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RESUMO

A alface (Lactuca sativa Linn) é a hortalica mais consumida pelos brasileiros, podendo
ser utilizadas em diversos tipos de pratos. O seu consumo requer atencdo quanto aos
aspectos higiénico-sanitarios. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi analisar o
perfil parasitologico e microbiolégico de alfaces comercializadas em restaurantes self-
service em S&o Luis, Maranhdo, sendo coletada uma amostra de alface de cinco
restaurantes de seis bairros, totalizando assim 30 amostras. Essas foram
armazenadas em isopor com gelo e transportadas para analise, apés a lavagem com
agua destilada autoclavada, procedeu-se as andlises parasitolégica com as técnicas
de sedimentacé@o esponténea e por centrifugacdo e para a andlise microbiolégica foi
utilizado o kit COLItest® para determinagéo de coliformes totais e Escherichia coli. As
alfaces coletadas dos restaurantes, 60% (18/30) encontravam-se positivas para
alguma forma parasitaria, sendo o protozoario Tetrahymena spp. (6/30), e o helminto
Toxocara canis (3/30) os mais observados. Nos resultados microbiologicos, 93%
(2/30) das amostras apresentaram positivas para coliformes totais e Escherichia coli e
63% (17/30) das amostras estavam improprias para o consumo. A amostra que teve a
maior contaminacdo por Escherichia coli foi do restaurante R5 do bairro Centro
(8,60x102 UFC/mL). A ingestao de hortalicas contaminadas é um risco para a saude
dos consumidores e préaticas higiénicos-sanitarias € um importante mecanismo para
evitar a presenca de microrganismos e parasitas e os restaurantes self-service desse
estudo precisa implantar e/ou melhorar essa prética.

Palavras-chave: Analise microbioldgica. Enteroparasitas. Hortalicas.

ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa Linn) is the vegetable most consumed by Brazilians and can
be used in various types of dishes. Its consumption requires attention regarding
hygienic-sanitary aspects. Therefore, the objective of this work was to analyze the
parasitological and microbiological profile of lettuce sold in self-service restaurants in
Sado Luis, Maranhdo, collecting a sample of lettuce from five restaurants in six
neighborhoods, thus totaling 30 samples. These were stored in styrofoam with ice and
transported for analysis, after washing with autoclaved distilled water, parasitological
analyzes were carried out with spontaneous sedimentation techniques and by
centrifugation and for microbiological analysis the COLIltest® kit was used for the
determination of coliforms total and Escherichia coli. Of the lettuces collected from the
restaurants, 60% (18/30) were positive for some parasitic form, the protozoan
Tetrahymena spp. (6/30), and the helminth Toxocara canis (3/30) were the most
observed. In the microbiological results, 93% (2/30) of the samples were positive for
total coliforms and Escherichia coli and 63% (17/30) of the samples were unfit for
consumption. The sample that had the highest contamination by Escherichia coli was
from the R5 restaurant in the Centro neighborhood (8.60x102 CFU/mL). The ingestion
of contaminated vegetables is a risk to the health of consumers and hygienic-sanitary
practices are an important mechanism to avoid the presence of microorganisms and
parasites and the self-service restaurants in this study need to implement and/or
improve this practice.
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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa Linn) é a hortalica mais consumida pelos brasileiros,
podendo ser utilizadas em pratos decorativos, lanches, acompanhamentos e em diversos
tipos de saladas, pode ser gerada de modo tradicional, ndo organico, com ou sem
presenca de agrotéxicos, ou cultivada por meio de métodos agricolas denominados
organicos que por nao possuir agrotoxicos e pesticidas sado considerados como mais
saudaveis, o que favorece uma procura maior pelos consumidores?, entretanto, no cultivo
organico sédo utilizados adubos produzidos com fezes de animais que podem contém em
sua composicdo bactérias, protozoarios e helmintos e dessa forma os alimentos
produzidos tornam-se mais suscetiveis a contaminacado por microrganismos patogénicos?.

Bactérias e parasitos podem se instalar nas hortalicas em variados pontos da
cadeia de producdo como o plantio, colheita, processamento, distribuicdo e preparo final.
As etapas mais significativas que favorecem a contaminacdo sdo o plantio, onde a
adubacdao e irrigacdo muitas vezes sao realizadas com agua e esterco néo tratadas, e 0
manejo pouco higiénico destes alimentos por individuos portadores de bactérias e
parasitos®.

O manuseio em condi¢cdes inadequadas de higiene para alimentos é um fator
importante na transmissdo de enteroparasitos®, e a alface, por ser consumida
principalmente crua em saladas, constitui uma 6tima fonte de contaminac¢éo, uma vez que
podem alojar formas infectantes de protozoarios e helmintos®, o que favorece as
parasitoses intestinais que sao, resultado da aquisicdo de enteroparasitos transmitidos
por algum meio, levando ao surgimentos de sinais e sintomas como, diarreia, ma
absorcdo de nutrientes, desnutricdo, obstrucdo intestinal®.

As hortalicas, como a alface sdo responsaveis também por surtos de doencas
bacterianas transmitidas por alimentos no Brasil e em diversos paises, principalmente
envolvendo a bactéria Escherichia coli e a presenca desse microrganismo pode indicar
contaminacéo fecal recente, causando enfermidades importantes no trato gastrintestinal’.
E com a inclusédo da alface na dieta da populacédo cada vez maior, existe a preocupacao
com o controle parasitoldgico e microbiolégico em hortalicas, tém-se ainda a preocupacéao

com a propagacgao de microrganismos e parasitos que podem facilitar o aparecimento de

agentes resistentes aos antimicrobianos®.
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A analise laboratorial de microrganismos e parasitos presentes em hortalicas torna-
se indispenséavel, pois é de extrema importancia para a saude publica, visto que fornece
informacdes a respeito das condi¢des higiénico-sanitarias que estdo sendo praticadas no
manuseio e comercializacdo desses produtos, além disso, mostram a relevancia do
controle e disseminacdo de acfes de seguranca para a prevencdo em todas as partes
envolvidas na producédo de hortalicas desde os produtores até aos consumidores.

Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo foi analisar o perfil
parasitolégico e microbiologico de alfaces comercializadas em restaurantes self-service

em Sao Luis, Maranhao.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo trata de uma pesquisa descritiva, experimental e analitica, realizada em
restaurantes self-service de seis bairros do municipio de S&o Luis capital do estado do
Maranhao, sendo estes, Centro, Renascenca, Cidade Operéria, Angelim, Cohab e Jodo
Paulo, sendo coletadas uma amostra de alface em cinco restaurantes em cada bairro,
totalizando 30 amostras de alfaces, a coleta foi realizada no periodo matutino entre

agosto a outubro de 2019.

As amostras foram identificadas, separadas e acondicionadas em sacos plasticos e
transferidas para uma caixa de isopor contendo gelo e entdo transportada para o
Laboratério de Ciéncias Biomédicas da Universidade Ceuma, aonde procedeu as

analises.

Lavagem das alfaces

As folhas foram separadas, desprezando-se partes deterioradas e talos e com
auxilio de uma escova foram lavadas com 300mL de agua destilada autoclavada e agua

captada em um recipiente.

Anédlise parasitologica

Realizou-se com 200mL da agua do lavado de cada amostra de alface, essa agua
foi filtrada através de gaze para um célice de sedimentacdo onde permaneceu em
repouso por 24 horas para decantacdo das estruturas parasitarias. Apos este periodo,

desprezou-se o0 excesso do sobrenadante deixando 50mL com o sedimento no calice, em
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seguida foi homogeneizado manualmente, acondicionado em tubo conico e submetido a
centrifugagédo a 3500 rpm por um minuto, desprezou entdo o sobrenadante e colhido o
sedimento final que foi transferido para a lamina, corando-o com lugol e coberto com uma
laminula para analise em microscoépio optico. E por fim, as formas parasitarias observadas

foram identificadas a partir da morfologias dos parasitos®.

Andlise microbiolégica

Utilizou aproximadamente 100mL da agua do lavado de cada amostra de alface que
foi submetida a analise microbioldgica utilizando o kit COLItest®. A sensibilidade do teste
€ de 1 unidade formadora de col6nia (UFC) por 100mL. Nos tubos contendo a agua do
lavado da alface adicionou-se o meio de cultura COLItest® e homogeneizou e foram
incubadas em estufas a 37°C por 24 horas. Para os tubos com amostras de agua
positivas para coliformes totais (alteracdo da cor purpura para o amarelo), foram
realizados a prova do indol, que foi a adicdo desse reagente nos tubos com cor amarela,
o teste foi positivo para presenca de Escherichia coli quando houve a formacdo de um
anel vermelho na superficie do meio. O frasco controle negativo continha agua destilada
autoclavadal®. Para os tubos indol positivos, uma aliquota foi retirada e semeada em
placas de Petri contendo meio de cultura Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e
posteriormente incubadas em 37°C por 24 horas. Por fim, a caracterizagéo dos coliformes
termotolerantes (Escherichia coli) foi evidenciada pelo crescimento de colénias com
centros enegrecidos e brilho verde metélico ou ndo!! e contou-se visualmente o nimero
de coldnias que se desenvolveram nas placas, e o numero de UFC foi determinado por
meio de célculos referentes a cada diluicdo*?.

3. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a quantidade de helmintos e protozoarios encontrados nas
alfaces nos bairros de estudos, 60% (18/30) das amostras foram positivas para presenca

de uma ou mais formas parasitarias.
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Tabela 1. Avaliacdo parasitologica de alfaces comercializadas em restaurantes self-
service de bairros de S&o Luis, Maranhao, Brasil, 2019.

Parasitos
Bairros Amostras Helmintos Protozoarios
Centro R1 NE Endolimax nana (C)
Entamoeba coli (C)
R2 NE Tetrahymena spp (C)
R3 NE NE
R4 NE Endolimax nana (C)
Entamoeba coli (C)
Giardia lamblia (C)
R5 NE NE
Renascenca R1 NE Endolimax nana (C)
R2 NE Endolimax nana (C)
R3 NE Entamoeba coli (C)
Entamoeba histolytica/dispar (C)
Giardia lamblia (C)
R4 NE NE
R5 NE Endolimax nana (C)
Cidade Operaria R1 Toxocara canis (O) NE
R2 NE Chilomasix mesnilli (C)
Tetrahymena spp (C)
R3 Toxocara canis (O)
R4 NE Isospora belli (C)
Tetrahymena spp (C)
R5 NE NE
Angelim R1 NE NE
R2 Ascaris lumbricoides (O) NE
R3 NE Isospora belli (C)
R4 NE Entamoeba coli (C)
R5 NE NE
Cohab R1 NE NE
R2 NE NE
R3 NE NE
R4 NE Tetrahymena spp (C)
R5 NE NE
Joé&o Paulo R1 Toxocara canis (O) NE
R2 NE Tetrahymena spp (C)
R3 NE Tetrahymena spp (C)
R4 NE NE
R5 NE NE

R1 a R5= Restaurantes; NE= Nao encontrados; C= cistos; O=ovos.

Na Figura 1 € possivel observar as imagens de alguns parasitos encontrados nas

alfaces, as Figuras 1A e 1D sdo helmintos e as Figuras 1B e 1C séo protozoarios, um

ponto que chama atencdo, é que nas Figuras 1B e 1D, h4 um aglomerado de formas

parasitarias observados em um Unico campo.
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® : ; D . &
A= Ovo infértil de Ascaris lumbricoides; B= Cistos de Tetrahymena spp.; C= Cistos de Chilomasix mesnilli; D= Ovos de
Toxocara canis.

Figura 1. Fotografia de alguns parasitos encontrados em alfaces comercializadas em
restaurantes self-service de bairros de S&o Luis, Maranh&o, Brasil, 2019.

A Figura 2 mostra as diferentes espécies parasitarias encontradas nas amostras de
alfaces, sendo sete espeécies distintas para protozoarios, e Tetrahymena spp., 0 mais
observado e apenas dois agentes etiolégicos classificados como helmintos, sendo o mais
visualizado Toxocara canis (Figura 1A). Enquanto, a Figura 1B, demonstra que em pelo
menos um restaurante de cada bairro foram observados alguma forma parasitaria, sendo
0 protozoario Tetrahymena spp., 0 mais presente nos restaurantes dos bairros analisado,
sendo visualizado em quatro de seis regides estudadas.
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o
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Frequéncias de parasitas
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A= Valores absolutos encontrados dos parasitos em todos os bairros; B= Valores absolutos encontrados dos parasitas
por bairros.

Figura 2. Frequéncia dos parasitas (helmintos e protozodrios) encontrados em alfaces
comercializadas em restaurantes self-service em bairros de S&o Luis, Maranh&o, Brasil,
20109.

Observa-se na Tabela 2, em relacdo a avaliagdo microbiolégica, que o0s
restaurantes do bairro Cidade Operaria (R1) e Angelim (R1) apresentaram amostras
negativas para coliformes totais e Escherichia coli. As demais amostras de todos o0s
bairros foram positivos para a presenca de coliformes totais e Escherichia coli, em
quantidade que variou para o microrganismo termotolerante de 0,06 a 8,60x102 UFC/mL.
O ponto com maior contaminacdo por Escherichia coli foi 0 R5 do bairro Centro com
8,60x102 UFC/mL.

Tabela 2. Populacdo de coliformes totais e Escherichia coli em alfaces comercializadas
em restaurantes self-service de bairros de Sao Luis, Maranhao, Brasil, 2019.

Coliformes
Bairros Amostras Totais Escherichia coli (UFC/mL)
Centro R1 Presente 2,35x102
R2 Presente 2,19x102
R3 Presente 1,06x10?
R4 Presente 3,84x10?
R5 Presente 8,60x102

62
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Renascenca R1 Presente 2,35x102
R2 Presente 3,08x102

R3 Presente 3,04x102

R4 Presente 2,75x107

R5 Presente 2,73x102

Cidade Operaria R1 Ausente Ausente
R2 Presente 0,08x102

R3 Presente 0,06x102

R4 Presente 2,03x10?

R5 Presente 1,00x10?

Angelim R1 Ausente Ausente
R2 Presente 0,56x102

R3 Presente 0,30x10?

R4 Presente 0,55x10?

R5 Presente 2,40x102

Cohab R1 Presente 1,07x102
R2 Presente 0,98x10?

R3 Presente 1,23x102

R4 Presente 1,36x102

R5 Presente 0,62x10?

Jodo Paulo R1 Presente 2,03x102
R2 Presente 1,00x102

R3 Presente 0,89x102

R4 Presente 0,83x102

R5 Presente 2,15x102

R1 a R5= Restaurantes; UFC/mL= unidade formadora de col6nia por mililitro.

Observa-se na Figura 3 o registro fotografico de placas com crescimento
bacteriano de Escherichia coli de algumas amostras de alfaces, sendo as colénias com

aspectos enegrecidas sdo caracteristicas para esta espécie de microrganismo.

A= Crescimento de Escherichia coli de alface do restaurante R3 do bairro Renascenca; B= Crescimento de Escherichia
coli de alface do restaurante R2 do bairro Centro.

Figura 3. Fotografia de placa com crescimento bacteriano de Escherichia coli em alfaces
comercializadas em restaurantes self-service de bairros de S&o Luis, Maranhao, Brasil,
2019.
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Realizou-se uma avaliacdo geral da qualidade das alfaces quanto aos aspectos da
presenca de formas parasitarias e microbiologica (Tabela 3). Nota-se que independente
do bairro, todos as regibes apresentaram pelo menos um restaurante que estava
contaminado com algum parasita. Em relacéo a analise microbiolégica, no bairro Angelim,
guatro restaurantes que comercializavam as alfaces, estavam proprias para consumo.
Entretanto, no bairro Cohab nenhuma das amostras encontravam-se proprias para o

consumo.

Tabela 3. Comparacdo da andlise parasitolégica e microbiologica de alfaces
comercializadas em restaurantes self-service de bairros de Sao Luis, Maranhao, Brasil,
2019.

Analise parasitolégica Analise microbioldgica
Bairros Auséncia de Presenca de Prépria para o Imprépria para o
contaminacdo contaminacédo consumo consumo

Centro 2 3 1 4
Renascenca 1 4 0 5
Cidade Operéria 1 4 3 2
Angelim 2 3 4 1
Cohab 3 2 0 5
Jodo Paulo 2 3 3 2

4. DISCUSSAO

A contaminacdo das alfaces por algum tipo de parasita no presente estudo é
preocupante, visto que 60% das amostras dos restaurantes encontrava-se com alguma
forma parasitaria. O estudo de Barcelo et al.'? realizado com hortalicas servidas em
restaurantes self-service no municipio de Ji-Parana-RO, assemelha-se com o presente
estudo, pois encontraram formas parasitarias, entretanto, todas as amostradas analisadas
estavam contaminadas, no trabalho de Macena et al.}* em alfaces servidas em
restaurantes self-service do municipio de Teixeira Freiras-BA, teve uma positividade de
96,67%, em ambos os estudos os dados observados sdo superiores ao desse estudo.
Essas discrepancia nesses achados podem estar relacionados as caracteristicas de
higienizacdo e armazenamento das hortalicas que diferem de localidades e perfil de
manipuladores de alimentos, entretanto, independentemente do nivel de contaminagéo, é
preocupante a presenca desses parasitas, demonstrando a precéaria higienizacdo das

hortalicas, pelo fato de estarem prontas para consumo.
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No estudo de Soares e Cantos!® sobre a qualidade parasitolégica e condicdes
higiénico-sanitarias de hortalicas comercializadas na cidade de Florianépolis-SC
apresentaram alto percentual de parasitas e as hortalicas analisadas de sacol6es
apresentaram maior numero de cistos de protozoarios, ovos e larvas de helmintos que as
obtidas dos supermercados e feira-livre. No entanto os resultados da presente pesquisa
se diferenciam dos encontrados por Pinto et al.® sobre dos demais citados acima onde no
seu estudo sobre andlise parasitologica de alfaces comercializada sem feiras de
municipio do interior do estado do Maranhdo todas as amostras foram positivas para
helmintos e/ou protozoarios.

Dentre os parasitos mais observados, o protozoario Tetrahymena spp foi o mais
encontrado nas amostras analisadas, seguido de E. nana. Tetrahymena spp sao
protozoarios ciliados ndo patogénicos de vida livre cujos integrantes sao encontrados
principalmente em agua frescal®, entretanto, a presenca da E. nana apesar de apresentar
risco a saude, a sua observacdo em amostras pode ser indicadora de baixas condi¢ces
sanitarias, como a falta de lavagem das maos apés evacuar e antes das refei¢des,
levando a contaminacédo de alimentos e Agua com material fecal’.

Outros protozoarios foram observados no estudo sendo alguns patogénicos e
outros comensais, também relatados em outra pesquisa como na de Moura, Santos e
Viegas'® em alface e couve-flor de feiras da regido central e suas mediacdes em
Anapolis-GO, que observaram E. nana, Entamoeba coli e A. lumbricoides. Das formas
parasitarias identificadas por eles, seis foram encontradas no presente estudo. Os
enteroparasitas relatados nos estudos pode sugerir que o problema higiénico-sanitario
seja de relevancia em relacdo a ma conduta dos restaurantes self-service na hora de
manusear as hortalicas.

Um indice alto de contaminac¢des por mais de um parasito nas amostras analisadas
foi observado nesse trabalho. O que sugere que a infeccdo ndo somente aconteceu por
precarias praticas higiénicas, mas também a contaminacao pode ter ocorrido no cultivo,
como no acondicionamento, transporte e comercializagéo, facilitando a contaminacgao de
hortalicas?®.

A contaminacgdo parasitaria € preocupante principalmente devido a capacidade de
algumas espécies ocasionarem doencas, portanto, a questdo sobre a ma higienizagcao

das hortalicas para o consumo preocupa, pois de acordo com Ferreira e Silva®,
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guando ha ingestdo de hortalicas contaminadas por parasitos, esses parasitos
conseguem causar graves infec¢des, o que provoca quadros anémicos, ma absor¢cédo de
nutrientes, quadros diarreicos e emagrecimento em individuos de diversas faixas etéria.
Os sintomas clinicos se diferem conforme a espécie parasitaria, carga ingerida de
infectantes e situacdes imunoldgicas por ocasido da infec¢cdo. Os resultados do presente
trabalho sugerem uma ma qualidade de higiene das hortalicas comercializadas em
restaurantes self-service, uma vez que foram encontradas enteroparasitas patogénicos
para o homem.

A qualidade microbiolégica de &agua e/ou alimentos pode ser determinada,
empregando-se, como parametro, microrganismos indicativos de contaminacgdo fecal,
como o grupo de coliforme, possuindo como principal representante Escherichia coli, que
investiga suas situagdes higiénicas, mostrando sua ligacdo com o histérico da amostra?..

Em relacdo aos aspectos microbioldgicos, 93% das amostras apresentaram-se
positivas para coliformes totais e termotolerantes (Escherichia coli). Sendo que 63%
estavam impréprias para o consumo estando fora dos padrdes estabelecidos pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 02 de Janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)??, que estabelece padrdes microbioldgicos e de
coliformes termotolerantes com quantidades superiores a 100 coliformes fecais por 100
mL.

O trabalho de Shinora et al.”, avaliaram os niveis de contaminagdo microbioldgica
em alfaces comercializadas na cidade do Recife-PE, e encontraram 100% de positividade
na deteccdo de coliformes totais e termotolerantes, estudo similar a pesquisa feita por
Moreira et al.?® sobre a avaliacdo microbiolégica e parasitolégica de hortalicas
comercializadas na baixada Fluminense no Rio de Janeiro que apresentou 95% de
amostras impréprias para 0 consumo segundo a legislagédo. Esses resultados séo similar
a este trabalho, reforcando o deficiéncia de cuidados com a higienizacdo desses
produtos.

No Brasil, observam-se verduras com grande concentragcdo de contaminagao por
coliformes fecais, salientando ser de fundamental importancia o cuidado com a irrigacao,

do cuidado com colheita, producédo, transporte, armazenagem, manipulacdo, para que

nao ocorra contato com fezes humanas e/ou de animais??.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de formas parasitarias e microrganismos nas alfaces, revelam um risco
para saude dos consumidores. Salienta-se a relevancia da implantacdo de programas de
educacdo em saude para os produtos, vendedores, como também para os consumidores
e fiscalizagdo pelos 6rgdos competentes, garantindo assim, um produto com baixo risco

de contaminacao e ideal para o consumo.
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