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Resumo: Objetivou-se validar o processo de
higienizacao de alface em restaurante comu-
nitario, avaliando-se as amostras antes e apds
a higienizagdo, bem como as superficies de
contato como maos, tabuas e facas. A valida-
¢éo foi realizada a cada dois meses durante o
periodo de um ano, totalizando andlise de 60
amostras de pés de alfaces e 18 amostras de
superficies, por meio de testes microbioldgi-
cos para quantificacao de coliformes totais, E.
coli, mesofilos, deteccdo de Salmonella, além
de testes moleculares para detecgdo de genes
de enterotoxinas de estafilococos (sea, seb, sec,
sed) e andlise de parasitos patogénicos. A revi-
sao e a implementacdo de novas praticas de
higienizagao na cozinha comunitaria resulta-
ram em eliminac¢do de parasitos e significati-
va redugao da carga microbiana nas amostras
analisadas. A contagem de mesdfilos em alfa-
ces higienizadas foi reduzida em aproxima-
damente 100 vezes a partir da terceira coleta.
Além disso, nao foram detectadas Salmonella
spp. e Escherichia coli nas amostras. A higieni-
za¢do das maos dos manipuladores também
apresentou melhora, com redugdes significati-
vas na contagem de aerdbios mesoéfilos a par-
tir da quinta coleta. Para os utensilios, como
facas e tabuas de corte, a implementa¢ao do
protocolo de desinfec¢ao com imersdo em so-
lugdo clorada mostrou-se eficaz na redugédo
dos micro-organismos, a partir da terceira co-
leta. Os testes de PCR para genes codificado-
res de enterotoxinas de Staphylococcus aureus
foram negativos para todas as amostras anali-
sadas. Esses achados reforcam a importancia
da adogdo de boas praticas de higienizagdo na
seguranca alimentar e no controle microbio-
légico em cozinhas comunitarias.

Palavras chave: Boas praticas de fabricacéo,
Controle de qualidade, alimento seguro

INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hor-
talicas folhosas de maior relevancia no Brasil.
A disponibilidade de cultivares adaptadas as
condicbes climaticas e de solo das diferentes
regides, aliada ao avancgo das tecnologias de
produgao, possibilita seu cultivo ao longo de
todo o ano. Esses fatores conferem a cultu-
ra uma significativa importancia econdmica
(Covre et al., 2020).

E uma hortalica amplamente consumi-
da no Brasil, sendo frequentemente presente
nas refei¢oes diarias da popula¢ao, ao lado de
alimentos basicos como o arroz e o feijao. No
entanto, seu consumo in natura a torna um
potencial veiculo de transmissdo de patoge-
nos (Arruda et al., 2021).

As Doencas de Transmissao Hidrica e Ali-
mentar (DTHA) sdo causadas pela ingestao de
alimentos ou bebidas contaminadas por mi-
cro-organismos patogénicos, parasitas, subs-
tancias quimicas e/ou metais pesados. Entre
2014 e 2023, o Brasil registrou 6.874 surtos de
DTHA, resultando em 121 6bitos. A agua foi
o principal veiculo de transmissao, responsa-
vel por 28% dos surtos, enquanto as hortali-
gas representaram 2,6%. Os principais agentes
etiolégicos envolvidos foram Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella (MINIS-
TERIO DA SAUDE, 2024).

Em relagdo aos parasitos nao ha registros
oficiais, mas pesquisas indicam sua presenca
em amostras de alfaces analisadas (Graffun-
der et al., 2019; Ferreira et al., 2020).

A contaminacao da alface pode ocorrer em
varias etapas, desde o plantio e a colheita até
o transporte, armazenamento e lavagem, in-
cluindo também a inadequada higienizagao
dos utensilios utilizados. Por isso, é funda-
mental a adog¢do de Boas Praticas de Fabrica-
¢ao (BPF). A correta higieniza¢ao dos alimen-
tos é crucial para a prevencao de doengas de
transmissdo hidrica e alimentar (DTHA).
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Os niveis maximos de contaminantes em
hortaligas sdo regulamentados pela ANVI-
SA, em que a Instrugdo Normativa 161 de
01/07/2022 estabelece niveis maximos de E.
coli para hortalicas colhidas e prontas para o
consumo (BRASIL, 2022).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
validar o processo de higienizagao de alface
em restaurante comunitario, avaliando-se a
matéria prima pré lavada em campo e a alface
higienizada, bem como as superficies de con-
tato como maos, tdbuas e facas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em par-
ceria com uma propriedade rural certificada
em producao de hortalicas organicas e a Co-
zinha Comunitaria de Bauru/SP. Devido a
inclusdo de amostragens das maos, o projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica do Cen-
tro Universitario Sagrado Coragdo, Bauru/SP
(Parecer 2.737.238).

As amostras de alfaces foram colhidas e
pré-lavadas na propriedade, sendo divididas
em dois grupos: cinco pés analisados apos a
pré-lavagem (n=5 para cada coleta) e cinco
apos a higienizacdo na cozinha comunitaria
(n=>5 para cada coleta). A higieniza¢ao seguiu
protocolo com solugdo clorada e enxague em
agua corrente. A validagdo ocorreu bimestral-
mente por um ano, totalizando 60 amostras
de alfaces crespa e 18 amostras de superficies
na cozinha comunitaria, incluindo faca, tabua
e maos higienizados (n=3 para cada coleta).

Realizou-se andlise microbioldgica em
todas as amostras, incluindo a quantificagdo
de coliformes totais, Escherichia coli e aerd-
bios mesofilos, além da deteccao de Salmo-
nella spp.

Para as andlises, foram coletadas amostras
de alfaces pré-lavadas a partir de duas folhas
externas, duas internas e uma central, que fo-
ram picadas e pesadas (25g) sob condi¢oes hi-
giénicas para cada repeti¢dao. No caso da alfa-

ce higienizada, todas as folhas foram picadas
apos a higienizacao, e também foram coleta-
dos 25g por repeticao.

As amostras da faca, tdbua e maos foram
coletadas com swab estéril embebido em agua
peptonada tamponada. O swab foi deslizado
com movimento rotatdrio sobre toda a super-
ficie da faca (lamina e cabo), sendo que a area
total amostrada, considerando frente e verso,
totalizou 100 cm?. Para a tébua, utilizou-se um
molde de aluminio autoclavado para delimitar
duas dreas de 50 cm?, totalizando 100 cm?; o
swab foi passado suavemente nos sentidos lon-
gitudinal e transversal dentro dessa drea.

Para a coleta das maos, o swab foi passado
da base do punho até a ponta dos dedos, co-
brindo a palma, entre os dedos e sob as unhas,
em ambas as maos.

As amostras de swabs foram acondiciona-
das em caixa térmica e encaminhadas ao labo-
ratério, onde as analises foram realizadas em
triplicata.

Realizou-se também testes moleculares
para identificacido de genes de enterotoxinas
estafilococicas (sea, seb, sec, sed) segundo
Johnson et al. (1991), em amostras de alfaces
higienizadas e superficies de maos. Para essas
analises as amostras foram congeladas e anali-
sadas posteriormente.

A quantificac¢ao de Salmonella spp, colifor-
mes totais e Escherichia coli foi feita em meio
desidratado cromogénico em placas prontas
para o uso Compact Dry® SL e Compact Dry”
EC, respectivamente (fabricante Nissui Phar-
maceutical Co.Ltd., Tokyo, Japan), seguindo
as orientacoes do fabricante, validadas inter-
nacionalmente. As placas EC possibilitam a
contagem de coliformes totais (colonias roxas
+ azuis) e de E. coli (coldnias azuis).

As analises microbioldgicas de aerdbios
mesofilos foram realizadas por meio de pla-
queamento em superficie em Agar Padrio
para Contagem (PCA), conforme Silva et al.
(2010). Os resultados foram expressos UFC.
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g' e log UFC.g™". Para Salmonella spp, os re-
sultados foram expressos como presen¢a ou
auséncia em 25 g de amostra.

Os dados microbioldgicos das amostras de
alfaces foram comparados com a Instrugdo
Normativa 161/22, que estabelece auséncia de
Salmonella em 25 g e um limite maximo de 3
log UFC/g para Escherichia coli em alfaces co-
lhidas e 2 log UFC/g para alfaces higienizadas.
O limite para aerdbios mesdfilos foi conside-
rado como 6 log UFC/g, conforme proposto
por Morton (2001).

A contagem microbioldgica de superficies
(faca e tabua) foi expressa em log UFC/cm?,
enquanto para as maos dos manipuladores em
log UFC/mao. Os resultados foram compra-
dos com as normativas colombiana (T6bon
Ospina et al., 2024) e International Commis-
sion on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSE 2011).

A detec¢ao molecular dos genes de entero-
toxinas de Staphylococcus aureus foi realizada
por PCR. A extragdo de DNA utilizou o kit
GFX Genomic Blood DNA Purification® (GE
Healthcare®), seguindo as instru¢oes do fabri-
cante. Os primers utilizados para a detecgao
dos genes foram especificos para cada entero-
toxina: EEA (SEA1, SEA2), EEB (SEB1, SEB2),
EEC (SEC1, SEC2) e EED (SED1, SED2), con-
forme descrito por Johnson et al. (1991). Agua
ultrapura foi usada como controle negativo
em todas as reagcdes de PCR, enquanto ce-
pas toxigénicas de referéncia internacional de
Staphylococcus aureus foram utilizadas como
controles positivos: ATCC 13565 (sea), ATCC
14458 (seb), ATCC 19095 (sec) e ATCC 23235
(sed). A amplificacdo do DNA foi realizada em
um termociclador Mastercycler Pro - Eppen-
dorf®, utilizando inicialmente os parametros
descritos por Johnson et al. (1991), com adap-
tagcoes propostas por Cunha et al. (2006). A
eficiéncia das amplificacoes foi avaliada por
eletroforese em gel, e o tamanho dos produtos
amplificados foi comparado com um padrio

molecular. Os resultados foram visualizados e
registrados em um transiluminador UV Ma-
jor Science®

A pesquisa de parasitos patogénicos em
amostras de alfaces foi realizada por meio de
analise microscopica para identificar formas
evolutivas do parasito como cistos, larvas e
ovos, utilizando o método de centrifugo-se-
dimentagao (Sloss et al., 1999). Para pesqui-
sa dos oocistos de Cryptosporidium spp, nas
amostras de alfaces, foram confeccionadas
laminas em duplicata com o sedimento, e co-
radas com a técnica de coloragao por Ziehl-
-Neelsen modificada (Henriksen&Pohlenz,
1981).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, as folhas de alface nio eram
lavadas em agua corrente antes da imersao em
solucdo clorada, e havia falhas no processo de
cloracao, no que se refere a solubilizacao do
cloro e concentrag¢do do ativo, além de falhas
na higienizagdo das maos e dos utensilios.

Em resposta a essas observagdes, os proce-
dimentos operacionais foram modificados a
partir da terceira coleta. As novas praticas in-
cluiram a lavagem das folhas em dgua corren-
te, com friccdo manual, antes da imersdo em
solugdo clorada. Ademais, a concentracao de
cloro foi ajustada conforme a recomendagio
do fabricante e o processo de solubilizacao do
cloro foi ajustado. Essa alteragao visou otimi-
zar a eficacia do procedimento de cloragao.

Concomitantemente, para as superficies,
como faca e tdbua de corte, foi implementa-
da a desinfec¢do em agua clorada, mantendo
os itens submersos por 15 minutos antes do
enxague para remogdo do cloro residual. A
higieniza¢do dos utensilios passou a ser rea-
lizada diariamente, com desinfec¢ao no inicio
do expediente e higieniza¢do ao final do dia.
Em rela¢ao a higienizagdo das maos houve
orientagdo e curso de capacita¢do, segundo
recomendacdo da ANVISA (BRASIL, 2004).
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Essas acoes refletiram na conduta dos ma-
nipuladores, o que refletiu em menor con-
taminacdo das alfaces, superficies de mao e
utensilios.

Os resultados das amostras de alface higie-
nizadas (Figura 1) permaneceram dentro do
limite estabelecido por Morton (2001) em to-
das as coletas. Com a implementagdo das me-
lhorias no processo de higienizagdo, a partir
da terceira coleta, a carga microbiana foi re-
duzida em aproximadamente 100 vezes (equi-
valente a 2 ciclos log) (Figura 2). O uso de clo-
ro como sanitizante na desinfeccao de alfaces
geralmente promove redugdes microbianas
entre 1 e 2 ciclos logaritmicos (Van Haute et
al., 2013) se utilizado adequadamente, respei-
tando as orientacdes do fabricante em relagao
a solubilizacao, concentragio e tempo de con-
tato.
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Figura 1 Contagem de mesdfilos em alfaces
pré-lavadas e higienizadas. Bauru-SP.
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Figura 2 - Quantificagdo da redugdo meséfilos
apos a higienizacdo de folhas de alface em
relagdo as folhas pré-lavadas.

Em relacdo a Escherichia coli, os resultados
das seis coletas para a alfaces pré lavadas e hi-
gienizadas permaneceram abaixo do limite da
IN 161 (BRASIL, 2022). Para as amostras que
ndo apresentaram crescimento nos meios de
cultura, o resultado foi expresso como < 1 x
10" UFC.g! (Tabela 1). Ressalta-se que a legis-
lagdo vigente ndo estabelece limites especifi-
cos para coliformes totais e a contagem maxi-
ma em alfaces higienizadas foi 3,0x10°.

E. coli Coliformes Totais
Coletas (UFC.g") (UFC/.g")
Pré -La- Higieniza- Pré-La- Higieni-
vada da vada zada
1 <1x10! <1x10! 1,4x10*  2,3x10°
2 <1x10! <1x10! 2,3x10*  1,3x10°
3 9,8x10! <1x10! 6,3x10°  3,0x10°
4 1,9x10! <1x10! 59x10*  7,0x10?
5 7,8x10! <1x10! 1,6x10*  6,8x10!
6 <1x10! <1x10! 2,7x10°  1,0x10?

Tabela 1 - Contagem de E. coli e Coliformes
Totais em amostras de alface.

Todas as amostras de alfaces pré lavadas
e higienizadas ao longo das seis coletas apre-
sentaram auséncia de Salmonella spp. em 25 g
de amostra, conforme preconiza a Instrugao
Normativa n° 161/22 (Brasil, 2022).

Em relagdo a contagem de micro-organis-
mos nas maos e superficies dos utensilios ndo
foi detectada a presenca de Salmonella spp.
nem de E. coli, apenas coliformes totais e me-
sofilos. No Brasil, nao ha padrées microbio-
légicos para maos e superficies. Entretanto,
a regulamenta¢do colombiana para a amos-
tragem microbioldgica de superficies e das
maos dos operadores classifica a eficacia de
um procedimento de limpeza e desinfecgdo de
acordo com a contagem de micro-organismos
mesofilos aerdbios, na qual as areas sao con-
sideradas limpas (2-10 UFC/cm?), aceitdveis
(11-100 UFC/cm?), sujas (> 100 UFC/cm?) e
fora de controle (101-1000 UFC/cm?) (Tébon
Ospina et al., 2024).




A Comissao Internacional de Especifica-
¢des Microbioldgicas para Alimentos reco-
menda a auséncia de coliformes em manipu-
ladores como indicador de higiene adequada,
destacando que a auséncia de coliformes, es-
pecialmente E. coli, é um critério fundamental
para boa higiene pessoal e prevencdo da con-
taminagao cruzada. Essa recomendagio tam-
bém se aplica as superficies de utensilios, uma
vez que a presenca desses micro-organismos
indica falha na limpeza e aumento do risco
de contaminagdo dos alimentos, tornando-se
pratica recomendada que superficies criticas
estejam livres de coliformes (ICMSE, 2011)

De acordo com o exposto, a higienizagao
das maos foi considerada inadequada, uma
vez que coliformes foram detectados em to-
das as coletas, contrariando a recomendagio
internacional. Embora tenha sido observada
uma redugao significativa desses micro-orga-
nismos a partir da terceira coleta (Figura 3), a
presenca continua evidencia falhas no proces-
so de higieniza¢ao.

Em relagao a contagem de micro-organis-
mos mesofilos aerdbios, apenas a quinta e a
sexta coletas apresentaram niveis aceitaveis,
com menos de 100 UFC/mao (Figura 3), valor
comumente utilizado como referéncia pratica
para indicar higiene satisfatéria (Tébon Ospi-
na et al., 2024; Alves, et al. 2021).

log UFC/mio
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s Col. Totais  Mesofilos === Limite (Tobon Ospina et al., 2024)

Figura 3 - Contagem de Coliformes Totais e
Meséfilos em Swabs estéreis aplicados nas
maos de manipulador das alfaces higienizadas

Recomenda-se a realizacdo de uma ava-
liagdo criteriosa do fornecedor do sabonete
utilizado na higienizacao das maos, uma vez

que, apesar da adesdo adequada as praticas de
higieniza¢ao pelos colaboradores, a detecgdo
continua de coliformes indica uma possivel
ineficacia do produto, comprometendo a se-
guranga microbioldgica.

Na faca, a contagem de mesoéfilos manteve-
-se aceitavel em todas as coletas, com reduc¢ao
significativa na contagem a partir da terceira
coleta. Coliformes ndo foram encontrados a
partir da terceira coleta (Figura 4).
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Figura 4- Contagem de Coliformes Totais

e Aerébios Mesdfilos em Swabs estéreis

aplicados em faca utilizada no preparo de
alfaces higienizadas

A contagem de micro-organismos mesofi-
los na tabua de corte excedeu o limite apenas
na segunda coleta. Coliformes nao foram de-
tectados a partir da terceira coleta (Figura 5).
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Figura 5- Contagem de Coliformes Totais

e Aerébios Mesdfilos em Swabs estéreis

aplicados em tdbua utilizada no preparo de
alfaces higienizadas

A higienizacao adequada é essencial para
prevenir a formagdo de biofilmes, pois super-
ficies comumente utilizadas na area alimentar
podem abrigar micro-organismos. Quando
esses organismos atingem altas concentragdes
(entre 10* e 10° UFC.cm™), podem se aderir
as superficies e iniciar o processo de formagao
do biofilme (Andrade et al., 2008)

Em relacdo a detec¢ao dos genes codifi-




cadores das enterotoxinas sea, seb, sec e sed,
os resultados foram negativos para todos os
genes de Staphylococcus aureus em todas as
amostras, incluindo a partir de swabs estéreis
aplicados nas maos de manipuladores e folhas
de alface higienizadas.

Em relagdo as analises parasitoldgicas as
amostras de alface ndo revelaram a presenca
de parasitos patogénicos para o ser humano,
porém foi identificada a presenca de cistos de
Entamoeba spp. nas amostras referentes a pri-
meira e segunda coleta. Também nédo foram
identificados a presenga de oocistos de Cryp-
tosporidium spp nas amostras analisadas.

CONCLUSAO

Os ajustes realizados nos procedimentos
de higienizagdo das alfaces, utensilios e maos
dos manipuladores resultaram em eliminagao
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