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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias e o perfil da comunidade microbiana dos
utensilios e das mesas de um servico de alimentagdo localizado no municipio do Rio de Janeiro. A caracterizagdo
do processo de higienizacdo dos utensilios (pratos, bandejas e talheres) e das mesas foi realizada por observacdo
sistematica. Verificou-se que os utensilios eram lavados em maquina de lavar e as mesas, manualmente. Apds a
higienizagdo, os utensilios apresentavam umidade e residuos de alimentos. Pelo método dependente de cultivo,
foram analisadas 126 amostras higienizadas (utensilios: n=90 e mesas: n=36). Pesquisaram-se bactérias mesdfilas,
coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e fungos. Das amostras analisadas, 100% dos utensilios e 80%
das mesas apresentaram contagens microbianas superiores ao recomendado na literatura, estando em condi¢des
higiénico-sanitérias inadequadas. E. coli foi isolada nos utensilios e S. aureus, nas mesas. Pelos métodos
independentes de cultivo (PCR-DGGE e sequenciamento da subunidade 16S do rRNA), foram analisadas
36 amostras (utensilios: n=27 e mesas: n=9). Klebsiella sp. e Acinetobacter sp. Foram detectadas em todas as
amostras, Citrobacter sp. sobre as mesas e Aeromonas hydrophila, nos talheres. Houve falha no processo de

higienizacdo, que foi confirmada pelas analises realizadas, que evidenciaram a presenca de microrganismos
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indicadores e patogénicos, que podem causar a perda da qualidade das refei¢des, assim como danos a saude dos
comensais. Desta forma, é necessario adequar o processo de higienizagdo, a fim de minimizar o risco de

contaminacdo e o surto de doencas transmitidas por alimentos (DTA).

Palavras-chave: Contaminagdo microbiana; Servicos de alimentagao; Seguranca dos alimentos; Superficies.

Abstract

The objective of the study was to evaluate the hygienic-sanitary conditions and the microbial community profile of
tables and tableware of a food service located in the city of Rio de Janeiro. The characterization of the sanitation
process of the tableware (plates, trays and cutlery) and the tables was carried out by systematic observation. The
tableware were washed in washing machine and the tables, cleaned by hand. After this process, the tableware
presented moisture and food residues. For the culture-dependent method, 126 sanitized samples (tableware: n = 90
and tables: n = 36) were analyzed. Mesophilic bacteria, coliforms, fungi, Escherichia coli and Staphylococcus aureus
were investigated. 100% of the sampled tableware and 80% of the sampled tables presented microbial counts higher
than recommended in literature. The surfaces were in inadequate hygienic-sanitary conditions. E. coli was isolated
in the tableware and S. aureus in the tables. By independent culture methods (PCR-DGGE and 16S rRNA sequencing),
36 samples (tableware: n = 27 and tables: n = 9) were analyzed. Klebsiella sp. and Acinetobacter sp. were detected
in all samples, Citrobacter sp. was found on the tables and Aeromonas hydrophila in the cutlery. Results showed that
the analyzed surfaces had indicative and pathogenic microorganisms, which can cause loss of quality in meals, as
well as damages to the consumers’ health. Therefore, it is necessary to adapt the tableware and tables hygiene
process in order to minimize the risk of contamination and food disease outbreaks.

Keywords: Microbial contamination; Food service; Food safety; Surfaces.

1 Introducgao

As transformagdes ocorridas no cotidiano da populacdo, como a ampliagdo da jornada de trabalho, a
inser¢do da mulher no mercado de trabalho e a urbanizagao contribuiram para o desenvolvimento do setor de
alimentagao coletiva (Rodrigues & Sabes, 2006; Leal, 2010).

O crescimento do setor pode ser observado pelo niimero de refei¢oes realizadas fora do lar. No ano de
2017, foram fornecidas cerca de 16 milhdes de refei¢des por dia, representando um aumento de 6% em
relagdo ao ano de 2016. Além disso, foram oferecidos 180 mil empregos diretos e consumidos,
aproximadamente, 12,4 mil toneladas de géneros alimenticios (Associagdo Brasileira das Empresas de
Refeigoes Coletivas, 2017).

O aumento do nimero de refei¢des realizadas fora do lar tem contribuido para a ocorréncia dos surtos de
doengas transmitidas por alimentos (DTA), que sdo um importante problema de Satude Publica, tanto nos
paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento (World Health Organization, 2018). Nos Estados
Unidos da América, no ano de 2016, houve 24.029 casos de DTA, com 5.512 hospitalizacdes e 96 mortes
(Centers for Disease Control and Prevention, 2016). No Brasil, foram reportados 5.252 casos de surtos DTA,
entre os anos de 2010 e 2017 (Brasil, 2017). As DTA estdo relacionadas com falhas que podem ocorrer
durante o processo produtivo de refei¢des, incluindo a deficiente higienizacdo dos alimentos e das superficies
(Brasil, 2010; Ebone et al., 2011; S3o José, 2012).

A importancia do controle higiénico-sanitario dos equipamentos e utensilios dos servigos de alimentacao
pode ser evidenciada pelos estudos realizados por Coelho et al. (2010), que isolaram Bacillus cereus nas
superficies de bancadas, equipamentos e utensilios, € nas maos de manipuladores de restaurantes comerciais
do municipio de Vigosa, Minas Gerais. De forma semelhante, Cunningham et al. (2011) isolaram Escherichia
coli das mesas de refeicdes e dos pratos, cortadores e placas de corte, em servigos de alimentacdo da
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Universidade de Minnesota — EUA. Salmonella Enteritidis também foi isolada em amostras de alimentos e
nas superficies de servigo de alimentagdo por Chatt et al. (2017).

Cabe ressaltar que os microrganismos deterioradores de alimentos e os patogénicos podem aderir as
superficies e permanecer viaveis, mesmo apds o processo de higienizagao, acarretando a perda da qualidade
das refei¢cdes produzidas, além de aumentar o risco da ocorréncia de surtos de DTA (Rode et al., 2007;
Kochanski et al., 2009; Kasnowski et al., 2010).

Dessa forma, é necessario que os gestores dos servigos de alimentagdo realizem o controle e a avaliagdo
do processo de higienizacdo — que envolve as etapas de limpeza e sanitiza¢do — das superficies, para assegurar
as condi¢des higiénico-sanitarias das mesmas, de forma que ndo sejam fonte de contamina¢do no
estabelecimento.

Diante do exposto, o presente estudo objetivou avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias e o perfil da
comunidade microbiana dos utensilios e das mesas de um servigo de alimentacéo localizado no municipio do
Rio de Janeiro, Brasil.

2 Material e métodos

O estudo foi realizado entre os anos de 2013 e 2014, em um servi¢o de alimentagdo (SA) localizado no
municipio do Rio de Janeiro, Brasil. O SA servia aproximadamente 3.500 refei¢des no periodo do almogo e
atendia a populacdo em vulnerabilidade social, que incluia os moradores de rua e os trabalhadores informais
de baixa renda. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética e pesquisa da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (Protocolo n.° 118/2010) e foi conduzida da seguinte forma:

2.1 Caracterizacao do processo de higienizacdo dos utensilios (pratos de ceramica, bandejas de
polipropileno e talheres de aco inoxidavel) e mesas do salao de refei¢oes

Foi realizada por observacado sistematica (Alvarez, 1991), para verificar a frequéncia e o método utilizado
na higienizagdo das superficies dos utensilios ¢ das mesas, assim como o emprego de produtos saneantes e
se os mesmos eram regularizados pelo Ministério da Satide, conforme prevé a Resolugdo —RDC n.° 216/2004
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2004).

2.2 Avaliacao das condic¢des higiénico-sanitarias de utensilios e mesas do salao de refeicoes

2.2.1 Critérios para amostragem

Foram coletadas amostras dos utensilios (pratos, bandejas ¢ talheres) e das mesas do saldo de refei¢des.
Tanto os utensilios quanto as mesas eram higienizados pelos auxiliares de servigos gerais (ASG), conforme
o procedimento de higienizagdo adotado no servigo de alimentagdo. As amostras dos utensilios e das mesas
foram coletadas durante 8 (oito) dias sendo: dias 1 e 2 — destinados a coleta das amostras dos pratos; dias 3 ¢ 4
— das bandejas; dias 5 e 6 — dos talheres; dias 7 ¢ 8 —mesas. A fim de verificar se houve alteracao na contagem
de microrganismos sobre as superficies, as coletas ocorreram nos seguintes horarios: antes da abertura do
SA, as 10h00; durante a distribuicdo das refeigdes, as 12h00, e proximo ao fechamento do SA, as 14h00, ou
seja, ao longo do horario de funcionamento do restaurante.

As amostras dos utensilios que foram coletadas as 10h00 haviam sido higienizadas ao final do expediente,
no dia anterior a coleta. As amostras dos utensilios obtidas as 12h00 e 14h00, assim como as amostras das
mesas obtidas as 10h00, 12h00 e 14h00, foram coletadas logo apos a higienizagdo pelos ASG. No momento
da coleta, os utensilios estavam expostos sobre o balcao de distribuicao.

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 22, 2018097, 2019 | https://doi.org/10.1590/1981-6723.09718 3/14



Condigoes higiénico-sanitarias e perfil da comunidade microbiana de utensilios e mesas higienizadas de um servigo de alimentagao
localizado no Rio de Janeiro

Oliveira, A. G. M. et al.

2.2.2 Técnica de coleta das amostras

Para os utensilios, utilizou-se a técnica de lavagem de superficie com 50 mL de solucdo salina estéril a
0,85% (p/v), sendo utilizados os neutralizantes de produtos saneantes, tiossulfato de sodio 1,0% (p/v) e
Tween-80 0,1% (v/v) (Evancho et al., 2001). A area aproximada de cada utensilio foi calculada e o resultado
foi apresentado em centimetros quadrados (cm?). As amostras das mesas foram coletadas pelo método de
esfregaco em superficie com swab, sendo diluidas em 10 mL de solugdo salina estéril. Para a coleta, foi
utilizado molde estéril com éarea de 100 cm? (Evancho et al., 2001). As amostras foram acondicionadas em
caixas térmicas refrigeradas e transportadas para analise no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos. As
analises microbiologicas foram realizadas no mesmo dia em que as amostras foram coletadas.

2.2.3 Analise microbiologica utilizando método dependente de cultivo

Em cada horario de analise, foram coletadas cinco amostras das superficies dos utensilios e seis amostras
das mesas, totalizando, respectivamente, 15 e 18 amostras, por dia. Ao todo, foram analisadas 126 amostras
sendo: 30 provenientes dos pratos, 30 das bandejas, 30 dos talheres e 36 das mesas.

Foram pesquisados fungos, bactérias aerobias heterotroficas mesofilas totais, Staphylococcus aureus,
coliformes termotolerantes e a presenga de Escherichia coli, segundo os métodos descritos por Evancho et
al. (2001). Os resultados obtidos foram expressos em unidades formadoras de coldnias por centimetro
quadrado (UFC/cm?). Para a enumeragio de coliformes, os resultados foram expressos em nimero mais
provavel por centimetro quadrado (NMP/cm?), conforme descrito pela American Public Health Association
(APHA) (Kornacki & Johnson, 2001). Staphylococcus aureus American, Type Culture Collection (ATCC)
25923 e E. coli, ATCC 25922, foram utilizados como estirpes de controle.

2.2.4 Andlise dos resultados

Os resultados obtidos pelo método dependente de cultivo foram comparados com as recomendagdes
sugeridas por Evancho et al. (2001) e Silva Junior (2007). De acordo com a APHA, as superficies devem ser
consideradas em condig¢des higiénico-sanitarias adequadas quando apresentarem contagens de até 2 UFC/cm?
para bactérias aerobias heterotroficas mesofilas totais (Evancho et al., 2001). Silva Junior (2007) sugere, para
os utensilios de mesa (talheres, pratos e bandejas), contagens de até 10> UFC/cm?, para bactérias aerdbias
heterotroficas mesofilas totais. Como Evancho et al. (2001) e Silva Junior (2007) ndo sugerem contagens
para fungos, no presente estudo, foi utilizado o mesmo critério empregado para bactérias aerobias
heterotréficas mesoéfilas totais.

Com relagdo aos coliformes termotolerantes e S. aureus, Silva Junior (2007) recomenda auséncia em
50 cm? das superficies de equipamentos e utensilios de preparacdo (conchas, escumadeiras, entre outros).
Esta recomendacéo foi considerada para os utensilios e mesas, no presente estudo.

Os resultados obtidos foram tabulados no software IBM SPSS Statistic 20 (SPSS Inc, Chicago). Foi
realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a hipotese nula de que os dados das varidveis
estudadas originaram de uma distribuicdo normal. Foi realizado o teste Kruskal-Wallis para dados ndo
paramétricos, seguido do teste de comparagdes multiplas, sendo considerado o nivel de significancia de 5%.
Estes testes foram realizados para avaliar a hipétese nula de que ndo existia diferenca estatisticamente
significativa entre as contagens dos microrganismos as 10h00, 12h00 e 14h00, para uma mesma superficie
analisada, nos dois dias de coleta.

2.3 Avaliacao do perfil da comunidade microbiana sobre as superficies analisadas por método
independente de cultivo

Foram analisadas 36 amostras, sendo: nove provenientes dos pratos, nove das bandejas, nove dos talheres
e nove das mesas, coletadas as 10h00, a fim de verificar a comunidade microbiana presente nas superficies.
A técnica de coleta e a origem das amostras utilizadas nas analises por métodos independentes de cultivo
foram as mesmas empregadas nos métodos dependentes de cultivo.

A avaliagdo do perfil da comunidade microbiana foi realizada por reagdo em cadeia de polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), separados por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (Denaturing
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Gradient Gel Electrophoresis - DGGE). Para a extracdo de DNA, 3 mL da agua de lavagem das mesas e dos
swabs das amostras originais das superficies foram removidos e filtrados em membrana de nitrocelulose com
poros de 0,22 um (Sartorius, Gottingen, Alemanha) (Heuer & Smalla, 1997).

A extracdo do DNA total foi realizada utilizando-se o FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals,
Solon, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante, e foram criopreservados a -20 °C. Para a avaliagdo
da estrutura da comunidade bacteriana total, foi utilizado o par de iniciadores U968f GC (5°-
AACGCGAAGAACCTTAC-3") e L1401r (5-GCGTGTGTACAAGACCC-3’), para amplificar as regides
V6-V8, que codificam a subunidade 16S do RNA ribossomal (Heuer & Smalla, 1997). Os fragmentos da
PCR foram separados por DGGE utilizando o equipamento Dcode™ Universal Mutation Detection System
(Bio-Rad, Richmond, California, EUA) (Muyzer et al., 1993). Os géis de DGGE (ureia e formamida entre
45 e 65%) foram preparados com poliacrilamida (6%) e solucdo de Tris-acetato (pH 8,3).

A eletroforese foi realizada com solugdo de Tris-acetato-EDTA a 60 °C em voltagem constante de 75 V,
por 16 horas. Os géis de DGGE foram corados com SybrGreen® (Molecular Probes, Oregon, EUA) e
digitalizados com o auxilio do equipamento Storm® (GE Healthcare), utilizando o programa Bionumerics
v 6.5 (Applied Maths), seguindo as instrugdes do fabricante.

Os perfis das bandas foram analisados e convertidos em matrizes numéricas quantitativas com o programa
Bionumerics v 6.5, seguindo as instru¢des do fabricante. As bandas que apresentavam maior densidade no
gel de eletroforese e aquelas presentes em todas as superficies analisadas, ou seja, que indicavam os
microrganismos amplamente distribuidos nas superficies, foram selecionadas e excisadas do gel de
poliacrilamida. Estas bandas foram submetidas ao sequenciamento da regido que codifica a subunidade 16S
do RNA ribossomal na empresa Macrogen (Seoul, Coreia). Os resultados obtidos foram comparados com a
sequéncia de genes depositadas no GenBank.

Para identificar a quantidade dos possiveis microrganismos nas amostras e verificar se houve diferenca
estatisticamente significativa entre os nimeros de bandas obtidos por PCR-DGGE para cada superficie, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis e o calculo da mediana pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Utilizou-se
o pacote do programa no software IBM SPSS Statistic 20 (SPSS Inc, Chicago).

4 Resultados e discussao

No servigo de alimentagdo em estudo, as mesas do saldo de refeicdes eram higienizadas manualmente
pelos ASG, sendo utilizado pano umedecido com hipoclorito de sdédio a 100 ppm (v/v). Os utensilios (pratos,
bandejas e talheres) eram pré-lavados em agua corrente, com o auxilio de esponja para remover os residuos
de alimentos. Em seguida, os utensilios eram colocados na maquina de lavar, lavados com detergente neutro
a 40 °C e secos a 60 °C.

Ainda que a Resolugdo (RDC) n.° 216/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(Brasil, 2004) ndo estabeleca os parametros de temperatura para a higienizagdo de superficies, o Centers for
Diseases Control (Centers for Disease Control and Prevention, 2013) recomenda que a temperatura de agua
de lavagem deve estar entre 66 ¢ 74 °C, e a de secagem, a 71 °C. Mattick et al. (2003) sugerem que a
temperatura da agua de lavagem seja superior a 40 °C, para reduzir a contagem de microrganismos sobre as
superficies. No presente estudo, as temperaturas observadas estavam abaixo do preconizado pelo CDC
(Centers for Disease Control and Prevention, 2013).

Resultado semelhante foi obtido por Chatt et al. (2017), que também verificaram inadequacdo na
temperatura da agua de lavagem. Os autores observaram que a dgua estava a 56 °C, além de detectarem a
presenca de residuos de alimentos no interior da maquina de lavar. De acordo com Chatt et al. (2017), as ndo
conformidades identificadas sugerem que os utensilios podem ser fonte de contaminagao no estabelecimento.
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No presente estudo, ao final do processo de higienizagdo, os utensilios ainda estavam umidos e
apresentavam residuos de alimentos, o que pode favorecer a multiplicagdo e a sobrevivéncia de
microrganismos sobre os mesmos. Apesar de os utensilios ndo estarem visualmente limpos, os ASG davam
continuidade ao processo de higienizagdo aspergindo alcool 70%.

A presenca de residuos alimentares nos utensilios indica que o processo de higieniza¢ao adotado no servigo
de alimentagdo estd em desacordo com a legislagdo vigente, que estabelece que as superficies das instalagoes,
equipamentos e utensilios devem estar em condi¢des higiénico-sanitarias adequadas e livres de sujidades
(Brasil, 2004).

As ndo conformidades identificadas durante o processo de higieniza¢do foram confirmadas pelas analises
microbioldgicas, que evidenciaram que 100 e 80% das amostras dos utensilios e das mesas, respectivamente,
estavam acima das recomendagdes sugeridas por Silva Junior (2007) e Evancho et al. (2001) para contagem
de bactérias aerdbias heterotroficas mesofilas totais e fungos.

As amostras dos utensilios, que foram coletadas as 10h00 (antes da abertura do servico de alimentagdo),
apresentaram as maiores contagens para bactérias aerobias heterotroficas mesofilas totais, entre 1,4x107 e
2,0x10° UFC/cm?, e também para fungos, cujas contagens estavam entre 3,0x10° ¢ 2,6x10° UFC/cm?. Essas
amostras haviam sido higienizadas, na maquina de lavar, ao final do expediente, no dia anterior a coleta, e
ficaram expostas sobre o balcdo de distribuicdo. Os resultados sugerem que o contato da microbiota presente
nas superficies com os residuos de alimentos e a umidade tenham favorecido as altas contagens observadas
as 10h00.

Ao longo do dia, foi observada redugdo na contagem microbiana, havendo diferenga estatisticamente
significativa para a contagem de bactérias aerdbias heterotroficas mesofilas totais, nas amostras dos pratos
(Dia 1: p-valor 0,02 e Dia 2: p-valor 0,04) e dos talheres (Dia 3: p-valor 0,002 e Dia 4: p-valor 0,008).
Também houve diferenca estatisticamente significativa para a contagem de fungos (Dia 4: p-valor 0,027) e
para a enumeracdo de coliformes termotolerantes (Dias 3 e 4: p-valor 0,005), nas amostras dos talheres
(Tabela 1). Embora, ao longo do dia, tenha ocorrido redu¢do na contagem desses microrganismos, as
amostras permaneceram em condi¢Oes higiénico-sanitarias inadequadas, podendo as mesmas ser fonte de
contamina¢do no estabelecimento.
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Tabela 1. Contagens microbianas das amostras obtidas dos utensilios e das mesas durante o funcionamento do servi¢o de alimentagéo.

Pratos
3
Talheres
4
5
Bandejas
6
7
Mesas
8
Recomendagdes

2,0x10%

(13X10°—33X10%)

34X10%
(1,6X10° - 2,0X10°)

9,0X10%
(6,5x10°- 2,0x107)

4,7X10%
(5,5x10% 1,4x107)

7,5X107
(2,9x107 - 4,5x10°)

1,5X108
(1,0x107-3,9x10)

84X10
(1,1x102- 5,1x10%)

1,1X103
(1,0x10" - 4,6x10°)

1,6x107A8
(1,4x10° 4,2x10%)

34X10
(1.2x10° -3,4x10)

1,5X10%®
(13x10*-2,5x10%)

1,7X10%
(8,5x10%- 4,5x10)

2,6X108
(2.8x107-2,6x10°)

9,0X107
(2,5x107- 8,5x10°)

6,1X10%8
(9,0x10% 6,7x10%)

3,1X10*
(1,0x10%2,0x10°)

5,0x10°®
5,0x10%-2,9x107)

8,3X10™
(5,0x10° -3 4x10%)

5,5X10%
(4,4x10%2,0x10°)

13X10°®
(5,0x10% 1,2x10%)

2,8X108
(4,3x107- 5,0x10%)

2,4X10°
(1,5x108 - 3,0x10%)

2,1X10°
(3.5x 10°-32x 10%)

8,5X10°
(63x10%-3,0x10%)

0,02

0,04

0,002

0,008

0,681

0,716

0,011

0,108

14x10°
(5,0x10° - 2,4x10°)

2,0X10°
(1,0x1052,7x105)

3,0X10°
(5,5x10° - 1,4x107)

8,5,0X10%
(3,7x10% - 1,6x10°)

2,6X10°
(1,4x10°-33x107)

1,0X10°
(2,4x10%- 1,7x10°)

1,3X10*
(4,0x10° - 1,5x10%)

53X10
(3,7x10' -9,0x10%)

2,0X10°
(5,0x10%1,1x10%)

1,4X10°
(5.0x10%-3 4x10%)

34X10*
(2,7x10% 5,0x10%

7,5X10%8
(5.0x10%-3,8x10%)

1,5X10°
(4,1x10° - 3,1x106)

8,5X10°
(5,0x102-1,9x10°)

1,5X10%8
(2,9x10*-7,6x10%)

1,0X10
(1,0x10' 32x10°)

2 UFC/em? (Evancho et al., 2001); 10> UFC/cm? (Silva Junior, 2007)

5,0X10*
(5,0x10-8,5x10%)

1,7X10*
(5,0x10% - 5,0x10°)

2,3X10%
(2,5x10° - 8,5x10%)

5,0X10%
(5,0x10%- 5,0x10?)

1,5X10°
(5,5x10°- 1,5x10°)

42X10°
(5,0x10%-3,0x109)

38X10
(28%10*-63x 10

5,7X10
(1,7x10'-2.2x10)

0,153

0,124

0,247

0,027

0,168

0,845

0,023

0931

5,5x10*
(@7x10° 5,5x10%)

55X10*
(1,5x10*-5,5x10%)

1,5X10%
(1,1x10* - 5,5x10%)

5,5X10%
(23x10*-5,5x10)

4,7X10*
(1,5x10% 5,5x10%)

5,5X10*
(5,5x10% 5,5x10%)

2,4X10?
(3.6x10- 1,1x10%)

66
(2,0x10'-9,1x10)

2,3X10*
(1,5x10% - 5,5x10%)

5,5X10*

(@,7x10%-5,5x10%)

1,5X10%
(1,5x10% - 4,6x10%)

1,5X10%
(1,5x102 - 4,6x10?)

5,5X10*
(1,2x10° - 5,5x10%)

5,5X10*
(5,5x10% 5,5x10%)

7,8X10°
(4,3x10" - 1,1x10°)

)
(3,6x10'- 4,6x10)

47X10°
(3,6x10%-1,5x10%

2,7X10°
(3,6x10% 5,5x10°)

1,5X10%
(1,5x102 - 4,6x10?)

1,8X10%
(1,5x10% 1,.2x10°)

54X10*
(23x10°-5,5x10%)

5,5X10*
(1,8x10% 5,5x10%)

6,8X10
(3,0x10 - 4,6x10%)

30
(3,0x10 - 4,6x10%)

Auséncia (Silva Junior, 2007)

0,082

0,476

0,005

0,005

0,708

0368

0,110

0281

*UFC/cm?: Unidade Formadora de Coldnia por centimetro quadrado; "NMP/cm?: Nimero Mais Provével por centimetro quadrado; Nota: Contagens seguidas por letras diferentes em uma mesma linha diferem
estatisticamente no nivel de significancia de 5%, pelo teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de comparagdes multiplas.
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Com relagdo aos dias de coleta das amostras das mesas (dias 7 e 8), as amostras obtidas as 10h00
apresentaram contagens para bactérias aerobias heterotroficas mesofilas totais entre 1,1x10 e 4,6x10°
UFC/cm?.

Ao longo do dia 7, houve aumento na contagem dos microrganismos sobre as mesas com diferenga
estatisticamente significativa para as contagens de bactérias mesofilas (p-valor 0,011) (Tabela 1). O aumento
na contagem microbiana pode estar relacionado com a alta rotatividade dos comensais, uma vez que eram
atendidas cerca 3.500 pessoas por dia, das 10h00 as 14h00, o que poderia dificultar a higienizacdo adequada
das mesas durante o funcionamento do restaurante.

Medeiros et al. (2017) também identificaram altas contagens de bactérias aerdbias heterotroficas mesofilas
totais em superficies de manipulacdo de alimentos, assim como em utensilios (cuba de inox e espatula de
coccdo). A contagem de bactérias aerdbias heterotroficas mesofilas totais ndo esta diretamente relacionada
com a presenga de patdogenos, mas ¢ comumente utilizada como indicador de qualidade (Meretre & Langsrud,
2017). Altas contagens desses microrganismos sobre as superficies indicam que houve inadequagdo nos
procedimentos de limpeza e sanitiza¢do (Silva et al., 2014; Meretre & Langsrud, 2017).

Gkana et al. (2016) colocam que as superficies que possuem elevadas contagens de microrganismos podem
ser fonte de contaminagdo dos alimentos, nos servigos de alimentagao.

Com relagdo a enumeracdo de coliformes termotolerantes, cuja presenga esta relacionada a contaminagao
de origem fecal, 100% dos utensilios e das mesas apresentaram contagens acima do limite recomendado por
Silva Junior (2007). Os pratos, bandejas e talheres apresentaram contaminagdo por E. coli. Pelo método
independente de cultivo, foi detectada a presenca de Citrobacter sp. sobre as mesas e Klebsiella sp. em todas
as superficies analisadas.

E. coli e Klebsiella sp. também foram detectadas por Jeronimo et al. (2011), Rezende et al. (2012) e Silva
et al. (2014) sobre superficies dos pratos, talheres, esponjas, placas de corte e pia da cozinha, e na area de
pré-preparo e preparo de alimentos. A presenga de E. coli pode estar associada a contaminacdo de origem
fecal e também com a contaminag¢do indireta proveniente do ambiente (Leclerc et al., 2001; Silva et al., 2006).
Citrobacter sp. e Klebsiella sp. sdo frequentemente enumerados como coliformes termotolerantes. Além de
apresentarem como habitat o intestino, esses microrganismos também podem ser naturalmente encontrados
no ambiente, o que ndo assegura completamente a sua associagdo com contaminagdo fecal (Leclerc et al.,
2001; Silva et al., 2006).

A detec¢do de coliformes termotolerantes nas superficies analisadas pode ser uma consequéncia da
inadequacdo do processo de higienizagdo. Neste processo, normalmente sdo empregados métodos fisicos,
como o calor, e quimicos, que resultam na redu¢do dos microrganismos de interesse em Saude Publica a
niveis seguros (Brasil, 2004). Entretanto, no presente estudo, foram observadas falhas nos procedimentos
empregados, como a baixa temperatura da agua de lavagem e de secagem, além da possibilidade de
disseminacdo destes microrganismos sobre as superficies, devido ao uso de esponjas para limpeza prévia.
Wolde & Bacha (2016) colocam que as esponjas podem apresentar residuos de alimentos, favorecendo a
multiplica¢do de microrganismos e a contaminagdo dos utensilios.

S. aureus ndo foi detectado em nenhuma amostra dos utensilios, mas esteve presente em 100% das
amostras das mesas. As contagens variaram de 1,0x10 a 2,5x10* UFC/cm?, ao longo do funcionamento do
servico de alimentagdo. Ainda que todas as amostras analisadas estivessem com contagens acima do
recomendado por Silva Junior (2007), aquelas que foram coletadas as 10h00 apresentaram menores
contagens. Este resultado pode estar relacionado ao fato de que, no horario desta coleta, o restaurante ainda
ndo estava em funcionamento.

No presente estudo, os comensais podem ter sido a fonte de contaminag@o das mesas do saldo de refeicdes

por S. aureus. Este microrganismo ¢ comumente encontrado na pele e mucosas do trato respiratorio,
constituindo-se em fonte de contaminacdo para os alimentos e superficies (Castro et al., 2016).
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A presencga de S. aureus sobre as mesas, mesmo antes da abertura do servigo de alimentacdo, pode estar
relacionada com a capacidade de esse microrganismo sobreviver em ambientes secos, como as superficies
inanimadas e a pele, podendo permanecer viavel por mais de 90 dias em superficies de polietileno, apds o
contato inicial (Neely & Maley, 2000; Kusumaningrum et al., 2002; Chaibenjawong & Foster, 2011;
Hennekinne et al., 2012).

S. aureus, assim como Salmonella spp. e E. coli, sdo os principais agentes envolvidos nos surtos de DTA
(Brasil, 2017). No Brasil, os registros apontam que os surtos DTA ocorrem principalmente nos servigos de
alimentacao devido a manipulacdo inadequada dos alimentos e a higienizacao deficiente dos equipamentos,
alimentos e utensilios (Oliveira et al., 2010; Losasso et al., 2012). Além disso, S. aureus é um patdgeno
oportunista, que pode causar desde infeccdes superficiais na pele até doengas invasivas graves e
potencialmente fatais (Chaibenjawong & Foster, 2011; Hennekinne et al., 2012).

Os resultados obtidos pelas analises microbioldgicas por métodos independentes de cultivo mostraram que
houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os niumeros de bandas presentes nos utensilios
e nas mesas do saldo de refei¢des (Figura 1). Os utensilios que foram lavados na maquina de lavar
apresentaram maior nimero de bandas do que as mesas do saldo de refeicdes que foram higienizadas
manualmente (Figura 1).
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i Manual
Bandeja Mesa Prato _ Talher [Guar

Figura 1. Numero de bandas obtidas por reagdo em cadeia de polimerase separadas por denaturing gradient gel
electrophoresis (PCR-DGGE). Nota: Grupos de analise: (A) superficie analisada e (B) método de higienizagdo
empregado; Letras diferentes em um mesmo grupo de anélise diferem estatisticamente no nivel de significancia de 5%,
ao teste de Kurskal-Wallis.

Esses resultados reforcam a inadequag@o do processo de higieniza¢do e que a maquina de lavar pode ser
uma fonte potencial de contaminago, no servigo de alimentagdo em estudo.

Foram selecionadas, para identificacdo por sequenciamento da regido que codifica a subunidade 16S do
rRNA, as bandas presentes em todas as superficies analisadas — que indicavam os microrganismos
amplamente distribuidos — e aquelas que apresentavam maior densidade no gel de eletroforese. As bandas de
maior densidade foram relacionadas a um maior nimero de copias do rRNA e, possivelmente, um maior
nimero do microrganismo identificado na superficie analisada (Figura 2).
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Figura 2. Perfis de bandas de 16S rRNA obtidas por rea¢do em cadeia de polimerase separados por denaturing
gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) das amostras dos utensilios e das mesas. As linhas pretas indicam as bandas
selecionadas para o sequenciamento. As bandas marcadas com linhas pretas pontilhadas estavam presentes em todas as

amostras.

O crescente emprego da técnica de sequenciamento da regido que codifica a subunidade 16S do rRNA
para identificar microrganismos tem favorecido a deteccdo de grupos microbianos (cultivaveis ou nao
cultivaveis) importantes, em ambientes de processamento de alimentos (Meretre & Langsrud, 2017). Como
vantagens, esta técnica ndo requer o emprego de neutralizantes de desinfetantes no meio de cultura e néo
depende de variaveis, como o controle do tempo, da temperatura, da atmosfera ou de fatores nutricionais para
a multiplicacdo dos microrganismos (Meretre & Langsrud, 2017).

Pelo método independente de cultivo, além de Klebsiella sp., também foi verificado que microrganismos
pertencentes ao género Acinetobacter sp. estavam em todas as superficies analisadas. Micrococcus luteus foi
detectado nas bandejas e Aeromonas cavie € A. hydrophilla, nos talheres (Tabela 2).

Tabela 2. Identificagdo das bandas obtidas por reagdo em cadeia de polimerase separadas por denaturing gradient gel
electrophoresis (PCR-DGGE), tomando por base o BLAST (GenBank), utilizando iniciadores universais para bactéria
total.

1 Mesa Klebsiella pneumoniae 100 IN969334 361
2 Talher Aeromonas caviae 100 JF920476 385
3 Bandeja Micrococcus luteus 99 J1X262404 345

4 Prato Acinetobacter cglcoacetzcus 99 AB302132 471
subsp. anitratus

5 Bandeja Micrococcus luteus 99 J1X262404 387
6 Bandeja Micrococcus luteus 99 JX262404 405
7 Bandeja Acinetobacter sp. 99 JF772529 509
8 Bandeja Acinetobacter baumannii 99 HE978267 405
9* Utensilios e mesa Klebsiella sp. 98 GQ416644 387
10 Mesa Acinetobacter sp. 98 AM412161 248
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Tabela 2. Continuagio...

Percentual de Numero de Nu:; e;:; de
Banda Origem Microrganismos similaridade acesso no .
(%) GenBank analisadas
(bp)
11 Mesa Citrobacter sp. 98 HMS536988 424
12 Talher Aeromonas hydrophila 98 JX262991 357
13 Bandeja Acinetobacter sp. 98 HM366447 345

14 Prato Acinetobacter cqlcoacetlcus 97 AB302132 370
subsp. anitratus

15 Prato Acinetobacter rudis 97 FR773879 353

16 Prato Acinetobacter cqlcoacetlcus 97 AB302132 465
subsp. anitratus

17* Utensilios e mesa Acinetobacter sp. 97 HM366447 317

*Espécies presentes em todas as amostras.

Acinetobacter sp. apresenta grande tolerancia as condi¢des variadas de umidade, temperatura e pH, o que
favorece sua sobrevivéncia em superficies imidas e secas por periodos prolongados (Peleg et al., 2008). Este
microrganismo ¢ comumente encontrado no ambiente e pode estar presente na microbiota da pele humana
(Peleg et al., 2008; Scarcella et al., 2016). Acinetobacter sp. ja foi isolado em superficies de processamento
de alimentos por Cerveny et al. (2009) ¢ Maretre & Langsrud (2017).

Microrganismos do género Micrococcus podem ser encontrados no ambiente e na pele, mas assim como
Acinetobacter sp. ndo tém sido relacionados a doengas transmitidas por alimentos (Cohen et al., 2017). Por
outro lado, 4. calcoaceticus é considerado um importante microrganismo causador de infec¢des relacionadas
a assisténcia a satide (Wong et al., 2017).

Outro microrganismo detectado no servigo de alimentacdo foi A. hydrophila, que tem sido isolado de
amostras ambientais, do ambiente aquatico e de alimentos, como peixe, mariscos, aves € carne crua
(Daskalov, 2006). A. hydrophila tem causado surtos de DTA em servicos de alimentagao, devido ao consumo
de produtos da aquicultura e de alimentos prontos que sdo mantidos refrigerados (Daskalov, 2006; Zhang et
al., 2012). Além disso, A. hydrophila é considerado um patdgeno alimentar emergente devido a sua
capacidade de crescer sob baixas temperaturas (Adams & Moss, 2000). No presente estudo, A. hydrophila
foi detectado nos talheres, porém a fonte de contaminag@o por este microrganismo permaneceu inconclusiva,
uma vez que este nao foi encontrado em outras superficies do servico de alimentagdo, segundo os critérios
de selecdo das bandas sequenciadas.

5 Conclusao

Todas as superficies analisadas estavam em condigdes higi€nico-sanitarias inadequadas, devido as ndo
conformidades identificadas no processo de higienizagdo, como a ineficiéncia da maquina de lavar em relagdo
as temperaturas de lavagem e de secagem, e a deficiente remocao de residuos de alimentos das superficies.

O processo de higienizacdo manual empregado nas mesas também ndo se mostrou eficiente, uma vez que
elevadas contagens microbianas foram identificadas antes da abertura do servigo de alimentag@o.

Na microbiota do servigo de alimentacdo, foi observada a ampla disseminagdo de microrganismos do
grupo dos coliformes e Acinetobacter sp., confirmando a inadequagdo do processo de higienizacdo.
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Microrganismos patogénicos, como S. aureus e A. hydrophila, foram detectados nas superficies do servigo
de alimentacgio.

Os achados microbiolégicos podem resultar tanto na ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos
quanto de infecgdes na pele e mucosas dos comensais. Desta forma, ¢ importante adequar o processo de
higienizac¢do, assim como realizar manuten¢do da maquina de lavar, a fim de minimizar o risco de
contaminacdo no servico de alimentacdo. Também ¢ necessario realizar a capacitagdo dos ASG para que
possam executar de forma adequada os procedimentos de limpeza e sanitizagdo, e auxiliar na detec¢do de
ndo conformidades.
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