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Resumo: O crescimento de restaurantes tipo self-service se deve a rapida oferta de refei¢cdes variadas e de
baixo custo. As saladas constituem uma das principais preparacdes frias, 0 que pode representar um risco a
saude publica, devido a elevada manipulacédo e possiveis falhas na higienizagdo. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica das saladas cruas (alface e composta) e cozida (maionese),
servidas em restaurantes tipo self-service, no municipio de Cruz das Almas - Bahia, e verificar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos entre os isolados bacterianos. Como indicadores foram utilizados
quantificacdo de bactérias mesofilas cultivaveis (BMC), coliformes a 45° C e estafilococos coagulase
positivos e a deteccdo de Salmonella. A suscetibilidade dos isolados foi verificada pelo emprego de quatro
familias de antimicrobianos. As maiores contagens de BMC, coliformes a 45° C e estafilococos foram
encontradas nas saladas de alface e composta e a menor nas saladas de maionese. Ndo foi detectada a
presenca de Salmonella nas amostras analisadas. Escherichia coli foi isolada em 11,1% das amostras. Os
isolados de E. coli ndo apresentaram perfil de resisténcia antimicrobiana. A elevada carga microbiana de
BMC, estafilococos e coliformes a 45° C indica que esses alimentos, principalmente as saladas cruas, estdo
sendo preparadas em condi¢des higi€nicossanitarias inadequadas. A introdugéo e adocao de boas praticas
de manipulacéo com treinamento efetivo dos manipuladores, visando a reducéo das doencas transmissiveis
por alimentos se faz necessario no municipio.

Palavras chave: Hortalicas, Resisténcia antimicrobiana, Sadde publica.

Microbiological risk in the consumption of raw and cooked salads served in self-service
restaurants in Cruz das Almas, Bahia, Brazil

Abstract: Self-service restaurants have increased due to varied and inexpensive fast food. The salads are
a major cold preparations, which may represent a risk to public health due to high handling and possible
faults in the hygienization. The objective of present study was to evaluate the microbiological quality of raw
salads (lettuce and composite) and cooked (mayonnaise), served in self-service restaurants, in Cruz das
Almas - Bahia, and verify the antimicrobial resistance profile between bacterial isolates. As index were used
guantification of cultivable mesophilic bacteria (CMB), coliforms at 45° C, coagulase-positive Staphylococci
and Salmonella detection. Susceptibility of isolates was verified by use of four antimicrobial families. The
higher counts of CBM, coliforms at 45° C and Staphylococci were found in lettuce salads and composite and
lower in mayonnaise salads. The presence of Salmonella was not detected in the samples. Escherichia coli
was isolated from 11.1% of samples. Escherichia coli isolates did not show antimicrobial resistance profile.
High microbial load of bacteria CMB, Staphylococci and coliforms at 45° C indicates that these foods,
especially raw salads, are being prepared in inadequate hygenic conditions. The introduction and adoption of
good handling practices with effective training of manipulators, aiming to reduce diseases transmitted by
food is needed in the municipality.

Key-words: Vegetables, Antimicrobial resistance, Public health.
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Introducao

O aumento na procura de refei¢cdes fora do
lar em unidades de alimentac&o e nutricdo (UAN)
€ atribuida a mudangas sécio-econémicas
ocorridas nos Ultimos anos, como a procura por
centros urbanos, a industrializacdo e a inser¢céo
da mulher no mercado de trabalho (Akutsu et al.,
2005). Cruz das Almas €é um municipio do
Recbncavo da Bahia, que apresenta uma
populacao estimada de 63.200 habitantes. Por se
tratar de uma cidade universitaria, compreende
ainda 15 mil moradores flutuantes que residem na
cidade durante o periodo letivo (Dias et al., 2013).
Este fato contribuiu para o aumento no nimero de
estabelecimentos comerciais, principalmente do
género alimenticio.

De acordo com a Vigilancia Sanitaria do
municipio, o nimero de restaurantes tipo self-
service oscila em torno de 16, embora nem todos
oferecam apenas o servico de restaurante, ou
seja, refeicdo coletiva com servicos de
panificacdo, refeicdo coletiva com servicos de
cbpia, dentre outros. Dentre as refeicbes que
mais compfem os balcbes de distribuicdo, se
destacam as saladas, devido a mudanca de
habito alimentar da populacdo que busca um
estilo de vida mais saudavel e a prevencdo de
doencgas cronicas nao transmissiveis (Figueiredo
et al., 2008).

As frutas e vegetais frescos sdo cada vez
mais reconhecidos como fonte de surtos de
origem alimentar em diversas partes do mundo.
No Brasil, no periodo de 1999 a 2008, os legumes
e verduras foram responsaveis por 114 dos surtos
de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA's)
notificados (Zanoni & Gelinski, 2013). Segundo a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS) estes
ndameros (>5%) ainda estdo muito aquém do
quadro real, devido os sintomas brandos da
doenca (Santana et al., 2010).

Dentre os principais patégenos veiculados
em DVA's se destacam Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli
0157:H7, Centers for Disease Control and
Prevention [CDC] (2010). Os surtos de
salmonelose envolvem diferentes alimentos,
incluindo folhosos crus como a alface,
contaminados com esterco (Salez & Malo, 2004).
A salmonelose causa grande impacto na saude
publica, devido a elevada endemicidade, alta taxa
de mortalidade e, sobretudo, a dificuldade de
controle (Tessari, Cardoso & Castro, 2003).
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A presengca de Escherichia coli indica falhas
higienicossanitarias dos alimentos e areas de
preparacdo e/ou armazenamento. Presente no
intestino de humanos e animais endotérmicos é
eliminada em grande quantidade nas fezes
(Carvalho et al.,, 2010). A contaminacdo por
estafilococos esta relacionada aos manipuladores
de alimentos, presentes nas fossas nasais, boca
e pele, podendo ser transmitida aos alimentos por
contato direto ou indireto. Nos alimentos, podem
se multiplicar e produzir enterotoxinas a partir de
contagens em torno de 10° UFC/g (Tasci,
Sahindokuyucu & Ozturk, 2011).

Outro fator que preocupa os gestores da
area de saude é o aumento da resisténcia dos
micro-organismos aos antimicrobianos. A elevada
resisténcia de alguns patdgenos tem dificultado
ou mesmo inviabilizado o tratamento de algumas
DVAs (Campos et al, 2006). A resisténcia
microbiana ocorre devido a pressado seletiva na
populacdo bacteriana e a troca de genes de
resisténcia moveis entre os patégenos (Lynch et
al., 2006). Algumas estirpes resistentes podem
ser veiculadas por meio da adubacéo com o uso
de estercos em hortalicas, podendo colonizar a
microbiota intestinal humana, devido a ingestédo
de folhas cruas e higienizacdo inadequada
(Klaiber et al., 2005).

Neste sentido, este estudo teve como
objetivo avaliar a qualidade microbiolégica das
saladas cruas e cozidas servidas em restaurantes
self-service de Cruz das Almas, Bahia, bem como
analisar o perfil de resisténcia microbiana das
cepas isoladas.

Material e métodos

As analises  microbiolégicas  foram
realizadas no periodo de marco de 2012 a abril
de 2013, em cinco restaurantes tipo self-service,
localizados no municipio de Cruz das Almas,
Bahia. Para a identificacdo dos restaurantes
foram atribuidas as letras A, B, C, D e E. As
coletas foram realizadas quinzenalmente, logo
gue as saladas eram dispostas nos balcbes de
distribuicdo (11:30h). Foram amostradas trés
tipos de saladas, totalizando a andlise de 45
amostras: salada de alface (apenas alface, sem
adicdo de tempero), salada composta (cenoura e
beterraba raladas, tomate, sem adicdo de
tempero) e salada de maionese (legumes
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cozidos preparados com molho de maionese). As
amostras em por¢des de 100g foram
acondicionadas em embalagens de primeiro uso
cedidas pelo préprio estabelecimento.

Para a determinagdo microbiana foram
realizadas diluicbes seriadas pesando-se 25g de
cada amostra em 225 mL de solucao salina até a
diluicdo 10°. A contagem de bactérias mesdfilas
cultivaveis (BMC) foi realizada pela técnica de
plagueamento em profundidade usando Plate
Count Agar (PCA) em duplicata e incubacéo a 35
° C/24-48h. Os resultados foram expressos em
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/g) (Silva
et al., 2010).

Na analise do grupo dos coliformes a 45° C
foi utilizada a técnica dos tubos miltiplos com o
teste presuntivo em caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST) a 35° C/48h e posterior teste confirmatorio
em caldo Escherichia coli (EC) com incubagéo a
45° C/24h. A partir dos tubos positivos em EC foi
calculado o Numero Mais Provavel (NMP/g)
utiizando a Tabela de Hoskins. Aliquotas dos
tubos positivos em EC foram semeadas em
placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno
(AEAM) e incubacdo a 35° C/24h. As colbdnias
caracteristicas de E. coli foram isoladas em Agar
Triptona Soja (ATS) e a identificagdo bioquimica
das cepas realizada por meio do teste de IMViC
(indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer e
citrato de Simmons).

A determinacéo de estafilococos coagulase
positivos foi realizada por meio da semeadura no
meio seletivo Agar Baird-Park (ABP) e incubacéo
a 35° C/48h. Para a contagem presuntiva foram
selecionadas as placas contendo entre 20 a 200
colénias e os resultados expressos em UFC/g da
amostra. As coldnias tipicas foram isoladas em
Agar Brain Heart Infusion (BHI) e submetidas aos
testes de catalase e coagulase (Silva et al.,
2010).

A deteccdo de Salmonella spp. consistiu no
pré-enriquecimento da amostra em caldo
lactosado a 35° C/24h. Em seguida, aliquotas de
1 mL e 0,1 mL foram inoculadas em caldo
Tetrationato (35° C/24h) e caldo Rappaport (42°
C/24h), respectivamente. Ap0ds esse periodo, uma
aliquota de cada tubo foi semeada nos meios
seletivos Agar Xylose Lysine Desoxycholate
(XLD) e Salmonella Shigella (SS) com incubacgéao
a 35° C/24h. As colbnias tipicas de Salmonella
spp. foram submetidas a testes bioquimicos e
soroldgicos (Silva et al., 2010).

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi
avaliada pela técnica de disco-difusdo em agar
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(CLSI, 2010). Os antimicrobianos testados foram:
ampilicina (10 mg), ceftazidima (30 mg),
tetraciclina (30 mg), gentamicina (10 mg) e
ciprofloxina (30 mg). Das culturas crescidas em
agar ATS, uma alcada foi transferida para tubos
de ensaio contendo 9 mL de solugcdo salina
(0,85%), até que a densidade bacteriana lida em
espectrofotbmetro (Sp 1105, Spectrum),
comprimento de onda de 625 nm, se encontrasse
no intervalo de 0,08 a 0,10 (10° UFC/mL) Clinical
Laboratory Standards Institute [CLSI] (2010). Em
seguida, o in6culo foi espalhado sobre a
superficie do meio Agar Mueller-Hinton (AMH),
adicionado os discos de antimicrobianos e
incubados a 37° C/24h. Os halos de inibicdo
foram medidos com o auxilio de um paquimetro
digital. Como controles foram utilizadas as cepas
de Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

@] delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com esquema fatorial (5
x 3), sendo os tratamentos: cinco restaurantes
tipo self-service (A, B, C, D, E) e trés tipos de
saladas (alface, composta e maionese). Todas as
andlises foram realizadas em triplicata. A analise
estatistica  compreendeu os testes de
normalidade e homogeneidade das variancias
pelos testes de Lilieforms e de Cochran,
respectivamente. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas por teste de Tukey a 5%
de probabilidade a partir do programa estatistico
SAEG.

Resultado e discussao

A contagem média para BMC nas saladas
foi maior na salada de alface (1,25 x 10° UFC/q)
estabelecimento B, diferindo estatisticamente da
salada de maionese (5,5 x 10° UFC/g) (Tabela 1).
Este mesmo comportamento foi observado em
relacdo ao estabelecimento A. A contagem de
BMC nas saladas composta ndo apresentou
diferenca significativa entre as demais, mostrando
valores médios de 6,58 x 10° UFC/g (Tabela 1).

Considerando a presenca do grupo BMC
em relacdo aos estabelecimentos avaliados,
observou-se que o estabelecimento C apresentou
0s menores valores, divergindo significativamente
dos estabelecimentos A e B, para a alface, e em
todos o0s estabelecimentos para a salada
composta. N&o houve diferenca entre o0s
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estabelecimentos nas comparacdes para a salada
de maionese (Tabelal).

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

Apesar da legislagdo brasileira nao
estabelecer limites para BMC em alimentos
prontos para o consumo (Brasil, 2001), sabe-se
que contagens acima de 10’ UFC/g indicam
exposicao a contaminacdo ambiental, abuso do
binbmio tempo/temperatura, armazenamento em
temperatura inadequada de refrigeracdo, bem
como manipulacdo excessiva (Carvalho et al.,
2010).

A elevada contagem de BMC na alface
demonstra que estas ndo estdo sendo
higienizadas conforme preconiza a Resolugéo
RDC N° 216 (Brasil, 2004) e que a presenca
desses micro-organismos além de diminuirem o
periodo de exposicdo e armazenamento,
acarretando prejuizo econdmico aos
comerciantes, podem conter patégenos
alimentares (Paula et al., 2003).

Para a presenca de estafilococos nas
saladas, a contagem média variou de 5,43 x 10°
UFC/g a 5,60 x 10° UFC/g. As amostras contendo
alface foram as que apresentaram as maiores
concentracdes, seguida pela salada composta e a
salada de maionese, embora ndo havendo
diferencas significativas entre estas (Tabela 1).
Estafilococos coagulase positivos ndo foram
detectados nas amostras, demonstrando que as
saladas fornecidas nos estabelecimentos com
relaco a este bioindicador estavam em
conformidade com a legislacdo vigente, que
preconiza um limite de 10° UFC/g (Brasil, 2001).

A investigacdo de  Staphylococcus
coagulase positiva em alimentos € necessaria por
se tratar de uma bactéria que causa intoxicacao
alimentar, visto que, em poucas horas, as cepas
produzem toxinas termoestaveis responsaveis por
casos de toxinfec¢des (Costa et al., 2008) e por
ter no manipulador seu principal reservatério.
Corroborando com estes resultados, Mogharbel,
Reis & Masson (2008) avaliando a qualidade
microbiolégica de amostras de alfaces coletadas
em lanchonetes antes da lavagem, também nao
detectaram a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva. Resultados contrarios foram
citados por Junqueira et al. (2009), ao analisarem
31 amostras de saladas em restaurantes do Rio
de Janeiro, RJ e verificarem a presenca desse
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patégeno acima de 10° UFC/g em 32,2% das
amostras. Bricio et al. (2005), também relataram a
presenca de Staphylococcus coagulase positiva
em 27,4% das amostras de salpicdo de frango e
em 19,3% da salada de maionese em rede de
restaurantes também no Rio de Janeiro, RJ.

O ndmero médio determinado para os
coliformes a 45° C variou de < 3,0 a 9,2 x 10°
NMP/g. A partir da verificacdo estatistica,
constatou-se que a salada de maionese diferiu,
significativamente, das saladas composta e de
alface, apresentando alta contaminacdo por
coliformes a 45° C. Embora tenha se confirmado
diferenca significativa entre as saladas de
maionese nos estabelecimentos A, C e D, em
relacdo as demais saladas, os valores de
contagem encontrados nesta foram da ordem de
102 ou superiores (Tabela 1), ou seja, todas as
amostras avaliadas (tipos de saladas e
estabelecimentos) se encontram fora dos padrfes
aceitaveis, por apresentarem uma carga de
coliformes a 45° C superior a 10° NMP/g (Brasil,
2001).

A presenca de coliformes a 45° C
demonstra falhas no processo de higienizagéo
das hortalicas ou contaminacdo cruzada, no qual
os utensilios e superficies entram em contato com
o alimento durante o seu preparo. Rodrigues et al.
(2008) avaliando saladas em restaurantes do tipo
self-service em Lavras, MG, relataram que das 30
amostras analisadas a contagem de coliformes a
45° C se apresentou em torno de 2,4 x 10*
NMP/g. Segundo os autores a contaminacao era
decorrente da cozinha dos restaurantes, devido &
ma higienizagdo das hortalicas, falta de
conhecimentos basicos de higiene pelos
manipuladores, uso de equipamentos e utensilios
mal higienizados e uso de agua contaminada.

Guerra e Miguel (2011) analisando 15
amostras de vegetais preparados com molho de
maionese, em restaurantes de Urbelandia, MG,
nao relataram a ocorréncia de coliformes a 45° C.
Enquanto Bricio et al. (2005), ao investigarem
pratos a base de maionese caseira, relataram
contaminacgédo por coliformes a 45° C nas saladas
de maionese (33,4%) e no salpicdo (8,25%),
sendo atribuido a falha na preparacdo da
maionese e conservagdo em temperatura
inadequada.

Do total de amostras analisadas,
Escherichia coli (indicadora real de contaminag&o
de origem fecal) foi detectada em apenas 11,11%
(5/45) compreendendo as saladas de alface
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(6,6%) e salada composta (4,51%). Também
foram isoladas cepas de Citrobacter, Klebsiella e
Proteus. Apesar dos coliformes a 45° C na
legislacdo de alimentos (Brasil, 2001) indicarem
contaminacdo de origem fecal, a presenca de
Klebsiella e Enterobacter néo indica
necessariamente contaminacédo fecal, visto que
também sdo encontrados em vegetais e solo,
persistindo por um tempo superior ao das
bactérias patogénicas de origem intestinal
(Azeredo et al., 2004). Este fato demonstra mais
uma vez que os legumes e hortalicas servidos
nos restaurantes self-service de Cruz das Almas,
ndo estdo sendo higienizados corretamente ou
gque a falta de qualificacdo por parte dos
manipuladores de alimentos contribui para a
contaminagdo cruzada durante o seu preparo.

Salmonella spp. ndo foi detectada em
nenhuma das amostras de saladas, também
estando em conformidade com a legislacdo de
alimentos que estabelece auséncia em 25 gramas
do alimento (Brasil, 2001). Devido a
patogenicidade das bactérias desse género, a
sua deteccdo é de extrema importancia, visto que
as infecgdes causadas por estas bactérias sao
consideradas como a principal causa de DVA's
(Santana et al., 2010).

Estes resultados sdo semelhantes aos
dados de Calil et al. (2013), ao relatarem
auséncia de Salmonella sp. em 100% das
amostras de saladas servidas em restaurantes do
tipo self-service no municipio de Sao Bernardo do
Campo, SP. Embora Palu et al. (2002) tenham
reportado a presenca de Salmonella spp. em
amostras de frutas e hortalicas frescas servidas
em dois restaurantes self-service da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, UFRJ. Seixas et al.
(2009) também descreveram a presenca de
Salmonella spp. em 66,7% das saladas
enriquecidas com maionese e comercializadas no
municipio de Sdo José do Rio Preto, SP.

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana
das cinco cepas de E. coli isoladas mostrou que
nenhuma delas apresentou resisténcia
antimicrobiana aos diferentes farmacos testados.
Este fato é satisfatorio, visto que a presenga de
genes de resisténcia moveis entre patdégenos
microbianos promove a transmissdo e a
propagacdo da resisténcia aos farmacos
usualmente utilizados na terapia humana (Séo
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José & Vanetti, 2012). O uso de estercos na
adubacdo das hortalicas pode promover a
veiculacdo de estirpes resistentes nesses
alimentos, alcancando a microbiota indigena dos
consumidores, que muitas vezes sdo consumidos
crus e sem uma higienizagdo adequada
(Keeratipibul et al., 2011).

Meyer et al. (2008) na Alemanha
analisando cepas de E. coli isoladas de
alimentos, animais e humanos, relataram que as
cepas isoladas de animais e alimentos
apresentaram maior percentual de resisténcia a
tetraciclina do que as E. coli isoladas de
humanos. Ainda no mesmo estudo, a ampicilina
assumiu o segundo lugar em ndimero de cepas
resistentes isoladas de fontes alimentares, ao que
o autor atribuiu a resisténcia ao uso de
antimicrobianos na profilaxia veterinaria, ou
tratamentos nos quais 0s antimicrobianos séo
adicionados na 4gua ou na racéo dos animais.

Pali et al. (2002) avaliando o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos em E. coli
isoladas de frutas e hortalicas servidas em
restaurantes no Rio de Janeiro relataram que
91% dos isolados apresentaram resisténcia a
pelo menos um dos antimicrobianos testados, ao
contrario dos resultados encontrados no presente
trabalho. Nascimento et al. (2005) ao
investigarem a sensibilidade de cepas de
enterobactérias isoladas em amostras de alface
no comércio de Sdo Luis, MA, também relataram
elevada multirresisténcia & maioria  dos
antimicrobianos testados.

Conclusao

Baseado na elevada carga microbiana
encontrada nas andlises das amostras originarias
de estabelecimentos self-service em Cruz das
Almas, pode-se concluir que as saladas cruas e
cozidas servidas ao publico ndo sdo submetidas a
processos de higienizacdo e manipulagéo
eficientes durante o seu preparo, acarretando
risco biologico para a saude dos consumidores.
Apesar da baixa qualidade bacteriologica
encontrada, ndo houve detecgéo de estirpes com
perfil de resisténcia a antimicrobianos.
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Tabela 1 - Valores médios dos indicadores usados na avaliagdo microbiologica das saladas cruas (alface e composta) e de maionese servidas nos restaurantes do
tipo self-service em Cruz das Almas, Bahia, durante o periodo de junho de 2012 a marco de 2013.

Estab. Salada de Alface Salada composta Salada de maionese

Mesodfilos Staph.” Colif.® £ col Mesodfilos Staph.” Colif.? ol Mesoéfilos  Staph.” Colif.*
(UFC/g) (UFClg)  (NMP/g) (UFC/g) (UFClg)  (NMP/g) (UFClg)  (UFClg)  (NMP/g)
*  6,58x10°Aab 5,90x10° 3,06x10°a A  9,15X10°b 5,43x10° 3,06x10°b A
4,04x10'Aab 2,64x10* 3,10x10°a P 550X10°0 3,92x10°  <3,0 A
3,70x10°B  8,90x10° 3,17x10'a P 5,33X10° 9,53x10° 3,10x10b A

A A

A A

coli

4,20x10'ABa 1,20x10° 3,80x10°%a P
1,25x10°Aa  2,43x10° 5,24x10°a

3,20x10°B  5,60x10° 3,13x10°a

3,50x10°AB  1,21x10° 3,10x10°a  A® 7,13x10°A  6,10x10° 4,14x10%a
E 1,51x10°’AB  2,13x10° 2,06x10°%a A 8,38x10°A  3,96x10° 3,06x10°a

Limite® - - 10° - - - 10° - - - 10° -

P
P
1,10X10" 6,85x10° 3,10x10%b
4,18X10°  9,0x10 <3,0

O 0O w >»

Perlodo de amostragem junho/2012 a margo/2013; 'A'B,C,DeE correspondem aos restaurantes avaliados; Staphylococcus sp.; 3Coliformes a 45° C; Presenga de células;
®Auséncia de células °Limites estabelecidos de acordo com Brasil (2001); Médias seguidas pela mesma letra maidscula ou mindscula ndo diferem entre si para p<0,05 na coluna

(entre restaurantes) e na linha (entre tipos de saladas), respectivamente.
Fonte : Dados da Pesquisa.
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