causada por L. monocytogenes em pacientes hospitalizados
e, cinco casos foram fatais. Este fato mostra a importancia de maior controle higiénico-
sanitario durante o preparo dos alimentos.

Considerando a necessidade de constante aperfeicoamento das acGes de controle
sanitario na area de alimentos, além da necessidade de elaborar requisitos higiénico-sanitarios
para servicos de alimentacdo, o Ministério da Saude por meio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) instituiu a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n.°
216/2004, que orienta os servi¢os de alimentacdo quanto as exigéncias minimas que devem
cumprir (Brasil, 2004). Ainda neste sentido, a RDC n.° 12/2001 estipula os padrdes

microbiolégicos para alimentos, a qual estabelece o limite de contagem de 10> Ndmero Mais


https://www.cdc.gov/ecoli/2017/o157h7-12-17/index.html
https://www.canada.ca/en/public-health/services/public-health-notices/2017/public-health-notice-outbreak-e-coli-infections-linked-romaine-lettuce.html

Provavel por grama (NMP/g) para coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella sp.
em alimentos definidos como “Hortaligas, legumes e similares, incluindo cogumelos (fungos
comestiveis) frescas, in natura, preparadas (descascadas ou selecionadas ou fracionadas)
sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para consumo direto, com exce¢do de cogumelos”
(Brasil, 2001).

A legislacdo vigente que regulamenta os padrGes microbioldgicos para alimentos
preconiza a auséncia de Salmonella sp. em amostras de vegetais, sem mencionar L.
monocytogenes como critério. Contudo, surtos causados por L. monocytogenes associados ao
consumo de hortalicas ja foram reportados, sendo esta espécie considerada como um perigo
microbiol6gico em vegetais folhosos (FAO, 2008).

Listeria monocytogenes € amplamente distribuida na natureza e apresenta habilidade
de sobreviver por longos periodos de tempo no ambiente, colonizando vegetais, solo, aguas
superficiais e alimentos (Hitchins e Jinneman, 2011). Este patdgeno tem como um dos
principais diferenciais e fator que aumenta o risco dos surtos, a capacidade de se multiplicar
em temperaturas baixas, resistir a condi¢bes adversas, como ambientes com baixo pH, altas
concentracOes de cloreto de sddio (NaCl) e baixa tensdo de oxigénio (Swaminaphan et al.,
2007). Trata-se de um bacilo Gram positivo curto, movel que causa infec¢Bes severas, com
quadros de aborto, meningite e septicemia, acometendo principalmente gestantes, criancas,
idosos e adultos com o sistema imunoldgico comprometido, que formam o grupo de risco
para listeriose.

A listeriose representa um problema de satde publica devido a gravidade da infeccao
e a alta taxa de mortalidade, entre 20 a 30% (Newell et al., 2010). Devido a sua capacidade de
se multiplicar sob temperatura de refrigeracdo, alimentos prontos para 0 consumo e estocados
por longos periodos, como frios, bem como aqueles consumidos crus como as hortalicas e
vegetais minimamente processados, sdo veiculos comuns de infeccéo por este patdgeno.

Outro microrganismo comumente associado a contaminacdo de alimentos é E. coli.
Pertencente ao grupo dos coliformes termotolerantes e considerado indicador de
contaminacdo fecal, sua presenca ajuda na avaliacdo da condicdo de higiene da producao,
sugerindo uma possivel presenca de outros patdgenos no produto (Fernandes, Andreatta e
Oliveira, 2006). Esta espécie é considerada integrante da microbiota entérica de mamiferos e
aves. Entretanto, ap6s o reconhecimento de diversas patologias entéricas e extraintestinais
causadas por sorotipos de E. coli, este microrganismo também passou a ser apontado como

um dos agentes bacterianos mais frequentes em DTA (Macedo et al., 2018).



Ainda que exista um potencial risco no consumo de hortalicas cruas como a alface,
este fator estd associado principalmente a falhas nas etapas de producéo e preparo. O consumo
associado a saude é amplamente estimulado em UAN, assim como no proprio ambiente
domestico. Entretanto, cuidados nestes ambientes devem ser tomados, principalmente em
UAN pelo grande nimero de refeicbes preparadas, em que abrange atividades de
manipulacdo, armazenamento e/ou exposicdo de alimentos.

Assim, deve-se reconhecer que, para a ingestdo segura principalmente de alimentos
crus, como 0s vegetais, € necessaria a sanitizacdo adequada de hortalicas. A etapa de
sanitizacdo, que pela falta de capacitacdo dos manipuladores pode ser negligenciada ou
executada incorretamente (Pinheiro et al., 2011). Visto que as frutas e hortalicas representam

cerca de 56% do volume de producédo diaria de um cardapio (Strasburg, 2016).

1.5 Higienizagéo de hortalicas em UAN

Segundo a RDC n.° 216/2004, a higienizacdo é uma operacdo compreendida em duas
etapas: a limpeza e a desinfeccdo. A limpeza € a etapa de remocdo de substancias minerais ou
inorganicas indesejaveis enquanto a sanitizacdo consiste na redugcdo do numero de
microrganismos em nivel que ndo comprometa a qualidade higiénico-sanitaria do alimento
(Brasil, 2004; Gil et al., 2009). O processo de higienizacao de hortalicas e frutas esta descrita

no Quadro 2.

Quadro 2 — Etapas do processo de higienizacdo de hortalicas e frutas

Etapas | Operacdo do processo Referéncias
12 Selecionar, retirar as folhas ou unidades deterioradas RDC®n°. 216/2004
Portaria CVS" 5/2013
Portaria 2619/2011
ABNT¢, 2016
28 Lavar em &gua corrente as hortaligas folhosas, folha a folha | RDC n°. 216/2004
ou frutas e legumes, um a um Portaria CVS 5/2013
Portaria 2619/2011
ABNT, 2016
32 Imergir as hortalicas e frutas na solugdo sanitizante a base | RDC n°. 216/2004
de cloro entre 100 e 250 ppm a partir do tempo | Portaria 2619/2011
recomendado pelo fabricante Portaria CVS 5/2013
ABNT NBR‘ 15635:2015
A solucdo clorada pode ser reutilizada quando o0 | ABNT, 2016
monitoramento indicar os limites de 100 e 250 ppm de
cloro livre
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48 Enxaguar em &gua corrente RDC n°. 216/2004
Portaria CVS 5/2013
ABNT NBR 15635:2015
ABNT, 2016

52 Manter os alimentos sob refrigeracéo até a hora de servir RDC n°. 216/2004
Portaria 2619/2011
Portaria CVS 5/2013

Fonte: Brasil, 2004; Sdo Paulo, 2011; Brasil 2013; ABNT, 2015; ABNT, 2016. *RDC: Resolugio da Diretoria
Colegiada "CVS: Centro de Vigilancia Sanitaria; “ABNT: Associacéo Brasileira de Normas Técnicas; NBR:
Norma Brasileira;

Estudos realizados em restaurantes concluiram que a maioria das irregularidades
constatadas estava relacionada a praticas inadequadas de manipulagdo de alimentos
(consequentes a falta de treinamento e capacitacdo de manipuladores sobre Boas Praticas de
manipulacéo); a falta de qualificacdo dos fornecedores, a falta de controle de temperatura dos
alimentos; a inadequacdo das instalacBes; ao acumulo de objetos em desuso; a falta de
higienizacdo conforme preconizado pela legislacéo e a falhas nos cuidados de higiene pessoal
(Vergara e Albuquerque, 2010; Oliveira, Santana e Silva, 2011). Conforme Oliveira, Brasil e
Taddei (2008) mais de 60% dos casos de doencas de origem alimentar decorrem do descuido
higiénico-sanitario de manipuladores, das técnicas inadequadas de processamento dos
alimentos, da deficiéncia de higiene da estrutura fisica, dos utensilios e dos equipamentos.

A legislacdo sanitaria brasileira exige que as UAN implementem os Procedimentos
Operacionais Padrdo (POP), que estabelecem instrucdes sequenciais para a realizacdo das
operagdes rotineiras e especificas na manipulacao de alimentos, com a finalidade de garantir a
seguranga dos alimentos (Brasil, 2004).

Em complementacdo a legislacdo, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), por meio da Norma Brasileira (NBR) 15635:2015 especificou os requisitos de Boas
Praticas e o Controle Operacional Essencial (COE), que auxiliam na elaboracdo da
documentacdo de monitoramento, listas de verificacdo e registro das etapas de producdo de
refeicbes (ABNT, 2015).

Para utilizacdo em UAN hospitalar, os sanitizantes devem estar de acordo com o
recomendado pela RDC n°. 14 de 28 de fevereiro de 2007 que aprova o Regulamento Técnico
para Produtos com Ac¢do Antimicrobiana, harmonizado no ambito do Mercado Comum do Sul
(MERCOSUL) (Brasil, 2007). Para a formulagdo do produto, apenas sdo permitidas, como
principios ativo de produtos com acdo antimicrobiana, substancias comprovadamente aceitas
pela EPA (Environmental Protection Agency), FDA (Food and Drug Administration) ou

Comunidade Europeia.
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A operacdo de lavagem associada ao uso de solucBes sanitizantes é considerada a
Gnica etapa na qual pode ser alcancada a reducdo no numero de microrganismos
deterioradores e patogénicos (Prado-Silva et al., 2015). Mesmo com o uso de subprodutos
clorados o enxague e desfolhagem das partes mais externas de vegetais devem ser feitas para
minimizar a contaminacdo (FAO, 2008).

A qualidade da higienizacdo das hortalicas depende da atividade do sanitizante e de
fatores tais como concentracdo, solubilidade, quantidade de microrganismos presentes na
matéria prima, assim como a disponibilidade e treinamento de manipuladores (Oliveira,
2005).

As solugbes sanitizantes mais utilizadas sdo aquelas a base de cloro (Pereira et al.,
2011). A facilidade do uso, o baixo custo, a alta atividade antimicrobiana e completa
dissolugcdo em &gua, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente utilizados
como desinfetantes em estabelecimentos produtores de alimentos (Andrade e Pinto, 2008).

O cloro foi descoberto por Humprey Davy em 1808. Mais tarde, em 1881, Koch
evidenciou sua atividade bactericida, sendo logo depois aprovado pela Associacdo Americana
de Sadde Publica (American Public Health Association — APHA) para ser utilizado como
desinfetante, principalmente no tratamento de agua em todo o mundo (APHA, 1999).

A acdo oxidante e sanitizante dos derivados clorados de origem inorganica, por
exemplo, gas cloro, hipoclorito de sddio (NaClO) e hipoclorito de célcio (CaClO,) é
controlada pelo &cido hipocloroso (HCIO), produto resultante da hidrolise da substancia
clorada, é a forma de cloro livre disponivel com amplo espectro de acdo contra diferentes
microrganismos. A a¢do do &cido hipocloroso é dependente de pH, a concentragcdo aumenta
com decréscimo do valor de pH (Séo José, 2010). Segundo Cenci et al. (2006) para que haja
uma melhor eficicia na etapa de sanitizacdo o pH da solucdo de lavagem deve estar entre 6,5
a 7,0, pois € a faixa em que o cloro tem maior acdo bactericida.

O dicloroisocianurato de sédio - C3CI;N3NaO; (NaDCC) e o 4&cido
tricloroisociandrico (C3CI3sN3O3) sdo compostos clorados organicos, comercializados na
forma de p6 e possuem maior estabilidade ao armazenamento do que os compostos clorados
de origem inorganica. Estes sdo elementos estaveis em solucdo aquosa, o que implica em uma
liberacdo mais lenta do acido hipocloroso e, consequentemente, permanecem efetivos por
periodos maiores de tempo, mesmo na presenca da matéria organica (Macedo, 2004). O
dicloroisocianurato de sédio apresenta vantagem em relacdo ao hipoclorito de sédio por
liberar o &cido hipocloroso em ambiente onde o pH é alto e variado (Clasen e Edmondson,
2006).
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O cloro, quando em solucdo aquosa dissocia-se em &cido hipocloroso e ions de
hipoclorito. Isto afeta os microrganismos por meio da permeabilidade da membrana
citoplasmatica. Como resultado ocorre uma alteracdo da respiracdo celular e inibicdo do
metabolismo dos carboidratos (Inatsu et al., 2010; Athayde et al., 2018).

Os compostos clorados sdo amplamente utilizados para a sanitizacdo de hortalicas.
Contudo, além de estudos que associam a formacdo de subprodutos quimicos mutagénicos,
toxicos e carcinogénicos em agua, em alimentos ou em superficies de contato (Nascimento et
al., 2005; Silveira et al., 2008).

Dentre os principais fatores que podem interferir na eficicia da solucéo clorada estdo
0 tipo e apresentacdo do vegetal (inteiro ou cortado), tipo de sanitizante e concentracéo,
tempo de contato e temperatura, pH e quantidade de matéria organica dispersa na solucdo,
bem como as caracteristicas da agua utilizada no processo (Prado-Silva et al., 2015).

A atividade antimicrobiana do cloro pode ter sua eficacia reduzida em fungdo do
decréscimo do cloro livre ao longo do tempo de contato, devido as reacdes do agente
sanitizante com constituintes da agua, materiais organicos e inorganicos (Prado-Silva et al.,
2015). Estas reacOes reduzem a quantidade de cloro livre disponivel na agua, oportunizando a
sobrevivéncia de patdgeno na dgua do tratamento e permanéncia na hortalica (Suslow, 1997;
Nou e Luo, 2010).

Apesar destes fatores, a reutilizacdo da solucdo clorada é descrita nos documentos de
Boas Praticas Higiénico Sanitaria para Servicos de Alimentacdo da ABNT, no Manual
ABERC de Praticas de Elaboracédo e Servico de Refeicdes para Coletividades e na cartilha
sobre Boas Praticas para Servigos de Alimentacdo, baseado na RDC n.° 216/2004 e seja
recomendada por alguns fabricantes de sanitizantes para higienizagdo de hortalicas (Brasil,
2004; ABERC, 2015; ABNT, 2016). Dados do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(Centers for Diseases Control and Prevention — CDC) mostram a eficacia do cloro contra
bactérias causadoras de doencas, em uma concentracdo de 0,5 mg/L de cloro foi possivel a
inativacdo de 99,99% de estirpes de Escherichia coli num intervalo de cinco minutos (CDC,
2012).

Porém, alguns estudos tém evidenciado a presenca de microrganismos patogénicos
que apresentaram certo grau de resisténcia a acdo do cloro, como Escherichia coli, Salmonella
Typhi, Cryptosporidium parvum e Listeria monocytogenes (Parish et al., 2003; Nascimento et
al., 2005; Zhang et al., 2005). Um dos fatores a ser considerado como determinante no
processo de higienizacdo de hortalicas com cloro é a falha no treinamento dos manipuladores,

0 que tem sido evidenciado em diferentes estudos.
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Uma ferramenta que vem sendo frequentemente utilizada para avaliar a adocéo e
manutencdo de praticas adequadas em servicos de alimentacdo sdo os roteiros de inspecéo,
também conhecidos como lista de inspecdo ou check list. Estes sdo utilizados para a
verificacdo, avaliacdo e monitoramento de servigos de alimentacdo com relacéo a legislacdo
vigente, permitindo identificar e assinalar os itens que estdo ou ndo em conformidade com a
legislacéo sanitéria (Veiros et al., 2007).

Os roteiros sdo de facil aplicacdo e conseguem evidenciar com baixo, uma analise
detalhada do processo produtivo de refeices e dos procedimentos higiénico-sanitarios
adotados (Veiros et al., 2009). Ainda que a UAN possa desenvolver e validar seu proprio
roteiro, ja existem diversos roteiros na literatura que foram validados em UAN, como 0s
sugeridos pelo Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS) 5/2013 (Brasil, 2013) e RDC n°,
275/2002 da ANVISA (Brasil, 2002), bem como por alguns autores como Akutsu et al.
(2005), Tomich et al. (2005), Tancredi, Silva e Marin (2006), Saccol et al. (2009).

A permanéncia de microrganismos patogénicos em hortalicas apos a sanitizacdo deve
ser investigada, uma vez que a higienizacdo é o unico tratamento que pode diminuir a carga
microbiana em vegetais. Usualmente consumida crua, a alface percorre alguns processos que
podem afetar a sua seguranca microbiologica durante o transporte, armazenamento,
manipulacdo e comercializagdo. Em UAN, a carga microbiana da alface pode ndo ser reduzida
na etapa de higienizacdo quando o processo ndo for realizado adequadamente. Os
procedimentos de controle de qualidade, assim como o treinamento de manipuladores em

UAN visam assegurar as condic@es higiénico-sanitarias dos vegetais.
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2 JUSTIFICATIVA

O consumo de refeicdes fora do lar potencializa a ocorréncia de DTA, uma vez que
nas UAN as refeicBes sdo produzidas em larga escala e torna-se mais dificil o controle efetivo
de todas as preparacoes.

A alimentacdo hospitalar como parte dos cuidados oferecidos aos pacientes deve
integrar qualidades e funcdes para recuperacdo da saude. Tanto o valor dietético e nutricional
quanto os aspectos de seguranca microbiolégica dos alimentos sdo questdes fundamentais
para a qualidade dos servigos prestados em Unidades de Alimentagdo e Nutricdo Hospitalar.
A inclusdo de hortalicas no cardapio proporciona refeicdes nutricionalmente balanceadas.

Levando-se em consideracdo a importancia do consumo de hortalicas, e que estes
alimentos sdo normalmente consumidos crus, torna-se necessario que sejam submetidos ao
processo de higienizacdo de forma adequada e segura, uma vez que falhas neste processo séo
consideradas potencial fonte de contaminagéo.

A utilizacdo de compostos antimicrobianos para uso na higienizacdo de alimentos
representa uma ferramenta alternativa no combate a patdgenos alimentares. Entretanto é
fundamental entender as limitagGes de sua utilizacao.

Da mesma forma, a volumosa rotina de trabalho pode impor falhas no processo que
podem passar despercebidas pela equipe de producdo, sendo necessario comparar estes
procedimentos realizados na rotina de trabalho com o processo realizado em condicgdes ideais

e controladas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliagédo do processo de higienizagdo de alface crespa em uma UAN Hospitalar e a

eficcia do redso da solucdo clorada na viabilidade de patdgenos alimentares

3.2 Objetivos Especificos

» Verificar adequagdo do processo de higienizacdo de hortalicas realizado na UAN
hospitalar utilizando um formulario de inspecao;

» Avaliar a qualidade microbiologica de alfaces recebidas de fornecedor da UAN
hospitalar;

« Comparar a eficdcia do processo de higienizacao de alface realizado na rotina de trabalho
da UAN e o processo realizado em condi¢des laboratoriais;

« Investigar o efeito da solucao de dicloroisocianurato de sdédio em alfaces intencionalmente

contaminadas com L. monocytogenes e E. coli;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo

O estudo foi realizado na UAN hospitalar do Instituto de Puericultura e Pediatria
Martagdo Gesteira (IPPMG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro. O IPPMG possui 68
leitos e fornece seis tipos de refeicdes diarias (desjejum, colacdo, almoco, lanche, jantar e
ceia) aos pacientes internados e possui restaurante para atender os acompanhantes de
pacientes, residentes e funcionarios.

Trata-se de um estudo de natureza quantitativa, descritiva experimental, tendo como
alvo o processo de higienizacdo das hortalicas no periodo de fevereiro a julho de 2018, que
ocorreu em duas etapas: a primeira etapa contemplou a verificagdo do processo de
higienizagdo de hortalicas. A segunda etapa foi experimental e consistiu na avaliacdo da
eficdcia do processo de higienizacdo de hortalicas na UAN e no laboratdrio, além da eficécia
da solucdo clorada utilizada no processo de higienizacdo de alface utilizando analises
microbiolodgicas e fisico-quimicas. Foi escolhida a alface crespa para a avaliacdo da eficacia
do uso da solucéo clorada no processo de higienizagdo devido a frequéncia diaria no cardapio

da unidade.

4.2 Verificagdo do processo de higienizacdo de hortalicas realizado na UAN hospitalar

utilizando um formulario de inspecéo

O processo de higienizagdo das hortalicas (PHH) foi avaliado detalhadamente no
setor da dietética, por meio de formulério elaborado para esta pesquisa, "Formulario de
Avaliacédo do Processo de Higienizacdo de Hortalicas" (FAPHH) (Quadro 3). Foi baseado na
norma brasileira NBR 15635:2015 (ABNT, 2015) e RDC n.° 216/2004 (Brasil, 2004). O
instrumento € composto de 10 itens de avaliagdo com a finalidade de verificar a realizacdo das
quatro etapas do PHH, além da concentracdo do sanitizante, a imersdo das hortalicas na
solucdo clorada, o controle de tempo de sanitizagdo, a contaminacdo cruzada e a reutilizacdo
da solucéo clorada.

O formulério foi aplicado na UAN hospitalar por meio de observacao direta durante
a producdo das refei¢bes e preenchido no periodo de 10 dias.



Quadro 3 - Formulario de Avaliacdo do Processo de Higienizacdo de Hortalicas

Processo de Higienizacdo de Hortalicas e Frutas

Ca

NCP

NA°

NO¢

E realizada 1@ etapa: selec&o e retirada das partes estragadas

1

2 E realizada 22 etapa: lavagem de uma a uma folha ou unidade a unidade

3 E realizada 32 etapa: sanitizagdo com solucéo clorada

4 E realizada 42 etapa: enxague em &gua corrente

5 E controlado o tempo em que as hortalicas permanecem na solugio
sanitizante

g (A solugdo sanitizante ndo € reutilizada

7 O preparo da solucdo desinfetante é realizado por meio de medidores
graduados

8 H& planilha de controle da higienizagdo dos alimentos que serdo
consumidos crus

9 O processo é realizado de forma que ndo ocorra a contaminagao cruzada

10 [Purante a sanitizagdo das hortalicas permanecem totalmente imersas na

solucéo clorada

Total de itens =

Total de itens em conformidade =

Percentual (%) de itens em conformidade =

3C- conforme; °"NC — n&o conforme,® NA — ndo se aplica, °NO — néo observado

4.3 Origem das amostras de alface e preparo da solucdo clorada

17

Foram utilizadas alfaces do tipo crespa (Lactuca sativa var. crispa). Os pés de alface

foram obtidos diretamente dos lotes semanais recebidos de fornecedores da Central Estadual

de Abastecimento do Estado do Rio de Janeiro (CEASA — RJ) e estocados sob refrigeragéo
por 18-24h.
A solucéo clorada foi preparada em uma caixa de polietileno higienizada, em que era

homogeneizada com uma espéatula de forma a se obter uma concentragdo final de 200 mg/L de

dicloroisocianurato de sddio (NaDCC) (p/v).

A concentracdo de cloro foi medida com um fotdmetro multiparametro modelo

Micro7+ (Akso, Brasil) com auxilio de fitas teste cloro (Akso, Brasil), segundo as

recomendac0es do fabricante.
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4.4 Definicdo das unidades amostrais e avaliagdo da higienizacgéo

O estudo foi realizado com 10 unidades amostrais de diferentes lotes. Cada unidade
amostral era composta por aproximadamente oito pés de alface obtidos em uma entrega do
fornecedor da UAN hospitalar. A partir destes, as folhas externas e as danificadas eram
desprezadas, e as folhas selecionadas eram coletadas assepticamente e depositadas em caixas
plasticas previamente higienizadas. Desta unidade amostral, 25 g de alface foram coletadas
aleatoriamente para a determinacdo das caracteristicas microbiol6gicas do lote antes do
processo de higienizacao, sendo denominada amostra de alfaces recebidas na UAN (AR).

Uma aliquota de 1 Kg de folhas foi processada na rotina de trabalho da UAN
hospitalar, sendo realizada pelos manipuladores da unidade e foi considerada a amostra de
alfaces higienizadas na UAN (AH1). As amostras foram lavadas uma a uma com agua
corrente. Em seguida foram imersas por 10 minutos em 7 litros de solucdo contendo 200
mg/L de dicloroisocianurato de sddio (Noordhen Brasil, Brasil), preparada e utilizada segundo
as recomendacdes do fabricante. Ao final do processo as folhas foram enxaguadas em agua

corrente (Figura 1).
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Figura 1 — Processo de higienizagdo de alface realizado na UAN e 0 processo
realizado no laboratorio
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Outra aliquota de folhas foi processada no laboratério, sendo considerada como
processada em condicGes ideais de trabalho. Esta foi denominada amostra de alfaces
higienizadas no laboratério (AH2). Para tal, foram tratados 50 g de folhas em 1 litro da
solucdo dicloroisocianurato de sodio 200 mg/L por 10 minutos. Ao final do processo as folhas
também foram enxaguadas em agua corrente.

Todas as amostras foram transportadas assepticamente para o laboratério de
microbiologia e analisadas no mesmo dia da coleta. O tempo aproximado do transporte foi de

15 minutos.

4.4.1 Andlises microbioldgicas das amostras das alfaces e da solugéo clorada

A analise das alfaces recebidas na UAN e higienizadas foi realizada segundo a
metodologia proposta pelo Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (APHA, 2001). Para tal, 25 g das folhas das alfaces recebidas na UAN ou das alfaces
higienizadas foram transferidas para sacos plasticos estéreis e homogeneizados com 225 mL
de agua peptonada estéril 1% (p/v) em homogeneizador mecanico tipo stomacher (Logen
Scientific, Reino Unido) por um minuto. Apds a homogeneizacdo das aliquotas foram
realizadas diluigdes decimais seriadas que foram inoculadas em meios de cultura para as
analises microbioldgicas.

As andlises microbioldgicas da solucdo clorada foram realizadas de acordo com as
metodologias descritas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1999). Para inativacdo do cloro livre nas amostras de solugdo clorada e das alfaces
higienizadas, foi utilizada uma solucdo de tiossulfato de sédio (Na;S,0z3) a 10% (v/v). A
inativacéo do cloro livre foi monitorada por fotdbmetro multipardametro Micro7+ (Akso, Brasil)
com auxilio de fitas teste cloro (Akso, Brasil).

Os resultados obtidos nas analises microbioldgicas de alfaces foram comparados aos
padrdes estabelecidos pela RDC n.° 12/2001 (Brasil, 2001).

4.4.1.1 Contagem de bactérias aerdbias mesofilas totais

Aliquotas de 100 pL e 10 pL das dilui¢cdes foram inoculadas na superficie de placas

contendo &gar padréo para contagem e espalhado uniformemente com al¢a de Drigalsky. Para
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a solucdo clorada foi aplicado indculo de 100 pl e 10 pl a partir de 100 mL da amostra. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas.

Foi utilizado o método de semeadura por profundidade nas amostras das alfaces
higienizadas e nas amostras de solucdo clorada, 1 mL das amostras foram inoculadas em
placas de Petri estéreis e cobertas com 20 mL de agar padrio para contagem (Himedia, india).
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas.

A pesquisa deste grupo de microrganismos também foi realizada pela técnica de
membrana filtrante para as amostras de solugdo clorada. Para tal, 100 mL da amostra foram
filtrados através de um sistema de filtracdo (Fabbe-Primar, Brasil) com membrana filtrante de
nitrato de celulose 0,45 pum (Microclar, Argentina). Apds a filtracdo, a membrana foi
assepticamente depositada sobre uma placa contendo agar padrdo para contagem e incubadas

a 37 °C por 24 a 48 horas. Os resultados obtidos foram apresentados em UFC/g.

4.4.1.2 Determinagdo do Numero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes

Para esta técnica foram utilizadas series de 3 tubos contendo caldo lactose bile verde
brilhante 2% (Himedia, india) e tubos de Durhan invertidos no interior, para indculo de
diferentes volumes. Para solucéo clorada, os indculos foram de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL, para
as alfaces higienizadas 1 mL, 0,1 mL e 0,01 mL e alfaces recebidas na UAN 1 mL, 0,1 mL,
0,01 mL e 0,001 mL. Os tubos foram incubados a 37 °C durante 24 a 48 horas. O resultado
positivo foi considerado pela presenca de turvacdo do meio e formacao de gas.

A determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes foi
realizada a partir dos tubos positivos de coliformes totais para tubos contendo 5 mL de caldo
EC (Himedia, india). Os tubos foram incubados em banho-maria a 44,5 + 0,5 °C por 24 horas.

Como controle foi utilizado a estirpe de E. coli — American Type Culture Collection
(ATCC) 11229 e como controle negativo Enterococcus faecalis ATCC 10100. O numero
mais provavel (NMP) foi determinado por meio da tabela de Hoskins (APHA, 1999). Os

resultados foram apresentados em NMP/g ou NMP/mL.
4.4.1.3 Pesquisa enzimatica de coliformes totais e termotolerantes
O método é baseado em substratos enzimaticos cromogénicos (origina uma mudanca

de cor) ou fluorogénicos (conduz a emissdo de fluorescéncia) para identificar enzimas

especificas dos coliformes totais (B-galactosidase) e E. coli (B-glucoronidase). Nas solucdes
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cloradas, as concentragdes de coliformes foram pesquisadas por cultura de enriquecimento em
caldo Colilert® (IDEXX Laboratories, EUA). Foram utilizados 100 mL da solu¢édo clorada e
tratados com 1 mL de tiossulfato de sodio (Na;S,03) a 10% (v/v) para neutralizar o cloro.
Apds isso, foi adicionado um flaconete de Colilert e incubados a 37 °C por 24 a 48 horas. A
formacéo de coloracdo amarela foi considerada positiva para a presenca de coliformes totais e

a observacéo de fluorescéncia sob a luz ultravioleta para E. coli.

4.5 Investigacdo do efeito da solucdo clorada de dicloroisocianurato de sédio em alfaces

intencionalmente contaminadas com Listeria monocytogenes e Escherichia coli

4.5.1 Preparo das amostras de alface

Foram adquiridos dois pés de alface, as folhas externas e deterioradas foram
desprezadas. Em seguida, foram selecionadas 200 g de alfaces para higienizagdo com solugéo
contendo 200 mg/L de dicloroisocianurato de sodio. Destes 10 gramas foram analisadas

microbiologicamente para verificar a eficiéncia do processo.

4.5.2 Indculo intencional de Listeria monocytogenes e Escherichia coli

Foram utilizadas as estirpes de L. monocytogenes ATCC 19117 e E. coli ATCC
11229. As estirpes congeladas foram ativadas em caldo BHI (brain heart infusion -infusao
cérebro e coracdo) por 24h a 37 °C. A partir deste cultivo as estirpes foram inoculadas na
superficie de agar BHI e incubadas nas mesmas condi¢fes. Das col6nias isoladas foram
preparadas suspensdes em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v) e inoculadas para atingir a
densidade de células de aproximadamente 10® UFC/L. O controle foi realizado por diluigdo e
plagueamento da em &gar BHI e incubados a 37 °C por 24 horas. Foi preparado um lote de
estudo das folhas intencionalmente contaminadas com L. monocytogenes e E. coli,
separadamente.

A quantidade de 190 g de folhas de alface foi imersa em 1 litro da suspensao
bacteriana. As folhas foram mantidas por 30 minutos e ao final escorridas e analisadas
microbiologicamente para cada um dos microrganismos. As alfaces foram separadas em dois
lotes de 80 g. Um lote foi submetido ao processo de higienizagdo por 10 minutos com 200

mg/L de dicloroisocianurato de sodio e enxaguado em agua estéril. Em seguida, a mesma
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solucdo clorada (solugdo de retso) foi utilizada para a higienizagdo do segundo lote (Figura
2).

Figura 2 — Avaliacdo da eficacia da solucdo clorada de primeiro uso e da solugdo clorada de
retso em alfaces intencionalmente contaminadas com Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
Escherichia coli ATCC 11229
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4.5.3 Analises microbioldgicas

Com objetivo de avaliar a contagem de bactérias nos lotes de alfaces higienizadas, 25
g de folhas foram submetidas & analise microbiologica para a determinacdo da contagem de L.
monocytogenes e E. coli. A amostra de 25 g das folhas higienizadas foi transferida para sacos
plasticos estéreis e homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada estéril 1% (p/v). Apos a
homogeneizacao da aliquota foi aplicado indculo de 100 pL e 10 pL de uma diluicdo decimal
nas superficies dos meios contendo agar ChromID coli (Biomérieux, Franca) e &gar
PALCAM (Himedia, india). As placas foram incubadas & 37 °C por 24 a 48 horas. Os
resultados obtidos foram expressos em UFC/g.

O agar ChromID coli é um meio de cultura diferenciado que contém dois substratos
cromogeénicos especificos que sdo clivados por enzimas produzidas por E. coli e coliformes
(B-glucuronidase e B-glucosidase).

O éagar PALCAM é um meio seletivo devido a presenca de cloreto de litio,
ceftzidima, polimixinas B e cloridrato de acriflavina. Utilizado no isolamento e enumeracgao
de Listeria sp. O cloreto de litio mantém o equilibrio osmoético do meio, a concentracdo de
ceftzidima é reduzida para reforgar o crescimento de Listeria sp. A diferenciagdo do meio é

baseada na hidrdlise da esculina (escurecimento do meio) e na fermentagcdo de manitol.

4.6 Andlise Estatistica

Para avaliar a hipdtese nula de que houve diferenga na contagem microbioldgica entre
alfaces higienizadas na UAN e alfaces higienizadas no laboratorio foram utilizadas anélise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. Foi considerado nivel de significancia de 5%
e o valor p-valor apresentado foi referente ao teste post hoc Tukey.

Para verificar se houve diferenca estatisticamente significativa na concentragdo de
cloro para as amostras antes e ap0s a higienizacdo foi utilizado o teste Mann Whitney. A
analise foi feita pelo programa Pacote Estatistico para as Ciéncias Sociais (Statistical Package
for the Social Sciences - SPSS) desenvolvido por Maquinas de Negdcios Internacionais
(International Business Machines — IBM) para Windows versao 21.0 sendo considerado o

nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo do processo de higienizacdo de hortalicas realizado na UAN hospitalar

utilizando um formulério de inspecéo

O Formulério de Avaliacdo do Processo de Higienizacdo de Hortalicas (FAPHH) foi
aplicado na UAN hospitalar em fevereiro de 2018 durante 10 dias. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Percentual de adequacdo do processo de higienizagcdo de hortalicas na UAN
hospitalar durante 10 dias

Item Observado NuUmero de dias em que a a¢do foi realizada %
Cumprimento das quatro etapas de higienizacdo 8 80
Controle de tempo 10 100
A solucéo clorada ndo era reutilizada 10 100

Medidores no preparo da solugéo clorada 0 0
Planilha de controle de higienizagdo 0 0
Risco de contaminacdo cruzada 4 40
Imersdo completa das hortalicas na solu¢éo clorada 0 0

Foi observado que em dois dias pelo menos uma das seguintes etapas de higienizagao:
selecdo das folhas, lavagem ou enxague, ndo foi executada devido ao desfalque na equipe de
manipuladores e sobrecarga na rotina de trabalho. O tempo minimo indicado para
higienizacdo foi respeitado em todos os tratamentos, porém em dois dias os manipuladores
extrapolaram o tempo de contato em 30 minutos.

Em funcdo do baixo volume de hortalicas a ser processada no setor, a solugéo
clorada ndo era reutilizada e ndo foi observada a utilizagdo de medidores graduados para o
preparo da solucdo. A caixa utilizada para sanitizacdo também nao apresentava indicacédo de
graduacdo para auxilio na dosagem. O produto sanitizante era disponibilizado em copo
plastico sem indicacdo de graduacdo, e no quarto dia de avaliacdo houve a troca do produto
para hipoclorito de sédio a 1%, devido a falta de NaDCC no estoque da UAN. Nos demais
dias o NaDCC foi disponibilizado novamente.

O setor da dietética apresentava duas Instru¢bes de Trabalho (IT), uma nomeada
“Higienizagdo de Hortifruticolas”, ndo foi observada a descricdo da etapa de selecdo do
produto sanitizante e do modo de preparo da solucdo clorada. Na outra IT intitulada
“Legumes, frutas e verduras” foi observada as descri¢cdes das quatro etapas do processo de

higienizacdo de hortalicas e frutas, o produto sanitizante, o preparo da solucdo clorada e
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informacdo sobre quais os alimentos deveriam ser submetidos & sanitizacdo. Porém, ndo foi
observada a consulta desses materiais no periodo da avaliacdo pelos manipuladores de
alimentos. Apesar das orientacGes no setor de Nutricdo e Dietética sobre quais hortalicas que
deveriam ser submetidas ao processo de higienizacdo, alguns alimentos consumidos crus
(beterraba, cenoura, maca e pera) ndo foram sanitizados. Da mesma forma que, ndo foi
evidenciada planilha de registro da higienizacdo, sobre quais hortalicas foram tratadas e
também nao foi feita a verificacdo da concentracdo da solucao clorada.

Em relagdo ao risco de contaminagdo cruzada, foi observada na bancada de
manipulacdo a presenca de materiais usados em outros processos e ndo sanitizados como:
facas, copos descartaveis, prancha de corte, bandejas plasticas, ralador e liquidificador, todos
desnecessarios para o processo de higienizacdo. Em todas as avaliacdes realizadas os vegetais

ficaram parcialmente imersos na solugéo clorada.
5.2 Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de alfaces: higienizadas na UAN e no laboratério

As contagens de bactérias mesofilas estdo apresentadas na Figura 3 e coliformes
totais e termotolerantes na Tabela 3. As concentra¢des iniciais de cloro livre da solucdo
clorada variaram entre 54 e 133 mg/L nas higienizacdes realizadas na UAN. As concentracgoes
de cloro livre da solugéo clorada atingiram valores inciais de 102 e 199 mg/L nos processos
realizados no laboratorio.

Todas as amostras de alfaces recebidas na UAN apresentaram contagens de bactérias
mesoéfilas acima de 10° UFC/g. Apds o processo de higienizacdo, as amostras de AH1 e AH2
apresentaram contagens de mesofilos entre 10° a 10> UFC/g. Em relacéo aos coliformes totais,
80% das amostras de AR apresentaram contagens acima de 10° NMP/g. Para as amostras de
AH1 as contagens de coliformes totais variaram entre 4,3 e 240 NMP/g. As amostras de AH2
variaram entre 9,3 e 240 NMP/g. Para coliformes termotolerantes foram detectadas contagens
superiores a 10° NMP/g em duas amostras de AR, em relacdo a AH1 apenas uma amostra
apresentou contagem de 46 NMP/g para os coliformes termotolerantes. Para as amostras de
AH2 todas as amostras apresentaram contagens inferiores a 10 NMP/g para coliformes

termotolerantes.
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Figura 3 — Caracteristicas microbioldgicas (bactérias mesofilas) em alfaces recebidas e submetidas a higienizagdo na UAN e no
laboratério. Resultado das 10 andlises das unidades amostrais

log UFC/g: logaritmo de unidade formadora de coldnia por grama; AR: alfaces recebidas na UAN; AH1: alfaces higienizadas na UAN; AH2: alfaces higienizadas no
laborat6rio
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Tabela 3 — Caracteristicas microbiologicas de alfaces submetidas a higienizacdo em
diferentes condicdes

Coliformes Totais (NMP/g) Coliformes Termotolerantes (NMP/g)

Amostras AR AH1 AH2 AR AH1 AH2
1 > 2400 46 110 110 <3 9,3
2 > 2400 240 24 240 <3 <3
3 1100 4,3 9,3 9 <3 4,3
4 > 2400 9,3 110 21 <3 <3
5 1100 4,3 9,3 4,3 <3 <3
6 > 2400 110 240 15 46 7,5
7 > 2400 9,3 110 4,3 <3 4,3
8 1100 110 46 <3 <3 <3
9 460 4,3 9,3 <3 <3 <3
10 46 110 24 <3 <3 <3

NMP/g — Nimero Mais Provavel por grama; AR — alfaces recebidas na UAN; AH1- alfaces higienizadas
na UAN; AH2 - alface higienizada no laboratério

Ao analisar a reducdo da microbiota das alfaces, verificou-se que a higienizagdo
realizada pelos manipuladores da UAN resultou em uma reducdo mediana de 0,9 log UFC/g e
3,23 log NMP/g nas contagens de bactérias mesofilas e coliformes totais, respectivamente.
Isto representa uma diferenca estatistica significativa na mediana das contagens de bactérias
mesofilas (p-valor 0,005) e coliformes totais (p-valor 0,007) (Tabela 4). Em relagdo aos
coliformes termotolerantes, houve uma reducdo de 0,55 log NMP/g ndo sendo
estatisticamente significativa (p-valor 0,128).

Quando a higienizacado das alfaces foi realizada pela equipe do laboratério, a reducéo
nas contagens de bactérias mesofilas foi de 1,5 log UFC/g. Para coliformes totais e
termotolerantes as redugdes foram de 3,23 e 0,55 log NMP/g, respectivamente. A reducdo
obtida nas contagens de bactérias mesofilas e coliformes totais foi estatisticamente
significativa, ambas com p-valor 0,005. Em relacéo aos coliformes termotolerantes ndo houve

diferenca estatistica significativa (p-valor 0,028) (Tabela 5).
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Tabela 4 - Comparacdo do processo de higienizagao realizado em condigdes de rotina da UAN
Alfaces Recebidas na UAN (AR) Alfaces Higienizadas na UAN (AH1) o- valor

Contagem Min. e Max. Reducéo

Microrganimos Unidade Mediana ~ Contagem Min. e Max. Mediana
Bactérias Mesdfilas Totais log UFC/g 6,9 6,5-7,2 6,0 4,0a6,6 0,9 0,005
Coliformes Totais NMP/g 1750,0 46,0 - 2400,0 27,6 4,0a240,0 1722,4 0,007
Coliformes Termotolerantes NMP/g 6,6 3,0 - 240,0 3,0 3,0a46,0 3,6 0,128
log UFC/g: logaritmo de Unidade Formadora de Coldnia por grama; NMP/g: Nimero Mais Provavel por grama; Min.- minima; Méax. — maxima

Realizado Wilcoxon Signed Ranks test ao nivel de significancia de 5%

Tabela 5 - Comparacao do processo de higienizacao realizado em condi¢des de laborat6rio
Alfaces Recebidas na UAN (AR) Alfaces Higienizadas no Laboratério (AH2) p-valor
Contagem Min. e Max. Reducéo

Microrganimos Unidade i ) ) ;
Mediana ~ Contagem Min. e Max. Mediana
Bactérias Mesofilas Totais log UFC/g 6,9 6,5-7,2 54 4,3-59 1,5 0,005
Coliformes Totais NMP/g 1750,0 46,0 - 2400,0 35,0 9,0 - 240,0 17150 0,005
Coliformes Termotolerantes NMP/g 6,6 3,0 - 240,0 3,0 3,0-9,0 3,6 0,028
log UFC/g: logaritmo de Unidade Formadora de Colénia por grama; NMP/g: Numero Mais Provéavel por grama; Min.- minima; Max. — maxima

Realizado Wilcoxon Signed Ranks test ao nivel de significancia de 5%
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Ao comparar os processos de higienizacdo realizados pelos manipuladores e pela
equipe do laboratério durante os 10 dias de experimento, ndo foi verificada diferenca
estatistica significativa entre as contagens de bactérias mesofilas (p-valor 0,256), coliformes
totais (p-valor 0,462) e coliformes termotolerantes (p-valor 0,196) (Tabela 6). Apesar da ndo
existéncia de diferenca estatistica significativa, foi constatado um maior nimero de dias de
experimentos em que, comparativamente, o processo realizado pela equipe do laboratério
resultou na maior reducdo nos microrganismos pesquisados.

O processo de higienizacdo das alfaces realizado pelos manipuladores da UAN
resultou na reducdo da contagem de bactérias mesdfilas superior a 1 log UFC/g em 40% dos
experimentos. Esta mesma redugdo foi obtida em 100% dos experimentos realizados em
condicdes de laboratdrio.

Em relacdo aos coliformes totais foi observada uma reducdo de 1 log NMP/g em
90% das amostras higienizadas pelos manipuladores da UAN. Quando o processo foi
realizado no laboratdrio esta reducdo foi observada em 100% das amostras.

Para os coliformes termotolerantes houve reducdo de 1 log NMP/g em 3 das 7
amostras em que estes microrganismos foram detectados. Nos processos de higienizacédo
realizados no laboratorio houve reducdo de 1 log NPM/g em 4 das 7 amostras em que 0S
coliformes termotolerantes foram detectados.

Duas amostras recebidas dos fornecedores apresentaram contagens de coliformes
termotolerantes maiores que 10° UFC/g, quando comparadas com os valores da categoria de
“Hortalicas, legumes e similares, incluindo cogumelos (fungos comestiveis) frescas, in
natura, preparadas (descascadas ou selecionadas ou fracionadas) sanificadas, refrigeradas ou
congeladas, para consumo direto, com excec¢do de cogumelos” segundo a RDC n.° 12/2001,
seriam consideradas inadequadas para consumo (Brasil, 2001). Os resultados destas amostras
guando higienizadas atenderam as recomendacdes da legislacdo. Ambas tiveram as contagens
de coliformes termotolerantes reduzidas para niveis seguros, tanto nos tratamentos realizados

na UAN, quanto pela equipe do laboratério.
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Tabela 6 - Comparacao do processo de higienizacao realizado em condicdes de rotina da UAN e em laboratério
Microrganimos Unidade Alfaces Higienizadas na UAN (AH1) Alfaces Higienizadas no Laboratorio (AH2) o- valor
Contagem Min. e Max. Mediana Contagem Min. e Max. Mediana
Bactérias Mesofilas Totais log UFC/g 4,0a6,6 6,0 4,3-59 5,4 0,256
Coliformes Totais NMP/g 4 a240 27,6 9,0 - 240,0 35,0 0,462
Coliformes Termotolerantes NMP/g 3a46 3,0 3,0-90 3,0 0,196

log UFC/g: logaritmo de Unidade Formadora de Coldnia por grama; NMP/g: Ndmero Mais Provavel por grama; Min.- minima; Max. — maxima
Realizado Wilcoxon Signed Ranks test ao nivel de significancia de 5%
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5.3 Avaliacdo microbioldgica das solugbes cloradas obtidas da higienizacdo realizada pelos

manipuladores e equipe do laboratério

As analises microbioldgicas pela técnica de plaqueamento e por filtragdo em
membrana das solucdes cloradas resultantes das amostras de AH1 e AH2 ndo evidenciaram a
presenca de microrganismos detectdveis para bactérias mesofilas, coliformes totais e

coliformes termotolerantes, segundo as metodologias propostas neste estudo.

5.4 Andlise das caracteristicas fisico-quimicas da solucdo clorada resultante do processo de

sanitizacdo de alfaces

As concentragbes medias de NaDCC na solucdo e os valores médios aferidos com
fita dosadora de cloro livre e 0 tempo médio de sanitizacdo das alfaces higienizadas pelos
manipuladores da UAN e pela equipe do laboratério estdo apresentadas na Tabela 7.

Houve diferenca significativa nos tempos inicial e final das amostras AH1 e AH2 em
relacdo a concentracdo de NaDCC (p-valor <0,001). Os valores aferidos pela fita de dosagem
de cloro apresentaram diferenca significativa entre as médias das amostras (p-valor <0,001).
O tempo médio de sanitizacdo foi maior nas amostras de AH1 em referéncia ao tempo

recomendado pelo fabricante.

Tabela 7 — Concentracdo média de solucdo de dicloroisocianurato de sodio e tempo médio de
sanitizacdo em diferentes condicdes de tratamento de alfaces

NaDCC (mg/L) Fita dosagem de cloro (mg/L) Sanitiza(;éol
tempo inicial tempo final  tempo inicial tempo final (minutos)
AH1 823 +211 873 +£386 150,0 £50,0 150,0 £50,0 205 +7,3
AH2 172,2 +27,7 1700 27,2 200,0 £0,0 2000 +0,0 111 +172

NaDCC- dicloroisocianurato de sédio; mg/L - miligramas por litro; * Tempo de sanitizagdo recomendado
pelo fabricante—10 minutos. AH1- alfaces higienizadas na UAN; AH2 - alfaces higienizadas no laboratdrio

Amostras

5.5 Efeito da solugcdo de NaDCC em alfaces intencionalmente contaminadas com Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Escherichia coli ATCC 11229

Os resultados obtidos a partir das amostras intencionalmente inoculadas estéo
apresentados na Figura 4.
Nas amostras de alfaces intencionalmente contaminadas, a concentragéo de E. coli na

suspensdo inoculante foi de 8,0 log UFC/mL, que resultou em uma contaminacdo media nas
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folhas de 6,81 log UFC/g. O tratamento reduziu a contagem microbiana em 1,42 log UFC/g.
No processo com o relso da solucdo clorada a reducdo da contagem de E. coli na segunda
unidade amostral de alface foi de 1,58 log UFC/g.

Na avaliacdo do efeito higienizacdo com a solucdo de retso em alfaces
intencionalmente contaminadas com L. monocytogenes, a partir da solucdo inoculante
contendo 8,81 log UFC/mL, foi obtida uma contaminagéo de 6,64 log UFC/g nas amostras de
alfaces. Apos o tratamento com o NaDCC, na primeira unidade amostral de alface higienizada
houve uma reducdo média de 1,26 log UFC/g. O reuso da solucédo clorada na higienizacao da
segunda unidade amostral resultou em uma reducdo média de 0,20 log UFC/g.

O reuso da solucdo clorada resultou em uma reducdo na concentracdo de cloro livre
que variou entre 20 e 30%. As analises microbioldgicas das solugdes utilizadas no tratamento
das alfaces intencionalmente contaminadas por E. coli e L. monocytogenes ndo evidenciaram

a presenca destes microrganismos em 100 mL das solucdes de uso e redso.
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Figura 4 - Sobrevivéncia de Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
Escherichia coli ATCC 11229 em folhas de alface apds tratamento com

solucdo clorada de primeiro uso e de redso. UA — unidade amostral, log UFC/g —
logaritmo de Unidade Formadora de Col6nia por grama, ATCC - American Type Culture
Collection
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6 DISCUSSAO

As mudangas ocorridas na sociedade resultaram no aumento do consumo de
refeicBes fora do lar, bem como na crescente busca por uma alimentacdo mais saudavel.
Como consequéncia do aumento no volume de producdo e da busca por alimentos menos
industrializados, os riscos de ocorréncia de surtos de doencas transmitidas por alimentos
aumentaram. Isto tornar-se mais grave nos alimentos consumidos crus, como as frutas e
hortaligas, e principalmente os oferecidos em UAN, que apesar de apresentar uma equipe de
profissionais envolvida na producéo, o grande volume de producdo e o publico algumas vezes
especifico, como pacientes hospitalizados ou criancas em idade escolar, agravam o risco.

As falhas observadas com a avaliagdo do processo de higienizagéo realizado na UAN
em estudo foram majoritariamente relacionadas a falta de orientacbes a respeito do
procedimento adequado de sanitizacdo e ao preparo adequado da solucdo clorada. Schattan
(2006) avaliou a percepcao do risco de DTA pelo consumo de vegetais crus atraves de um
questionario validado por Lynch (2003) e aplicado em 49 restaurantes no municipio de
Santos-SP. O estudo constatou baixa percepcdo pelos manipuladores para este risco,
mostrando que, apenas 36,7% higienizavam corretamente os alimentos. Os autores sugerem
que essa baixa percepcdo seja decorrente da falta de conhecimento sobre a forma correta da
higienizacdo de alimentos consumidos crus.

No presente estudo, o controle de tempo da sanitizagdo de vegetais foi realizado em
todos os dias da avaliacdo, onde foi respeitado o tempo minimo de contato da solugéo clorada.
Entretanto, em dois dias os manipuladores excederam o tempo recomendado em 30 minutos
devido a sobrecarga de trabalho. Dependendo do tipo de produto e sua concentracdo de uso,
esta ndo conformidade pode resultar em perdas sensoriais do produto. Por outro lado, em um
estudo utilizando 200 mg/L de hipoclorito de sddio durante 30 minutos, Oliveira et al. (2012)
avaliaram a eficiéncia do processo de sanitizacdo de alfaces em restaurantes, onde este tempo
de tratamento resultou em uma reducdo de 2,46 log UFC/g de bactérias mesofilas, que foi
superior a obtida com o tempo normalmente utilizado, entre 10 a 15 minutos. Resultados
semelhantes quanto a adequacgdo ao tempo de contato com a solucdo foram obtidos por Frantz
et al. (2008), que avaliaram 13.507 hortalicas submetidas ao processo de higienizacdo em 15
UAN do Estado do Rio Grande do Sul. Os autores constataram que o tempo de sanitizacao foi
respeitado em 97,36% das higienizac¢des de hortalicas.

Durante o estudo a medicdo dos volumes de cloro a ser adicionado nas solugdes era

realizada visualmente e por aproximacgéo do volume estipulado pelo medidor que acompanha
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o frasco original do produto, o que pode explicar os valores médios de cloro residual
encontrados, que estavam abaixo dos valores recomendados.

Todas as falhas observadas durante a rotina de trabalho dos manipuladores na UAN
estavam relacionadas a falta de treinamento, documentacdo de orientagdo como as planilhas
de registros e definicdo das responsabilidades. Segundo Tondo e Bartz (2011) os
estabelecimentos sem registro para o controle eficiente da qualidade dos alimentos nao
possuem corretamente o histérico de melhorias e ndo tém como provar que os procedimentos
estdo sendo realizados de forma adequada. Em um estudo realizado por Quintiliano et al
(2008) foi constatado que a higienizacao dos utensilios e equipamentos era incorreta e que 0s
restaurantes avaliados ndo dispunham do registro dos procedimentos de higienizacdo e do
responsavel capacitado para tal atividade. Pereira, Rodrigues e Ramalhosa (2013) avaliaram
as influéncias das praticas e as condi¢BGes de trabalho na qualidade de salada de alfaces
frescas. Foram encontrados protocolos inadequados de higienizagdo de alface por meio de
anélises microbiologicas e fisico-quimicas. A adocdo de condutas inadequadas pelos
manipuladores de alimentos pode favorecer a contaminacdo. Silva, Cavalli e Oliveira (2006),
avaliando procedimentos de higieniza¢do em unidade de alimentacdo no Rio Grande do Sul,
verificaram a presenca de coliformes totais (10° a 10° NMP/cm?), coliformes termotolerantes
(10 NMP/cm?), fungos filamentosos e leveduras (10 UFC/cm?), Salmonella sp. (10 a 10
UFC/cm?) e Staphylococcus coagulase positiva (10 UFC/cm?) em equipamentos e utensilios
utilizados no preparo de alimentos. O treinamento dos manipuladores e implantacdo de
procedimentos de higienizacdo adequados resultou na reducdo consideravel dos niveis de
contaminacdo. Soares (2011) verificou a seguranca dos alimentos a partir da avaliacdo do
nivel de conhecimento, atitudes e praticas dos manipuladores de alimentos na rede municipal
de ensino de Camacari-BA e observou gue o conhecimento esta associado com o maior nivel
de escolaridade, menor jornada de trabalho e com o fato do manipulador ter um vinculo
profissional estavel.

As amostras de alfaces recebidas na UAN quando analisadas microbiologicamente
devem ser enquadradas na categoria de “Hortalicas, legumes e similares, frescas, in natura,
inteiras, selecionadas ou ndo, com excecdo de cogumelos segundo a RDC n.° 12/2001 da
ANVISA. Nesta categoria é exigida apenas a pesquisa de Salmonella sp., tendo como valor de
referéncia, auséncia em 25g do alimento (Brasil, 2001). Para avaliar os processos de
higienizagdo durante o estudo com as alfaces recebidas na UAN foram realizadas as analises
de contagem de bactérias aerobias mesofilas, coliformes totais e termotolerantes. A pesquisa

de Salmonella sp. nao foi realizada uma vez que a frequéncia de isolamento deste patdgeno é
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normalmente baixa, bem como as concentragdes encontradas. Desta forma, os efeitos de sua
reducdo no processo de higienizacdo ndo seriam percebidos através da metodologia proposta
para este estudo. No estudo de Shinohara et al. (2014) foram avaliadas 60 amostras de alfaces
na cidade de Recife-PE coletadas em diferentes supermercados e feiras livres. Foi constatada
a auséncia de Salmonella sp. em todas as amostras analisadas. Da mesma forma,
contaminacdo de alfaces por Salmonella sp. foi estudada por Santos et al. (2010), que
pesquisaram 72 amostras de alfaces em diferentes cultivos (convencional, organico e
hidrop6nico) obtidas em feiras no estado de S&o Paulo. Os autores ndo detectaram a presenca
de Salmonella sp. Bobco et al. (2011) analisaram 15 amostras de alfaces provenientes de
feira e supermercado, a presenca de Salmonella sp. ndo foi observada em nenhuma das
amostras.

No presente estudo, as contagens de coliformes totais e termotolerantes nas amostras
de alfaces recebidas na UAN estdo de acordo com os achados de Santos et al. (2012), em que
as amostras de alfaces comercializadas em Teresina-Pl apresentaram contagens médias de 10°
NMP/g para coliformes totais, 10 NMP/g para coliformes termotolerantes. Nascimento, Silva
e Catanozi (2003) apresentaram niveis de coliformes termotolerantes em alfaces inferiores a
10* NMP/g nas hortalicas comercializadas em Campinas-SP. Todas as amostras de alfaces
recebidas na UAN apresentaram contagens elevadas de coliformes totais e nas contagens de
termotolerantes duas amostras apresentaram niveis acima de 10° NMP/g, tais valores podem
indicar falhas durante o transporte ou no armazenamento das alfaces.

A contagem de bactérias heterotréficas aerdbias mesofilas ndo é contemplada na
legislacdo brasileira para este tipo de alimento. Segundo a Comisséo Internacional de
Especificacbes  Microbiologicas para  Alimentos (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods - ICMSF), quando contagens de bactérias mesoéfilas
atingem valores de 6 log UFC/g, os vegetais podem apresentar sinais de deterioracdo, e
consequentemente se tornarem inadequados para o consumo (ICMSF, 1986). Embora 100%
das amostras de alfaces recebidas na UAN tenham apresentado contagens superiores a estes
valores, nenhuma amostra apresentava sinal de deterioracdo. A relacdo entre a carga
microbiana e os efeitos na deterioracdo do vegetal ndo é uma regra geral, ela depende do
grupo de microrganismos presentes. Deve-se considerar que para ambientes tropicais, as altas
temperaturas médias podem resultar em um rapido aumento da carga microbiana. Os valores
encontrados neste estudo apresentaram contagens mais altas do que as obtidas em outros
estudos que analisaram alfaces adquiridas em feiras e mercados. No estudo realizado no Mato

Grosso do Sul por Arbos et al. (2010), a contagem de bactérias mesofilas variou entre 3,99 e
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5,20 log UFC/g. No estudo de Medeiros (2014) foram encontrados em 80% das amostras
valores entre 5,47 e 5,60 log UFC/g de bactérias mesoéfilas em alfaces adquiridas em
supermercados no municipio de Santa Maria-RS. No entanto, o estudo de Franca, Bonnas e
Silva (2014), foram observados os valores mais elevados, que variaram entre 7,91 e 6,05 log
UFC/g para bactérias mesoéfilas nas alfaces comercializadas em feiras em Uberlandia-MG,
valores que se assemelham aos encontrados no presente estudo. O armazenamento em
temperaturas altas (em torno de 20 °C) aumentou a probabilidade de crescimento de bactérias
patogénicas em alfaces (Abadias et al., 2011; Robin et al., 2014). As amostras de alface
submetidas aos tratamentos de imersdo em solugBes contendo 70, 100 e 130 mg/L de
hipoclorito de sédio apresentavam aparéncia deteriorada no terceiro dia de armazenamento
em temperatura de 20°C (Berbari, Paschoalino e Silveira, 2001). A contagem elevada de
bactérias mesodfilas nas alfaces recebidas na UAN pode indicar falhas no transporte ou na
estocagem desse género alimenticio, dado que, o transporte de hortalicas e frutas deve ser
realizado sob refrigeracdo, para preservacdo das caracteristicas sensoriais e manutencdo da
carga microbiana pdés colheita (Brasil, 2004).

A higienizacdo adequada com solucdo de hipoclorito resulta em uma reducdo de
microrganismos entre 1 e 3 log UFC/g em vegetais, estes valores tém sido obtidos por
diversos autores como Ssemanda et al. (2017); Prado-Silva et al. (2015); Pereira, Rodrigues,
Ramalhosa, (2013); Lopez-Gélvez et al. (2009). O processo realizado no laboratério atendeu
integralmente aos protocolos de higienizacdo propostos pelos manuais estabelecidos pela
ABNT (2016) e ABERC (2015), diferente dos realizados na UAN. A interpretacdo individual
dos resultados comparativos dos 10 experimentos mostra que o processo realizado no
laborat6rio resultou em um ndmero maior de processos com maior reducdo dos que oS
realizados na UAN, principalmente no que se refere as contagens de bactérias mesofilas e
coliformes termotolerantes. Este fato pode representar o risco de maior exposicdo de
consumidores a microrganismos patogénicos e a ocorréncia de surto de DTA.

Ainda, que os manipuladores na UAN tenham utilizado concentragdes mais baixas
na solucdo clorada, o tempo excedido no processo pode ser o responsavel pelos resultados
semelhantes aos encontrados pela equipe que realizou os procedimentos adequados, conforme
os achados de Oliveira et al. (2012), mostrando que 0 aumento do tempo de exposi¢ado ao
cloro pode ter resultado em maior reducéo de bactérias mesofilas.

Os processos realizados, tanto pelos manipuladores na UAN quanto pela equipe no
laboratorio atingiram reducdo de aproximadamente 1 log UFC/g na contagem de bactérias

mesofilas e coliformes termotolerantes. Estes achados sdo compativeis com 0s de outros
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estudos em que a sanitizacdo foi realizada com hipoclorito de sédio (Mariano, Teixeira e
Okura, 2005; Figueiredo, 2013).

Poucos estudos abordam a reducdo da carga de microrganismos e compararam 0S
efeitos do dicloroisocianurato de sédio com os do hipoclorito de sédio. No presente trabalho
todos os resultados foram comparados a estudos que utilizaram apenas hipoclorito de sddio.
Em principio, a vantagem do dicloroisocianurato de sodio refere-se a maior persisténcia da
atividade antibacteriana exercida pelos isocianuratos clorados presentes na solugdo. A acdo do
dicloroisocianurato de so6dio também pode resultar em um prolongamento da acdo pela
disponibilizagdo de 50% do cloro total livre do dicloroisocianurato de s6dio em comparagéo a
disponibilidade de 100% do hipoclorito de sodio, afetando a cinética da reagdo bactericida
(Clasen e Edmondson, 2006). No estudo de Porto (2006) foram realizados ensaios de
sanitizacdo de alfaces inoculadas com 8 log UFC/g L. monocytogenes e tratadas com 100
mg/L de hipoclorito de s6dio e 100 mg/L de dicloroisocianurato de sédio durante 15 minutos.
Foram obtidas reducdes de 1,9 e 2,3 log UFC/g para o hipoclorito de sodio e
dicloroisocianurato de sodio, respectivamente.

Atualmente, além do aspecto de seguranca, a sustentabilidade também representa um
importante ponto a ser considerado na cadeia de producdo de alimentos. Assim, a reducéo do
consumo de &gua representa um ponto primordial na producdo alimentos. Neste caso, a
reducdo no uso de agua deve ser avaliada mais profundamente, uma vez que representa o
principal fator associado a higiene dos alimentos. Uma das formas sugeridas na reducdo do
consumo de agua no processo € o retso da solugédo clorada, que também resulta na reducdo de
emissdo de cloro no ambiente, bem como nos custos com a aquisicdo do produto. No estudo
de Lustosa e Mendes (2016), nas etapas de lavagem, sanitizacdo e enxague foi observado um
consumo de agua de 18 a 27 L/kg de hortalicas folhosas (racula, agrido, espinafre, alface
crespa e americana), quanto mais reentrancias das folhas, mais dgua foi necesséaria na etapa de
lavagem. No presente estudo a solucdo clorada foi capaz de reduzir de forma semelhante as
contagens na alface intencionalmente contaminadas com E. coli, tanto nas solucgdes de
primeiro uso quanto de reuso. Entretanto, quando as alfaces foram inoculadas com L.
monocytogenes sO foi observada a reducdo das contagens na solucdo de primeiro uso. As
concentracOes de cloro livre nas solucdes de retso eram compativeis com as recomendadas
para uso, indicando a presenca de um fator adicional na determinacdo da falha na inibicdo de
L. monocytogenes.

Os resultados levantam a suspeita de que a eficiéncia da reutilizacdo de solucbes

cloradas pode ser espécie ou estirpe especifica. Os riscos de manutencdo da contaminacgéo ou
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contaminacdo cruzada sdo evidentes. A maior redugdo da carga microbiana promovida pela
solucdo de primeiro uso pode estar associada ao aumento da concentracdo de matéria organica
em relacdo a solucdo de retso, mas ndo interferindo na capacidade de deteccao de cloro livre.
No estudo de Luo (2007) o uso repetido da agua para higienizar as alfaces fracionadas causou
deterioracdo da qualidade da &gua e declinio no nivel de cloro livre. A eficacia antimicrobiana
do cloro apresenta um maior potencial quando a matéria organica é controlada ou eliminada
(Gil et al. 2009).

L. monocytogenes, entre outros microrganismos, apresenta fatores de patogenicidade
ou viruléncia, sendo resistente a ambientes extremos e apresentam capacidade de modular
expressao de genes em respostas a estas condic¢oes (Stella, 2009; Barros et al., 2012), fatores
que poderiam justificar os achados do presente estudo. Este patdgeno é reconhecido por
habitar e sobreviver em condicdes adversas como, estresse osmaético com alta concentracdo de
cloreto de sédio, ampla faixa de temperaturas, pH e a outras situagdes como ao tratamento
quimico com cloro e antibiéticos. O genoma de L. monocytogenes codifica diferentes classes
de genes de resposta ao estresse e mecanismos gerais para sobreviver a uma ampla variedade
de condi¢cdes ambientais, entre eles, a producdo de proteinas de estresse. Esse mecanismo
resulta no aumento da resisténcia deste microrganismo a estas condigdes (Veen et al., 2007,
Ribeiro, 2012; Souza, Tebaldi e Piccoli, 2015; Kocaman e Sarimehmetoglu, 2016).

Em ambientes de produgdo de alimentos onde ha& processo de higienizacéo
inadequado, com utilizacdo de produtos sanitizantes abaixo das concentragfes Otimas de uso,
pode haver a inducéo de resisténcia de microrganismos por estresse microbiano.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana de produtos sanitizantes na industria
alimenticia é preconizada pela RDC n.° 14/2007 que recomenda a realizacdo do teste com
estirpes de referéncia de Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis e E. coli. Dentre
estes microrganismos nenhum apresenta o perfil de resisténcia as condi¢cdes ambientais
semelhantes a Listeria, um importante e frequente patdégeno no ambiente de producdo de
alimentos, fato que sugere a inclusdo deste microrganismo em testes de avaliacdo da atividade
antimicrobiana de produtos de uso industrial e de aplicacdo na producdo de alimentos (Brasil,
2007).
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7 CONCLUSOES

Neste estudo foram detectadas falhas decorrentes da falta de capacitacdo dos
manipuladores e sistematizacao dos processos.

Apesar das ndo conformidades evidenciadas, os processos realizados na UAN foram
compativeis com os realizados no laboratorio e reduziram a contaminagao a niveis seguros.

O relso da solucdo clorada mostrou reducGes na populacdo de E. coli ATCC 11229
intencionalmente contaminada em alfaces, porém ndo exerceu efeito L. monocytogenes ATCC
19117.

Os resultados sugerem que a pratica de retso tenha efeito somente em alguns grupos
microbianos, e represente uma possibilidade de exposicdo de consumidores a patdgenos com
resisténcia a sanitizantes.

O estudo propde a inclusdo de microrganismos como L. monocytogenes nos testes de
avaliacdo da atividade de compostos antimicrobianos de uso na industria de alimentos.

Estudos complementares estdo sendo realizados para o melhor entendimento deste processo.
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