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CORREIA. L. B. N. Perfil microbiolégico de diferentes tipos de saladas
provenientes de cozinhas hospitalares. Botucatu, 2015. 69p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botu-
catu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

As hortaligas s&o itens indispensaveis na dieta dos seres humanos, atuando
como adjuvantes na prevengao e tratamento de doengas. Porém, destaca-se o
aumento de surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) associados
ao consumo de produtos horticolas. O objetivo desse trabalho foi verificar o
perfil microbiolégico de diferentes tipos de saladas de cozinhas hospitalares.
No periodo de 2010 a 2014, o Servico de Orientagao a Alimentacdo Publica
(SOAP) recebeu 641 amostras de saladas provenientes de hospitais da regiao
de Bauru e Botucatu, onde foram submetidas as analises microbioldgicas para
a determinagcado do numero mais provavel de coliformes a 35°C e 45°C, pesqui-
sa de Salmonella spp e contagem de estafilococos coagulase positiva. Os re-
sultados revelaram que em 30,56% das amostras a contagem de coliformes a
35°C foi maior que 1.100 NMP/g e 12,17% apresentaram coliformes a 45°C
acima de 100 NMP/g, limite maximo estabelecido pela legislagao brasileira. A
prevaléncia de amostras contaminadas sem tratamento térmico foi de 97,44% e
de 2,56% para amostras com tratamento térmico, cozidas ou refogadas. Todas
as amostras foram negativas para presencga de Salmonella spp e apresentaram
contagem de estafilococos coagulase positiva < 1,0X10% UFC/g. Apesar das
amostras de saladas n&do oferecerem risco microbioldgico associado a patdge-
nos, deve-se atentar para os micro-organismos indicadores, pois as refeigcbes

sdo servidas a individuos hospitalizados.

Palavras-chave: Coliformes, Estafilococos coagulase positiva, Hospital, Sala-

das, Salmonella spp.
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CORREIA. L. B. N. Microbiological profile of different types of salad from
hospital kitchens. Botucatu, 2015. 69p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Esta-
dual Paulista.

Abstract

Vegetables crops are indispensable items in human diet, acting as adjuvants in
the prevention and treatment of diseases. However, the number of Foodborne
Diseases outbreaks associated with their consumption increases. The aim of
this study was determine the microbiological profile of different salads from
hospital kitchens. In the period between 2010 and 2014 the Public feeding
orientation service (SOAP) received 641 samples of salads from hospital kitch-
ens in the region of Botucatu and Bauru. They, where subjected to microbiolog-
ical analysis to determine the most probable number of coliforms at 35 ° C and
45 ° C, besides Salmonella spp presence and coagulase-positive staphylococci
counts. The results reveal that 30.56% of the samples had counts for coliform at
35°C greater than 1.100 MPN/g and 12.17% had MPN/g of coliforms at 45°C
above 100 MPN/g, the maximum limit established by Brazilian legislation. The
prevalence of samples without heat treatment was 2.56% and 97.44% with heat
treatment, cooked or braised. All samples were negative for Salmonella spp
count and coagulase positive staphylococci < 1,0x10? UFC/g. Although most
salads had an adequate microbiological quality, attention should be paid to the

safety indicators as the meals are served to hospitalized individuals.

Keywords: Coliforms, Estafilococos coagulase positiva, Hospital, Salads, Sal-

monella spp.



1. Introducao

A alimentacao é um ato indispensavel e direito de todos, podendo ser influ-
enciada por aspectos culturais, sociais, étnicos, filosdéficos, religiosos e regio-
nais. Também contribui para a socializagdo e, sobretudo, deve satisfazer as
necessidades nutricionais (FRANCA et al., 2012).

O habito alimentar dos brasileiros foi estabelecido pela miscigenacao das
culturas indigena, européia, africana e asiatica. No periodo colonial, os portu-
gueses trouxeram a produgdo e o consumo de hortaligas, que foram intensifi-
cados com a imigracao de outros povos (MADEIRA et al., 2008; FRANCA et
al., 2012).

A alimentagao possui um importante papel na promoc¢ao da saude. Os ve-
getais séo fontes de vitaminas e fibras, sendo essenciais na dieta dos seres
humanos (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; RAMOS et al., 2013).

O consumo regular de algumas hortalicas pode prevenir diversos tipos de
cancer (FREEDMAN et al., 2014; OYEBODE et al., 2014; WANG et al., 2014),
além de estar associado a diminuicdo da ocorréncia de doengas cardiovascula-
res (OYEBODE et al., 2014; WANG et al., 2014) e reducao do peso, prevenin-
do a obesidade (SLAVIN; LIOID, 2012; BERTOIA et al., 2014).

Para garantir que os beneficios proporcionados pelo consumo das hortali-
¢as sejam mantidos € essencial que essas e 0s pratos preparados a partir de-
las sejam seguros. Nas Unidades de Alimentacao e Nutricdo (UAN) hospitala-
res essa questdo deve ser prioridade, pois as refeicdes sao destinadas a indi-
viduos hospitalizados (GONCALVES et al., 2013; STANGARLIN et al., 2013).

A nutricdo dentro de uma unidade hospitalar deve fazer parte da terapia
como um servigo de apoio ao tratamento (DE SETA et al., 2010; GONCALVES
et al.,, 2013). Os atributos de compra, recebimento, armazenamento, proces-
samento e distribuicdo de refeicbes aos diversos tipos de pacientes sdo de
responsabilidade da UAN (WENDISCH, 2010).

A deficiéncia de um treinamento efetivo de Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) para individuos que exercem fungdes laborais dentro das UAN hospitala-
res pode gerar agravos aos pacientes, contribuindo para a ocorréncia de infec-
¢ao hospitalar (RODRIGUEZ et al., 2011; STANGARLIN et al., 2013).



A contaminagao de um alimento pode ocorrer em qualquer fase da produ-
¢ao, podendo ter origem na fase primaria como resultado da contaminacgéo de
equipamentos e do ambiente (solo, agua e ar), durante a pré-colheita e pela
presenca de animais (TABAN; HALKMAN, 2011; CEUPPENS et al., 2014;
HOLVOET et al., 2014).

No preparo das refeicbes, os manipuladores de alimentos, os utensilios e
as superficies de contato sao importantes fontes de contaminagao, podendo
veicular perigos de origem bioldgica, quimica ou fisica para o produto pronto
para o consumo (PPC) (BALZARETTI; MARZANO, 2013; BRANDAO et al.,
2014; RIBEIRO et al., 2014).

A maioria Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) s&o causadas por
agentes bioldgicos que podem gerar quadros de infecgdes, intoxicagdes e to-
xinfecgbes (BRASIL, 2014; HAAS et al., 2014; MINNESOTA, 2014). Ocorrem
ainda envenenamentos causados por toxinas naturais (cogumelos venenosos,
toxinas de algas e peixes) ou por produtos quimicos prejudiciais que podem
contaminar o alimento (metais pesados, agrotéxicos e outros) (BRASIL, 2010;
CDC, 2012).

Diversas refeicdes que sao elaboradas a partir das hortalicas, como as sa-
ladas, apresentam um risco potencial de contaminacao, pois na maioria das
vezes esses alimentos s&o consumidos crus, ndo existindo nenhum processo
térmico que reduza os perigos (HANEKOM et al., 2010; ARAUJO, 2011).

Para garantir a inocuidade das hortalicas, bem como dos pratos prepara-
dos a partir desses ingredientes, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da Resolugéo n.° 12/01, estabelece padrées microbiolégicos
para alguns contaminantes como a auséncia de Salmonella spp em 25 g do
produto, 102 NMP/g de coliformes a 45° C e contagem de estafilococos cogula-
se positiva < 1,0x10? UFC/g (BRASIL, 2001).



2. Revisao de literatura

2.1. Consumo de hortalicas

Hortalica € a planta herbacea da qual uma ou mais partes sdo utilizadas
como alimento na sua forma natural (BRASIL, 1978). Pode ser classificada de
acordo com a parte comestivel em tuberosas (raizes, bulbos e tubérculos), fru-
tos (legumes e sementes) e verduras (folhas, talos e flores) (BEVILACQUA,
2014; FAO, 2014).

As hortalicas compdem inuUmeros pratos culinarios, dentre eles as saladas.
Salada é um termo derivado do latim, sal, que originou a variagéo salata, que
significa coisas salgadas. As saladas sdo compostas por diversos alimentos,
podendo conter apenas hortalicas ou a associagdo dessas com outros ingredi-
entes (LYNNE OLVER, 2000).

O consumo de hortalicas no Brasil data do inicio do século XVII, quando
essas passaram a ser adicionadas na dieta como um complemento eventual.
Com a chegada ao Brasil do Principe Regente Dom Jo&o, em 1808, houve uma
ascensao no consumo de saladas pelos individuos que tinham acesso a Corte
Imperial, mas foi com a imigragdo dos japoneses que esses vegetais se torna-
ram mais populares (BEVILACQUA, 2014; FRANCA et al., 2012). Apesar disso
os brasileiros ndo se destacam como consumidores de hortalicas (SILVEIRA et
al., 2011; REETZ et al., 2014).

De acordo com a recomendagéo da World Health Organization (WHO) uma
pessoa deve ingerir no minimo 400 g de frutas e hortaligas por dia, exceto bata-
ta e outros tubérculos ricos em amido (WHO, 2003). Diversos fatores influenci-
am no consumo das hortalicas, como a idade mais avancada, maior poder a-
quisitivo, o fato de conviver com companheiro e maior nivel de escolaridade
(MONDINI et al., 2010; CONNECTION, 2011; RAMALHO et al., 2012).

A presenca das hortalicas na dieta ajuda a prevenir diversas doencgas cro-
nicas nao transmissiveis, como o Acidente Vascular Cerebral (AVC), diabetes
mellitus tipo 2, catarata, doenga de Alzheimer, doencas cardiovasculares, hi-
pertensao, cancer e obesidade (BOEING, et al., 2012; OYEBODE et al., 2014;
WANG et al., 2014).



Estudos mostram a relagao entre o consumo de frutas e hortalicas e a pre-
vencao e diminuicdo dos riscos que podem causar doengas cardiacas (HAR-
TLEY et al.,, 2013; LEENDERS, et al., 2013; WANG et al., 2014).

Uma dieta rica em frutas e legumes, associada a atividade fisica, sao
opgdes baratas para diminuir os riscos de cancer de mama (KRUK, 2014). Se-
gundo Kim (2011), a ingestao adequada de frutas, vegetais e vitamina C, ofe-
rece beneficios a gestante, prevenindo complicagbes que podem prejudicar a
gravidez e a saude da crianga.

No mundo estima-se que 2,8% das mortes foram atribuidas ao baixo
consumo de frutas e vegetais, e a baixa ingestdo é a causa de
aproximadamente 14% das mortes por cancer gastrointestinal, 11% das
doengas isquémicas do coragao e cerca de 9% do AVC (WHO, 2003).

Os disturbios nutricionais mais comuns e debilitantes, tais como, deficién-
cias congénitas, retardo mental e fisico, imunossupressdo e a cegueira, sdo
causados por dietas pobres em vitaminas e minerais, sendo que 0 consumo
reduzido de frutas e vegetais constitui um importante fator na ocorréncia des-
sas enfermidades (WHO, 2003).

2.2. Unidade de Alimentacao e Nutrigdo (UAN)

As exigéncias da sociedade moderna tém refletido no estilo de vida das
pessoas e com o tempo escasso os individuos tém buscado solucdes praticas
para as tarefas do cotidiano, inclusive no que diz respeito a alimentacao. Para
muitos a refeicdo fora de casa em UAN se torna uma opgéao viavel (DIEZ-
GARCIA et al., 2012; CUNHA et al., 2013).

As UAN sao unidades gerenciais do servigo de nutricdo responsaveis por
desenvolver todas as atividades técnicas e administrativas para a produgao de
alimentos e refeigdes, oferecendo alimentos seguros do ponto de vista microbi-
ano e fisico-quimico, e que apresentem qualidade nutricional para individuos
sadios e enfermos (BRASIL, 2002; BRASIL, 2005; WENDISCH, 2010).

Dentre as unidades de trabalho ou 6rgdos de uma empresa que se enqua-
dram como UAN estdo, os hospitais, as universidades, os restaurantes indus-
triais e comerciais, as lanchonetes, pizzarias, empresas aéreas e creches

(PINTO et al., 2013). As UAN hospitalares sao estabelecimentos que possuem



infra-estrutura pessoal e operacional para o preparo de refeicdes, assegurando
a saude dos individuos através da garantia da qualidade dos alimentos (MAIA,
et al.,, 2011; STANGARLIN, 2013).

A prestacao de cuidados nutricionais de qualidade ainda € um desafio nas
UAN hospitalares onde o abastecimento de alimentos estd entre as inumeras
atividades inerentes aos hospitais. O servigco de nutricdo deve garantir que as
refeicdes oferecidas aos pacientes correspondam as suas necessidades, con-
tribuindo para a sua recuperagédo (KELLER, et al., 2014).

A producédo de alimentos saudaveis deve ser realizada dentro dos padrdes
higiénicos adequados com o objetivo de evitar surtos de DTAs. Diante dessa
premissa, a higiene pessoal dos manipuladores é de suma importancia para a
elaboragao de alimentos seguros e de qualidade (COSTA et al., 2013; IUNG, et
al., 2013).

2.3. Boas Praticas (BPs)

De acordo com a Resolugédo n.° 216/04 da ANVISA, as BPs sao procedi-
mentos que devem garantir a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos e a
sua conformidade com a legislacao sanitaria (BRASIL, 2004).

Os principios de BPs devem ser rigorosos em qualquer servigo de alimen-
tacao, principalmente nas unidades hospitalares onde as refeicbes sdo desti-
nadas a pessoas, na maioria das vezes, debilitadas, devendo-se evitar qual-
quer tipo de contaminagédo que possa causar complicagdes ao paciente (FARI-
AS et al., 2011; STANGARLIN et al., 2013).

As ferramentas de BPF e as Analises de Perigos e Ponto Critico de Contro-
le (APPCC) devem ser aplicadas nas UAN hospitalares, de modo a evitar con-
taminagdes e a proliferagdo de micro-organismos (RODRIGUEZ, et al., 2011;
VIECELLE, et al., 2013).

A execucao de BPs deve ocorrer desde a produgao primaria através da a-
plicacdo de Boas Praticas Agricolas (BPAs). As BPAs compreendem quatro
pilares: viabilidade econémica, sustentabilidade ambiental e social, aceitabili-
dade e seguranca alimentar (FAO, 2008; UNIVERSITY OF KENTUCKY, 2012).

As principais fontes de contaminacao durante a producéo de hortalicas séo

as fezes de humanos e animais, a agua de irrigacéo, a utilizagdo de esterco



bruto, o solo contaminado, o maquinario, a ferramenta, os utensilios e o traba-
Ihador (CEUPPENS et al., 2014; HOLVOET et al., 2014).

Ainda existem inumeras dificuldades para se controlar os riscos de conta-
minagdo na producado primaria, devendo os processos de pré-colheita e pos-
colheita serem monitorados através da adog¢ao de BPAs (SENHOR et al., 2009;
CEUPPENS et al., 2014).

2.4. Seguranga Alimentar e Nutricional (SAN)

A SAN consiste no acesso regular e permanente a alimentos de qualidade
e em quantidade adequada (BRASIL, 2006).

No Brasil a preocupagao dos governantes com a alimentacéo se transfor-
mou em politicas publicas a partir do século XX, englobando diversos aspectos
que foram sendo aprimorados ao longo dos anos. Desta forma, o conceito SAN
deve estabelecer a integracao inter-setorial, envolvendo politicas e ac¢des de
todos os niveis do governo (SEGALL-CORREA; MARIN-LEON, 2009; PRADO
et al.,, 2010; BURLANDY et al., 2012).

A Cupula Mundial da Alimentacédo de 1996, diz que a SAN é efetiva quan-
do: “Todas as pessoas em todos os momentos tém acesso a alimentos sufici-
entes, seguros e nutritivos para manter uma vida saudavel e ativa." (FAO,
2008; WHO, 2014).

A SAN deve abordar assuntos relacionados a higiene, comercializagdo e
manipulacdo de alimentos, considerando a fome e a obesidade fatores que
contribuem para a insegurancga alimentar (BEZERRA, et al., 2014). A produgéo
de alimentos frente ao conceito de SAN, depende de medidas de reducédo do
desperdicio, mudanga no habito alimentar, maior produtividade e otimizacado do
rendimento produtivo (GODFRAY, et al., 2010).

A promoc¢ao da SAN depende da percepcao do consumidor frente a esse
conceito. Compreender aspectos como acessibilidade econémica, qualidade e
sustentabilidade faz com que a populagéo se conscientize em relagdo aos seus
direitos na escolha dos alimentos exigindo que os conceitos de SAN sejam
cumpridos (KNEAFSEY et al., 2013).



2.5. Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTAs)

A existéncia de saude envolve o pleno bem estar fisico, mental e social
(WHO, 1948). As DTAs estdo entre as inumeras causas que podem compro-
meter a saude do individuo e da populacdo. Existem mais de 250 doencas
causadas pela ingestdo de alimentos e agua contaminados e a maioria dos
surtos sao causados por infecgdes, intoxicagdes e toxinfecgdes de origem bio-
l6gica (BRASIL, 2010; CDC, 2012).

Um surto é caracterizado quando um grupo de pessoas consome 0 mesmo
alimento e agua e dois ou mais individuos apresentam os mesmos sinais e sin-
tomas, ou quando ocorre uma doenga rara (CDC, 2013; BRASIL, 2014). Nos
EUA ocorrem cerca de 800 mil surtos de DTAs por ano e a manipulagao inade-
quada dos alimentos é um dos principais fatores que contribuem para esses
indices (BENNETT et al., 2014; DA CUNHA et al., 2014).

Dados mostram que a Salmonella spp, Staphylococcus aureus e Escheri-
chia coli sao importantes agentes causadores de DTAs no Brasil (Tabela 1),
nos EUA e na Europa (CDC, 2012; BENNETT et al, 2014; BRASIL, 2014;
WHO, 2014).

Estimativas do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) revelam
que 48 milhdes de americanos ficam doentes a cada ano em decorréncia de
DTAs, 128 mil sdo hospitalizados e 3.000 vao a débito. No periodo de 2010 a
2014, no Brasil, ocorreram 114 surtos de DTAs em unidades hospitalares en-
quanto que nos EUA foram notificados 108 surtos no periodo de 1998 a 2012
(BRASIL, 2014; CDC, 2014).

De acordo com a Agéncia de Protegdo a Saude da Inglaterra, foram notifi-
cados 2.332 surtos de DTAs no periodo de 1992 a 2011. Os locais de maior
ocorréncia foram os servicos de alimentacgédo, residéncias e o varejo. Quanto
aos fatores que contribuiram para os surtos os principais foram a contaminagao
cruzada, o tempo prolongado de armazenamento e os manipuladores de ali-
mentos (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2014).

Os alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos de DTAs séo as
carnes, frutas e as hortalicas. Os produtos mistos também representam um
risco potencial, onde um ingrediente pode vir a contaminar todo o alimento
(TABAN; HALKMAN, 2011; CDC, 2012; BENNETT et al., 2014).



A ocorréncia de DTAs causadas pela ingestdao de frutas e vegetais crus
tém aumentado significativamente e os principais agentes associados aos sur-
tos séo a Salmonella spp, Escherichia coli e a Listeria monocytogenes (TABAN;
HALKMAN, 2011; CDC, 2013).

Kozak et al. (2013) verificou os surtos associados a vegetais frescos e fru-
tas no Canada no periodo de 2001 a 2009, onde 27 itens de origem vegetal
estiveram associados com a ocorréncia de aproximadamente 1.549 surtos de
DTAs. Entre as bactérias mais frequentes estavam a Salmonella spp (50%),
Escherichia coli (33%) e Shigella spp (17%).

O conhecimento das caracteristicas associadas as hortalicas, aos micro-
organismos, ao ambiente e ao processamento, ajuda a elucidar as possiveis
causas no aumento dos surtos em decorréncia do consumo de vegetais crus
(BERGER et al., 2010; KOZAK et al., 2013).

Os individuos acometidos por DTAs causadas por bactérias do género
Salmonella spp, geralmente, apresentam quadros de febre, nauseas, cdlicas
abdominais, diarréia e vomito no periodo de 12 a 72 h apds a ingestao do ali-
mento contaminado com duracdo media de 4 a 7 dias, podendo evoluir para
formas graves levando a septicemia, osteomielite e morte (CDC,
2012;THRELFALL et al., 2014; SILVA et al., 2014).

Outros agentes bacterianos, como os Staphylococcus aureus, sao caracte-
rizados por levarem a quadros de intoxicagao pela ingestdo da toxina formada
em consequéncia da intensa proliferagdo do micro-organismo no alimento.
Nessa condicdo, os sintomas ocorrem em um periodo que pode variar de 30
minutos a 6 h apds a ingestdo do alimento, causando nausea, vémito, dores de
estdbmago e diarréia, com duragado de um dia, podendo se agravar em algumas
situagdes (CDC, 2010; BRASIL, 2010).

Apesar da maioria das bactérias do grupo coliformes serem inofensivas,
habitando normalmente o intestino de animais e do homem, algumas cepas
sdo patogénicas e podem causar quadros de diarréia e doengas nao entéricas
(CDC, 2014).

De forma geral ndo existe uma sindrome especifica associada as DTAs,
porém como a porta de entrada se da pela via oral, as primeiras manifestacdes

clinicas estédo associadas ao trato gastrointestinal, mas também podem ocorrer



manifestacdes extra-intestinais, acometendo diversos 6rgaos e sistemas BRA-
SIL, 2010; CDC, 2012).

Considerando as caracteristicas atribuidas ao alimento em estudo, como a
presenca das hortalicas na composi¢cao de pratos que fazem parte do habito
alimentar dos brasileiros, principalmente em dietas hospitalares, assim como
sua relevancia na promog¢ao da saude, tanto como adjuvante no tratamento de
algumas doengas quanto na causa de surtos de doengas transmitidas por ali-
mentos, sdo necessarias pesquisas que gerem informagdes a respeito do perfil

microbioldgico de refeigdes servidas em UAN hospitalares.

TABELA 1. Dados epidemioldgicos dos surtos de DTA ocorridos no Brasil no perio-
do de 2010 a 2014.

Ano 2010 2011 2012 2013 2014 Total
N°. de surtos 498 795 863 800 209 3165
N°. de casos de DTA 8626 17884 14.670 16.720 2.950 60.850

Local de ocoméncia
Hospitais ¢ unidades de saide 26 30 25 18 15 114

Agentes etiologicos

Escherichia coli 28 50 57 42 14 1A
Staphylococcus aureus 41 38 46 24 1 150
Salmonella spp 35 28 34 27 4 128
Produtos envelvidos

Hortalicas 2 11 9 5 0 27
Alimentos mistos 9 8 60 39 @ 265
Agua 26 35 49 47 20 ATT

Fonte: Adaptado de Sinan/Net/SVS/MS (BRASIL, 2014).
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3. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi verificar o perfil microbioldgico de dife-
rentes tipos de saladas provenientes de cozinhas hospitalares das regides de
Bauru e Botucatu, por meio das seguintes analises:

e Determinagdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes a 35°C e

45°C;

e Pesquisa de Salmonella spp;

¢ Contagem de estafilococos coagulase negativa.
4. Material e Métodos

No periodo de janeiro de 2010 a julho de 2014, o Servico de Orientacéo a
Alimentacao Publica (SOAP) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) Campus de Botucatu recebeu 641 amostras de saladas provenientes
de hospitais da regiao de Botucatu e Bauru. As amostras foram encaminhadas
em caixa isotérmica e direcionadas ao laboratério de microbiologia para a reali-
zacgao das seguintes analises: determinagdo no numero mais provavel de coli-
formes a 35°C e a 45°C, pesquisa de Salmonella spp e contagem de estafilo-

cocos coagulase positiva.

4.1. Pesagem e diluicdo das amostras

A pesagem das amostras foi realizada em balanca analitica (Gehaka BK
3000) dentro da capela de fluxo laminar (Veco Bio Seg 12). Logo apés a limpe-
za das embalagens com alcool 70% foram pesados assepticamente 25 g das
amostras homogeneizadas e adicionados 225 mL de agua peptonada tampo-
nada 0,1%, seguido de homogeneizacgao realizada em Stomacher. Foi transfe-
rido 1 mL desta diluigdo 10™" para um tubo com rosca contendo 9 mL de solu-
¢éao salina 0,9%, obtendo a diluicéo 102 e repetido mais uma vez para diluigao
10°.

4.2. Determinagdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes a 35°C
e 45°C

As analises foram realizadas de acordo com as metodologias preconizadas
pela Instrugdo Normativa (IN) n.° 62/03 (BRASIL, 2003).
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A. Prova Presuntiva

Ap6s a obtengao das diluicdes (107,102 e 10 foi inoculado 1 mL de cada
diluicdo em cada tubo contendo 1 tubo de Durham e 9 mL de caldo Lauril Sulfa-
to de Sodio (LSS) Oxoid. A diluigdo 107" foi inoculada em cada tubo na primeira
série de 3 tubos, a 102 na segunda série e a 10 na terceira. As amostras fo-
ram incubadas em estufa a 36°C + 1°C de 24 a 48 h.

B. Prova Confirmativa

Cada tubo positivo de LSS (produgao de gas no tubo de Durham) obtido na
prova presuntiva foi repicado com o auxilio da al¢a de platina, para tubos con-
tendo Caldo Verde Brilhante Bile (VBB) Oxoid para a confirmagao de coliformes
a 35°C e caldo Escherichia coli (EC) Oxoid para a confirmagéo de coliformes a
45°C, ambos com tubos de Durham, os quais foram incubados, respectivamen-
te, em estufa a 36°C = 1°C e banho-maria a 45°C + 0,2°C por 24 a 48 h.

C. Leitura

A positividade de coliformes a 35°C e a 45°C se deu pela producgao de gas
dentro do tubo de Durham. O numero de tubos positivos em cada diluigao foi

confrontado na tabela estatistica padrao para determinagcao do NMP.

4.3. Pesquisa de Salmonella spp

A pesquisa de Salmonella spp foi realizada segundo a metodologia preconi-
zada por Andrews et al. (2011), conforme etapas descritas a seguir:

A. Pré-enriquecimento

A aliquota de 25 g de amostra previamente pesada e adicionada de 225 mL
de agua peptonada tamponada 0,1% foi incubada em estufa bacteriolégica por
24 £+ 02 h a 35°C.

B. Enriquecimento Seletivo

Da mistura pré-enriquecida, foi transferido com o auxilio de uma pipeta esté-
ril 0,1 mL e 1 mL para tubos contendo 10 mL do caldo Rappaport-Vassiliadis
(RV) Oxoid e 10 mL de caldo Tetrationato (TT) Oxoid, respectivamente. Os cal-
dos RV e TT foram incubados por 18 £ 02 h a 42 + 0.2°C em banho-maria.

C. Plaqueamento Seletivo

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo, foram realizadas estrias em

placas com Agar Bismuto Sulfito (BS) Oxoid e Agar Xilose Lisina Desoxicolato
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(XLD) Oxoid, sendo as mesmas incubadas a seguir em estufa bacteriolégica
por 24 + 02 h a 35°C.

D. Identificagdo bioquimica

As colbnias caracteristicas de Salmonella spp foram repicadas para tubos
contendo TSI (Triple Sugar Iron) e LIA (Lisina Iron Agar) que foram incubados a
35°C por 18 a 24 h. Foram ainda realizados os seguintes testes bioquimicos:
producao de indol, reacdo de Vermelho de Metila e de Voges-Proskauer, Citra-
to de Simmons, producdo de urease, utilizagado de glicose e lactose, observa-
¢ao do movimento e producao de fenilalanina desaminase.

E. Soroaglutinagéo

Foi realizada empregando-se anti-soro somatico polivalente (Antigeno O).

4.4. Contagem de estafilococos coagulase positiva.

As analises foram realizadas de acordo com as metodologias preconizadas
pela Instrugdo Normativa (IN) n.° 62/03 (BRASIL, 2003).

A. Diluicdo e plaqueamento seletivo

Apods a pesagem e diluicao das amostras foi semeado 0,1 mL da diluicao
10" em placas contendo Agar Baird-Parker (BP) Oxoid. Com o auxilio da alca
de Drigalski, o inéculo foi espalhado por toda a superficie do meio de cultura,
até a sua completa absorcao. As placas foram incubadas invertidas em estufa
a uma temperatura de 36 £ 1°C por 30 a 48 h.

B. Leitura

As placas que continham entre 20 a 200 coldnias foram selecionadas para
leitura. As colnias tipicas (T) e atipicas (A) foram contadas e registradas sepa-
radamente. Foram selecionadas de 3 a 5 colénias de cada tipo (T) e (A) e cada
colénia foi semeada em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) e in-
cubados a 36 = 1°C, por 24 h.

C. Prova da coagulase

Foram transferidos 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI para tubos esté-
reis contendo 0,3 mL de plasma de coelho e incubados a 36 + 1°C, por 6 h,

apos esse periodo foi verificada a presenga de coagulos.
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4.5, Coleta de dados

A coleta dos resultados foi realizada através da verificagédo dos laudos ge-
rados pelo Programa de Gerenciamento das Amostras para Analise (PGAA).
As informacdes foram coletadas em planilha do Excel 2010 para posterior ana-

lise estatistica.

4.6. Analise estatistica

A distribuicdo dos valores de NMP para Coliformes a 35°C foi verificada a-
través dos graficos quantil-quantil e Box plot, verificando-se auséncia de nor-
malidade. A andlise estatistica procedeu-se utilizando o teste nao paramétrico
para amostras independentes de Wilcoxon através do PROC NPAR1WAY
(SAS, 2011), visto que a transformagdo em escala logaritmica nao foi efetiva
para a normalizacdo. No entanto, os resultados foram expressos graficamente
em escala logaritmica para melhor visualizagao.

Um modelo de regressao logistica foi utilizado através do PROC GLIMMIX
(SAS, 2011) para estimar as chances de encontrar amostras consideradas po-
sitivas para coliformes a 45°C como fungao das variaveis explanatdrias: pro-
cessamento térmico e a categoria da hortalica. O termo de interagcéo entre pro-
cessamento térmico e a categoria da hortaliga foi testado no modelo. Os resul-
tados foram apresentados em porcentagem. Para todas as analises foi adotado

o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. Resultados

No periodo de janeiro de 2010 a julho de 2014, foram analisadas 641 a-
mostras de saladas provenientes de cozinhas hospitalares localizadas na regi-
ao de Bauru e Botucatu. Dessas, 607 (94,70%) nao foram submetidas a ne-
nhum tipo de processamento térmico (SPT) e 34 (5,30%) passaram por pro-
cessamento térmico, cozidas ou refogadas (CPT).

De acordo com a parte da hortalica destinada ao consumo, as amostras fo-
ram categorizadas em folhas, frutos e tuberosas. Um 4° grupo, denominado
mistas, foi criado para categorizar as amostras compostas por mais de um in-

grediente (Tabela 2).

TABELA 2. Porcentagem de amostras SPT e CPT e porcentagem total das
saladas analisadas no SOAP no periodo de 2010 a 2014

SPT: Sem Processamento Térmico e CPT: Com Processamento Tér-
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Todas as amostras 641 (100%) apresentaram auséncia de Salmonella spp
em 25 g e contagem de estafilococos coagulase positiva < 1,0x10? UFC/g.

Do total de amostras, 196 (30,60%) apresentaram presencga de coliformes
a 35°C maior que 1.100 NMP/g. A mediana (min-max) foi de 93 (0,3-24.000)
para amostras SPT e 10 (3-2.400) para as amostras CPT (p=0,01).

A Figura 1 mostra o NMP de coliformes a 35°C nas saladas de acordo com
a categoria. Das 4 categorias analisadas, apenas as folhas apresentaram dife-

renca estatistica em relacao as mistas e tuberosas (p<0,05).
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FIGURA 1. Log do NMP de coliformes a 35°C das amostras distribuidas
em categorias. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05)

A porcentagem total de amostras positivas para coliforme a 45°C acima de
100 NMP/g, limite padrao estabelecido pela legislagéo foi de 78 (12,17%) onde
76 (97,44%) eram amostras SPT e 2 (2,56%) amostras CPT. As chances das
amostras SPT serem positivas foram 6,98 maiores quando comparadas com as
amostras do grupo CPT, com intervalo de confianga de 95% (IC): (1,48-32,65)
apresentando diferenga estatistica (p<0,05).

Na Tabela 3 as hortalicas tuberosas foram as que apresentaram maior por-
centagem de positividade para a presenga de coliformes a 45°C acima dos limi-
tes estabelecidos pela legislacao, 15 (44,12%), apresentando diferenca estatis-
tica em relagdo as outras categorias (p<0,05). As tuberosas tiveram 10,53

(4,73-23,55) mais chances de serem positivas do que as folhas, 8,93 (2,17-
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37,03) em relacéo aos frutos e 3,55 (1,31-10,00) quando comparadas com as
mistas.

Também houve diferenga estatistica (p<0,05) entre mistas e folhas, onde
as mistas tiveram 2,98 (1,32-6,71) mais chances de serem positivas do que as
folhas. Nao houve diferenga estatistica entre frutos e folhas e entre mistas e
frutos (p>0,05).

TABELA 3. Numero e porcentagem de amostras acima do limite de 102 NMP/g de
coliformes a 45°C estabelecido pela Resolugéo n.° 12/01 dividido por categoria

Material N Total NPos % Pos’

Tuberosas 34 15 44 12% 2
Mistas 50 9 18,00%®
Frutos 29 3 10,34% be

Folhas 528 o1 9,66%°

Total 641 78 1217%

N Total: Numero total de amostras da categoria, N Pos: Numero de amostras positivas

na categoria, % Pos: Porcentagem de amostras positivas na categoria.
* Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

6. Discussao

Apesar de nao existir padrao na legislagao brasileira para o NMP de coli-
formes a 35°C, o numero elevado desses micro-organismos em produtos pron-
tos para o consumo (PPC) fornece informagdes sobre as praticas de higiene
adotadas antes, durante e apds o seu processamento, assim como as condi-
¢bes microbioldgicas do produto fresco (JAY, 2005; OLAIMAT; HOLLEY, 2012).

Corroborando com os resultados encontrados, diversos autores relatam a
ocorréncia de coliformes a 35°C com valores acima de 1.100 NMP/g nesse tipo
de produto (GOMEZ-ALDAPA et al., 2013; LEON et al., 2013; BRANDAO et al.,
2014), uma vez que algumas bactérias do grupo coliformes estao presentes,
naturalmente nas hortalicas frescas e no solo (FRANCO; LANDGRAF, 2002;
JAY, 2005; FAO, 2008).
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Os resultados do presente estudo diferem dos obtidos por Farias et al.
(2011) que analisando amostras de saladas de vegetais obtidas em unidades
hospitalares no Para, constataram que 100% das amostras o NMP/g de coli-
formes a 35°C foi menor que 100.

Em relagdo ao numero mais provavel de coliformes a 45°C, os resultados
encontrados sdo semelhantes aos obtidos por Brandao et al. (2014) no Brasil
que verificaram uma prevaléncia de 20% das amostras de saladas de restau-
rantes com valores acima do padrao, porém sao considerados baixos quando
comparados a outros estudos realizados no Brasil, os quais relatam prevalén-
cia de 70% das amostras de saladas minimante processadas de supermerca-
dos (FRODER et al., 2007) e 100% das saladas provenientes de restaurantes
com valores acima de 100 NMP/g (ROCHA et al., 2014).

Em pesquisas realizadas com amostras de saladas obtidas em supermer-
cados de Bangladesh (RAHMAN; NOOR, 2012) e saladas de restaurantes no
Meéxico (CASTRO-ROSAS et al., 2012) a prevaléncia de amostras com valores
de coliformes a 45°C > 100 NMP/g, foi de 85% e 99% respectivamente.

No presente estudo as amostras de saladas submetidas a processamento
térmico (CPT) apresentaram menor prevaléncia de coliformes a 45°C quando
comparadas com aquelas sem processamento térmico (SPT).

Esses resultados evidenciam o papel da temperatura na manutencéo da
inocuidade do produto (ALMUALLA et al., 2010; FARIAS et al., 2011; RODRI-
GUEZ et al., 2011). Ledn et al. (2013) também verificaram uma menor conta-
minagdo nas saladas cozidas provenientes de restaurantes localizados no Mé-
xico.

A temperatura de armazenamento e exposicdo é de suma importancia para
garantir a qualidade do PPC (JAY, 2005; ALMUALLA ET AL., 2010). De acordo
com a Portaria do Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS-5) de 04/2013 a tempe-
ratura dos alimentos frios prontos para o consumo deve ser de 10°C com vali-
dade de 4 h ou entre 10°C a 21°C durante 2 h (SAO PAULO, 2013).

A prevaléncia maior de coliformes nas saladas tuberosas verificada nesse
estudo pode estar associada ao modo de preparo, pois as hortalicas tuberosas
consumidas cruas, sdo submetidas a maiores manipulagdes, como remogao da
casca, corte e trituracdes, fazendo com que os vegetais recém cortados apre-

sentem teor de umidade mais elevado e maior disposicdo de nutrientes, além
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de aumentar a superficie de contanto, favorecendo o crescimento de micro-
organismos (JAY, 2005; OLAIMAT; HOLLEY, 2012).

Esses vegetais também estdo mais expostos aos poluentes durante a pro-
ducgdo primaria, pois a parte destinada ao consumo esta abaixo do solo (BEVI-
LACQUA, 2014; FAO, 2014). Desta forma se nas etapas que procedem a co-
Iheita ndo forem adotadas medidas de higiene eficientes o produto final podera
conter contaminantes provenientes da fase de cultivo, ja que o solo e o adubo
sao fontes de contaminagdo na produgao primaria (OLAIMAT; HOLLEY, 2012;
CEUPPENS et al., 2014).

Ceuppens et al. (2014), analisando os insumos utilizados na produgéo de
alface no Brasil, verificaram que a prevaléncia de Salmonella spp no adubo
organico (estrume) foi de 5,6% e de 2,6% no solo, e mostraram uma relagéao
significativa entre o numero elevado de coliformes a 45°C, com o aumento da
prevaléncia de patégenos.

A agua de irrigacdo também é uma importante fonte de contaminagao para
as hortalicas cruas durante a producao primaria (OLAIMAT; HOLLEY, 2012;
BRANDAO et al., 2014; CEUPPENS et al., 2014).

De acordo com a Resolugdo n°. 357/05 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), o limite maximo de coliformes a 45°C para aguas utiliza-
das na irrigagado de hortalicas consumidas cruas € de 200 NMP/100 mL (BRA-
SIL, 2005).

Estudos realizados no Brasil, nas regides de Botucatu - SP (FRAVET,;
CRUZ, 2007) e Brasilia - DF (ABREU et al., 2010), revelaram que 100% das
amostras da agua de irrigacao das hortas estavam em desacordo com a legis-
lacdo no que diz respeito ao NMP de coliformes a 45°C.

A presencga de coliformes em hortalicas ndo indica, necessariamente, que
houve contaminacgao fecal, pois algumas cepas do género Enterobacter e Kleb-
siella possuem as mesmas caracteristicas dos coliformes a 45°C e sédo encon-
tradas em outros ambientes, como nas proprias hortalicas frescas e no solo
(FRANCO; LANDGRAF, 2002; JAY, 2005). No entanto altos niveis podem
comprometer a qualidade sensorial e nutritiva, além de evidenciar praticas de
higiene insatisfatérias na etapa de lavagem das hortalicas para o preparo das
saladas (SANTOS; SOUSA, 2013; BRANDAO et al., 2014).
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Durante o preparo das saladas, os manipuladores de alimentos e as super-
ficies de contato constituem-se importantes fontes de contaminacdo (DJENI et
al., 2012; BALZARETTI; MARZANO, 2013; BRANDAO et al., 2014).

No Brasil, Ribeiro et al. (2014) analisaram as condi¢des sanitarias de cozi-
nhas domiciliares e verificaram que 47,5% e 3,8% das maos da pessoa que
manipulavam os alimentos com maior frequéncia na residéncia, estavam con-
taminadas com coliformes a 35°C e Escherichia coli respectivamente.

Balzaretti e Marzano (2013) na lItalia, avaliaram as condi¢des de higiene de
44 instalacdes de UAN de 3 aeroportos e constataram que 8,4% e 3,5% do la-
vado das maos dos manipuladores de alimentos apresentaram limites insatisfa-
térios em relagéo a contagem bacteriana total (CBT) e contagem de estafiloco-
cos coagulase positiva respectivamente.

Djéni et al. (2012) avaliaram as condi¢cbes sanitarias de 775 unidades de
producao de attiéké, prato tradicional da Costa do Marfim feito com mandioca,
e verificaram a presenga elevada de micro-organismos como, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans, Citrobacter youn-
gae, Klebsiella oxytoca e Citrobacter freundi nas maos dos manipuladores de
alimentos.

A lavagem das hortalicas deve diminuir 0 numero de micro-organismos
(JAY, 2005). Alguns autores mostram a eficiéncia da solugao de hipoclorito na
higienizagcdo de frutas e hortaligas, contribuindo para a redugdo de micro-
organismos em amostras in natura (GOMES, 2011; RODRIGUES et al., 2011;
COSTA et al., 2013).

Rodrigues et al. (2011) avaliaram duas técnicas aplicadas na higienizagao
de hortaligas e frutas, uma utilizava agua e sabao e a outra solugao de hipoclo-
rito de sédio a 1% com concentracao de 100-250 ppm de cloro ativo durante 15
minutos. Somente a segunda técnica mostrou-se eficiente quanto a redugao
quantitativa de micro-organismos.

Sustentando os dados acima, Costa et al. (2013) verificaram que a imersao
em solucao detergente a 1% por 3 minutos antes da higienizagdo com solugéo
clorada a 200 ppm por 15 minutos, em amostras de alface in natura, foi eficien-
te, reduzindo o numero de coliformes a 45°C, de 346 para 152 NMP/g, em a-
mostras de cultura convencional, e de 57 para 14 NMP/g em alfaces obtidas

em sistema organico, porém apds a higienizacdo com solucido clorada, o
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NMP/g foi de 152 para 13 nas convencionais, € de 14 para 3 nas organicas,
mostrando o potencial da solucdo de hipoclorito na redugdo de micro-
organismos.

Apesar da Salmonella spp ser o agente biolégico mais comumente associ-
ado a surtos de DTA no Brasil (CDC, 2012; BENNETT et al, 2014; BRASIL,
2014), o presente estudo verificou que todas as amostras apresentaram au-
séncia em 25 g, concordando com resultados obtidos por Brand&o et al. (2014),
De Giusti et al. (2010) e Almualla et al. (2010). Ja Araujo et al. (2011) obtiveram
uma prevaléncia de 100% de Salmonella spp em saladas cruas de restaurantes
de Pombal na Paraiba.

Em outros trabalhos realizados em UAN no Brasil por Froder et al. (2007),
Dias et al. (2011) e Maistro et al. (2012) a prevaléncia de Salmonella spp em
amostras de saladas foi de 3%, 28,57% e 16,86%, respectivamente.

A presenca de Salmonella spp também foi observada em saladas de res-
taurantes no México onde Gémez-Aldapa et al. (2013) verificaram a prevalén-
cia de 6,8% em saladas cruas e Ledn et al. (2013) a prevaléncia de 1% em sa-
ladas cozidas.

Na contagem de estafilococos coagulase positiva, resultados semelhantes
foram observados por Almualla et al. (2010) nos Emirados Arabes Unidos que
verificaram a prevaléncia de 100% de saladas obtidas em restaurantes com
valores de < 1,0x10? UFC/g o que concorda com os limites estabelecidos pela
legislagéo brasileira.

Alves e Ueno (2010), analisando 32 saladas provenientes de restaurantes
self-service de Sao Paulo, verificaram que 3,12% apresentaram contagem de
estafilococos de 9,85x10%? UFC/qg. Farias et al. (2011) obtiveram contagem mé-
dia de 2,1x10®* UFC/g em amostras de saladas provenientes de hospitais no
Para.

As refeigdes servidas pelas UAN hospitalares devem ser seguras em todos
os aspectos, principalmente no que diz respeito a sanidade. Embora as DTAs
acometam qualquer tipo de pessoa, alguns grupos populacionais sdo mais
suscetiveis, como é o caso de pacientes hospitalizados que estejam com o sis-
tema imune comprometido, esses podem ter o seu quadro agravado diante da
ingestdo de alimentos contaminados (KONECKA-MATYJEK et al., 2012; SAR-
KER et al., 2014).
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Os resultados de trabalhos realizados com amostras de saladas de diferen-
tes tipos de estabelecimentos sdo comparaveis aos verificados no presente
estudo, pois todos sao considerados Unidades de Alimentacédo e Nutricdo (U-
AN) devendo obedecer aos mesmos parametros higiénico-sanitarios (PINTO,
2013).

7. Conclusao

O perfil microbiolégico das amostras de saladas provenientes de cozinhas
hospitalares da regido de Bauru e Botucatu mostrou-se compativel com a legis-
lagao vigente no que diz respeito a pesquisa de Salmonella spp e contagem de
estafilococos coagulase positiva, ndo oferecendo risco microbiolégico associa-
do a presencga de patdgenos.

Porém, no que diz respeito aos indicadores de higiene, NMP de coliformes
a 35°C e a 45°C, os resultados foram insatisfatorios, indicando praticas de higi-
ene inadequadas, sobretudo durante a elaboragao das saladas.

Portanto deve-se atentar para as praticas de higiene adotadas em todo o
processo de elaboracdo dessas refei¢cdes, principalmente pelo fato de serem
servidas a individuos hospitalizados que podem estar com o sistema imune

debilitado ou comprometido.
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9. Trabalho cientifico

Trabalho a ser enviado para a revista Semina: Ciéncias Agrarias

(Normas para a publicagao especificadas no Anexo |)

Perfil microbiolégico de diferentes tipos de saladas provenientes de cozinhas hospitalares
Microbiological profile of different types of salad from hospital kitchens

Resumo
As hortaligas sdo itens indispensaveis na dieta dos seres humanos, atuando como adjuvantes na prevengdo e
tratamento de doencas. Porém, destaca-se o aumento de surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos
(DTAs) associados ao consumo de produtos horticolas. O objetivo desse trabalho foi verificar o perfil micro-
biologico de diferentes tipos de saladas provenientes de cozinhas hospitalares. No periodo de 2010 a 2014, o
Servigo de Orientacdo a Alimentagdo Publica (SOAP) recebeu 641 amostras de saladas provenientes de hos-
pitais da regido de Bauru e Botucatu, onde foram submetidas as analises microbioldgicas para a determina-
¢do do numero mais provavel (NMP) de coliformes a 35°C e 45°C, pesquisa de Salmonella spp e contagem
de estafilococos coagulase positiva. Os resultados revelaram que em 30,56% das amostras a contagem de
coliformes a 35°C foi maior que 1.100 NMP/g e 12,17% apresentaram coliformes a 45°C acima de 100
NMP/g, limite maximo estabelecido pela legislagdo brasileira. A prevaléncia de amostras contaminadas sem
tratamento térmico foi de 97,44% e de 2,56% para amostras com tratamento térmico, cozidas ou refogadas.
Todas as amostras foram negativas para presenca de Salmonella spp e apresentaram contagem de estafiloco-
cos coagulase positiva < 1,0X10> UFC/g. Apesar das amostras de saladas nio oferecerem risco microbiologi-
co associado a patdgenos, deve-se atentar para os micro-organismos indicadores, pois as refei¢des sdo servi-
das a individuos hospitalizados.
Palavras-chave: Coliformes, Estafilococos coagulase positiva, Hospital, Saladas, Salmonella spp.
Abstract
Vegetables crops are indispensable items in human diet, acting as adjuvants in the prevention and treatment
of diseases. However, the number of foodborne diseases outbreaks associated with their consumption in-
creases. The aim of this study was determine the microbiological profile of different salads from hospital
kitchens. In the period between 2010 and 2014 the Public feeding orientation service (SOAP) received 641
samples of salads from hospital kitchens in the region of Botucatu and Bauru. They, where subjected to mi-
crobiological analysis to determine the most probable number (MPN) of coliforms at 35°C and 45°C, besides
Salmonella spp presence and coagulase-positive staphylococci counts. The results reveal that 30.56% of the
samples had counts for coliform at 35°C greater than 1.100 MPN/g and 12.17% had MPN/g of coliforms at
45°C above 100 MPN/g, the maximum limit established by Brazilian legislation. The prevalence of samples
without heat treatment was 2.56% and 97.44% with heat treatment, cooked or braised. All samples were

negative for Salmonella spp count and coagulase positive staphylococci < 1,0x10* UFC/g. Although most



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

34

salads had an adequate microbiological quality, attention should be paid to the safety indicators as the meals
are served to hospitalized individuals.

Key words: Coliforms, Estafilococos coagulase positiva, Hospital, Salads, Salmonella spp.

Introducao

Hortalica ¢ a planta herbacea da qual uma ou mais partes sdo utilizadas como alimento na sua forma na-
tural (BRASIL, 1978). Pode ser classificada de acordo com a parte comestivel em tuberosas (raizes, bulbos e
tubérculos), frutos (legumes e sementes) e verduras (folhas, talos e flores) (BEVILACQUA, 2014; FAO,
2014).

Esses vegetais compoem inumeros pratos culindrios, dentre eles as saladas. Salada ¢ um termo derivado
do latim, sal, que originou a variagdo salata, que significa coisas salgadas. As saladas sdo compostas por
diversos alimentos, podendo conter apenas hortalicas ou a associagdo dessas com outros ingredientes (LYN-
NE OLVER, 2000).

O consumo regular de algumas hortalicas ajuda a prevenir diversas doengas cronicas ndo transmissiveis,
como o Acidente Vascular Cerebral (AVC), diabetes mellitus tipo 2, catarata, doenca de Alzheimer, doengas
cardiovasculares, hipertensao, cancer e obesidade (BERTOIA, et al., 2014; OYEBODE et al., 2014; WANG
et al., 2014).

Para garantir que os beneficios proporcionados pelo consumo das hortaligas sejam mantidos € essencial
que essas e os pratos preparados a partir delas sejam seguros do ponto de vista higi€nico sanitario. Nas Uni-
dades de Alimentagdo e Nutricdo (UAN) hospitalares essa questdo deve ser prioridade, pois as refei¢des sdo
destinadas a individuos hospitalizados (GONCALVES et al., 2013; STANGARLIN et al., 2013).

A contaminagdo das hortaligas pode ocorrer em qualquer fase da produgdo, podendo ter origem na fase
primaria como resultado da contaminac¢do de equipamentos ¢ do ambiente (solo, agua e ar), durante a pré-
colheita e pos-colheita (CEUPPENS et al., 2014).

No preparo das refei¢des, os manipuladores de alimentos, os utensilios e as superficies de contato sdo
importantes fontes de contaminagdo, podendo veicular perigos de origem bioldgica, quimica ou fisica para a
salada pronta para o consumo (BALZARETTI; MARZANO, 2013; BRANDAO et al., 2014).

A maioria das Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sdo causadas por agentes bioldgicos que
podem gerar quadros de infecc¢des, intoxicagdes e toxinfecgoes (BRASIL, 2014). Estimativas do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) revelam que 48 milhdes de americanos ficam doentes a cada ano em
decorréncia de DTAs, 128 mil sdo hospitalizados e 3.000 vao a dbito. No periodo de 2010 a 2014, no Brasil,
ocorreram 114 surtos de DTAs em unidades hospitalares enquanto que nos EUA foram notificados 108 sur-
tos no periodo de 1998 a 2012 (BRASIL, 2014; CDC, 2014).

Os alimentos frequentemente envolvidos em surtos de DTAs sdo as carnes, frutas e as hortalicas. Os
produtos mistos também representam um risco potencial, onde um ingrediente pode vir a contaminar todo o
alimento. Tem se aumentado significativamente a ocorréncia de DTAs causadas pela ingestdo de frutas e
vegetais crus e os principais agentes associados aos surtos sdo a Salmonella spp, Escherichia coli e Listeria

monocytogenes (TABAN; HALKMAN, 2011; BENNETT et al., 2014).
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Kozak et al. (2013) verificaram os surtos associados a vegetais frescos e frutas no Canada de 2001 a
2009, no qual 27 itens de origem vegetal estiveram associados com a ocorréncia de aproximadamente 1.549
surtos de DTAs. Entre as bactérias mais frequentes estavam a Salmonella spp, (50%), Escherichia coli (33%)
e Shigella spp (17%).

Nao existe uma sindrome especifica associada as DTAs, porém como a porta de entrada se da pela via
oral, as primeiras manifestagdes clinicas estdo associadas ao trato gastrointestinal, mas podem ocorrer mani-
festacOes extra-intestinais, acometendo diversos 6rgaos e sistemas (BRASIL, 2010; CDC, 2012).

Para garantir a inocuidade das hortalicas, bem como dos pratos preparados a partir dessas a Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resoluc@o n.° 12/01 estabelece padrdes microbiologi-
cos em relagdo a alguns contaminantes como a auséncia de Salmonella spp em 25 g do produto, 10> NMP/g
de coliformes a 45°C e contagem de estafilococos cogulase positiva < 1,0x10° UFC/g (BRASIL, 2001).

Considerando as caracteristicas atribuidas ao alimento em estudo, como a presenca das hortaligas na
composi¢ao de pratos que fazem parte do habito alimentar dos brasileiros, principalmente em dietas hospita-
lares, assim como sua relevancia na promog¢do da satde, tanto como adjuvante no tratamento de algumas
doengas, quanto na causa de surtos de doencgas transmitidas por alimentos, sdo necessarias pesquisas que
gerem informagdes a respeito do perfil microbiologico de refeigdes servidas em UAN hospitalares.

Desta forma, objetivou-se com o presente estudo verificar o perfil microbiologico de diferentes tipos de
saladas provenientes de cozinhas hospitalares, por meio da determinagdo do niimero mais provavel (NMP)
de coliformes a 35°C e 45°C, Pesquisa de Salmonella spp e Contagem de estafilococos coagulase positiva.
Material e Métodos

No periodo de janeiro de 2010 a julho de 2014, o Servigo de Orientacdo a Alimentacdo Publica (SOAP)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) Campus de Botucatu recebeu 641 amostras de
saladas provenientes de hospitais localizados nas regides de Botucatu e Bauru - SP. As amostras foram cole-
tadas em saco coletor estéril e encaminhadas em caixa isotérmica ao laboratorio de microbiologia para a
realizacdo das seguintes analises: determinac¢do no niimero mais provavel (NMP) de coliformes a 35°C ¢ a
45°C, pesquisa de Salmonella spp e contagem de estafilococos coagulase positiva.

Preparo e dilui¢do das amostras

A pesagem das amostras foi realizada em balanga analitica (Gehaka BK 3000) dentro da capela de fluxo
laminar (Veco Bio Seg 12). Logo apos a limpeza das embalagens com alcool 70% foram pesados asseptica-
mente 25 g das amostras homogeneizadas e adicionados 225 mL de dgua peptonada tamponada 0,1% Oxoid,
seguido de homogeneizagio realizada em Stomacher. Foi transferido 1 mL desta diluigio 10" para um tubo
com rosca contendo 9 mL de solugdo salina 0,9%, obtendo a diluigio 107 e repetido mais uma vez para dilu-
i¢do 107,

Determinagdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes a 35°C e 45°C
As analises foram realizadas de acordo com as metodologias preconizadas pela Instru¢do Normativa (IN)

n.° 62/03 (BRASIL, 2003).
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1. Prova Presuntiva

Apbs a obtengdo das diluigdes (10”,107 ¢ 107?) foi inoculado 1 mL de cada diluigio em cada tubo con-
tendo 1 tubo de Durham e 9 mL de Lauril Sulfato de Sodio (LSS) Oxoid.

A diluigao 10™" foi inoculada em cada tubo na primeira série de 3 tubos, a 10 na segunda série e a 10” na
terceira. As amostras foram incubadas em estufa a 36°C + 1°C de 24h00 a 48h00.

2. Prova Confirmativa

Cada tubo positivo de LSS (produgdo de gas no tubo de Durham) obtido na prova presuntiva foi repicado
com o auxilio da alga de platina, para tubos contendo caldo Verde Brilhante Bile (VBB) Oxoid para a con-
firmagdo de coliformes a 35°C e caldo Escherichia coli (EC) Oxoid para a confirmacdo de coliformes a
45°C, ambos com tubos de Durham, onde foram incubados, respectivamente, em estufa a 36°C + 1°C e ba-
nho-maria a 45°C + 0,2°C por 24h00 a 48h00.

3. Leitura

A positividade de coliformes a 35°C e a 45°C se deu pela produggo de gas dentro do tubo de Durham. O
numero de tubos positivos em cada dilui¢do foi confrontado na tabela estatistica padrio para determinagio
do NMP.

Pesquisa de Salmonella spp

A pesquisa de Salmonella spp foi realizada segundo a metodologia preconizada por Andrews et al.
(2011), conforme etapas descritas a seguit:

1. Pré-enriquecimento

A aliquota de 25 g de amostra previamente pesada e adicionada de 225 mL de 4gua peptonada tampona-
da 0,1% Oxoid foi incubada em estufa bacteriologica por 24h00 + 02h00 a 35°C.

2. Enriquecimento Seletivo

Da mistura pré-enriquecida, foi transferido com o auxilio de uma pipeta estéril 0,1 mL e 1 mL para tubos
contendo 10 mL do caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) Oxoid e 10 mL de caldo Tetrationato (TT) Oxoid,
respectivamente. Os caldos RV e TT foram incubados durante 18h00 + 02h00 a 42 + 0.2°C em banho-maria.

3. Plagqueamento Seletivo

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo, foram realizadas estrias em placas com agar Bismuto
Sulfito (BS) Oxoid e 4gar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) Oxoid, sendo as mesmas incubadas a seguir em
estufa bacterioldgica por 24h00 £ 02h00 a 35°C.

4. Identificacdo bioquimica

As coldnias caracteristicas de Salmonella spp foram repicadas para tubos contendo TSI (Triple Sugar I-
ron) e LIA (Lisina Iron Agar) que foram incubados a 35°C por 18h00 a 24h00.

Foram ainda realizados os seguintes testes bioquimicos: producao de indol, reagdo de Vermelho de Meti-
la e de Voges-Proskauer, Citrato de Simmons, produgdo de urease, utilizacdo de glicose e lactose, observa-
¢do do movimento e producdo de fenilalanina desaminase.

5. Soroaglutinagdo

Foi realizada empregando-se anti-soro somatico (Antigeno O).
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Contagem de estafilococos coagulase positiva.

As andlises foram realizadas de acordo com as metodologias preconizadas pela Instru¢do Normativa (IN)
n.° 62/03 (BRASIL, 2003).

1. Diluicdo e plaqueamento seletivo

Apds a pesagem e dilui¢do das amostras foi semeado 0,1 mL da diluigdo 10”" em placas contendo agar
Baird-Parker (BP) Oxoid. Com o auxilio da al¢a de Drigalski, o inoculo foi espalhado por toda a superficie
do meio de cultura, até a sua completa absor¢do. As placas foram incubadas invertidas em estufa a uma tem-
peratura de 36 + 1°C por 30h00 a 48h00.

2. Leitura

As placas que continham entre 20 a 200 coldnias foram selecionadas para leitura. As coldnias tipicas (T)
e atipicas (A) foram contadas e registradas separadamente. Foram selecionadas de 3 a 5 colonias de cada tipo
(T) e (A) e cada coldnia foi semeada em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 36 +
1°C, por 24h00.

Prova da coagulase

Foram transferidos 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI para tubos estéreis contendo 0,3 mL de
plasma de coelho e incubados a 36 + 1°C, por 06h00, apds esse periodo foi verificada a presenca de coagu-
los.
Coleta de dados

A coleta dos resultados foi realizada através da verificagdo dos laudos gerados pelo Programa de Geren-
ciamento das Amostras para Analise (PGAA). As informagdes foram coletadas em planilha do Excel 2010
para posterior analise estatistica.

Andlise estatistica

A distribuic@o dos valores de NMP para Coliformes a 35°C foi verificada através dos graficos quantil-
quantil e boxplot, verificando-se auséncia de normalidade. A analise estatistica procedeu-se utilizando o teste
ndo paramétrico para amostras independentes de Wilcoxon através do PROC NPARIWAY (SAS, 2011),
visto que a transformacdo em escala logaritmica ndo foi efetiva para a normalizacdo. No entanto, os resulta-
dos foram expressos graficamente em escala logaritmica para melhor visualizagao.

Um modelo de regressao logistica foi utilizado através do PROC GLIMMIX (SAS, 2011) para estimar as
chances de encontrar amostras consideradas positivas para coliformes a 45°C como fungdo das variaveis
explanatorias: processamento térmico ¢ a categoria da hortalica. O termo de interagdo entre processamento
térmico e a categoria da hortaliga foi testado no modelo. Os resultados foram apresentados em porcentagem.
Para todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados

No periodo de janeiro de 2010 a julho de 2014, foram analisadas 641 amostras de saladas provenientes
de cozinhas hospitalares localizadas na regido de Bauru e Botucatu. Dessas, 607 (94,70%) nio foram subme-
tidas a nenhum tipo de processamento térmico (SPT) e 34 (5,30%) passaram por processamento térmico,

cozidas ou refogadas (CPT).
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De acordo com a parte da hortalica destinada para o consumo, as amostras foram categorizadas em fo-
lhas, frutos e tuberosas. Um 4° grupo, denominado mistas, foi criado para categorizar as amostras compostas
por mais de um ingrediente (Tabela 2).

Todas as amostras 641 (100%) apresentaram auséncia de Sa/monella spp em 25 g e contagem de es-
tafilococos coagulase positiva < 1,0x10° UFC/g.

Do total de amostras, 196 (30,60%) apresentaram presenca de coliformes a 35°C maior que 1.100
NMP/g. A mediana (min-max) foi de 93 (0,3-24.000) para amostras SPT e 10 (3-2.400) para as amostras
CPT (p=0,01).

A Figura 1 mostra o NMP de coliformes a 35°C nas saladas de acordo com a categoria. Das 4 categorias
analisadas, apenas as folhas apresentaram diferenca estatistica em relagdo as mistas e tuberosas (p<0,05).

A porcentagem total de amostras positivas para coliforme a 45°C acima de 100 NMP/g, limite padrao
estabelecido pela legislag@o foi de 78 (12,17%) onde 76 (97,44%) eram amostras SPT e 2 (2,56%) amostras
CPT. As chances das amostras SPT serem positivas foram 6,98 maiores quando comparadas com as amostras
do grupo CPT, com intervalo de confianga de 95% (IC): (1,48-32,65) apresentando diferenga estatistica
(p<0,05).

Na tabela 3 as hortaligas tuberosas foram as que apresentaram maior porcentagem de positividade para a
presenga de coliformes a 45°C acima dos limites estabelecidos pela legislacdo, 15 (44,12%), apresentando
diferenca estatistica em relagdo as outras categorias (p<0,05). As tuberosas tiveram 10,53 (4,73-23,55) mais
chances de serem positivas do que as folhas, 8,93 (2,17-37,03) em relacdo aos frutos e 3,55 (1,31-10,00)
quando comparadas com as mistas.

Também houve diferenga estatistica (p<0,05) entre mistas e folhas, onde as mistas tiveram 2,98 (1,32-
6,71) mais chances de serem positivas do que as folhas. Nao houve diferenca estatistica entre frutos e folhas
e entre mistas e frutos (p>0,05).

Discussido

Apesar de ndo existir padrdo na legislacdo brasileira para o NMP de coliformes a 35°C, o niimero eleva-
do desses micro-organismos em produtos prontos para o consumo (PPC) fornece informagdes sobre as prati-
cas de higiene adotadas antes, durante e apds o seu processamento, assim como as condi¢cdes microbioldgicas
do produto fresco (JAY, 2005; OLAIMAT; HOLLEY, 2012).

Corroborando com os resultados encontrados, diversos autores relatam a ocorréncia de coliformes a
35°C com valores acima de 1.100 NMP/g nesse tipo de produto (GOMEZ-ALDAPA et al., 2013; LEON et
al., 2013; BRANDAO et al., 2014), uma vez que algumas bactérias do grupo coliformes estio presentes,
naturalmente nas hortalicas frescas e no solo (FRANCO; LANDGRAF, 2002; JAY, 2005).

Os resultados do presente estudo diferem dos obtidos por Farias et al. (2011) que analisando amostras
de saladas de vegetais obtidas em unidades hospitalares no Para, constataram que em 100% das amostras o
NMP/g de coliformes a 35°C foi menor que 100.

Em relag@o ao nimero mais provavel de coliformes a 45°C, os resultados encontrados sdo semelhantes

aos obtidos por Branddo et al. (2014) no Brasil que verificaram uma prevaléncia de 20% das amostras de
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saladas de restaurantes com valores acima do padrfo, porém sdo considerados baixos quando comparados a
outros estudos realizados no Brasil, os quais relatam prevaléncia de 70% das amostras de saladas minimante
processadas de supermercados (FRODER et al., 2007) e 100% das saladas provenientes de restaurantes
(ROCHA et al., 2014) com valores acima de 100 NMP/g.

Em pesquisas realizadas com amostras de saladas obtidas em supermercados de Bangladesh (RAH-
MAN; NOOR, 2012) e saladas de restaurantes no México (CASTRO-ROSAS et al., 2012) a prevaléncia de
amostras com valores de coliformes a 45°C > 100 NMP/g, foi de 85% e 99% respectivamente.

No presente estudo as amostras de saladas submetidas a processamento térmico (CPT) apresentaram
menor prevaléncia de coliformes a 45°C quando comparadas com aquelas sem processamento térmico
(SPT). Esses resultados evidenciam o papel da temperatura para a manutengdo da inocuidade do produto
(ALMUALLA et al., 2010; FARIAS et al., 2011). Leodn et al. (2013) também verificaram uma menor conta-
minacgao nas saladas cozidas quando comparadas com as cruas em restaurantes localizados no México.

A temperatura de armazenamento e exposi¢ao ¢ de suma importancia para garantir a qualidade do PPC
(JAY, 2005; ALMUALLA et al., 2010). De acordo com a Portaria do Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS-
5) de 04/2013 a temperatura dos alimentos frios prontos para o consumo deve ser de 10°C com validade de 4
horas ou entre 10°C a 21°C durante 2 horas (SAO PAULO, 2013).

Concernente ao tipo de hortaliga, a prevaléncia maior de coliformes nas saladas preparadas com tubero-
sas verificada nesse estudo, pode estar associada ao modo de preparo, pois as hortalicas tuberosas consumi-
das cruas, sdo mais manipuladas, como remogéo da casca, corte e trituracdes, fazendo com que os vegetais
recém cortados apresentem teor de umidade mais elevado e maior disposi¢do de nutrientes, além de aumen-
tar a superficie de contanto, favorecendo o crescimento de micro-organismos (JAY, 2005; OLAIMAT;
HOLLEY, 2012).

Esses vegetais também estdo mais expostos aos contaminantes durante a produgio primaria, pois a parte
destinada ao consumo esta abaixo do solo (BEVILACQUA, 2014; FAO, 2014). Desta forma se nas etapas
que procedem a colheita ndo forem adotadas medidas de higiene eficientes o produto final podera conter
contaminantes provenientes da fase de cultivo, ja que o solo e o adubo so fontes de contaminagéo na produ-
¢do primaria (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; CEUPPENS et al., 2014).

Ceuppens et al. (2014), analisando os insumos utilizados na producdo de alface no Brasil, verificaram
que a prevaléncia de Salmonella spp no adubo organico (estrume) foi de 5,6% e de 2,6% no solo, e mostra-
ram uma relagdo significativa entre o nimero elevado de coliformes a 45°C, com o aumento da prevaléncia
de patdgenos.

A 4gua de irrigagdo também ¢ uma importante fonte de contaminagao para as hortalicas cruas durante a
producio priméaria (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; BRANDAO et al., 2014; CEUPPENS et al., 2014). De
acordo com a Resolugdo n°. 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), o limite maximo
de coliformes a 45°C para aguas utilizadas na irrigacdo de hortalicas consumidas cruas ¢ de 200 NMP/100

mL (BRASIL, 2005).
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Estudos realizados no Brasil, nas regides de Botucatu - SP (FRAVET; CRUZ, 2007) e Brasilia - DF
(ABREU et al., 2010), revelaram que 100% das amostras de dgua de irrigac@o das hortas estavam em desa-
cordo com a legislagdo no que diz respeito ao NMP de coliformes a 45°C.

A presenga de coliformes em hortalicas ndo indica, necessariamente, que houve contaminagdo fecal,
pois algumas cepas do género Enterobacter e Klebsiella possuem as mesmas caracteristicas dos coliformes a
45°C e sdo encontradas em outros ambientes, como nas proprias hortalicas frescas e no solo (FRANCO;
LANDGRAF, 2002; JAY, 2005). No entanto altos niveis podem comprometer a qualidade sensorial e nutri-
tiva, além de evidenciar praticas de higiene insatisfatorias na etapa de lavagem das hortaligas para o preparo
das saladas (SANTOS; SOUSA, 2013; BRANDAO et al., 2014).

Durante o preparo das saladas, os manipuladores de alimentos e as superficies de contato constituem-se
importantes fontes de contaminacdo (DJ ENI et al., 2012; BALZARETTL; MARZANO, 2013; BRANDAO et
al., 2014).

No Brasil, Ribeiro et al. (2014) analisaram as condi¢Oes sanitarias de cozinhas domiciliares e verifica-
ram que 47,5% e 3,8% das mios da pessoa que manipulavam os alimentos com maior frequéncia na residén-
cia, estavam contaminadas com coliformes a 35°C e Escherichia coli respectivamente.

Balzaretti e Marzano (2013) na Italia, avaliaram as condi¢des de higiene de 44 instalagdes de UAN de 3
aeroportos e constataram que 8,4% e 3,5% do lavado das maos dos manipuladores de alimentos apresenta-
ram limites insatisfatorios no que diz respeito a contagem bacteriana total (CBT) e contagem de estafilococos
coagulase positiva respectivamente.

Djéni et al. (2012) avaliaram as condi¢des sanitarias de 775 unidades de produgdo de attiéké, prato tra-
dicional da Costa do Marfim feito com mandioca, e verificaram a presenca elevada de micro-organismos
como, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans, Citrobacter youngae,
Klebsiella oxytoca e Citrobacter freundi nas maos dos manipuladores de alimentos.

A lavagem das hortalicas deve diminuir o nimero de micro-organismos (JAY, 2005). Alguns autores
mostram a eficiéncia da solucdo de hipoclorito na higieniza¢do de frutas e hortaligas, contribuindo para a
redugdo de micro-organismos em amostras in natura (RODRIGUES et al., 2011; COSTA et al., 2013).

Rodrigues et al. (2011) avaliaram duas técnicas aplicadas na higienizagdo de hortalicas e frutas, uma uti-
lizava agua e sabdo e a outra solucdo de hipoclorito de sddio a 1% com concentracdo de 100-250 ppm de
cloro ativo durante 15 minutos. Somente a segunda técnica mostrou-se eficiente quanto a reducdo quantitati-
va de micro-organismos.

Sustentando os dados acima, Costa et al. (2013) verificaram que a imersdo em solucdo detergente a 1%
por 3 minutos antes da higienizacdo com solucdo clorada a 200 ppm por 15 minutos, em amostras de alface
in natura, foi eficiente, reduzindo o nimero de coliformes a 45°C, de 346 para 152 NMP/g, em amostras de
cultura convencional, e de 57 para 14 NMP/g em alfaces obtidas em sistema orgénico, porém apos a higie-
nizagdo com solugdo clorada, o NMP/g foi de 152 para 13 nas convencionais, ¢ de 14 para 3 nas organicas,

mostrando o potencial da solug@o de hipoclorito na redugdo de micro-organismos.
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Apesar da Salmonella spp ser o agente bioldogico mais comumente associado a surtos de DTA no Brasil
(CDC, 2012; BENNETT et al, 2014; BRASIL, 2014), o presente estudo verificou que todas as amostras a-
presentaram auséncia em 25 g, concordando com resultados obtidos por Brandio et al. (2014) e Almualla et
al. (2010). Ja Aratjo et al. (2011) obtiveram uma prevaléncia de 100% de Sa/monella spp em saladas cruas
de restaurantes de Pombal na Paraiba.

Em outros trabalhos realizados em UAN no Brasil por Froder et al. (2007), Dias et al. (2011) e Maistro
et al. (2012) a prevaléncia de Salmonella spp em amostras de saladas foi de 3%, 28,57% e 16,86%, respecti-
vamente.

A presenca de Salmonella spp também foi observada em saladas de restaurantes no México onde Go-
mez-Aldapa et al. (2013) verificaram a prevaléncia de 6,8% em saladas cruas e Ledn et al. (2013) a preva-
Iéncia de 1% em saladas cozidas.

Na contagem de estafilococos coagulase positiva, resultados semelhantes foram observados por Almual-
la et al. (2010) nos Emirados Arabes Unidos que verificaram a prevaléncia de 100% de saladas obtidas em
restaurantes com valores de < 1,0x10> UFC/g concordando com os limites estabelecidos pela legislagio bra-
sileira.

Alves e Ueno (2010), analisando 32 saladas provenientes de restaurantes self-service de Sao Paulo, veri-
ficaram que 3,12% apresentaram contagem de estafilococos de 9,85x10* UFC/g. Farias et al. (2011) obtive-
ram contagem média de 2,1x10* UFC/g em amostras de saladas provenientes de hospitais no Para.

As refeicoes servidas pelas UAN hospitalares devem ser seguras em todos os aspectos, principalmente
no que diz respeito a higiene. Embora as DTAs acometam qualquer tipo de pessoa, alguns grupos populacio-
nais sdo mais suscetiveis, como € o caso de pacientes hospitalizados que estejam com o sistema imune com-
prometido, esses podem ter o seu quadro agravado diante da ingestdo de alimentos contaminados (KONEC-
KA-MATYIJEK et al., 2012; SARKER et al., 2014).

Os resultados de trabalhos realizados com amostras de saladas de diferentes tipos de estabelecimentos
sdo comparaveis aos verificados no presente estudo, pois todos sdo considerados Unidades de Alimentagdo e
Nutrigdo (UAN) devendo obedecer aos mesmos parametros higiénico-sanitarios (PINTO, 2013).

Conclusio

O perfil microbiologico das amostras de saladas provenientes de cozinhas hospitalares da regido de
Bauru e Botucatu mostrou-se compativel com a legislagdo vigente no que diz respeito a pesquisa de Salmo-
nella spp e contagem de estafilococos coagulase positiva, ndo oferecendo risco microbioldgico associado a
presenga de patogenos.

Porém, no que diz respeito aos indicadores de higiene, NMP de coliformes a 35°C e a 45°C, os resulta-
dos foram insatisfatorios, indicando praticas de higiene inadequadas, sobretudo durante a elaboragdo das
saladas.

Portanto deve-se atentar para as praticas de higiene adotadas em todo o processo de elaboragdo dessas
refei¢des, principalmente pelo fato de serem servidas a individuos hospitalizados que podem estar com o

sistema imune debilitado ou comprometido.
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Tabela 1. Porcentagem de amostras SPT e CPT e porcentagem total
das saladas analisadas no SOAP no periodo de 2010 a 2014

SPT: Sem Processamento Térmico e CPT: Com Processamento Térmico
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Tabela 2. Numero e porcentagem de amostras acima do limite de 10> NMP/g de
coliformes a 45°C estabelecido pela Resolugdo n.° 12/01 dividido por categoria 48

Material NTotal NPos % Pos”

Tuberosas 34 15 44.12%*
Mistas 50 9 18,00%"®
Frulos 29 3 10,34% B¢

Folhas 528 51 9.66%"

Total 641 73 12,17%

481

482
N Total: Numero total de amostras da categoria, N Pos: Numero de amostras posi-

483 tivas na categoria, % Pos: Porcentagem de amostras positivas na categoria
* Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)

484
485
Figura 1. Log do NMP de coliformes a 35°C das amostras distribuidas em categorias.
486 Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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Anexo 1 — Normas para publicagao no periddico Semina: Ciéncias Agrarias
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Normas editoriais para publicagao

Semina: Ciéncias Agrarias, UEL

Os artigos poderao ser submetidos em portugués ou inglés, mas somen-

te serdo publicados em inglés. Os artigos submetidos em portugués, apés o

aceite, deverao ser obrigatoriamente traduzidos para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até esta data e que estdo em tramita-

¢ao poderao ser publicados em portugués, entretanto, se traduzidos para o in-

glés terdo prioridade na publicacao.

Todos os artigos, apds o aceite deverao estar acompanhados (como do-

cumento suplementar) do comprovante de tradugdo ou corre¢cdo de um dos

seguintes tradutores:

O

American Journal Experts

Editage

Elsevier
http://www.proof-reading-service.com
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp

autor principal devera anexar no sistema o documento comprobato-

rio dessa corregao na pagina de submissdo em “Docs. Sup.”
OBSERVAGOES:

1.

Os manuscritos originais submetidos a avaliagao sao inicialmente apre-
ciados pelo Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa anali-
se, sdo avaliados os requisitos de qualidade para publicacdo na revista,
como: escopo; adequacao as normas da revista; qualidade da redacao;
fundamentagao tedrica; atualizagao da revisédo da literatura; coeréncia e
precisdo da metodologia; contribuicdo dos resultados; discussdo dos
dados observados; apresentagdo das tabelas e figuras; originalidade e
consisténcia das conclusdes. Se o numero de trabalhos com manuscrito
ultrapassar a capacidade de analise e de publicagdo da Semina: Cién-
cias Agrarias é feita uma comparagéo entre as submissdes, e sao en-
caminhados para assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados com

maior potencial de contribuicdo para o avango do conhecimento cientifi-
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co. Os trabalhos ndo aprovados nesses critérios sdo arquivados e os

demais sdo submetidos a analise de pelo menos dois assessores cienti-

ficos, especialistas da area técnica do artigo, sem a identificacao do(s)

autor(s). Os autores cujos artigos forem arquivados, nao terao direito a

devolucéo da taxa de submissao.

2. Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que o-
riginou o artigo foi executado obedecendo as normas técnicas de biose-
guranca e ética sob a aprovacao da comisséo de ética envolvendo seres
humanos e/ou comissao de ética no uso de animais (nome da Comis-
s&o, Instituicdo e n° do Processo).

PARA A AREA DE VETERINARIA

A. A publicagéo de relatos de casos é restrita e somente serdo seleciona-
dos para tramitacdo aqueles de grande relevancia ou ineditismo, com
real contribuicdo ao avango do conhecimento para a area relacionada.

Categorias dos Trabalhos

A. Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e re-

feréncias bibliograficas;
Apresentacao dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicagdes, relatos de casos e
revisdes podem ser escritos em portugués ou inglés no editor de texto Word for
Windows, em papel A4, com numeragao de linhas por pagina, espagamento
1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, com margens esquerda e
direita de 2 cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-se o numero de pagi-
nas, devidamente numeradas no canto superior direito, de acordo com a cate-
goria do trabalho.

Figuras (desenhos, gréaficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas
em algarismos arabicos e devem ser incluidas no final do trabalho, imediata-
mente apds as referéncias bibliograficas, com suas respectivas chamadas no
texto. Alem disso, as figuras devem apresentar boa qualidade e deverao ser
anexadas nos seus formatos originais (JPEG, TIF, etc) em “Docs Supl.” na pa-
gina de submissao. Nao seréo aceitas figuras e tabelas fora das seguintes es-
pecificagdes: Figuras e tabelas deverao ser apresentadas nas larguras de 8 ou

16 cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a necessidade
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de dimensdes maiores, no processo de editoragdo havera reducéo para as re-
feridas dimensdes.

Observacgdo: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustracéo, o
titulo deve figurar na parte superior da mesma, seguida de seu niumero de or-
dem de ocorréncia em algarismo arabico, ponto e o respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatdrio).
Utilizar fonte menor (Times New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do
autor.

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparagao dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a se-
guinte organizagao dos tépicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-
chave (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Abstract com Key
words (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Introducao; Material e
Métodos; Resultados e Discussao com as conclusdes no final da discussio ou
Resultados; Discussao e Conclusées separadamente; Agradecimentos; Forne-
cedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas. Os tépicos devem ser
destacados em negrito, sem numeragao, quando houver a necessidade de su-
bitens dentro dos tépicos, os mesmos devem ser destacados em italico e se
houver dentro do subitem mais divisbes, essas devem receber numeros arabi-
cos. (Ex. Material e Métodos... Areas de estudo...1. Area rural...2.Area urbana).

O trabalho submetido nao pode ter sido publicado em outra revista com
0 mesmo conteudo, exceto na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota
Prévia ou Formato Reduzido.

A apresentagao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1. Titulo do trabalho, acompanhado de sua tradugao para o inglés.

2. Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com
um minimo de 200 e um maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o arti-
go foi escrito, acompanhado de sua tradugdo para o inglés (Abstract e Key

words).
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3. Introducgao: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a
introducdo do tema e suporte para a metodologia e discusséo.

4. Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua
ou com subitens, de forma a permitir ao leitor a compreensao e reprodugao da
metodologia citada com auxilio ou ndo de citacées bibliograficas.

5. Resultados e Discussdo: Devem ser apresentados de forma clara, com
auxilio de tabelas, graficos e figuras, de modo a nao deixar duvidas ao leitor,
quanto a autenticidade dos resultados e pontos de vistas discutidos.

6. Conclusées: Devem ser claras e de acordo com os objetivos propostos no
trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicbes e empresas que contribuiram na
realizacao do trabalho deverao ser mencionadas no final do texto, antes do i-
tem Referéncias Bibliograficas.

Observagoes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um sim-
bolo sobrescrito, imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas
de rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderao ser aceitas e deverao ser as-
sinaladas no texto pelo seu numero de ordem em algarismos arabicos. Se as
ilustragdes enviadas ja foram publicadas, mencionar a fonte e a permissao para
reproducao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabegalho que permita
compreender o significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia
ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Cédigos
Internacionais de cada area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

c) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades,
e.g.:. kg ha™'. Nao inter-relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.
d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L™, e ndo g.L”" ou gL™.

e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos:
09h00, 18h30.
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8. Citagoes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicagao
de acordo com os seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

d) [...] e inibir o teste de formagao de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI,
1995).

Citacoes com dois autores

Citagdes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula
quando estiverem citados dentro dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenga, utilizar o (e)

Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citagcoes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressao et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma
referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et
al., 2008).

Para citagoes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no
mesmo ano, utilizar o acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabetica-
mente apos a data e sem espacejamento.

Ex: (SILVA, 1999a, 1999b).

As citagoes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publi-
cados em anos diferentes, separar as datas por virgula.

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Para citacoes indiretas de varios documentos de diversos autores, men-
cionados simultaneamente, devem figurar em ordem alfabética, separados por
ponto e virgula.

Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).
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9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago.
2000, e reformulagao numero 14.724 de 2011 da ABNT, deverao ser listadas
na ordem alfabética no final do artigo. Todos os autores participantes dos
trabalhos deverao ser relacionados, independentemente do numero de
participantes. A exatidao e adequacado das referéncias a trabalhos que te-
nham sido consultados e mencionados no texto do artigo, bem como opinides,
conceitos e afirmacdes sao da inteira responsabilidade dos autores.
Observacgao: Consultar os ultimos fasciculos publicados para mais detalhes de
como fazer as referéncias do artigo.
Outras informagoes importantes
1. A publicagdo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria
cientifica "Ad hoc" e da aprovagado do Comité Editorial da Semina: Ciéncias
Agrarias, UEL.
2. Nao serao fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos es-
tarédo disponiveis no endereco eletrénico da revista
(http://www.uel.br/revistas/uel).
4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferén-
cia dos direitos de publicacao do referido artigo para a revista. A reproducao de
artigos somente € permitida com a citagao da fonte e € proibido o uso comerci-
al das informacgdes.
5. As questdes e problemas nao previstos na presente norma serédo dirimidos
pelo Comité Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para publica-
gao.
6. Numero de autores: Nao ha limitacdo para numero de autores, mas deverao
fazer parte como co-autores aquelas pessoas que efetivamente participaram do
trabalho. Pessoas que tiveram uma pequena participagédo no artigo deverao ser
citadas no topico de Agradecimentos, bem como instituicdes que concederam
bolsas e recursos financeiros.
Condigoes para submissao

Como parte do processo de submisséo, os autores devem verificar a con-
formidade da submissdo em relagao a todos os itens listados a seguir. As sub-
missdes que ndo estiverem de acordo com as normas serao rejeitadas e aos

autores informados da decisao.
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1. Os autores devem informar que a contribuicao € original e inédita, e nao
esta sendo avaliada para publicacdo por outra revista; caso contrario,
deve-se justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Devem informar ainda que o material esta corretamente formatado e que
os Documentos Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE
que a formatac&o incorreta importara na SUSPENSAO do processo de
avaliagdo SEM AVALIACAO DE MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no campo
Metadados durante o processo de submisséo.

Utilize o botéo "incluir autor"

1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, apds salvar os dados de submissao em portugués, clicar em
"editar metadados™ no topo da pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir:
titulo em inglés, abstract e key words. Salvar e ir para o passo seguinte.

A identificagao de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da
opcgao Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da re-
vista, caso submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos), conforme instru-
¢bes disponiveis em Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

Os arquivos para submissdo devem estar em formato Microsoft Word, Ope-
nOffice ou RTF (desde que nao ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas numeradas, espacgo 1,5; fonte
Time New roman de tamanho 11;

Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa
com seres vivos, estando de posse dos documentos comprobatérios de apro-
vacao pela comissdo de ética envolvendo seres humanos e/ou comissao de
ética no uso de animais caso sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissao de artigos e anexar o

comprovante como documento suplementar “Docs. Sup.”
Declaragao de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista séo de direito
do autor. Em virtude da aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos
sdo de uso gratuito, com atribuigdes proprias, em aplicagdes educacionais e

nao-comerciais.
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A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracbes de or-
dem normativa, ortografica e gramatical, com vistas a manter o padrao culto da
lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto, o estilo de escrever
dos autores.

Alteragdes, corregcdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encami-
nhadas aos autores, quando necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos séo de sua exclusiva res-
ponsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusi-

vamente para os servigcos prestados por esta publicacdo, nao sendo disponibili-

zados para outras finalidades ou a terceiros.



