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RESUMO GERAL

ROSA, Odivia Oliveira Microbiota associada a produtos horticolas
minimamente processados comercializados em supermercados. 2002. 210p.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.”

O experimento foi conduzido no Laboratrio de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras, MG. O objetivo foi avaliar a microbiota presente em hortalicas
minimamente processadas, durante a comercializagio em supermercados, assim
como elucidar a presenga de patégenos e/ou suas toxinas. Para tal, foram
determinadas as contagens globais de bactérias aerdbias mesdfilas,
psicrotroficas, coliformes totais e fecais, bolores ¢ leveduras para estabelecer as
condigdes sanitarias de obtengfo, produgfio, manipulacio,” armazenamento, ¢
comercializagio desses produtos. Para avaliar os riscos de contaminag¢éo por
patogenos, foram pesquisados Staphylococcus aureus enterotoxigeno,
Salmonella sp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli ¢ Bacillus cereus. As
anilises foram realizadas nas datas inicial e final de comercializagiio dos
produtos, expressas nas embalagens. Verificou-se que as contagens iniciais para
indicadores de manipulagdo ¢ produgfio inadequadas foram bastante elevadas,
indicando alto risco de deterioragdo dos produtos durante o periodo de
comercializagio. As contagens finais apresentaram-se elevadas quando
comparadas aos indices iniciais para mesofilos, psicrotroficos, bolores e
leveduras e coliformes fecais, que apresentaram taxas superiores a 1 a 2 log,/g
do produto em 41,18%, 76,5%, 41,2% e 27,3% das amostras, respectivamente.
A detecgio de Salmonella Carrau e Escherichia coli evidencia uma
contaminaggio fecal perigosa, que pode ser oriunda da matéria-prima higienizada
inadequadamente ou na linha de produgéio como conseqiiéncia de contaminagéo
ambiental, por utensilios e equipamentos ou, ainda, pela presenga de portadores.
A presenca de Staphylococcus aureus enterotoxigénico tipo B (SEB) ¢ a
incidéncia de Bacillus cereus >10°UFC g' em mais de 33% das amostras
analisadas servem como indicagdo de alto risco de toxinfecglio alimentar por
esses produtos. O isolamento de Listeria innocua sorovar 6a reforga a suspeita
de possivel contaminagio dos produtos por Listeria monocytogenes.Os
resultados obtidos evidenciam uma contaminagio fecal perigosa.

* Orientadora: Eliana Pinheiro de Carvalho (UFLA)



GENERAL ABSTRACT

ROSA, Odivia Oliveira The microbial flora associated of the fresh-cut
products during the comercialization in supermarketings. 2002. 210p.
Thesis (Doctorade im Food Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

The experiment was conducted in the Microbiology Laboratory of the
Food of Science Department at the Federal University of Lavras, MG, with the
objective to evaluate the microbial flora present in fresh-cut vegetables during
commercialization in supermarkets and to elucidate the presence of pathogens
and/or toxins. For this, it was determined the total number of mesophilic and
psychrotropic aerobic bacteria, fecal and total coliforms, mold and yeasts to
establish hygienically obtainment condition, production, handling, storage and
product commercialization. In order evaluate the hazards of contamination by
pathogens, Staphylococcus aureus enterotoxigenic, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli and Bacillus cereus were studied. Analyses
performed at the initial and at the final date of product commercialization
expressed on their packing, showed that initial counts for handling indicators
and inadequate production were very high indicating high risk of deterioration
during the period of commercialization. The final counts were high when
compared with the initial indexes for mesophilic and psychrotropic aerobic
bacteria, mold and yeast and fecal coliforms which presented values over 1-2
logg” of the products in 41.18%, 76.5%, 412% and 27.3% samples,
respectively. The detection of Salmonella Carrau and Escherichia coli show a
dangerous fecal contamination which might originate from raw material
inadequately hygienized or during production as a consequence of
environmental contamination by utensils and equipments or by carriers presence.
The presence of enterotoxigenic Sthaphylococcae B (SEB) and incidence of
Bacillus cereus >10°UFCg’, in more than 33% samples are an indication of high
risk of alimentary poisoning by these products. The isolation of Listeria innocua
sorovar 6° strengthens the suspicion of a possible product contamination by
Listeria monocytogenes. The obtained results evidence a dangerous fecal
contamination.

* Adviser: Eliana Pinheiro de Carvalho (UFLA)



CariTUuLO 1

Microbiota associada a produtos horticolas minimamente processados
comercializados em supermercados



1 Introduciio

A demanda de consumo por frutas e hortaligas, tanto frescas como
parcialmente processadas, esté associada 4 importéncia e influéncia na dieta para
combate de vérias doencas crénicas como as doengas coronarianas, obesidade ¢
alguns tipos de céncer, associadas aos excessos alimentares ou dietas ndo
balanceadas. Por outro lado, a conveniéncia da vida atual conduziu & produggio
de nimero amplo de produtos que sdo oferecidos para consumo imediato.

O reconhecimento da importincia do consumo de vegetais, junto ao
incremento da produgdo global de produtos frescos, associado ainda & mudanga
de comportamento do consumidor, contribuiu substancialmente para a produggio
de novos produtos vegetais frescos minimamente processados, despertando
assim o interesse do consumidor. Os atributos positivos de um produto
minimamente processado séo a comodidade, a conveniéncia, a qualidade, ¢ o seu
estado ser parecido ao fresco.

Processamento minimo ¢é descrito, por varios autores, como o manuseio,
preparagdo, empacotamento e distribuigio de produtos agricolas em estado
fresco, (Shewfelt, 1987, Sarantdpoulos, 1997; Chitarra, 1998). Produtos
minimamente processados, também conhecidos como produtos levemente
processados, parcialmente processados, processados frescos, cortados frescos ou
pré-preparados, sdo aqueles que apresentam qualidade semelhante ao produto
fresco, mas que sofreram alguma alteragio da sua condi¢io natural. Essa
alteragio pode incluir processos de corte, descarogamento, descascamento,
lavagem, fatiamento, acondicionamento e baixo nivel de irradiagdo.

O conceito comercial de vegetais minimamente processados & aplicado
para alface, agrifio, riicula ¢ espinafre entre outras hortaligas de folha. Também
cenoura, beterraba, couve-flor, brécolis, cebola, repolho etc., e suas
combinagSes em saladas mistas, envolvendo operagdes que incluem: (1) pré-



selegio e lavagem para remog8o de terra, insetos, produtos agroquimicos e
matérias estranhas; (2) aplicagio de agentes antimicrobianos (fungicida, cloro e
outros sanificantes, ar ou 4gua quente, etc.); (3) remogdo de partes injuriadas; (4)
remogio de partes nfo comestiveis (casca, carogo); (5) corte, fatiamento; (6)
remogio da agua de lavagem (centrifugagéio), (7) incorporagéio de aditivos para
ajuste do pH (4cido ascorbico/citrico), para controle microbiolégico (benzoato
de sbdio, sorbato de potissio), controle de oxidag@io (acido ascorbico, bissulfito,
cisteina) e para modificagfio na textura (calcio) (Sarantdpoulos, 1997).

Normalmente sdo produtos crus, muito pereciveis ¢ suas células estfio
metabolicamente ativas. Isso significa que processos bioldgicos, tais como
respiragdo, amadurecimento e senescéncia, continuam se processando. A
conservagio pds-colheita de frutos e hortaligas requer processos tecnolégicos
avancados, que mantenham suas caracteristicas sensoriais, evite perdas nutritivas
¢ controle as reagdes fisiologicas e retarde ou iniba a agfio da microbiota
presente. O controle microbiologico dos produtos minimamente processados
envolve fatores, como a qualidade da matéria-prima, condigdes de transporte, de
processamento, de embalagem, de armazenamento € de comercializag#o.

O manuseio excessivo durante o descasque, o fracionamento, a lavagem,
¢ as condi¢des de aeragdio e embalagem possibilitam o aumento da microbiota e
conseqiientemente o risco da presenga de organismos patdgenos transmissores
de doengas ao consumidor. Isso ocorre porque as temperaturas de refrigeragéio e
priticas de higiene e sanificagio empregadas nfo sio suficientes para retardar
e/ou impedir a sua multiplicagio, caso os processos empregados ndo sejam
suficientes para elimina-los antes de embalados. Assim, 0 manejo sanitirio
correto, desde a coleta até a distribuigBio, é fundamental para evitar possivel
contaminaggo.

A falta de informacdio sobre a microbiota epifita dos produtos

minimamente processados € o comportamento destes durante o armazenamento



¢ comercializagdo, assim como sobre 0s patogenos que possam estar presentes .
apés o processamento, dificulta os estudos que subsidiem os processos
tecnologicos para preservagio ¢ manutengdio desses produtos durante o periodo
de estocagem.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as condigdes higiénico-
sanitarias de produtos horticolas minimamente processados durante a
comercializagio e estocagem sob refrigeragio em supermercados. Também
procurou elucidar a presenca de uma microbiota patogena produtora de infecgio
e toxinfecgdo alimentar, destacando a presenga de Escherichia coli, Salmonella
sp, Listeria sp, Staphylococcus aureus ¢ Bacillus cereus, como principais
contaminantes oriundos da manipulagiio inadequada e técnicas perigosas de
processamento e comercializagéio. Finalmente propds-se a estabelecer o risco de
toxinfecgdo alimentar pelo consumo destes produtos.



2 Referencial Teodrico

2.1 Ecologia microbiana das hortalicas
As hortalicas sdo as partes comestiveis de uma planta, incluindo as

folhas, talos, raizes, tubérculos, bulbos, flores e sementes (Muller, 1981;
Sanlunkhe & Desai, 1984; ICMSF, 1985; Weichmann, 1987). Séo produtos
pereciveis, com atividade metabolica durante o periodo pos-colheita.

Embora possuam pequeno valor nutritivo, pois seu teor em lipidios ¢
proteinas, com excegdo de algumas sementes, ¢ menor quando comparado aos
produtos animais, seu interesse na alimentag#o reside no seu teor em vitaminas €
sais minerais, ¢ nos fitonutrientes ¢ fibras, de grande importincia para a
regulagio do peristaltismo intestinal. Em geral, o pH dos tecidos encontra-se
entre 52 7 ¢ 0,60 a 0,87 de atividade de 4gua (aw), oferecendo condigbes
adequadas ao crescimento de numerosas espécies microbianas (Miller, 1981,
Klein, 1987, Awad, 1993; Jay, 1994; Brecht, 1995).

Os produtos vegetais possuem uma microbiota natural superficial, cuja
composigdo depende das condiges do ambiente, particularmente da microbiota
do ar, 4gua e solo. Entretanto, o interior pode estar isento de germes, mas, com
freqiiéncia, os microrganismos patdgenos podem invadir os tecidos vegetais
durante a producdo, elaboragdo, transformagio ¢ armazenamento. A falta de
higiene pode ser apontada como a causa do desenvolvimento de microrganismos
produtores de infecgdes e toxinfecgSes alimentares nestes produtos.

Assim, o aumento ou redu¢do da microbiota contaminante origina-se do
contato com utensilios, equipamentos ¢ manipuladores de alimentos, ou pela
adigio de ingredientes complementares. Como resultado da atividade
microbiana, ocorrem diferentes transformagdes quimicas e, as vezes, também
fisicas. Geralmente, essas transformagdes culminam na perda de qualidade, do
sabor, da cor ¢ da consisténcia e demais atributos de qualidade, podendo alterar



totalmente o alimento, inutilizando-o (Miller,1981; Ahvemainen, 1996).

A deteriorag8io dos tecidos vegetais, decorrente da atividade microbiana
vai depender de vérios fatores, assim como da capacidade de invasfo dos
microrganismos presentes. A composigdo dos tecidos, pH, aw, potencial de
oxirredugdo, além das condigdes ambientais sio fatores determinantes do tipo de
microrganismos ¢ da velocidade de crescimento dos mesmos. Outro fator a ser
destacado € o dano ao tecido durante a colheita, transporte, processamento e
armazenamento. Esse dano pode determinar uma deteriora¢do rapida do produto,
uma vez que o escoamento dos nutrientes das células permitird a invasfio e
crescimento rapido de microrganismos (Maxcy, 1982; Brachett, 1987a; King Jr.
& Bolin, 1989).

Os produtos vegetais nfio sio estéreis e a manipulagdo intensa pode
reduzir sua vida Gtil. Assim, cuidados, como selegfio do material cru, técnicas de
produgéio adequadas, embalagem e conservag@io a baixas temperaturas, nio sé
sdo modos de retardar a deterioragio microbiana como de conservar sua cor
original, aparéncia, turgidez e demais caracteristicas organoléticas ¢ higiénicas.

2.2 Microbiota epifita das hortalicas
De acordo com King Jr. & Bolin (1989), se os alimentos forem mantidos

sob condigdes de baixa temperatura, primariamente a microbiota seré constituida
por bastonetes Gram negativos. Com o aumento da temperatura, a microbiota
muda, predominando bactérias 4cido-lticas Gram positivas. Pseudomonas,
Enterobacteriaceaes, bactérias écido-liticas e pectinoliticas e, em alguns casos,
cepas patogénicas, tais como Listeria monocytogenes, Aeromonas sp,
Salmonella sp e Yersinia enterocolitica sdo citadas como microrganismos
encontrados em hortaligas frescas, saladas de vegetais refrigeradas ¢ vegetais
crus embalados (Manzano et al. 1995).

Nos vegetais crus, os microrganismos predominantes sio bactérias,
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embora taxas significativas de mofos e leveduras sejam detectadas. Junto as
espécies microbianas ocasionais que se apresentam, encontram-se outras cuja
rea vital natural é a superficie das plantas, tais como os lactobacilos. As
bactérias sdio especialmente freqiientes nas hortaligas cujo pH € neutro, enquanto
que as leveduras preferem pH acido e, por isso, sdo mais freqiientes nas frutas.

Embora a composi¢io exata da microbiota inicial nfio possa ser
antecipada, h4 uma microbiota caracteristica presente. E possivel, para quase
todos os organismos, estarem presentes nos produtos vegetais. A microbiota
primiria epifita das hortaligas estd formada, na sua maioria, por mofos dos
géneros Penicillium, Fusarium, Alternaria, Botrytis, Sclerotinia € Rhizoctonia,
(@ACMSF, 1980; Miller, 1981). Porém, elas s& em numeros inferiores as
bactérias que geralmente estfio constituidas por organismos saprofitos, como
coliformes, corineformes, micrococos e Pseudomonas procedentes do solo, do ar
ou da agua, ICMSF (1985).

Contagens de 10° a 10° para mesofilos; <10 a 107 para coliformes; <10
a 10° para fungos filamentosos ¢ leveduras, <10 a 10° bactérias acido-laticas ¢
10* a 107 para a microbiota pectinolitica sdo destacadas por Nguyen-the &
Carlin (1994). Inimeros microrganismos, incluindo uma microbiota mesofila
constituida por bactérias acido-laticas e pectinoliticas, coliformes totais ¢ fecais,
leveduras e fungos filamentosos, sio também destacados por Watada et al.
(1996). Bactérias pectinoliticas, pseudomonas, enterobactérias e, em alguns
casos, cepas patogénicas, foram descritas por Manzano et al. (1995). Os autores
ressaltam que o tipo e a populagdo diferem com o produto, pratica de cultivo e
grau de sanificagdo do produto. Muitas das bactérias isoladas de vegetais sdo
pectinoliticas € podem causar degradag@o do tecido. Entre estas predominam
Erwinia carotovora e Pseudomonas sp fluorescentes (King Jr. & Bolin, 1989).

A versatilidade metabdlica que permite que os microrganismos povoem
todos os ambientes, juntamente com a disponibilidade de nutrientes destes



produtos, ird determinar o tipo ¢ ntimero de individuos.

Limites de contagens sfo fixados para populagSes microbianas em
vegetais. Entre eles merecem destaque as especificagdes da regulamentagéio
francesa, em que, para mesdfilos aerdbios a 30°C, durante a fase de produgéo,
s#o fixados indices de 5x10° UFC g”, e 5x10” UFC g™ na fase de consumo. Para
coliformes fecais cultivados a 43,5°C, séio estabelecidos padrdes <1000 UFCg™,
¢ auséncia de Salmonella sp. No Brasil, a Portaria n° 451, de 19/09/1997, da
Secretaria de Vigilancia Sanitéria do Ministério da Satide (SVS-MS), estabelecia
no anexo L item [, alinea "d", auséncia de Salmonella ¢ maximo de 2x10° NMP
g de coliformes fecais para hortalicas frescas refrigeradas ou congeladas (Brail,
1997). Em contrapartida, as especificagdes, para produtos vegetais prontos para
0 consumo, expressas no item XIX, alinea "d", estabelecia padrdes de no
méximo 5x10 NMP g de coliformes fecais e auséncia de Saimonella sp. Para
compatibilizar a legislagio nacional com os regulamentos harmonizados no
Mercosul, esta portaria foi revogada pelo artigo 4° da Resolugfio RDC n°12, de 2
de janeiro de 2001 (Brasil, 2001). Assim deu lugar aos padrdes €Xpressos no
anexo I dos itens 2, 3 e 22, alinea "b", "a", e "d" para hortaligas, raizes e
tubérculos e pratos prontos para o consumo a base de vegetais, respectivamente.
Os padrBes microbiologicos para hortaligas frescas passam a ser considerados
somente para auséncia de Salmonella sp/25g, e de 10°NMPg™ para coliformes a
45°C. Quanto as especificagdes para raizes, tubérculos e similares, sio indicados
padr3es de 10 para coliformes a 45°C e auséncia de Salmonella sp/25g. Podem
ser verificados ainda padrdes microbiolégicos de 107 para coliformes a 45°C e
auséncia de Salmonella sp/25g para pratos prontos para o consumo a base de
verduras ¢ legumes crus, temperados ou n#o, com ou sem molho.

Nota-se que as novas determinagdes, embora tenham reduzido os indices
aceitiveis para coliformes a 45°C, ndo apresentam especificagdes para
patogenos toxigenos que possam originar-se das priticas de manuseio e



processamento durante obtengiio dos produtos. PadrSes para estafilococos
coagulase positiva e Bacillus cereus s6 sio indicados para produtos vegetais
cozidos (item 22 alinea €) ndo constando em nenhum dos itens, especificagSes
para fungos filamentosos e leveduras. Entretanto, observagdes sdo feitas em
anexo quanto as situagdes de risco epidemioldgico que justifiquem a realizagdo
de outras determinagdes ndo incluidas nos padrdes estabelecidos pelo anexo I
itern 5.9.10 da RDC 12 (Brasil, 2001).

Embora n#o seja constatada a presenga de patogenos ao homem e outros
animais em hortalicas frescas, a nfio ser que estas sejam expostas a dejetos,
vérios autores citam o risco de contaminagdo durante a fertilizagio e irrigagdo,
quando detectada a presenga de dejetos humanos e animais. Isso ocorre porque
estes irfo contribuir com a presenga de agentes etiologicos de diversas
enfermidades infecto-contagiosas e parasitirias que normalmente estariam
ausentes (Miiller, 1981; ICMSF, 1985; Hobbs 1986).

Schlimme (1995) esclarece que frutos e hortalicas ligeiramente
processados podem conter muitos microrganismos deteriorantes, incluindo
leveduras, mofos, ¢ bactérias. Ressalta, ainda, que algumas das bactérias que
podem estar presentes nestes produtos sio patogenas aos consumidores,
incluindo Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes, além daquelas que
chegam ao produto por contaminagfio humana durante a manipulagio, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus sp € Salmonella sp. Entretanto, a maior
parte da microbiota presente nas hortaligas frescas € saprofita, tais como Erwinia
e Enterobacter, coliformes, micrococos, Pseudomonas presentes no ar, no solo e
na agua, como também bactérias Gram-positivas como Bacillus e bactérias
corineformes. Fungos, tais como, Fusarium, Alternaria e Aureobasidium
normalmente estgo presentes, porém em quantidades inferiores as bactérias.

Splittstosser (1970) verificou que bactérias Gram-positivas foram
isoladas na maioria das amostras de ervilhas frescas e feijoes. Brackett (1988),



em estudos realizados em tomates frescos, encontrou proporgdes quase iguais de
bactérias Gram-positivas € Gram-negativas. Flavobacterium e Pseudomonas
foram os géneros mais comuns, como também bactérias corineformes. Ambos
autores esclarecem que a maioria das bactérias encontrava-se na superficie dos
frutos e hortalicas, embora o tecido interno possa também abrigar
microrganismos. Por conseguinte, as condigdes ambientais antes, durante ou
imediatamente apés a colheita, podem afetar essa microbiota. Assim, a
microbiota que cresce em frutos e hortaligas poderia mudar a cada dia.

E imbortante destacar que essa microbiota varia em quantidade e
qualidade, de acordo com a espécic vegetal, local, clima ¢ grau de
desenvolvimento da planta. Com a poeira ¢ a chuva, 0s microrganismos do solo
chegam também indiretamente s hortaligas justificando que as partes externas
estejam muito mais carregadas de microrganismos que o interior. De acordo com
Miiller (1981), em 1cm? de superficie das folhas pode haver de cem a milhdes de
germes. Assim, o contelido microbiano de alface, escarola, agrifio, etc. vai
diminuindo das folhas externas &s centrais. Nas hortas cujo solo é regado com
4guas negras também podem ser encontrados microrganismos patdgenos como
Escherichia coli, Salmonella Typhi e enterococos, podendo ainda ser
encontrados ovos de helmintos.

As atividades humanas de cultivo e distribuiglio dos vegetais exercem
importante efeito sobre a agdo da microbiota. Por exemplo, o uso de pesticidas
para eliminar insetos ird limitar a propagagdo de microrganismos. Por outro
lado, o cultivo manual ou mecénico introduz e/ou distribui a microbiota em
espagos ecolégicos nos quais antes estavam ausentes ICMSF, 1980 e 1985).

Ate os dias atuais nio foram estabelecidos os mecanismos pelos quais os
microrganismos penetram nos tecidos vegetais. Sabe-se apenas que a presenca
dos mesmos ndo ¢ prejudicial ao desenvolvimento da planta, existindo um
equilibrio de coexisténcia que poderd ser rompido sob certas condigdes,
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iniciando-se assim o processo de deterioragdo.

Estudos realizados por Splittstoesser (1970) com frutas e hortaligas
demonstraram que, na época da colheita, as contagens médias de leveduras
encontravam-se entre <10°> e 67.000/g de tecido. Este nimero era aumentado
quando a chuva precedia a colheita, ¢ quando a temperatura era inferior a 24°C.
Os mecanismos de adaptagio sdo também importantes no estabelecimento das
populagdes microbianas que irfio condicionar o desenvolvimento ¢ multiplicago

destes, com conseqiiente deterioragfio dos produtos.

2.3 Microbiota contaminante
A microbiota das hortaligas cruas estd influenciada por numerosos

fatores e, geralmente, os microrganismos patogenos ao homem estdo ausentes
nos vegetais que ndo foram expostos ao risco de fertilizagio com dejetos
humanos e animais € nem a irrigagio com 4gua poluida. Esses fatores podem
contribuir com agentes etiolégicos de diversas enfermidades infecto-contagiosas.
Barriga et al. (1991) consideram que a microbiota normal em vegetais
usualmente possui uma vantagem competitiva, o que torna improvavel o
crescimento de microrganismos patogenos. Contudo néio € possivel considera-
los imune.

O manuseio durante a colheita, desbaste, classificagdo e padronizaggo,
assim como utensilios e equipamentos usados nessas operagdes, contribui com o
tipo e distribuigio da microbiota nesses produtos. Além disso, as raizes, as
folhas de crescimento baixo e os talos contaminam-se grandemente pelo uso de
aguas residuais ou agua de irrigagdo contaminada. Por outro lado, a lavagem e a
higienizagio podem ser prejudiciais, considerando que a #gua residual
possibilitars uma rapida multiplicagfio dos microrganismos presentes (ICMSF,
1985).

E evidente que os microrganismos se desenvolvam mais rapidamente

nos produtos fracionados, devido a maior disponibilidade de nutrientes € maior
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area de exposigdo 4 contaminagio. O processo higiénico e a refrigeragio sob
umidade adequada, durante tempo apropriado, diminuem os riscos de
contaminagéio do produto ¢ asseguram a inativagio da populagiio microbiana.
Contudo, ¢ dificil estimar a magnitude das mudangas durante estas fases de
manipulagdo. As bactérias de significado em saude piblica despertam grande
interesse em hortalicas, devido 4 sua proximidade com o solo e a possibilidade
de contaminagdio com 4gua de irrigacdo (King Jr. & Bolin 1989). Vérios autores
tém citado surtos de enfermidades alimentares veiculadas por bactérias, virus ou
protozoérios decorrentes do consumo de vegetais contaminados com dejetos
(Maxcy, 1982; Brackett, 1987a; Wilson & Wisniewki, 1989; Zottola & Smith,
1990, Barriga et al., 1991; Brackett, 1992; Madden, 1992; Nguyen-the & Carlin,
1994; Beuchat, 1996, Watada et al, 1996; Brackett, 1997). Outrossim, a
transmissfo de bactérias patogénicas e indicadores fecais por vegetais cultivados
com fertilizantes organicos e 4gua de irrigagfio poluida, com destaque especial
para a presenca de Salmonella ¢ Escherichia coli, é demonstrada por diversos
autores, (Miller, 1981; Barriga, et al., 1991; Nguyen-the e Carlin, 1994;
Beuchat, 1996; Brackett, 1997).

Beuchat (1996) destaca que saladas contendo vegetais crus sdo
identificadas como veiculos de diarréia do visjante e, geralmente, estas estio
associadas & presenca de E. coli enterotoxigénica, especificamente o sorotipo
O157H7. Cita também surtos de salmonelose humana, atribuidos ao consumo
de tomates, agridio, mostarda, broto de feijio, melfio e melancia contaminados.

Patbgenos como Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Acromonas hydrophila, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Clostridium botulinum, Bacillus cereus, entre outros, sio destacados como
patogenos freqiientes em produtos vegetais (Barriga et al, 1991; Hotchkiss &
Banco, 1992; Madden, 1992; Marchetti et al., 1992; Manzano et al., 1995; Babic
& Wataba, 1996; Beuchat, 1996; Bennik et al, 1996 e, 1998; Jong et al., 1998).
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A presenca de L. monocytogenes em campos fertilizados com sedimentos de
dejetos aglutinados foi mostrada por Nguyen-the & Carlin (1994), em estudos
realizados com alfafa cultivada, em que 10% das amostras continham de 3 a 5
UFC g". As condigSes sanitérias insatisfatorias durante o cultivo € a colheita
foram também incriminadas pelos autores, na contaminagfio de vegetais por
Campylobacter sp.

Algumas bactérias patogénicas enterotoxigénicas sdo normalmente
encontradas no solo e no meio ambiente nas areas agricolas, provavelmente
decorrentes de contaminagdo externa, como Clostridium sp. € Bacillus cereus.
Por outro lado, o0 ambiente aquatico ¢ o habitat normal de Aeromona hydrophila
(Marchetti et al., 1992; Nguyen-the & Carlin, 1994, Beuchat, 1996).

A contaminagfio por patogenos e sua multiplicagdo durante a estocagem
sob refrigeragiio de frutos e hortaligas frescos ¢ destacada por diversos autores
(Berrang et al., 1989; Beuchat & Brackett, 1990; Nguyen-the & Carlin, 1994). A
presenca de L. monocytogenes, S. aureus, Yersinia enterocolitica, E. coli, B.
cereus, Salmonella sp, Shigella sp, ¢ Aeromonas hydrophila é destacada como
sendo essas as principais contaminantes de produtos vegetais vinculados &
poluigio do solo e/ou agua de irrigagio (Nguyen-the & Carlin, 1994). A
contaminagdo decorrente de manipulagiio perigosa na linha de processamento ¢
também citada como fator concorrente para a presenga desses microrganismos,
principalmente S. aureus, E. coli, € Salmonella sp. InfecgSes ocasionadas por
Vibrio cholerae sdo também associadas ao consumo de hortalicas cruas
contaminadas por 4guas onde dejetos humanos ¢ animais estdo presentes
(Nguyen-the & Carlin, 1994). Embora as viroses nféio estejam relacionadas ao
consumo de frutos e hortalicas contaminadas, os virus podem sobreviver por
tempo suficiente para causar enfermidades humanas (Beuchat, 1996).

Sadovski & Farber (1980) destacam a presenga de Strepfococcus

faecium em vegetais frescos, os quais foram cultivados com esterco e irrigados
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com 4gua ndo tratada. Os autores reportam que, quando os vegetais foram
submetidos a irrigagiio com 4gua sanificada, apresentaram contagens iguais tanto
de Streptococcus faecalis como de Streptococcus faecium, sugerindo que ambas
as espécies sobreviveram ao efeito da cloragdo da 4gua. Esclarecem ainda que os
enterococos s#io contaminantes comuns de alimentos congelados e que sdo
utilizados como indicadores de qualidade sanitaria inadequada nesses produtos.
Por conseguinte, muitos trabalhos tém demonstrado que os enterococos,
jurmtamente com outros grupos de microrganismos, estabelecem-se nas
superficies dos equipamentos e, portanto, podem ser considerados como
microbiota "normal” de vegetais congelados.

Alguns surtos de gastroenterites humanas tém sido vinculados ao
consumo de vegetais frescos contaminados €, em menor dimensfio, as frutas.
Geralmente, estdo envolvidos na preparagdo de saladas mistas contendo vegetais
crus, principalmente hortaligas folhosas, insuficientemente higienizados. Assim,
surtos de salmonelose, diarréia do viajante ocasionada por E. coli O157:H7 e
Shigella flexneri, listeriose humana, toxinfecgdes por B. cereus, Aeromonas
hydrophila, etc., sdo freqiientemente reportados por diversos autores (Corlett Jr.,
1989; Marchetti et al., 1992; Nguyen-the & Carlin, 1994; Beuchat & Doyle,
1995; Manzano et al., 1995).

2.4 Fatores que interferem na microbiota de produtos horticolas
minimamente processados

O conteido microbiano do produto final depende, até certo ponto, da
microbiota inicial do produto fresco e também daquela adquirida durante seu
manuseio e elaboragio. Assim, o aumento da microbiota ser4 significativamente
maior quando os microrganismos encontrarem condigSes favordveis para seu
crescimento € propagagdo. Considerando o método de processamento de
vegetais minimamente processados (MP), como desbaste, lavagem, descasque,
descarogamento, corte, fatiamento, etc., que implicam em manuseio intenso por
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longo tempo e geralmente i temperatura ambiente, frutos ¢ hortalicas MP
provéem um bom substrato para o crescimento microbiano (Nguyen-the &
Carlin, 1994; Ayhan et al., 1998). A presenga de superficies cortadas, a liberagdo
de sucos das células vegetais e o alto conteiido de umidade nas embalagens
aumentam potencialmente nesses produtos a deterioragio por microrganismos.
Este risco aumenta com a poluigdo ambiente durante o cultivo ou por condigdes
higiénicas inadequadas durante o processamento (Ahvemainen, 1996; Ayhan et
al., 1998).

Considera-se que a contaminagdo de frutos e hortalicas MP ocorre em
véarios estigios da cadeia alimentar, desde o cultivo até o processamento e
distribuiglio. Segundo Hotchkiss ¢ Banco (1992), a senescéncia ¢ a perda da
qualidade comestivel s3o o resultado de processos enzimaticos intrinsecos, que
sfio inerentes a planta. Outrossim, além da absorgdo de O, ¢ da eliminacdo de
CO,, produgio de calor e liberagio de agua, observa-se, durante o processo
respiratorio, uma eliminagfio de pequena quantidade de etileno, componentes
volateis, terpenos, alcoois, cetonas e aldeidos, que levam a senescéncia dos
tecidos vegetais. Conseqlientemente, torna-os menos resistentes & ag#io
microbiana (Bolin & Huxsoll, 1991; Awad, 1993).

Para que o crescimento microbiano resulte em deterioragdo e/ou possa
oferecer perigo de toxinfecgio alimentar, é necesséario que fatores intrinsecos, de
processamento e ambientais, que sdo interdependentes, possam se combinar para
influenciar na colonizagdo da microbiota, além de permitir o crescimento ¢
sobrevivéncia durante o processamento (Scott, 1989). Assim, varios sfo os
fatores que irdo interferir ou influenciar no tipo ¢ nimero de microrganismos
presentes nestes produtos, destacando-se, enftre outros, danos fisicos,
temperatura ¢ condigdes atmosféricas de armazenamento, pH, umidade e/ou
perda de 4gua, tipo de processamento ¢ manipulagio, substincias
antimicrobianas presentes, conteddo em nutrientes, irradiagdo e infecgdo
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microbiana. Todos estes fatores associados irfio influenciar na taxa e velocidade
de deterioragdo €, conseqilentemente, na vida til dos produtos.

2.4.1 Efeito da temperatura de estocagem na microbiota

As condigdes de armazenamento sfo aspectos de grande importincia,
que podem afetar tanto a populagdo final como os tipos de microrganismos que
crescem no produto fresco. Por isso, a influéncia do armazenamento e das
condigdes de embalagem sobre os microrganismos precisam ser destacadas. A
temperatura, a concentragio de gases ¢ a umidade relativa dentro da embalagem
sdo, provavelmente, os fatores de maior destaque que incidem sobre a
microbiota e determinagéio do periodo de vida util do produto vegetal fresco. Na
vida pés-colheita de frutos e hortaligas, a temperatura se destaca visto que seus
efeitos néo s6 sdo drésticos para as taxas respiratorias, como também para outras
reag3es bioldgicas e bioquimicas que se processam apds a colheita.

A maioria das enzimas perde a sua atividade depois de seremn mantidas
durante s6 alguns minutos a 60°C. Embora se saiba que hi excegdes, muitas
enzimas de alimentos s8o sensiveis ao calor. Temperaturas frias sdo efetivas para
reduzir a velocidade da taxa metabélica e, assim, retardar o colapso metabélico
dos tecidos. A taxa de reagdes biologicas e bioquimicas normalmente diminui de
duas a quatro vezes para cada 10°C de diminuigio em temperatura. Abaixando-
se a temperatura de 10°C para 0°C diminui-se a atividade enzimatica & metade
(King & Bolin, 1989).

As condigdes ambientais durante o armazenamento, vao influenciar na
microbiota ¢ no tempo de duragio do produto fresco, garantindo ou nio a
seguranga deste ao consumo (Muller, 1981).

Uma série de métodos e processos de armazenamento foi desenvolvida
para combater estes fatores de deterioragdo. Tratamentos comerciais pds-
colheita e sistemas de preservagdo de alimentos frescos combinam
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freqlientemente virios métodos denominados de tecnologia de barreira. Para
isso, geralmente, o emprego de calor para branquear, pasteurizar, cozinhar, etc.,
ou mesmo processos de desinfecgéio de alimentos, sdo estabelecidos (Hoover,
1997). Entretanto, o processo térmico normalmente diminui a qualidade
sensorial e nutricional, ¢ os produtos perdem as caracteristicas de fresco. Assim,
métodos tradicionais nfio térmicos vém sendo utilizados para preservar frutos e
hortaligas, e incluem lavagem com substincias quimicas sanificantes,
armazenamento em baixas temperaturas, embalagem sob atmosfera controlada
ou modificada, embalagem a vicuo moderado, uso de preservativos quimicos,
irradiagfio e uso de filmes e revestimentos, comestiveis ou ndo (Khurdiya, 1995;
Ahvemainen, 1996; Hoover, 1997).

Estima-se que temperaturas entre 0,6°C e 3,3°C podem ampliar a vida
util dos vegetais MP entre 5 a 18 dias. Pois a degradagio da qualidade €
retardada pelo decréscimo da temperatura do tecido vegetal, ocasionando uma
reducio na taxa respiratoria (Scott, 1989). Conseqiientemente, as perdas
sensoriais podem ser reduzidas, devido s mudangas oxidativas dos pigmentos €
lipidios, assim como redug#o da velocidade das oxidagdes bioquimicas durante a
senescéncia (Scott, 1989; Watada et al.,, 1990; Awad, 1993; Wiley, 1997,
Watada et al., 1996).

Frutos e hortaligas minimamente processados sfo geralmente estocados
sob temperaturas de refrigeragio variando entre 4° a 10°C, o que,
provavelmente, selecionard microrganismos psicrotréficos. A presenca de
bactérias mesofilas e psicrotroficas vem sendo denunciada por diversos autores
em alface, brécolis, repolho, cenoura e cogumelos, entre outros produtos
fatiados, rasgados e/ou cortados mantidos sob refrigeragiio (Beuchat ¢ Bracket,
1990; Awad, 1993; Floros, 1993; Nuguyen-the & Carlin, 1994; Ayhan et al.,
1998).

A maioria dos autores é uninime em afirmar que, embora as
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temperaturas de refrigeragfio prolonguem a vida Gtil destes produtos, diminuindo
a velocidade de crescimento da microbiota presente e que o crescimento de
organismos mesdfilos ¢ significativamente reduzido quando a temperatura é
mantida abaixo de 10°C, estas s8o seletivas para microrganismos patogénicos
e/ou toxigenos psicrotroficos e psicrotolerantes, ¢ ao desenvolvimento de
bactérias 4cido-liticas que parecem ser mais consistentes, dependendo da
temperatura. Assim, trabalhos reportados por Nuguyen-the & Carlin (1994)
mostraram que as bactérias dcido-laticas multiplicaram-se, somente num curto
espago de tempo, a 7°C, mas prevaleceram apés estocagem 4 30°C. Embora
considerem que as baixas temperaturas selecionaram os microrganismos
psicrotroficos e que as contagens de bactérias mesofilas em alguns produtos
refrigerados possam representar menos de 1% das contagens bacterianas iniciais.
Ressaltam também que a prevaléncia de Pseudomonas fluorescens e, mais
particularmente, as espécies pectinoliticas podem explicar o efeito das baixas
temperaturas sobre esses microrganismos.

Longo tempo de estocagem ¢ temperaturas de refrigeragio véo ser
seletivos para organismos psicrotroficos (Babic & Watada, 1996; Brackett,
1987a; Bennik et al., 1998). Isto nfio s6 afeta o armazenamento, mas pode,
sobretudo, afetar as alteragdes microbianas do produto.

De acordo com Brackett (1987a), a temperatura é o fator primério no
controle do crescimento microbiano em frutos e hortalicas MP. As baixas
temperaturas reduziro a velocidade de crescimento da maioria das bactérias e
fungos. Porém, vale ressaltar que estas mesmas condigdes selecionario e
favorecerio a multiplicagio dos microrganismos psicrotréficos, como
Pseudomonas, que freqiientemente estdio associados 4 deterioragéio de alimentos
refrigerados ¢ podem estar presentes em grandes niimeros nos produtos vegetais.
Visto que o processamento minimo requer lavagem intensa dos vegetais e
manutengdo sob temperaturas de refrigeragdo, e também que as Pseudomonas
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sdio psicrotroficas € normalmente estio presentes na 4gua, a presenca destas
bactérias representa um grande perigo para deterioragio e redugdio da vida util
destes produtos (Kraft & Rey, 1979).

Algumas bactérias patogénicas crescem bem sob condigdes de
refrigeragio e, por isso, sfio causa de grande preocupagéio (Brackett, 1992).
Estudos realizados por Freire Jr. (1999) com alfaces cortadas, mantidas em sacos
plasticos termosoldados, sob temperaturas de 2°C e 10°C, revelaram que o
nimero de bactérias aumentou ao final do armazenamento a 2°C, atingindo
valores préximos a 10° UFC g e indices de 10° UFC g quando mantidos &
10°C, apés 14 dias de estocagem. Destaca que, coliformes totais ¢ fecais,
bactérias mesdfilas, assim como Pseudomonas, tiveram seus indices aumentados
significativamente. Estes resultados encontram respaldo nos experimentos
realizados por King Jr. et al. (1991) que, apos inspegdio visual e contagem
inicial, estocaram alfaces MP embaladas a 1,1°C ou 2,8°C por 14 dias. Em
ambos os casos, observaram que as contagens aumentaram significativamente,
concluindo que a habilidade das bactérias ¢ leveduras para multiplicarem-se em
baixas temperaturas indica a sua habilidade potencial para causar deterioragéo
nesses produtos.

Outro fator a ser destacado com relagfio ao efeito da temperatura € sua
agdio sobre a respiragio do produto vegetal. E sabido que as temperaturas de
armazenamento determinam a taxa respiratoria de vegetais e, assim, produzem
mudangas na atmosfera gasosa dentro da embalagem, influindo no
comportamento dos microrganismos. Conseqilentemente, a temperatura pode
também influenciar na velocidade de senescéncia dos produtos MP (ICMSF,
1980; Cantwell, 1992; O'Connor-Shaw et al., 1994; Gorny et al. 1998).

Existe uma preocupagdio de que patogenos frio-tolerantes, como Listeria
monocytogenes, possam crescer em baixas temperaturas, podendo alcangar
indices perigosos & saide do consumidor (Bennik et al., 1996). Berrang et al.
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(1990) mostraram que aspargos frescos com uma vida til prolongada podem
apresentar um aumento do perigo microbiologico. Esses autores encontraram
que, embora os aspargos mantivessem a qualidade sensorial em atmosfera
controlada, Listeria monocytogenes continuavam crescendo.

Algumas bactérias, mais notadamente as Psewdomonas, crescem de
forma relativamente ripida sob condi¢des de refrigeraciio; em adigfio, muitas
espécies pectinoliticas sfo importantes causas de deterioragio em produtos
frescos, (Brackett, 1987, Barriga et al., 1991; King et al., 1991; Cantwell, 1992,
Brackett, 1992; Hotchkiss & Banco, 1992; Nguyen-the & Carlin, 1994; Babic &
Watada, 1996; Bennik et al., 1998). Assim, sob refrigeragfio, sio comuns as
mudangas de deterioragSes bacterianas nos produtos. Ou seja, produtos que, em
temperatura ambiente, apresentam deterioragdes por Erwinia carratovora, sob
refrigeragdo podem permitir o crescimento de Pseudomonas, modificando assim
a microbiota deteriorante do produto.

Estudos realizados por O'Connor-Shaw et al. (1994) com frutas MP
informam que, nos grupos particulares dos microrganismos testados, destacando
os lactobacilos, enterobactérias, leveduras e mofos, estas tiveram contagens
superiores quando comparadas as frutas frescas inteiras. Por outro lado,
ressaltam que os microrganismos cresceram mais rapidamente nas frutas
estocadas a temperaturas >4°C, enquanto que a temperatura de 4°C ngo foi
suficiente para deter o crescimento microbiano. Merecem destaque especial
nesta pesquisa as altas contagens globais de microrganismos em amostras de
mam#o, que chegaram a ser mil vezes superiores ap6s 11 dias de estocagem,
quando comparadas as contagens em kiwi e abacaxi.

Estes poucos resultados podem indicar que a deteriorag#o microbiana é
provavelmente mais significativa em altas temperaturas de estocagem. Embora,
microrganismos frio-tolerantes possam permanecer ¢ multiplicar lentamente,

alcangando indices perigosos & saide do consumidor.
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Dois fatores sdo destacados por Nguyen-the & Carlin (1994) para
explicar os efeitos da temperatura sobre a taxa de crescimento microbiano em
produtos vegetais. Primeiramente, as temperaturas de estocagem determinam a
taxa respiratoria dos tecidos vegetais e, assim, as mudangas na atmosfera gasosa
na embalagem podem influir no comportamento da microbiota. Por outro lado, a
temperatura pode também interferir na taxa de senescéncia de frutos e hortaligas
MP e, desse modo, modificar 0 ambiente para os microrganismos. Se, por um
lado, estes fatores poderfio inibir a atividade microbiana, por outro, selecionardo
e favoreceriio o crescimento de microrganismos patogénicos e/ou toxigenos mais
perigosos, uma vez reduzida a competitividade entre eles.

Assim, o comprovado crescimento de microrganismos em temperaturas
recomendadas para armazenamento e comercializagdo dos produtos horticolas
MP ndo oferece seguranga para o consumidor, considerando que a presenga de
microrganismos patogénicos ef/ou toxigenos nfio ¢ inibida e a deterioragdo
microbiana pode ser rapida quando contagens iniciais elevadas séo observadas.

2.4.2. Efeito da atmosfera modificada
Como resposta ao consumo aumentado de frutas e hortaligas frescas,

juntamente com a necessidade de oferecer produtos de qualidade, novas
tecnologias de embalagem e armazenamento tém sido desenvolvidas. O uso de
gases na embalagem de produtos vegetais ou, ainda, a utiliza¢do de vacuo
parcial, tém por finalidade inibir ou retardar os processos fisiologicos, como
respiragio, amadurecimento e deterioragio, além de minimizar a agdo de
microrganismos deteriorantes, conseqiientemente prolongando a vida itil de
frutos e hortaligas frescos (Floros, 1993). Prieke et al. (1976) realizaram a
avaliaggo da produgfio de CO, e consumo de O, para determinar os efeitos de
varias condigdes ambientais € taxa respiratoria que, apds 2 dias de estocagem, o
actimulo de CO, nas embalagens de alfaces cortadas foi maior que no produto
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intacto e as contagens totais excederam 10° UFCg.

A maioria dos estudos conduzidos adota tecnologias de empacotamento
sob atmosfera controlada ou modificada. Estes métodos alteram os gases que
cercam a respiragio do produto, no intuito de reduzir a sua velocidade de
senescéncia normal ou deterioragiio (Shewfelt, 1986; Ronk et al, 1989;
Hotchkiss & Banco, 1992; Awad. 1993; Floros, 1993; Mohd-Som et al., 1994;
Manzano et al., 1995; Senesi et al., 1999; Piergiovanni et al., 1999; Senesi et al.,
2000).

O sistema de embalagem, segundo Manzano et al. (1995), tem influéncia
fundamental na atividade metabélica dos produtos vegetais. Por isso, a escolha
das concentragdes de CO, € O,, o tipo de filme ¢ a temperatura de estocagem sio
muito importantes. O nivel de gas nas embalagens sob atmosfera modificada
geralmente esti em fungio da permeabilidade do filme escolhido, do
comportamento respiratrio ¢ das mudangas nas caracteristicas do produto. O
objetivo principal da embalagem € a selegéio de filmes com permeabilidades que
avaliem os niveis de gases favordveis para estender a vida util dos produtos
(Cameron et al. 1995).

Os gases mais usados sfio diéxido de carbono (CO,), 6xido de etileno,
6xido de propileno, diéxido de enxofre € o ozénio (Brecht, 1980; Deak, 1984).
Mas, geralmente, o mais utilizado é o CO,. De acordo com Breck (1980) e
Kramer et al. (1989), normalmente este método envolve a redugdo de oxigénio ¢
elevagio da concentragdo de gis carbdnico. Cantwell (1992) reporta que baixos
niveis de oxigénio e indices elevados de CO,, em conjungéo com monéxido de
carbono, retardam o crescimento microbiano. Hotchkiss & Banco (1992)
esclarecem que um fator primério na taxa de deterioragfio desses produtos é a
composicdio dos gases que os cercam. Citam ainda que, em brocolis, a redugio
na concentragéo de O, para aproximadamente 2% e o aumento de 5% do CO,
resultaram em mais de dez vezes o declinio na taxa respiratoria. Os autores
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destacam que uma pequena elevagio de O, ou CO, podem causar
amadurecimento irregular, aumento do escurecimento ¢ desenvolvimento de
odores e sabores estranhos. Outra desvantagem é que, para saladas mistas MP,
cada item do produto pode ter combinagdes de gases diferentes que reduzem a
deteriorag@io e, assim, o sistema de empacotamento terd que ser adequado para
cada item do produto.

Segundo Kader (1992), a redugdo de oxigénio e a elevago de didxido
de carbono, quando intencional (atmosfera modificada ativa) ou néo (atmosfera
modificada passiva devido a restrigio da ventilagio durante transporte e
armazenamento), podem acelerar a deterioragio de produtos horticolas frescos.
Esclarece que a magnitude deste efeito depende, sobretudo, do artigo, cultivar,
idade fisiologica, niveis de O, e CO,, temperatura e duragéio do manuseio.

O uso de atmosfera controlada e/ou modificada pode alterar o perfil da
microbiota presente nesses produtos, no que se refere ao desenvolvimento de
bactérias Gram positivas anaerobias e anaerdbias facultativas e, mais
especificamente bactérias acido-liticas (Deak, 1984; Brackett, 1987a; Kader,
1992; Hotchkiss & Banco, 1992). Existe ainda grande preocupagio de que
patégenos frio-tolerantes, como Listeria monocytogenes, que podem crescer sob
baixas condigdes de O, possam proliferar a niveis perigosos durante o
armazenamento sob atmosfera modificada (Bennik et al., 1996).

A aplicagiio de atmosfera controlada ou modificada em embalagens
durante o armazenamento de vegetais, em combinagio com a refrigeragfo,
permite estender o periodo de comercializag@io destes, proporcionando também
ao consumidor produtos de melhor qualidade durante periodos de tempo mais
longos. Além disso, mantém sua higiene, caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais (Manzano et al., 1995; Senesi et al., 1999; Senesi et al., 2000).

Acredita-se que o efeito inibitério do CO, no crescimento da bactéria
resulte principalmente da difusio do H;CO; através da membrana bacteriana,
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causando mudangas no pH intracelular, assim como algumas mudangas
enziméticas no metabolismo da célula. Futuramente, a elevagiio da concentragio
de CO; pode inibir as reagdes de descarboxilagéio, em que o CO, ¢ liberado por
mecanismo de "feedback". Esses efeitos sio maiores a baixas temperaturas
porque aumentam a solubilidade do CO, (Bennik et al., 1998).

O uso de embalagens para produtos MP utilizando filmes poliméricos
permeéveis, contentores semi-rigidos, ou ambos, sdo indicados para reduzir a
concentragéio de O, e elevar a taxa de CO, da atmosfera no interior da
embalagem. Retarda-se assim a degradagdio da qualidade, niio s6 aumentando a
vida Gtil como reduzindo ou retardando a agfio da microbiota presente no
produto (Schlimme, 1995; Manzano et al., 1995; Pirovani et al., 1998).

Barriga et al. (1991) realizaram estudos com alface MP estocada por 12
dias sob 3% de O,, 3% de O, mais 5% de CO, ou 3% de O, mais 10% de CO,. O
efeito sobre a microbiota aerébia mesofila, psicrotrofica, coliformes totais e
bactérias foi pequeno ou nenhum. A qualidade visual do produto manteve-se
aceitavel, sem afetar apreciavelmente o desenvolvimento microbiano, mesmo
quando mantido a 3% de O, ¢ 10% de CO,. Estes resultados obtiveram
respaldado de Pirovani et al. (1998) em ftestes com alface fatiada MP,
acondicionadas em bolsas de polietileno seladas e também em bandejas, ambas
estocadas a 4° C. Estes autores observaram que o tipo de acondicionamento ndo
foi um fator significante para a microbiota, mas foi significante para as
mudangas na composigao de gés e atributos sensoriais € visuais.

Bennik et al. (1996), em pesquisas realizadas com chicéria endivia sob
atmosfera modificada, para estabelecer as caracteristicas da microbiota,
encontraram que as condigdes que eram favordveis 4 qualidade dos produtos
retardaram o crescimento de microrganismos deteriorantes durante o
armazenamento 2 baixa temperatura. Contudo, o crescimento de patégenos
psicrotréficos, como Listeria monocytogenes, inoculados no produto, ndo foram

24



inibidos. Concluiram ainda que, reduzindo a carga microbiana inicial por meio
da desinfecgfio, puderam minimizar a deterioragdo microbiana e o estado
sanitirio do produto. Porém, L. monocytogenes cresceram melhor no produto
desinfetado que naqueles néo desinfetados, ou no produto lavado apenas com
4gua. Para os autores, isso determina a importéncia da desinfecgéo e pratica
higiénica adequada para evitar a recontaminago.

Frutos e hortalicas minimamente processados sfo também
comercializados em embalagens a vicuo. Estudos realizados por Silva Jr. et al.
(1994) com amostras de vegetais para determinagfio das contagens de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus verificaram que o vacuo nfo inibiu
totalmente o metabolismo dos microrganismos saprofitos ou patogénicos
presentes nas amostras. No entanto, ressaltam que, quando o vacuo estava
conjugado com a temperatura de refrigeragdo, existiu uma associago de fatores
que reduziram a reprodugdo dos microrganismos, melhorando as condigSes de
armazenamento do produto, dado que o vicuo evita a oxidag@io com o oxigénio

doar.

2.4.3 Efeito do pH
Os distintos valores de pH dos produtos vegetais agem sobre estes

determinando a microbiota deteriorante e patdgena. A medida que os valores de
pH decrescem, maior seré a selegdo da microbiota, assim como pH mais baixo
causa um desdobramento da molécula de proteina por rompimento dos lagos de
hidrogénio. Isto reduz a atividade enzimética e aumenta a sensibilidade para
desnaturagdo. O pH pode também afetar a sensibilidade da enzima ao calor
(ICMSF, 1980; King & Bolin, 1989).

O pH, principalmente de frutas, é o fator limitante no crescimento dos
microrganismos ¢ geralmente encontra-se em interagéio com outros fatores como
nutrientes, aw, temperatura e potencial de oxirredugdio. Assim, pH éacido
aumenta o poder microbicida do calor, efeito esse observado tanto para as
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formas vegetativas quanto para as esporogénicas (Milller, 1981). Os valores de
pH alcalinos também dificultam o crescimento de certos microrganismos
(ICMSF, 1980; Mossel & Garcia, 1983; Awad. 1993).

O efeito inibitorio de determinado pH depende, em primeiro lugar, do
tipo de 4cido (latico, citrico, propionico, butirico, etc.) e da interagio com todos
0s outros fatores inerentes ou nio ao produto. Estudos demonstram que os
acidos orgénicos s#o mais efetivos que os 4cidos inorganicos na inibigdo dos
microrganismos e, embora existam excegdes, o acido acético e o écido latico séo
geralmente mais inibitérios que o 4cido citrico, (Scott, 1989, Watada et al,
1996).

O tipo de 4cido ¢ o pH interagem para inibir o crescimento microbiano.
Pesquisas divulgam que o pH minimo para crescimento de Listeria
monocytogenes ¢ 3,2 quando o 4cido acético ¢ o acidulante, mas que este pH cai
para 5,0 quando o acidulante ¢ o 4cido latico. O autor informa que as interagdes
de pH com o 4cido fosférico, o 4cido citrico, ou 4cido latico tm se mostrado
efetivas como antimicrobianos sobre Yersinia emterocolitica ¢ Salmonella sp
(Scott, 1989).

Outras interagdes de pH também vio exercer certa barreira ao
crescimento microbiano. Babic & Watada (1996) reportam que a atmosfera
controlada exerceu certa influéncia no pH de folhas de espinafre "fresh-cut".
Quando mantidas sob CA, o pH das folhas mostrou-se mais baixos que quando
sob ar natural, & temperatura de 10° C, até dois dias de armazenamento.
Entretanto, estas diferengas néio foram consistentes apés quatro dias e néo houve
diferenca notével apés sete dias de armazenamento.

2.4.4 Efeito da umidade e atividade de agua (aw)

A perda da qualidade de produtos vegetais estd intrinsecamente
relacionada & perda d'4gua. Essa perda ocorre por meio da transpiragéo e ndo
resulta apenas em perdas quantitativas, mas também qualitativas, como
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aparéncia, textura, vigor, grau de frescura e suculéncia, além de nutrientes
(ICMSF, 1980; Kader, 1992; Awad, 1993; Schlimme, 1995).

A baixa umidade desencorajard o crescimento bacteriano na superficie
de frutos e hortaligas. Porém, estas mesmas condigdes conduzem & desidratagdo
e ressecamento do produto, resultando em baixa qualidade, além de permitir a
infecgio com mais éxito por fungos e leveduras, que toleram ambientes com
baixa umidade (xeréfilos e osmoéfilos, respectivamente) (Brackett, 1987a;
Cantwell, 1992).

Acredita-se que o armazenamento de frutos e hortaligas em condig3es de
umidade alta resulte em menor tensdo fisiolégica para o alimento. Entretanto,
estas mesmas condigdes aumentam o crescimento microbiano e permitem a
rapida deterioragéo fiingica (Brackett, 1987a).

FlutuagSes nas taxas de temperatura aumentam freqientemente o
problema uma vez que a umidade condensa no produto, permitindo que qualquer
microrganismo presente seja facilmente disseminado (Lund, 1971; Brackett,
1987a).

No produto inteiro, a 4gua nos espagos intercelulares ndo € exposta
diretamente as condi¢es externas de umidade atmosférica. Contudo, ao serem
cortados e descascados, frutos e hortaligas expdem o interior dos tecidos ¢
aumentam drasticamente a taxa de evaporagfio da agua devido ao aumento da
superficie de exposigdo (Floros, 1993). Assim, a manutencdo da aparéncia visual
e valor nutritivo dos produtos MP ¢ critica. Por outro lado, a perda de sucos
intracelulares pelo vegetal, além de favorecer a disseminagiio da microbiota
presente, proverd uma desidratagdo que induz ao estresse € afeta a produgdo de
etileno (Brecht, 1995).

Alguns métodos, como centrifugagio, sdo recomendados para completa
remogdio da agua da superficie das hortaligas e, assim, reduzir o crescimento
microbiano (Cantwell, 1992).
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Segundo Brackett (1997), muitas das mudangas que acontecem na
microbiota de hortaligas e frutos frescos embalados, estio relacionadas a
mudanga da umidade e atmosfera dentro da embalagem. Alguns pesquisadores
notaram que o filme de empacotamento individual aumenta a populagdo de
bactérias aerobias em vegetais frescos (Brackett, 1987a; Deak et al., 1984; King
Jr. & Bolin, 1989; Manzano et al., 1995; Watada et al., 1996). Este aumento
populacional ¢ atribuido & grande quantidade de umidade condensada dentro dos
pacotes, sendo que o perfil microbiologico destes produtos também difere.
Enquanto nas amostras nfo embaladas permaneceram proporgdes iguais de
bactérias aerdbias Gram positivas ¢ Gram negativas, naquelas embaladas
predominaram as bactérias Gram positivas e, freqiientemente, microrganismos
anaerébios e microaerdfilos (Hotchkiss & Banco, 1992; Nguyen-the & Carlin,
1994; Babic & Watada, 1996; Ayhan et al., 1998).

2.4.5 Efeito da manipulacio e do processamento
As operagSes envolvidas na preparagio de frutos ¢ hortaligas MP

geralmente reduzem a vida util dos mesmos (Brackett, 1987a; Cantwell, 1992;
Brecht, 1995). O corte, o descasque, a raspagem, o descarogamento, o
fatiamento, etc. levam a mudangas fisiolégicas que resultam no
comprometimento da qualidade visual. A perda da integridade celular destréi a
compartimentalizagio de enzimas e substratos, ocasionando reagles de
escurecimento ¢ formagdo de metabdlitos secundarios indesejaveis. Por outro
lado, o processo de maturagdo e senescéncia pode ser acelerado com produgdo
de odores indesejéveis decorrentes da aceleragdo da respiragéio ¢ da produgdo de
etileno (Brecht, 1995).

O aumento na produgdo de etileno além de influenciar na vida atil do
produto, ¢ um estimulo a elevagdo do processo respiratério que aumenta a
degradacio do amido e do ciclo do acido tricarboxilico (Abe & Watada, 1991;
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Brecht, 1995).

Danos no tecido vegetal podem também causar a degradagéio da
membrana lipidica, ocasionando perda de compostos lipidicos e induzindo a
elevagio da taxa de etileno. Conseqiientemente, haverd uma redu¢do da
biossintese de fosfolipidios (Watada et al., 1990). O dano respiratorio de alguns
tecidos vegetais é relatado como responsivel pela alfa-oxidagdio dos acidos
graxos, devido a liberagiio de CO, apos o fatiamento (Shewfelt, 1987; Zhou et
al,, 1992; Brecht, 1995).

A liberagiio de exsudatos, devido ao corte ¢ manuseio intenso, ¢
favoravel ao crescimento de microrganismos, aumentando as oportunidades de
contaminagiio por patogenos toxigenos (Bolin & Huxsoll, 1989; King & Bolin,
1989; Watada et al., 1990; Brecht, 1995).

Para obter um alto padriio de qualidade, todo ponto critico durante o
processamento ¢ empacotamento dos vegetais deve ser considerado e
monitorado. A raspagem ou descasque, fatiamento ¢ higiene, tanto quanto o
tratamento de desinfecgio com cloro e/ou adigdo de antioxidantes,
centrifugagfio, embalagem e estocagem, devem ser executados com grande
cuidado para prevenir a deterioragdo fisico-quimica e microbiana (Manzano et
al., 1995).

2.4.6 Sistema de protecio natural
Embora nfio seja tio eficaz quanto o sistema humano ou animal, os

frutos e hortaligas possuem também, até certo ponto, um sistema de defesa que
impede o desenvolvimento ¢ deterioragio microbiana. As hortalicas dispGem de
uma estrutura tissular fechada, que protege ndo sé do ataque microbiano, como
também de certos agentes traumatizantes ¢ da dessecagdo, tais como a casca,
membrana cutinizada ou cuticula onde se depositam camadas de cera. Quando
sofrem danos fisicos, os tecidos vegetais se fecham e protegem da entrada de
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microrganismos ¢ da perda de dgua (Brackett, 1987a; King Jr. & Bolin, 1989,
Cantwell, 1992; Brecht, 1995). E sabido que as lesSes produzidas nas hortaligas
por insetos e outros animais, ou por danos mecénicos durante a colheita,
transporte € armazenamento, tornam possivel a penetragfio de organismos
saprofitos € ou patogenos nos tecidos, resultando em alteragdes mais ou menos
graves ¢ acelerando o processo de deterioragéio.

As hortalicas possuem um periodo de conservagfio limitado,
considerando que, alcangado o desenvolvimento pelos sistemas naturais de
proteéo, oferecem uma defesa muito limitada frente 4 agiio de microrganismos
¢ parasitos. E importante destacar que as enzimas respiratrias dos tecidos
vegetais, que continuam ativas ap6s a colheita, conduzem 4 alterag#io, se néio for
controlado o processo respiratério durantt o armazenamento e a
comercializagio. As alteragbes enzimaticas cursam geralmente com as
alteragdes microbianas. Distintos tipos de deterioragdes, denominadas de
"podridéio”, devido ao abrandamento dos tecidos vegetais, so entdio observadas
ocasionadas por bactérias, principalmente dos géneros Erwinia, Pseudomonas e
Xanthomonas, ou fungos, destacando-se Sclerotinia, Alternaria, Rhizopus e
Colletotrichum, (Miiller, 1981; Lund, 1981; ICMSF, 1980; Jay, 1994).

Além das estruturas tissulares, muitos vegetais possuem substincias
quimicas defensivas, com ag#io bactericida ou fungicida, como o 4cido citrico,
malico, benzéico, salicilico, entre outros. Essas substincias funcionam como
barreiras naturais, baixando o pH do suco celular, limitando assim o namero de
espécies capazes de multiplicar-se e, conseqlientemente, retardando a
deterioracio microbiana. Entretanto, esta agiio ¢ mais eficaz nas frutas (Wilson
& Wisniewski, 1989).

Estas substincias antimicrobianas s@o compostos quimicos naturais
presentes nos alimentos ou substincias adicionadas intencionalmente com agdo
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substincias nfio sdo suficientes quando a taxa microbiana inicial encontra-se
elevada, ou mesmo quando o alimento sofreu algum dano ou injiria que
comprometa o seu metabolismo (Wilson & Wisniewski, 1989).

A adigdo de agentes ativos de superficie, surfactantes ¢ emulsificantes,
reduz a atividade de agua e, conseqientemente, a perda de umidade dos
produtos, inviabilizando assim o crescimento de muitos microrganismos. Para
alguns produtos MP, o uso de substincias preservativas pode ser incorporado 4
embalagem para preservar o crescimento de bactérias, fungos filamentosos ¢
leveduras durante o armazenamento (Baldwin et al., 1995). Segundo os autores,
substincias antimicrobianas, como 4cido benzdico, benzoato de sddio, écido
sorbico, sorbato de potassio e acido propionico, sdo usadas em varios produtos
para impedir a penetragdo de microrganismos na superficie cortada.

O uso de agentes quimicos para conservagdo de produtos vegetais deve-
se, principalmente, & necessidade de inativagdio enzimaitica ou microbiana
(Floros,1993).

2.4.7 Teor de nutrientes
Frutos e hortalicas sdo alimentos reconhecidamente ricos em vitaminas e

sais minerais, alta taxa de 4gua livre, variando no teor de aciicares, lipidios ¢
proteinas. Assim, a selegio da microbiota deteriorante desses alimentos serd
realizada principalmente pelo seu teor em nutrientes. Microrganismos
proteoliticos, lipoliticos e sacaroliticos crescem mais rapidamente nos alimentos
que contenham altas concentragSes de proteinas, lipidios e carboidratos,
respectivamente e, conseqiientemente, haverd uma selegdo de acordo com a
composigdo centesimal destes.

Pequena informagdio encontra-se disponivel sobre as mudangas que
ocorrem nos nutrientes durante o transporte e armazenamento de produtos
frescos. Na maioria dos estudos disponiveis, enfatizam-se as perdas de nutrientes

durante os processos térmicos como branqueamento ¢ enlatamento, sem,
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contudo, fazer uma relagio com a atividade microbiana.

Os métodos mais recentes de comercializagio de frutos e hortalicas
frescos denominados de minimamente processados, aumentam as questdes sobre
a agfio da microbiota presente e seus efeitos sobre a qualidade e seguran¢a dos
produtos. Pois, além de disponibilizar os nutrientes para o crescimento, a
liberagio do substrato do interior da célula aumenta a perda de vitaminas,
principalmente as lébeis.

A perda da estabilidade das vitaminas ¢ citada por Klein (1987) como
conseqiiéncia de virios fatores, inclusive pelo rompimento celular por dano ao
tecido, corte ou moedura. Estes traumatismos resultariam no aumento da
atividade enzimitica, em que o contato do substrato com as enzimas
ocasionariam principalmente, a perda répida de vitaminas.

Estudos realizados por Senesi et al. (2000), para verificar as mudangas
fisiolégicas e microbiologicas em vegetais "fresh-cut", mostraram que o teor de
vitamina C ¢ as caracteristicas organoléticas mantiveram-se aceitdveis durante e
apds a estocagem. Destacam que o teor de vitamina C nio foi afetado durante o
periodo de estocagem, indicando que o processamento minimo mantém o nivel
inicial de vitamina C.

Alteragdes na composigio de frutos e hortalicas  acontecem
freqientemente durante o transporte a longas distdncias devido 4 alta atividade
respiratéria nos produtos e a geragio de calor (ICMSF, 1980; Klein, 1987). As
condigdes que preservam a integridade fisica de frutos e hortaligas, e mantém as
caracteristicas sensoriais desejaveis, também preservario os seus nutrientes,
além de impedir a agio precoce por microrganismos.

2.5 Patbgenos em vegetais minimamente processados

2.5.1 Escherichia coli
A importincia da Escherichia coli como patégeno humano foi
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reconhecida, praticamente desde seu descobrimento, em 1885. Esta relacionada
com casos de diarréia, principalmente em criangas e idosos, com colites
hemorragicas (HC), disenterias, infecgdes da bexiga e dos rins, infecgbes de
feridas cirirgicas, septicemia, sindrome urémico-hemolitica (HUS), pneumonia

e com a meningite. Muitas vezes estas enfermidades culminam em O&bitos
(Mossel & Garcia, 1983; Heizmann et al., 1988; ICMSF, 1998; Chen et al,,
1998; Bell & Kyriakides, 2000a).

O patégeno intestinal E. coli ¢ definido como aquelas cepas que séo
capazes de causar uma enfermidade diarréica no homem e nos animais.
Atualmente, seis tipos principais de E. coli patogénico s#o relacionados: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli entero-
hemorragica (EHEC; E. coli 0157:H7), E. coli enteroagregante (EaggEC), ¢ E.
coli difusamente aderente (DAEC), (Buchanan & Doyle, 1997; ICMSF, 1998;
Bell & Kyriakides, 2000a).

Recentemente, a importincia da E. coli foi relacionada com a presenga
de cepas produtoras de citotoxina Vero (VTEC), mais concretamente com cepas
VTEC do sorogrupo O157 que tém ocasionado surtos de toxinfecg3es
alimentares com morbidade e mortalidade importantes (Bell & Kyriakides,
2000a).

O habitat principal da E. coli é o trato intestinal do homem e de animais
de sangue quente. As infec¢Ses sfo transmitidas por trés vias principais:
diretamente dos animais, incluindo o gado, os animais domésticos e aves,
mediante propagagdio pessoa-a-pessoa € por meio de alimentos e dgua
contaminados, (Del Rosario & Beuchat, 1995; Chen et al., 1998; ICMSF, 1998;
Bell & Kyriakides, 2000a).

Embora ndo existam padrdes microbiologicos regulamentares para
produtos horticolas minimamente processados, Pereiraet al. (2001) ressaltam que

a presenga de microrganismos ¢ um indicador seguro de inconformidade
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ocorrida antes, durante e apds as fases de processamento. Por isso, é
fundamental para a seguranga, a qualidade e a previsio da durabilidade dos
produtos. Os autores acreditam que a introdugio de métodos rapidos para
detecgdio dessa microbiota seja fundamental para o controle efetivo da qualidade
dos produtos durante a fase de comercializagio.

Segundo Mossel & Garcia (1983), todo tipo de alimento pode
contaminar-se com cepas de E. coli enteropatogénicas, partindo de
manipuladores, excretas humanas e animais, etc. Estudos mostram que o gado é
o maior reservatério para VIEC e que portadores de VTEC clinicamente sadios
podem servir como fonte de contaminagsio de carnes processadas e produtos
lcteos, por introduzir o microrganismo na planta de processamento (Chen etal,,
1993).

Beuchat (1996) informa que surtos de diarréia do viajante ocorridos no
Meéxico e Estados Unidos, em 1974, foram causados por E. coli enterotoxigénica
associada ao consumo de saladas contendo vegetais crus. A contaminagio do
solo, da agua e dos alimentos por microrganismos provenientes do esterco
animal tornou-se um topico de interesse recente na seguran¢a sanitiria de
produtos vegetais. O esterco animal pode conter bactérias, incluindo muitos
tipos de patogenos que, mesmo em pequenos indices, podem se multiplicar
quando sdo expostos a condigSes ambientais favordveis e nutrientes disponiveis.

Néo existe regulamentagfio para o nimero de patégenos no solo, embora
sedimentos de esgotos humanos possam ser tratados para reduzir o indice de
patogenos e posterior uso em campos agricolas. Gagliardi & Karns (2000)
chamam a atencdio para alguns surtos recentes envolvendo E. coli O157:H7,
espécies de Salmonella, Listeria monocytogenes ¢ Mycobacterium
Dparatuberculosis, além de alguns virus entéricos e protozodrios, provenientes de
doengas tragadas para o gado leiteiro ¢ de corte, veiculados pela ingestio de
vegetais contaminados a partir dos campos agricolas.



Bell & Kyriakides (20002) informam que em exames recentes realizados
em amostras de fezes de aves selvagens, foram isoladas E. coli VIEC
0157:H7 Demonstraram, assim, a possibilidade de que as aves maritimas, que
habitualmente se alimentam de forragem nas granjas ¢ fazendas, veiculam
patégenos humanos graves por meio do ambiente agricola primario.

A E. coli entero-hemorragica é reconhecida como um patogeno toxigeno
emergente, € a viruléncia dessas cepas inclui o sorotipo O157:H7 (Buchanan &
Doyle, 1997). Atualmente, estes patogenos séo mais significativos que outros
patogenos toxigenos reconhecidos por razbes que incluem desde as severas
conseqiiéncias da infecgo que afeta todos os grupos etérios, como também por
sua baixa dose infectiva, sua incomum tolerdncia a acidos e sua aparente ¢
inexplicdvel associagio com ruminantes usados para alimentagfo (Chapman,
1995; Buchanan, 1997; Chen et al., 1998; Bell & Kyriakides, 2000a).

A populagfio de maior risco é composta por individuos jovens, os idosos,
mulheres durante a gestagio e individuos imunocomprometidos (Chapman,
1995; Johnson et al., 1995; McIngvale et al., 2000). Estimativas baseadas em
evidéncias epidemiologicas de surtos recentes informam que menos de dez
bactérias por grama de alimento pode ser suficiente para causar infecgdes em
individuos sensiveis (Suslow; 1999).

Considerando o baixo nimero de células bacterianas necessérias para
causar infecgdio, a multiplicagéio no produto infestado no €, necessariamente,
um pré-requisito requerido para determinar uma infecgio humana. Por outro
lado, a refrigeragiio dos produtos apés a colheita, durante o transporie €
distribuigdo ndo ¢ suficiente para controlar este grupo de patégeno (Buchanam
& Doyle, 1997; Suslow, 1999).

A Escherichia coli 0157:H7 é uma E. coli entero-hemorragica (EHEC)
que tem sido responsabilizada por surtos de toxinfecgdio alimentar devido &

ingestdo de alimentos insuficientemente cozidos e por transmissdo pessoa-a-
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pessoa (Diaz & Hotchkiss, 1996). Foi primeiramente reconhecida como colites
hemorrégicas e gastroenterites, nos Estados Unidos, em 1982 (Chapman, 1995;
Dorn, 1995; Johson et al., 1995; Diaz & Hotchkiss, 1996; Buchanan & Doyle,
1997, Chen et al., 1998; ICMSF, 1998; Bell & Kyriakides, 2000a; Mclngvale et
al., 2000). Estd também associada com purpura trombocitopénica trombética
(TTP) e sindrome urémica hemolitica (HHUS), ambas complicagdes das colites
hemorrégicas. Sdo enfermidades sérias com alta morbidade e mortalidade,
(Chapman, 1995; Palumbo et al., 1995; Diaz & Hotchkiss, 1996; Chen et al.,
1998).

Os principais sintomas incluem dores abdominais, diarréia
sanguinolenta ¢ edema da mucosa do célon (Chapman, 1995; Diaz & Hotckiss,
1996). Os sintomas podem ocorrer apés um a dois dias de incubagio, embora
periodos maiores, de trés a cinco dias, sejam informados. A enfermidade dura
aproximadamente oito dias (Diaz & Hotchkiss, 1996; Buchanan & Doyle, 1997,
Bell & Kyriakides, 2000a).

O gado tem sido apresentado como sendo a maior fonte de E. coli
O157:H7 para humanos, enquanto outras possiveis fontes ainda nfo foram
determinadas (Chapman, 1995; Del Rosério & Beuchat, 1995; Dom, 1995; Bell
& Kyriakides, 2000a). Entretanto, Hancock et al. (1997) esclarecem que ainda
niio foi demonstrado se o gado ¢ um reservatério ou um hospedeiro incidental. A
E. coli O157:H7 tem como "habitat" o solo e a 4gua contaminados por material
fecal e material em decomposigio. Normalmente é isolada do intestino de
suinos, aves e, especialmente do trato gastrointestinal de bovinos (Nascimento &
Stamford, 2000).

Embora os alimentos de origem bovina sejam uma importante fonte de
E. coli O157:H7, Chapman (1995) chamou a atengéio para a sazonalidade dessas
infecgdes, que parecem ocorrer comumente no veréio. Segundo o autor, isto pode
também refletir uma contaminagio sazonal de frutos, hortalicas e saladas
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vegetais como veiculo, se a infecgdo for oriunda de plantagSes contaminadas.

Uma vez que a contaminag#o dos alimentos ocorre principalmente por
contato com material fecal de animais contaminados ou com o contato com
superficies insuficientemente higienizadas, qualquer produto alimenticio pode
veicular essa bactéria. Dentre os alimentos mais incriminados em surtos
destacam-se a carne bovina mal cozida, especialmente carne moida utilizada na
preparagiio de hanbirgueres, leite cru e produtos licteos fermentados, vegetais
consumidos crus, como alface, espinafre e repolho, molhos para saladas,
maionese, cidra e suco de magi nfo pasteurizado (Chapman, 1995; Del Rosario
& Beuchat, 1995; Palumbo et al., 1995; Diaz & Hotchkiss, 1996; Buchanam &
Doyle, 1997; Seo & Frank, 1999, Takeuchi & Frank, 2000; McIngvale et al.,
2000).

Segundo Del Rosario & Beuchat (1995), em agosto de 1993 um surto de
toxinfecgsio alimentar foi associado ao consumo de meldo cantaloupe
contaminado com E. coli O157:H7. Estudos realizados pelos autores para
determinar a sobrevivéncia ¢ caracteristicas de crescimento desta bactéria em
meldes cantaloupe e melancias, frescos, cortados em cubos, mostraram que 0s
frutos inoculados mantidos a 25°C apresentaram um aumento significativo na
populagdo de E. coli O157:H7, entre quatro a seis horas de incubagdo. As
populagbes continuaram aumentando significativamente a cada anilise,
atingindo 6,81 logio UFC g em melSes cantaloupe e 8,51 logy UFC g' em
melancias, apés 28 horas de incubagdo. Ja para os frutos mantidos a 5°C, o
nimero de células vidveis de E. coli O157:H7 ndo apresentou mudangas
significativas durante as 34 horas do periodo testado.

Estudos realizados para determinar a capacidade de sobrevivéncia da E.
coli O157:H7 em alface fatiada, armazenada sob atmosfera modificada, foram
realizados por Diaz & Hotchkiss (1996). Os autores observaram que a taxa de
crescimento de E. coli 0157-H7 foi elevada nas condigdes analisadas, embora o
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crescimento de mesdfilos ndo tenha sido afetado pelas condigdes atmosféricas.
Isto €, tanto as amostras mantidas sob AM como aquelas sob atmosfera natural,
apresentaram taxas de crescimento semelhantes. Ao. comparar a taxa de
crescimento com a manutengfio das caracteristicas organolépticas do produto
durante o periodo de estocagem, verificaram que a alface fatiada, contaminada
com E. coli O157H7 e exposta a temperaturas abusivas, pode tornar-se um
veiculo para o patdgeno, a0 mesmo tempo que mantém as caracteristicas de
aceitabilidade para o consumo.

Seo & Frank (1999), observando a fixagio da E. coli O157:H7
verificaram que as bactérias aderidas na superficie intacta das folha de alface
exibiam pequena penetragéio. Entretanto, quando estas folhas eram fatiadas e
submersas numa suspensio contendo a bactéria, elas fixaram-se
preferencialmente nos tecidos que na superficie intacta das folhas. Isso indica
que a disponibilidade de nutrientes do exsudato favoreceu esta fixagHo.
Resultados similares foram também observados por Takeuchi & Frank (2000)
em pesquisa realizada para caracterizar o efeito do nimero do inoculo e
temperatura na distribuicio da E. coli O157:H7 em folhas de alface. Os autores
identificaram também o mecanismo pelo qual estas bactérias sio protegidas do
tratamento com cloro, demonstrando que embora o tratamento com o produto
tenha reduzido significativamente a fixagéio da bactéria na superficie e tecido das
folhas de alface, grande niimero de células vidveis ainda permaneceu fixados.

Escherichia coli O157:H7 é reconhecida como cepas anaerdbicas,
facultativas, mesofilas, que crescem bem em pH préximo 20 neutro. Nio s#o
capazes de utilizar o sorbitol; s8o B-glucuronidase negativas e tém dificuldade
de se multiplicar ou nfio se multiplicam nas temperaturas de 44,5°C utilizadas
nas pesquisas de rotina de E. coli em alimentos (Nascimento e Stamford, 2000).

Pesquisas recentes mostram que estas cepas sio mais resistentes que a E.
coli padréio para condigdes de desidratagio, congelamento e meio 4cido. Foi
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observado que o estresse ambiental que geralmente inativa a E. coli
convencional é melhor tolerado pela E. coli O157:H7 (Suslow, 1999).

O envolvimento da E. coli O157:H7 em surtos de toxinfecgdes
alimentares ocasionados pelo consumo de alimentos 4cidos, como cidra e suco
de magd, salsicha fermentada, iogurte e maionese, desperta a atengdo para a
propriedade de resisténcia ao meio acido por este patogeno. Berry & Cutter
(2000), pesquisando o efeito e adaptagéio da E. coli O157:H7, quando exposta ao
acido acético utilizado para desinfecgio de carcagas, notaram que grandes
populagdes de cepas 4cido-adaptadas permaneceram na camne apds tratamento
com 2% de 4cido acético. Estas permaneceram durante quatorze dias de
estocagem a 4°C, quando comparadas a cepas ndo adaptadas ao meio &cido.
Estes dados indicaram que a adaptagdio da E. coli O157:H7 a condigSes de
acidificagsio do meio pode influenciar negativamente na efetividade do uso de
solugBes acidas para redugdio do nimero desses organismos em carcagas.

A capacidade de sobrevivéncia de E. coli O157:H7 € documentada por
MclIngvale et al. (2000) numa faixa de pH de 4,5 a 9,0, com 6timo de 7,0. Os
autores esclarecem que a sobrevivéncia em alimentos 4cidos é favorecida por
baixas temperaturas de estocagem (<10/C) e que a E. coli 0157:H7, além de ser
resistente a muitos tratamentos usados no processamento de alimentos, tolera
altas concentragdes de cloreto de sodio, como 8,5%, assim como ¢ capaz de
sobreviver na presenca de nitratos (70ppm).

A ampla capacidade para sobrevivéncia e proliferagiio em esterco animal
composto é uma caracteristica que sé recentemente comegou a ser avaliada
(Hancock et al., 1997, Suslow, 1999; Gagliardi & Karns, 2000). Assim, as
préticas agricolas que utilizam esses melhoramentos orgénicos requerem novas
orientagdes € monitoramento no seu uso continuo, a fim de assegurar a
qualidade sanitiria dos produtos. Esta adverténcia serve também para a
contaminagdo da 4gua de imigagio com dejetos humanos e animais, ou
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atividades de manuseio e processamento higienicamente inadequadas,
considerando que estas estdio primariamente relacionadas com o risco de surtos
documentados e a sobrevivéncia e crescimento de patégenos entéricos em
produtos de origem vegetal.

Essas condigSes inadequadas de produgfio sdo agravadas quando
temperaturas elevadas sio praticadas nos locais de distribuigdo, manuseio, e
preparo de alimentos, em cadeias de servigos de alimentag#io e residéncias.

Um importante componente de sua viruléncia é a produgio de uma ou
ambas as toxinas Shiga-semelhante (SLT), I ou II (Bettelheim, 1998). Toda cepa
EHEC produtora de Shiga toxina I (STx1) e/ou Shiga toxina II (STx2), pode
também ser referida como verocitotoxina 1 (VT1) e verocitotoxina 2 VT2),
(Bettelheim, 1995; Palumbo et al., 1995; Buchanam & Doyle, 1997, Chen &
Griffiths, 1998;). De acordo com Buchanam & Doyle (1997), a habilidade de
produzir SLT foi adquirida de um bacteriéfago, presumivelmente direta ou
indiretamente da Shigella.

Pesquisas confirmam uma estreita associagio entre a produgéio de
verocitotoxina e enterohemolise entre as cepas EHEC pertencentes ao SOrogrupo
O157H7, assim como de outros sorogrupos incluindo O111 e O116
(Bettelheim, 1995). Isto indica que a toxina sozinha néio é suficiente para tornar
a E. coli patogénica (Bettelheim, 1995, 1998; Buchanam & Doyle, 1997).

' Segundo Buchanam & Doyle (1998), para que a E. coli seja considerada
patogénica, € requerida a presenga de outros marcadores de viruléncia.

A influéncia da temperatura de crescimento e produgdo de
verocitotoxina por cepas de E. coli tem sido estudada por diversos autores.
Contudo o controle de patbgenos em alimentos crus é tradicionalmente
dependente da conservagio sob baixas temperaturas (<10°C) e estudos
comprovam que cepas de E. coli podem crescer e formar toxinas estiveis em
alimentos sob refrigeragio (Palumbo et al, 1995; Mclngvale et al., 2000).
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Estudos realizados por McIngvale et al. (2000) indicam que, embora a baixa
temperatura de estocagem afete a sobrevivéncia das bactérias 4cido-laticas, néio
pareceu afetar a sobrevivéncia de E. coli O157:H7. Estes resultados foram
respaldados por outros autores, que demonstram a elevago no nimero de E. coli
0157:H7 quando submetidas a condigSes de baixa acidez e inanig#o, sob baixas
temperaturas de estocagem (5°C), quando comparadas a estocagem sob
temperaturas mais elevadas (Splittstoesser et el., 1980; Del Rosario & Beuchat,
1995; Palumbo et al., 1995; Hotchkiss, 1992; Takeuchi & Frank, 2000).

Estudos realizados por Palumbo et al. (1995) comprovaram que algumas
cepas de E. coli foram capazes de crescer ¢ produzir verocitotoxina em BHI
(caldo de enriquecimento de cérebro e coragdo) sob temperaturas tdo baixas
quanto 10°C e tdo altas como 49°C.

Buchanam & Doyle (1997) esclarecem que a sobrevivéncia, o
crescimento ¢ a produgdo de toxina por E. coli O157:H7 depende da interagdo de
véarios fatores intrinsecos e extrinsecos, principalmente da temperatura, pH e
atividade de agua. Os autores indicam que a temperatura minima de crescimento
é de aproximadamente 8 a 10°C, e faixa de pH entre 5,5 ¢ 7,5, podendo crescer
lentamente em valores mais baixos. O pH minimo para crescimento €
apresentado pelos autores como sendo entre 4,0 ¢ 4,5. Sobre o efeito da
atividade de 4gua, consideram que a E. coli O157:H7 possui similaridade com
outras E. coli, destacando apenas sua maior resisténcia aos efeitos do cloreto de
sédio. Por outro lado, com excegfio dos nitratos, a E. coli O157:H7 néo parece
ter aumentado sua resisténcia para aditivos antimicrobianos de alimentos
(Buchanam & Doyle, 1997; McIngvale et al., 2000).

A atividade de B-glucuronidase é descrita como restrita para espécies
entre os géneros Escherichia, Salmonella e Shigella. Esta propriedade foi usada
pela primeira vez para identificar E. coli isoladas da dgua, (Heizmann et al.,
1988). Posteriormente, foi incorporado ao meio 4metilumbeliferil-B-D-
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glucuronidio (MUG) como um substrato fluorescente em agar. Estas col6nias
puderam assim ser detectadas sob luz UV (366 nm) pela fluorescéncia azul do 4-
metilumbeliferil.

Segundo Queiroz et al. (1990), toda cepa E. coli enteroinvasiva descrita
ndo descarboxila a lisina e nfio possui motilidade, exceto algumas cepas dos
sorogrupos O124 e O144, que sio méveis. O sorogrupo O, ao qual a E. coli
enteroinvasiva pertence, foi gradativamente expandido e agora inclui 028ac,
029, Ol12ac, 0136, 0144, 0152, 0164 ¢ 0167. De acordo com Gross et al.
(1983), o reconhecimento de novos sorogrupos enteroinvasivos facilita a
determinagdo epidemioldgica das doengas diarréicas causadas por E. coli
enteroinvasivas (EIEC).

Alguns alimentos podem oferecer risco potencial para ocasionar surtos
de toxinfecgdo alimentar por E. coli. Na maioria das vezes, esses surtos sdo
consequéncia de falha no sistema de controle para identificar o fator coadjuvante
do surto. Bell & Kyriakides (2000a) acreditam que a evidéncia dos surtos
recentes que estabelecem uma conexdo com uma dose infectiva baixa necessaria
para produzir enfermidades associadas com a E. coli O157:H7, produtora de
verocitotoxina, demonstra claramente a necessidade de emprego de medidas
eficazes para evitar a presenga deste organismo na industria e
conseqlientemente, que esta encontre-se presente no momento de consumo.

De acordo com Chapman (1995), a coloniza¢do da E. coli 0157:H7 no
gado leiteiro e de corte exige uma rigorosa observagdo nas préticas agricolas e
de produgio de rebanhos para identificar a ecologia e epidemiologia do
organismo. Assim podem-se determinar medidas que a venham reduzir a
colonizagdo €, conseqiientemente, o risco para o consumidor. O autor afirma
que, reduzindo o nimero de animais portadores de VTEC Ol 57, estara
efetivamente penetrando na cadeia alimentar e interferindo na disseminacg@o da
bactéria. Neste caso, a anslise de perigos e realizagdo de controle de pontos
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criticos identificados, assim como as boas préiticas de manuseio e fabricagéo,
inspegdo mais rigorosa nos abatedouros e descontamina¢dio de carcagas e
produtos vegetais, incluidos nos programas APPCC, possibilitario um maior
controle da infecgdo e seguranga dos produtos alimenticios.

Os dados publicados em pesquisas sobre o crescimento e sobrevivéncia
da E. coli O157H7 em produtos vegetais alertam para as condigdes de
temperatura nos principais locais de manuseio, distribuigio, comercializagéio e
consumo desses produtos. Um sistema amplo de prevengéio e programas de
monitorag@io de risco nas fazendas e hortas, incluindo um tratamento de higiene
e sanificagio durante a colheita e pés-colheita, sio componentes adicionais
importantes de um programa APPCC completo.

A E. coli O157:H7 é sensivel ao cloro, 0zdnio e outros desinfetantes
desde que haja contato fisico do agente sanificante com a célula bacteriana
(Suslow, 1999). Assim, a efetividade do sanificante para tratamento vegetal
provavelmente depende da habilidade e atividade do agente para entrar em
contato com o microrganismo. Seo & Frank (1999) alertam que, embora a
cloragio seja um método largamente usado para desinfecgiio de produtos
vegetais, e o acido hipoclorito seja um potente agente bactericida, a lavagem de
vegetais com cloro néio remove ou inativa a bactéria no produto fresco, quando
esta penetra os tecidos vegetais em locais que a protegem dos efeitos do cloro.

Embora nio oferega completa seguranga, a desinfecgdio € um processo
essencial nas préticas de sanificagio de "containers”, superficies de contato,
equipamentos e utensilios, lavagem de frutos e hortalias pos-colheita para
remog#o da terra e muitos contaminantes indesejaveis da superficie.

2.5.2 Salmonella
O género Salmonella é composto por mais de 2.700 sorotipos. Animais e

aves so apontados como os reservatorios naturais. A maioria se encontra no

trato intestinal do homem ou animais, como patégenos ou como comensais.
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Género da familia Enterobacteriaceae se caracteriza como bactérias Gram
negativas, aerdbias e anaerdbias facultativas, de forma bacilar, ndo formadoras
de esporos. As formas méveis possuem flagelos peritricos. Sdo capazes de
produzir 4cido e, as vezes gas, a partir da fermentagio da glicose, mas ndo
fermentam a lactose. Podem ser catalase positiva e oxidase negativa e reduzem
nitratos a nitritos (Mossel & Garcia, 1983; Frazier, 1985, Jay,1994; Beuchat,
1996; ICMSF, 1998).

A maioria das cepas utiliza o citrato como tnica fonte de carbono.
Descarboxilam a lisina, a omitina e a arginina, e produzem sulfato de
hidrogénio. Produzem reagéio positiva do vermelho de metil e prova de Voges-
Proskauer ¢ indol negativas. N&io desaminam a fenilalanina nem hidrolizam a
uréia (Foster, 1969; Mossel & Garcia, 1983; ICMSF, 1998).

A classificagdo ¢ nomenclatura das salmonelas sofreram, durante os
Gltimos anos, algumas modificagdes, estando atualmente baseada em suas
caracteristicas bioquimicas. Assim, segundo Campos (1999), o género
Salmonella esti dividido em duas espécies, Salmonella enterica ¢ Salmonella
bongori, estando a primeira subdividida em seis subespécies. Ainda informa o
autor que esta divisdo em espécies e subespécies tem pouca importancia pratica
em medicina e epidemiologia. A utilizagdo do esquema de identifica¢dio de
Kauffmann & While, que divide o género em tipos sorolégicos (sorotipos ou
sorovares), tendo como base a composi¢do antigénica com relagdo aos antigenos
O (somitico), Vi (capsular) e H (flagelar), é de maior interesse nas anilises de
rotina.

Salmonella enterica sorotipo Enteritidis fagotipo 4 (PTA) e S. enterica
sorotipo Thyphimurium definitivo fagotipo 104 (DT104) sio os dois mais
prevalentes sorotipos isolados de infecgSes humanas. Juntos, ocorreram para
aproximadamente 80% de todos isolados obtidos de 1990 a 1994 na Inglaterra e
Pais de Gales (Mattick et al., 2000).



Inicialmente, as investigagSes indicaram que, tipicamente, para causar
enfermidade nas pessoas adultas, era necesséria a ingestdo de 10°-10” UFC g*
do produto contaminado. Entretanto, a investigagio de alguns surtos,
especialmente quando o veiculo foi a dgua ou alimentos gordurosos ou
tamponados, foram encontradas doses <100/g de Salmonella ICMSF, 1998). A
diferenca na dose infectiva parece estar relacionada com a sobrevivéncia da
bactéria durante o trénsito gastrintestinal e resisténcia individual. Por outro lado,
as células de gordura protegem o microrganismo da agfio dos &cidos do
estdmago (Logan, 1994; ICMSF, 1998).

Segundo Mossel & Garcia (1983), mesmo que a contaminag#o inicial
dos alimentos seja pequena em termos quantitativos, séo as condi¢des como
temperatura, umidade, pH e conteido em nutrientes, que irdo permitir a
multiplicagfio desse microrganismo e, assim, tornar real o risco de infecg#o.

A redugiio de agua livre no alimento é um método estabelecido para
ampliar a vida Gtil dos alimentos e controlar o crescimento bacteriano. A
dessecagio dos alimentos resulta na redugdo da atividade de agua (a.) e,
conseqilentemente em menor atividade metabolica dos microrganismos. O
crescimento 6timo das cepas de Salmonella sp. ocorre em a,, de 0,99, mas esta
bactéria tolera muitas condigdes de estresse e pode sobreviver em baixas
atividades de 4gua por longos periodos (Mattick et al., 2600).

Pesquisas recentes revelaram que a viruléncia da Salmonella entérica
sorotipo Enteritidis PT4, em animal infectado oralmente, estd relacionada a
grande tolerdncia a uma série de condigdes de estresse. Em estudo realizado para
investigar a sobrevivéncia e mudangas morfologicas de cepas de Salmonella
entérica sorotipo Enteritidis PT4 e Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
DT104 em baixa atividade de 4gua, Mattick et al. (2000) observaram que todas
as cepas de Salmonella testadas puderam sobreviver por longo periodo a valores

reduzidos de aw. Muito embora a sobrevivéncia tenha sido maior numa

45



atividade de dgua de 0,99. Quando concentragdes de 8% de NaCl (aw - 0,95),
96% de sacarose (a,, 0,94), € 32% de glicerol (a,, 0,92) foram utilizadas no meio,
estas a, usualmente tiveram efeito bactericida para as células de Salmonella.
Entretanto, isso também dependeu do meio de cultivo utilizado e da temperatura
de incubagdo. Os autores informam que a a,, minima observada para crescimento
de Salmonella foi de 0,95 quando o NaCl era o agente bactericida ¢ de 0,924
quando usaram o glicerol. Com relagio & temperatura, em incubagdo a 37°C
ocorreu perda mais rpida de viabilidade que quando incubadas a 21°C, nos
valores considerados letais de as,.

Foi também relatado que a dose infectiva para Salmonella ¢ reduzida
(ex. de 10 para 100 células) quando o organismo esta presente em alimentos com
baixa atividade de 4gua. Possivelmente isto ocorre apds estresse osmoético
subletal, o qual tem aumentado o interesse sobre a sobrevivéncia da bactéria
nestas condig3es (Logan, 1994; Mattick et al., 2000).

A contaminagdo de alimentos ocorre em Vvérios estigios da cadeia
alimentar, desde o cultivo até o processamento ou mesmo até chegar 4 mesa do
consumidor. A poluigio do meio ambiente durante o cultivo e as condi¢3es
higiénicas inadequadas durante o manuseio e processamento aumentam
consideravelmente o risco de contaminagio por esses patbgenos. Muitas vezes, a
contaminagéio de vegetais ocorre durante as préticas agricolas de irrigagdo e/ou
fertilizagio do solo. A utilizaggio de aguas poluidas, esterco animal ou
sedimentos de dejetos sdo citados como as principais fontes deste e de outros
patdgenos toxigenos nestes produtos (Hancock et al., 1997, Suslow, 1999;
Gagliardi & Karns, 2000).

A transmissdo de indicadores fecais em plantas cultivadas com agua ndo
tratada e fertilizagio orgénica tem sido apontada como fator importante para
presenca de Salmonella sp. em vegetais, estando correlacionada com a presenca
de Escherichia coli (Nguyen-the & Carlin, 1994).
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O risco de contaminagdo de vegetais durante a colheita e processamento
esti também associado a habilidade deste patdgeno para sobreviver no solo
(Nguyen-the & Carlin, 1994). A presenga de manipuladores infectados nas
linhas de produgdo e preparo de alimentos € apontada como agravante na
disseminagdo e infecgio por Salmonella (Brackett, 1994; FDA, 1998, Hobss,
1999).

Alguns casos de sobrevivéncia de Salmonella por mais de duzentos dias
no solo s#o citados. Mas, muitos experimentos informam que estas desaparecem
em poucos dias, se eliminada a fonte priméria de contaminagiio (Nuguyen-the &
Carlin, 1994; ICMSF, 1998).

Investigagdes de produtos frescos, refrigerados ou n#io, revelam a
presenca de alguns sorotipos de Salmonella capazes de ocasionar infecgdo
humana. Aves, produtos cirneos, ovos e produtos licteos sdo mais comumente
incriminados em surtos que os produtos vegetais, (Beuchat, 1996).

Embora frutos e hortaligas frescos nf#io estejam implicados
freqiientemente, surtos sio documentados atribuidos aos produtos vegetais crus
utilizados como ingredientes de saladas ou saladas de frutas.

Em um surto registrado em Curitiba, PR, foi confirmada a presenca de
Salmonella Enteritidis como agente da toxinfec¢do alimentar resultante da
ingestéio de salada de maionese contaminada (Mota et al., 1983). Dados obtidos
de surtos de salmonelose ocorridos em uma cantina escolar, no municipio de S&o
Paulo, SP, em 1991, indicaram que o alimento veiculador da enfermidade foi a
salada de maionese (Piccolo et al., 1992) . No primeiro caso houve indicios de
que a contaminagio foi ocasionada por um portador responsével pela
manipulagfo e fracionamento dos produtos. No segundo caso, foi decorrente de
contaminagio cruzada da salada pela presenca de frango cru contaminado com o
agente. Fato ¢ que a presenca de Salmonella no local de preparo dos alimentos

que foram servidos sem sofrerem qualquer processo de cocgdio promoveu um
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meio propicio para disseminagdo do agente que ocasionou a infecgdo.

A alface ¢ um alimento de contaminagéio considerével por bactérias
entéricas. Isso ocorre porque estas bactérias sio largamente distribuidas, desde
os locais de plantio ¢ colheita e sdo disseminadas através do processo de
preparagio para o consumo final. E também um ingrediente comum na
preparagio de saladas, sanduiches ¢ omamentagio de pratos. Devido &
contaminagdio fecal, por dejetos humanos e/ou animais no solo e irrigagdio com
agua poluida, a alface ¢ um portador potencial de microrganismos patogenos
como E. coli ¢ Salmonella. Maxcy (1982) verificou como o suco de alface pode
representar um meio de cultura apropriado para o crescimento de uma
microbiota contaminante. Utilizando suco de alface irradiado para eliminagiio da
microbiota acompanhante e suco n#o irradiado como controle, inoculou cepas
conhecidas de E. coli, S. Typhimurium e S. Enteritidis como contarninantes
simulados. Observou que esses microrganismos cresceram bem a 32°C no suco
com concentragdo de 2:1. E. coli e S. Enteritidis cresceram também no suco com
concentragio de 4:1, mas S. Typhimurium manteve-se estivel por 48horas. No
suco fresco incubado a 20°C por cerca de 24horas, com ou sem inéculo de
aproximadamente 10° UFC mlI™ de S. Typhimurium, um grande aumento na
populagdo deste agente foi determinado quando comparado & microbiota normal
do suco. Esses resultados indicam que contaminantes patogénicos, quando em
contato com o exsudato das folhas de alface rasgadas, pode encontrar um meio
propicio para crescimento.

Em pesquisa realizada por Magnuson et al. (1990), em alface
parcialmente processada, foi verificado que a maioria, cerca de 95%, das
bactérias isoladas foram bastonetes Gram negativos. Embora os autores ndo
tenham obtido identificaglio positiva para Salmonella, alertam que patogenos
humanos tais como Salmonella e Shigella foram isolados de alfaces frescas por
outros autores. Outras pesquisas realizadas com produtos vegetais, como
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berinjela, couve-flor, pimenta, escarola, alface, alcachofra, aipo, repolho, salsa,
espinafre, etc. oriundos de fazendas, do comércio atacadista e do varejo,
supermercados e pequenos mercados de frutos e hortalicas, foram reportadas por
Beuchat (1995) onde Salmonella sp. foi detectada.

Embora a penetragdo de microrganismos potencialmente patogénicos no
interior de frutos e hortaligas seja prevenida por uma barreira fisica, Madden
(1992) alerta que o processamento minimo destréi esta barreira, tornando os
nutrientes disponiveis para utilizagio dos microrganismos. Por causa dessas
mudangas fisiologicas e metabdlicas em frutos e hortalicas minimamente
processados, estes produtos tém sido considerados como potencialmente
perigosos pelo Food and Drug Administration (FDA, 1998).

A habilidade da Salmonella sp. para crescer no interior dos tecidos de
meles cantaloupe e honeydew, e de melancias, foi investigada por Golden et al.
(1993). Pedagos de meldes descascados, pH entre 5,9 a 6,67 e caldo Triptic Soy
(TSP), pH 5,9, foram inoculados com uma mistura de cultura na proporgéo de
aproximadamente 100 UFC g, contendo partes iguais de cinco espécies de
Salmonella. Foram incubados por 24horas a 5°C ou 23°C, seguido de cultivo por
plaqueamento em superficie em agar entérico HeKtoen. Os resultados indicaram
rapido crescimento de Salmonella nos meldes ¢ em TSB a 23°C, sendo que a
populagdo final nas melancias foi 1,0 log,, maior que as determinadas em
meldes cantaloupe e honeydew, assim como em TSB. Os autores informam que,
embora as populagSes vidveis da bactéria nfo tenham aumentado durante as
24horas de incubagdio 4 5°C, pouca ou nenhuma redugéo foi observada.

O controle das matérias-primas para ragio animal, a redugfio da
contaminagio ambiental por dejetos humanos e animais, a higiene animal, o uso
de 4gua potivel para irrigagdo, técnicas de manuseio e processamento
sanitariamente seguras, assim como o controle de saiide dos manipuladores de
alimentos, sio medidas estabelecidas para a redugo de portadores humanos e
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animais deste patdgeno. Conseqiientemente, prevvine-se a infecgdio alimentar
(Mossel & Garcia, 1983; Hancock et al., 1997, Hobbs, 1999; Suslow, 1999;
Gagliardi e Kamns, 2000).

Shapiro et al. (1999) acreditam ser imperativo, para o manuseio de
alimentos, conhecer como estes devem ser corretamente preparados para evitar o
risco de contaminag8o origindrio de produtos animais crus. Isto porque a maioria
dos surtos esti relacionada ao consumo destes produtos ou decorrente de
contaminagéio cruzada em locais de preparo e distribuigio de alimentos
oferecidos crus para o consumo.

Medidas preventivas para controle da salmonelose s@o aconselhadas
pelo "Centers for Disease Control and Prevention" (CDC, 1999) como: 1)
tratamento de 4guas para suprimento municipal; 2) melhoramento das condigdes
higiénicas das fazendas, dos abatedouros de aves e animais, e nas operagdes de
colheita, processamento e embalagem de frutos e hortaligas; 3) aperfeigoamento
¢ educagdo sanitiria de trabalhadores das industrias de alimentos e fazendas de
produgdio, com base na seguranga dos alimentos; 4) procedimento de inspegio €
controle em restaurantes, lanchonetes, "fast-food", etc., para prevenir a
contaminagdio cruzada e erros de manuseio de alimentos que podem levar a
surtos; 5) ser particularmente cuidadoso com alimentos preparados para
criangas, idosos e pessoas imunocomprometidas, 6) observar o tempo e
temperatura de cocgdo para frango, carne moida, came assada, ovos, etc. e ndio
comer ou beber alimentos contendo ovos crus ou leite sem pasteurizar.

2.5.3 Staphylococcus aureus
A taxonomia dos estafilococos tem sofrido mudangas importantes nos

tltimos 20 anos. Na edigio do Manual Bergey’s, de 1986, se admitiam dezenove
espécies de estafilococos, sendo que nos Gltimos anos sdo consideradas mais de
trinta espécies (ICMSF, 1998; Martins, 1999; Gay & Fox, 2001).

Staphylococcus aureus & a espécie do género Staphylococcus que se
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apresenta em forma de cocos Gram-positivos ndo esporulados, catalase e
coagulase positivos, que se dividem em mais de um plano para formar racimos
tridimensionais de células denominados "cachos de uva". Do ponto de vista
morfologico, os estafilococos sdio parecidos ao género Micrococcus.Em
contraposi¢cio ao metabolismo respiratorio estritamente aerobio dos micrococos,
crescem em anaerobiose € mostram um metabolismo de anaerdbio facultativo. A
diferenciacdio entre as espécies estd amparada pela homologia do DNA e por
estudos imunoquimicos. A diferenciagio e caracterizagdo entre as espécies se
baseiam em provas bioquimicas e em padrdes de resisténcia. O S. aureus pode
se dividir em varios biotipos e ecotipos. Além disso, pode ser classificado de
acordo com o fagotipo e sorotipo, andlise dos plasmidios ¢ mediante ribotipo
(ACMSF, 1998; Pereira et al., 2000).

O método classico para contagem e diferenciagdo dos estafilococos €
recomendado por varios autores (Mossel e Garcia, 1983; APHA, 1992; Silva et
al., 1997) através do uso do agar de Baird-Parker, considerando que seus agentes
inibitérios, telurito, glicina e cloreto de litio, sdo eficientes para selecionar S.
aureus ¢ a gema de ovo adicionada ao meio permite a regeneragfio das células
injuriadas além de facilitar a diferenciagdo por meio da hidrélise da lipovitelina
presente (Stiles & Ng, 1981; ICMSF, 1983; Mossel & Garcia, 1983; APHA,
1992; Baird & Lee, 1995; Silva et al., 1997). Porém, algumas cepas de S. aureus
ndio manifestam esta caracteristica ¢ muitas vezes sio também produtoras de
toxinas (faria, 1981; ICMSF, 1985; Park et al., 1992).

As provas mais freqientes para diferenciar S. aureus de outros
estafilococos sdo as de coagulase (coagulagio do plasma sangiineo) e
termonuclease (destruigio do DNA pela nuclease que resistiu 4 ebuligdo)
(Sperber & Tatini, 1975; Chang & Huang, 1995; Su & Wong, 1997, Gay &
Fox, 2001). Entretanto, nenhuma destas provas ¢ absolutamente especifica, uma
vez que outras espécies de estafilococos podem produzir quantidades pequenas
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de coagulase. Por isso, se recomenda a utilizagdo de outros dispositivos de
identificacdio bioquimica, como o sistema API Staph-Ident, Bactident Staphy
plus ¢ prova do fator de agregagdio (prova de coagulase em liminas) para
determinar os produtores eficazes de coagulase (ICMSF, 1998; Pereira et al.,
1999; Sharma, 2000). A producgo de proteina A foi considerada, por Chang e
Huang (1995), como a melhor marca de S. aurews enterotoxigénico,
apresentando 100% de sensibilidade e 96,8% de especificidade nas cepas
analisadas.

Quando o crescimento do S. aureus é permitido no alimento, este pode
produzir toxina e, embora a bactéria seja destruida pela cocgdio, a toxina
produzida ¢ termoestivel e nfio pode ser destruida pelo calor. Estas toxinas sdo
resistentes & fervura por 60 minutos, podendo manter-se ativas até quando
submetidas a autoclavagdio, a 120°C, por 20 min.

Segundo Pereira et al. (1999), a propriedade de termorresisténcia
constitui ponto crucial para o controle de qualidade dos alimentos, uma vez que
a enterotoxina pode persistir no produto final, apés o processamento,
conseqilentemente oferecendo grande perigo de toxinfecgio.

O crescimento de cepas enterotoxigénicas de S. aureus em cerca de 10°
ou mais células por grama de alimento ¢ geralmente considerado necessario para
que haja produgdo de toxinas em quantidade suficiente para causar intoxicag&o
se o alimento for consumido (Bergdoll, 1990; Park et al., 1994).

De acordo com Park et al. (1994), uma pequena dose de enterotoxina
estafilocécica (SE), cerca de 100 a 200 ng/g, pode produzir sintomas de
toxinfecgdo.

Virios métodos sensiveis sdo empregados para detecgdio de SE. As
provas biologicas classicas para detecgfio de toxinas estio baseadas na injegd@o
intraperitonial de extratos de alimentos ou a administragio intragéstrica em
cobaias. Por serem estas muito demoradas, vém sendo substituidas por técnicas
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mais sensiveis utilizando kits comerciais, capazes de detectar baixos niveis de
enterotoxina no alimento de cerca de 1 a 2ng/g, como: (1) radicimunoensaio
([RIA); (2) ensaio imunosorbante "enzima-ligada” monovalente (ELISA) ou soro
polivalente (TECRA) que é mais rdpido; (3) imunoensaio enzimético (EIA); (4)
técnica de aglutinagio com particulas de litex; (5) reversdo passiva de
aglutinagdio de latex (RPLA); e (6) RIDASCREEN, um kit comercial mais
recente ¢ pouca informag#o sobre sua eficdcia estd disponivel (Bergdoll, 1990;
Park et al., 1992, 1993, 1994; Tsen et al., 1995; Chang ¢ Huang, 1995; Su &
Wong, 1997; Pereira et al., 1999; Sharma et al. 2000). Embora todos os métodos
sejam apropriados para o uso em laboratorios de rotina, a técnica de ELISA ¢
mais moderna e mais confiavel (CMSF, 1998).

Para solucionar problemas de resultados falsos positivos para
enterotoxina estafilococica em produtos marinhos detectados nos kits TECRA.
Park et al. (1993) realizaram testes utilizando trés kits comerciais (ELISA
monovalente, RPLA ¢ TECRA) ¢ verificaram que o kit TECRA apresentou
pouca sensibilidade para certos alimentos marinhos, embora esta fosse similar
aos outros testes usados. Os autores concluiram que as reagSes falso positivas
foram causadas por substincias produzidas por outros microrganismos que no
eram S. aureus, tais como Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens. Outros
ensaios "in vitro" ou "in vivo" vém sendo utilizados na tentativa de reduzir o
tempo ¢ o custo destas provas, assim como aumentar sua sensibilidade €
especificidade (Rasooly et al., 1997; Su & Wong, 1997).

A preocupagio com a qualidade dos alimentos néo s6 envolve os riscos
de veiculagdio de doengas, como também as perdas econdmicas oriundas das
alteragdes microbianas. A reduggio da vida util e depreciagdo do produto perante
o consumidor geralmente estéio associadas a matéria-prima de ma procedéncia e
condigdes de manipulagio inadequadas (Bauman, 1974; Mossel & Garcia, 1983;
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Brackett, 1994; Mohd-Som, 1994; Babic & Watada, 1996; Bennik et al., 1996)..
Os manipuladores de alimentos estfo sempre sendo apontados como vetores de
S. aureus, se eles sio portadores e exercem priticas inadequadas de higiene
pessoal (Bolin et al., 1977, Iaria, 1981; Eiroa, 1989; Scoth, 1989; Cantwell,
1992; Ungar et al., 1992; Floros, 1993; Marth, 1998). Orofaringes humanas,
pele, cutis e feridas superficiais sdo reservatorios comuns de S. qureus (Castro &
laria, 1984; Gomes & Gallo, 1995; Carvalho & Serafini, 1996; Wagner Jr.,
1999). 7

A partir de portadores ou pessoas com sinais de infecgdo, o S. aureus
pode, por meio de mecanismos diversos, alcancar o vestuédrio, 0 mobilidrio, os
utensilios, os equipamentos, o ambiente, assim como os alimentos, nas areas de
produgdio, industrializagio e preparo inclusive de cozinhas domeésticas e
hospitalares, e durante a comercializagio. E importante destacar a presenca de
animais domésticos como uma fonte potencial de contaminagdo desse
microrganismo. Uma vez presentes no alimento ¢ havendo condig3es adequadas
para seu desenvolvimento, essa bactéria multiplica-se¢ rapidamente. Dependendo
da cepa, pode haver produgiio de toxinas termoestiveis denominadas de
“enterotoxinas estafilocécica”, que podem acarretar distirbios gastrointestinais.
De acordo com Tsen et al. (1995), S. aureus com gene enterotoxigénico tem
mostrado ser capaz de produzir uma ou mais de uma familia de enterotoxinas.
Enterotoxinas estafilocécicas (SE;) estio classificadas como A (SEA), B (SEB),
SEC (C,, C; e C3), D (SED) ¢ E (SEE) (Bergdoll, 1990; Su & Wong, 1997).
Alguns tipos de enterotoxina estafilocécica, segundo Sharma et al. (2000), foram
distinguidos sorologicamente, bioquimicamente e por andlise genética molecular
e incidem em dois grupos: SEB, SEC,, SEC,, SEC;, os quais tém 66% a 98% da
sequiéncia de aminoécidos identificados e SEA, SED, e SEE, os quais tém 53% a
81% identificados.

Hurst (1995) esclarece que uma das potenciais fontes de patégenos
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bacterianos transferidos a produtos minimamente processados sdo o0s
empregados que fisicamente dirigem as operagdes durante a preparagéio destes.
Ao observar que os vegetais sdio sistematicamente desmantelados no
processador, por cortes, retalhamento, descasque e fatiamento, verifica-se que
este tipo de processamento pode originar um produto de qualidade
comprometida. A manipulagdo adicional durante a lavagem, secagem e
empacotamento, aumenta o risco de contaminaggo por patogenos.

Schlimme (1995) inclui o S. aureus entre outros patdgenos passivos de
contaminar os produtos MP pelo manuseio. Algumas vezes, esta contaminagdo ¢
agravada pela manuten¢io do alimento a temperatura ambiente por longo
periodo, permitindo, assim, a produgdo de toxina por esta bactéria.

Taria et al. (1980) detectaram a presenga de S. aureus enterotoxigénico
em manipuladores de alimentos, em cozinhas hospitalares. Foi detectado em
35,3% do total de individuos examinados e, destes, 16,7% foram positivos para
produgdio de enterotoxina estafilocéeica tipo C (SEC). Pesquisa realizada por
Castro e Iaria (1984) no vestibulo nasal de 78 manipuladores de alimentos que
trabalhavam em cozinhas hospitalares de Jodio Pessoa, PB, revelou também a
presenca de S. aureus em 42,3% dos portadores nasais. Em 6.,4% destes foram
isoladas cepas produtoras de toxina tipo B, C, AE, e ABE. Estudos também
realizados por Carvalho & Serafini (1996) em trabalhadores do Restaurante
Universitario da Universidade Federal de Goias/Brasil demonstraram que S.
aureus ¢ S. epidermidis foram isolados de 44 manipuladores de alimentos, sendo
26,08% isolados da regifio nasal, 21,73% das méos e 34,70% da orofaringe.

E reconhecido internacionalmente que locais onde se prepara um grande
namero de refeigSes estdo sujeitos & transmissdo de microrganismos patogenos,
entre estes S. aureus. Pelo fato de ndo haver obrigatoriedade de notificagéio da
doenga no Brasil, dados epidemiolégicos sdo escassos, estimando-se que apenas
1% a 10% do numero real de surtos sejam confirmados (laria, 1981; Eiroa,
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1989; Park et al., 1992). Entretanto, em todas as etapas de produgdo de
alimentos, o grande problema para o controle é representado pelo manipulador,
cuja atuagfo no preparo do alimento n#io se pode evitar. As baixas nogSes de
higiene, saiide deficitiria e conhecimentos técnicos inadequados fazem destes os
grandes vildes na determinacio de doengas e deterioragfio de alimentos (faria,
1981; Mossel & Garcia, 1983; ICMSF, 1985; Park et al., 1992; Ungar et al.,
1992). Assim, a vigilincia a este nivel requer o desenvolvimento de programas
de educagdo sanitiria especiais ¢ um plano sanitério da planta de processamento.
Durante transporte, armazenamento e comercializagio as principais
preocupagdes, além da higiene, devem estar voltadas para as condigdes de
temperatura, umidade e ventilagio recomendadas para cada classe de alimento
(Wigginton, 1974; Bolin et al., 1977, Shewfelt, 1986; Bolin & Huxsoll., 1989;
Huxsoll & Bolin, 1989; Babic & Watada, 1996; Bennik et al., 1996).

O diagnéstico rotineiro para S. aureus estd baseado em testes pré-
formados para fator coagulase, catalase, hemélise e desoxiribonuclease
termoestével. Testes comerciais de aglutinagdo de latex e de biotipagem vém
sendo avaliados para identificagdo ¢ diferenciagio de S. epidermidis (Chang &
Huang, 1995; Tsen et al., 1995; Foster, 2000; Gay & Fox, 2000). Foram
divulgadas pesquisas sobre os subtipos de estafilococos isolados usando técnicas
de tipificagdo molecular para detecgio de enterotoxinas (Tsen et al., 1995).

Espécies de estafilococos coagulase negativos estdo entre os mais
importantes patogenos e sua identificagio é também considerada importante
para o diagnéstico preciso da etiologia de infeceBes estafilocécicas. O principal
representante € o Staphylococcus epidermidis, embora muitas outras espécies do
género sejam coagulase negativas ¢ também patogénicas (Kotilainen et al.,
1991).

A presenga de estafilococos coagulase positivos foi observada por
Splittstoessser (1973) em vegetais congelados. Muitas amostras apresentaram
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resultados positivos para o microrganismo em 39% das amostras de ervilhas e
feijdes verdes, 31% das vagens cortadas € 64% de milho, embora as contagens
médias fossem de apenas dez estafilococos por grama.

Segundo Pereira et al. (2000), estafilococos enterotoxigénicos so
aqueles, em sua grande maioria, produtores de coagulase e representados por
Staphylococcus aureus. Quando presentes no alimento em numero suficiente,
sintetizam enterotoxinas que, ao serem ingeridas, apds incubagdo de uma a
quatro horas, ocasionam sintomas de gastroenterites.

Embora nem todas as cepas de estafilococos que sfio coagulase positiva
sejam aureus, o teste de coagulagéo de plasma (coagulase) é reconhecido como
uma caracteristica tipica de S. aurews. Rotineiramente, ¢ usado na sua
identificagio embora alguns resultados possam apresentar-se como falsos
positivos (Gay e Fox, 2001). Testes de coagulase que apresentam reagéio menor
que 4+ siio, as vezes, considerados subjetivos (FDA, 2001). Entretanto, a AOAC
(1990) considera que algum grau de formagfio de codgulo € uma reagdio positiva
e APHA (1992) so reconhece como reagdes positivas atividade de coagulase
>3+. Testes realizados por Chang & Huang (1995) para determinar a atividade
de coagulase em cepas de S. aureus demonstraram que o protocolo da AOAC
apresentou uma sensibilidade de 97,7% e uma especificidade de 95,1% e pode
ser completado com seis horas de incubag&o. E considerado, assim, mais pratico
que os métodos usados pela APHA ¢ FDA.

A termonuclease (TNase) ¢ também uma caracteristica enzimatica do S.
aureus. Existem inimeros testes para detecgdo e relagiio de crescimento de
estafilococos com a presenga de enterotoxina em alimentos, sendo considerados,
muitas vezes, substitutos satisfatorios para o teste de coagulase (Neumayr &
Krmer, 1990; Chang & Huang, 1995). A habilidade do S. aureus de crescer
produzir enterotoxina A e termonuclease foi determinada em meios contendo
cinco hortaligas isoladas ou em combinagdo com BHI por Neumaye & Kramer
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(1990).Eles observaram que, com excegdo das amostras de feijio preto
esterilizado, o crescimento de S. aureus foi excelente em todos os meios
apresentando contagens >10°UFC g apés 48horas de incubagdio a 25°C, assim
como produgdo de enterotoxina A (SEA) de 33 a 72 ng/ml em BHI.

Em contraste com os produtos de origem animal, o crescimento de S.
aureus e a incidéncia de produgio de enterotoxinas sio baixos em vegetais, tais
como ervilhas, feijio, espinafre, aipo, alface e nabo. Isto é decorrente da agdo
antagdnica da microbiota normal presente em vegetais crus n#o tratados
(Neumaye & Krimer, 1990). Beuchat (1996) afirma que isto decorre do fato do
S. aureus ndo competir bem com outros microrganismos normalmente presentes
em produtos frescos e saladas vegetais pré-preparadas e, provavelmente, seu
crescimento precede o desenvolvimento pela microbiota niio patogénica quando
estes microrganismos se encontram em grandes niimeros no produto.

Silva Jr. et al. (1994), observando a capacidade do S. aureus se
reproduzir em vegetais embalados a vicuo, notaram que houve diminui¢go no
nimero de cepas cultivadas nas amostras. Concluiram os autores que
provavelmente isto ocorreu devido 4 competigio metabélica causada pela
presenca de Escherichia coli, quando as amostras foram mantidas a temperatura
ambiente. Entretanto, 0 mesmo n#o foi observado quando a estocagem realizou-
se sob refrigeragdo. Corlett (1989) e Hurst (1995) jé alertavam para o risco do
produto MP, quando mantido a 7°C ou temperaturas superiores durante a
estocagem e/ou distribuigdo, favorecer o crescimento de patégenos toxigenos
como S. aureus,

A ocorréncia de S. aureus potencialmente toxigeno em vegetais frescos
minimamente processados nos Estados Unidos, com incidéncia de 3% a 14% de
amostras positivas, ¢ também citada por Nguyen-the & Carlin (1994). Em
pesquisa realizada com brécolis MP embalados sob atmosfera modificada e
estocados 4 temperaturas de refrigeragdo, Mohd-Som et al. (1994) nido
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detectaram S. aureus. Contudo, consideraram que a presenga de cocos Gram
positivos nas amostras pode ter alguma importincia, considerando que seu
percentual foi maior nas amostras embaladas que nas amostras frescas nédo
embaladas.

Embora a presenga de Staphylococcus aureus enterotoxigénico néo seja
objeto de grande numero de pesquisas realizadas em produtos vegetais, vale
ressaltar que a intensa manipulagdo sofrida por produtos horticolas
minimamente processados torna-os potencialmente perigosos 4 saide do
consumidor. Isto porque este agente, estando presente num ambiente onde a
competitividade com a microbiota epifita foi amenizada, pode alcangar indices

elevados e produzir toxinas, ocasionando entfio surto de toxinfecgdo alimentar.

2.5.4 Bacillus cereus
O Bacillus cereus esta incluido na classificagdio dos bacilos do Grupo I,

definidos por terem um espordngio que nio estd deformado pelo esporo. Dentro
do grupo, ¢ feita a divisdo em espécies com base no didmetro da célula. Nas
espécies de células grandes, em que estdo incluidos os B. cereus com didmetro
>9um. Os demais bacilos grandes deste grupo séo B. megaterium, B. anthracis,
B. mycoides ¢ B. thuringiensis (Vasconcellos & Rabinovitch, 1995; ICMSF,
1998; Helgason et al., 2000; Kim et al., 2000).

Sso bastonetes longos, Gram positivos, esporulados, aerdbios
facultativos, com motilidade variada, produtores de toxina. Crescem na faixa de
temperatura entre 10 e 40°C, tendo 6timo de 30°C; uma atividade de agua
minima entre 092 e 0,95 e faixa de pH para crescimento entre 4,9 € 9.3. O
Bacillus cereus encontra-se bastante difundido na natureza, sendo isolado com
facilidade do solo, poeira, 4gua doce e sedimentos, hortaligas, gréios e cereais, ¢
do pélo dos animais. Consequentemente, nio ¢ surpreendente encontrd-los no

interior ou superficie de praticamente todos os produtos agricolas € em muitos
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alimentos naturais frescos, secos ou tratados industrialmente (Mossell & Garcia,
1983; Frazier, 1985; Harmon & Kautter, 1991; Fermanian et al., 1994; Jay,
1994; Vasconjcellos & Rabinovitch, 1995; ICMSF, 1998; Notermans & Batt,
1998; Helgason et al., 2000; Kim et al., 2000).

Trabalhos citados revelam que a incidéncia de B. cereus em alimentos é
muito alta. Eles estio presentes em 52% de 1546 ingredientes alimenticios
analisados, 44% de 1911 pratos de cremes e sobremesas, 52% de 431 produtos
cameos e vegetais, além de ser um contaminante freqiiente do leite e produtos
lacteos, especialmente leite em po integral e desnatado, e inclusive leite
submetido ao tratamento UHT (48%) (Gilbert et al., 1974; Delazari et al. 1978;
Rodriquez & Barret, 1986; Beecker et al., 1994; Fermanian et al., 1994; ICMSF,
1998; Kim et al., 2000).

De acordo com Notermans & Batt (1998), todo tipo de alimento no qual
0 B. cereus for isolado ¢ onde o manuseio ou o armazenamento permitiu sua
multiplicagdo, deve ser considerado veiculo potencial para toxinfecgdo
alimentar. Uma avaliagio da dose-resposta deve ser efetuada se os dados
epidemiolégicos estiverem disponiveis para caracterizagiio do perigo ¢ prové
uma estimativa da natureza, da severidade e da duragdo dos efeitos adversos
associados ao consumo do B. cereus e suas toxinas. Devido i sua estabilidade,
deve ser considerado como um agente perigoso quando encontrado no alimento.
A caracterizagdo de perigo envolve uma avaliagio qualitativa e/ou quantitativa
da natureza dos efeitos adversos associados com o B. cereus e suas toxinas,

Em circunstincias normais, 0 B. cereus encontra-se nos alimentos em
concentragdes <10° g e quase sempre <10” g. Nesses indices, o organismo
pode ser considerado inécuo, j4 que a concentragio minima necesséria para
causar enfermidade ¢ estimada em >10°g" (Hobbs & Gilbert, 1974; ICMSF,
1998). De acordo com Rodriguez ¢ Barrett (1986), quando o B. cereus esta
presente em pequeno ndmero no produto, pode dificultar a sua detecgdo entre a
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microbiota normal. Entretanto, este niimero pode ser suficiente para eventual
proliferagio e produgdo de toxina no produto. Segundo Charni et al. (2000), ¢
impossivel para a industria de alimentos excluir o B. cereus de seus produtos.
Como demonstram vérios estudos, os esporos de B. cereus podem sobreviver ao
processamento térmico e assim crescerem em alimentos sob condicBes de
refrigeragfio (Gilbert et al., 1974; Rodriquez & Barrett, 1986; Fermanian et al.,
1994; Mahakarnchanakul & Beuchat, 1999). Certas cepas podem crescer em
temperaturas 0 baixas quanto 4 a 6°C (Chami et al., 2000).

A variagio na dose infecciosa calculada varia de 1x10° até 1x10" B.
cereus g de alimento, com um valor mediano de 1x10’g" (Notermans & Batt,
1998). Esta grande variagio tem uma relaggo valiosa com a dose-resposta ¢ sua
grande estabilidade. A taxa de exposigdo mostra que, freqlientemente, os seres
humanos estiio expostos a altos nimeros de B. cereus. Segundo ainda os autores,
doses presentes nos alimentos de >1x10* B. cereus g do produto devem ser
consideradas como perigosas.

A patogenicidade do B. cereus ¢ indicada pela presenca de uma
enterotoxina, embora trés fatores extracelulares produzidos pela bactéria, como a
fosfolipase, hemolisina e uma toxina letal a ratos, estejam associados a produgdo
de toxinfecgdo. Sua presenga pode indicar contaminagio de matérias-primas,
bem como condigSes inadequadas de conservagdo, relacionadas & temperatura
(Notermans & Batt, 1998).

Os meios contendo gema de ovo e polimixina sfio indicados para seu
isolamento, uma vez que poucos microrganismos produzem reag3es parecidas as
produzidas pelo B. cereus. Ele ¢ tido como resistente a certas concentragdes de
Polimixina B, que s@o eficientes para inibigio da microbiota acompanhante.
Suas cepas produzem lecitinase degradando produtos insoluveis da lecitina
presentes na gema de ovo que se acumulam em volta das coldnias formando um

precipitado branco caracteristico. Em muitas coldnias esta reagdo se apresenta

61



precocemente, de forma que, com freqiiéncia, ¢ possivel fazer uma identificagdio
rapida, inclusive antes que eventuais cepas polimixina-resistentes
acompanhantes alcancem pleno desenvolvimento. Os meios mais usados sio o
dgar manitol vermelho de fenol - gema de ovo com polimixina B (MYP),
segundo Mossel & Garcia (1983), ou o 4gar polimixina-piruvato gema de ovo-
manitol azul de bromotimol (PEMPA), segundo Holbrook & Anderson (1980) e
ICMSF (1998).

Os métodos convencionais para a identificagiio de B. cereus consistem
de testes bioquimicos ¢ andlises microscopicas da morfologia da célula
necessdria principalmente para a diferenciagio do B. thuringiensis que tem
caracteristicas bioquimicas similares.

Provas bioquimicas, como testes VP, redugio de nitrato, prova de
liquefagdo de gelatina, prova do leite tornassol, fermentagiio da lactose, entre
outras, sdo utilizadas na sua identificagio presuntiva, seguida de confirmagéio
pela presenca de toxinas (ICMSF, 1983; Mossel & Garcia, 1983; ICMSF, 1998;
Silva et al., 1997).

O Bacillus cereus é um patgeno toxigeno reconhecido que causa dois
tipos distintos de toxinfecgdo, diarréica e emética (CDC, 1978; WHO, 1987,
Buchanan & Schultz, 1992; ICMSF, 1998; Notermans & Batt, 1998). A forma
classica tem um periodo de incubagfio médio de 10 a 13 horas e se manifesta por
sintomas, como colites agudas ou enterocolites. Caracteriza-se por dor
abdominal, diarréia profusa e tenesmo retal. As nduseas sio moderadas e os
vOmitos raros. Esta forma de toxinfecgio tem grande semelhanga, em seus
sintomas e periodo de incubagfio, com a produzida por Clostridium perfrigens.

A natureza desta toxina, que ¢ responsével pela resposta diarréica, nfo ¢
bem estabelecida, mas suas propriedades estio sendo debatidas ha muitos anos.
Em 1984, Thompson et al. isolaram trés componentes téxicos @B, L;, L) com
atividade hemolitica. O componente B, aparentemente, ¢ um mediador de
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aglutinaciio de eritrécitos € tem sido clonado e seqienciado. Os dois
componentes L (L, e L,) os quais sdo mediadores de lise, também tém sido
clonados e sequenciados. A enterotoxina classica de B. cereus tem sido
examinada por meio de ensaios em alga ileal de coelhos. Uma segunda
enterotoxina diarréica tem sido descrita, e difere dos trés componentes da via de
hemolisina. A proteina purificada exibe Vero toxicidade celular, mostrando
permeabilidade vascular e promovendo acimulo de liquido na alga iliaca nos
testes com coelho (Notermans & Batt, 1998).

Somente poucos estudos tém apresentado o modo de agdo da
enterotoxina. H4 indicagdes de que a unido nos receptores das células epiteliais
intestinais é fraca para bloquear os efeitos com antissoros hébeis. A enterotoxina
rompe a membrana das células epiteliais, mas o mecanismo ndio € claro,
sabendo-se apenas que esta enterotoxina ¢, no minimo cem vezes mais potente
que a enterotoxina do Clostridium perfrigens (Kramer ¢ Gilbert, 1989; Lund &
Granum, 1996; Notermans & Batt, 1998).

A segunda forma de toxinfecgfo tem um periodo de incubagdo mais
curto, na maioria dos casos 1 a 5 horas e um quadro clinico com gastrites agudas
ou gastroenterites. As niuseas e vomitos agudos séo os sintomas predominantes,
parecendo-se assim com a toxinfecgdo estafilococica ICMSF, 1998). Os estudos
da toxina emética tém sido complicados por nfio ter um modelo de sistema
sustentavel para analise de sua atividade.

Nos surtos de forma classica, sdo necessdrios numeros elevados de
células vidveis para que se origine a enfermidade. O aparecimento relativamente
rapido dos sintomas, a curta duragfio do processo e a auséncia de febre sugerem
que a segunda forma de enfermidade produzida pelo B. cereus ¢ uma verdadeira
intoxicagio. Por isso, é necessaria a produgio de uma enterotoxina durante o
crescimento da bactéria no alimento ICMSF, 1998; Notermans & Batt,1998). O
Bacillus cereus produz toxinfecgdes alimentares somente quando o alimento
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ingerido contém nlimeros elevados de células, geralmente superiores a 107/g ou
ml (Frazier, 1985; Mossel & Garcia, 1983; APHA,1992; Jay, 1994; ICMSF,
1998). Portanto a contagem de B. cereus é fator decisivo na hora de avaliar o
significado deste microrganismo nos alimentos. De acordo com o ICMSF (1998)
os alimentos que contém 4gua em abundéncia ou foram reconstituidos contendo
cifras de B. cereus >10%g ou ml, sio considerados potencialmente perigosos.
Segundo Gilbert et al. (1974), raramente sdo produzidos casos de toxinfecgdes
por alimentos com indices de 10° ou 10° células de B. cereus por g ou ml.

Os principais fatores que contribuem para a ocorréncia de enfermidade
alimentar estdo relacionados 4 utilizagdo de alimentos crus ou ingredientes
contaminados por esporos, cozimento ¢ resfriamento inadequados, equipamento
contaminado, intervalo de tempo entre preparo e consumo igual ou superior & 12
horas, manutengo do alimento quente a temperaturas impréprias e
reaquecimento inadequado (Gilbert et al., 1974; Harmon & Kautter, 1991,
Beecker et al., 1994; ICMSF, 1998).

Néo sio muitos os dados disponiveis na literatura relacionados com os
aspectos epidemiol6gicos envolvendo B. cereus. Trabalhos desenvolvidos na
Hungria, no pericdo de 1960 a 1968, revelaram que do total de surtos
envolvendo B. cereus, 53,8% tiveram como veiculo produtos céarneos, 10,6%
vegetais, 9,6% leite e cacau em pd e 17,7% outros tipos de alimentos (CDC,
1978).

No Brasil nfo existem dados epidemiolégicos sobre a ocomréncia de
enfermidades ocasionadas pelo B. cereus decorrentes do consumo de vegetais e
as informagdes sobre surtos envolvendo outros alimentos sdo também escassas.
Segundo Eiroa (1989), isto decorre do fato dessas doengas ndo serem
obrigatoriamente notificadas. Além disso, falta pessoal qualificado nos locais
onde os surtos acontecem e é freqilente os responsaveis pelos locais onde tais
incidentes ocorrem de tratarem de minimizar a importéncia do fato, procurando
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sufoca-lo imediatamente para evitar manifestagdes incomodas.

Dos dezenove surtos de enfermidade alimentar confirmados
laboratorialmente em Campinas, entre 1987 ¢ 1993, B. cereus foi o agente
etiologico responsavel por 68,4% (Passos & Kuaye, 1996). Esta bactéria foi
incriminada e 78,6% destes surtos estavam relacionados com condigdes
inadequadas em servigos de alimentagfio para coletividades. Dentre os casos
relatados pelos autores, verifica-se que 23,08%, foram ocasionados pelo
consumo de arroz cozido, 7,69% tinham hortaligas como ingredientes, 46,15%
envolviam farinhas e 23,08% carmne. Produtos da merenda escolar, alimentos
desidratados, frutas e hortalicas, cames e produtos cdmeos, leite e derivados,
cereais, condimentos, molhos preparados, produtos de confeitaria e panificagdo,
¢ macarrfio industrializado sfo também citados em outras pesquisas como
responséveis por surtos originados por B. cereus no pais (Delazari et al., 1978).

Informagdes de surtos de toxinfecgdes em outros paises também t€m
sido restritas para casos que envolvem duas ou mais pessoas. Zottola e Smith
(1990) informam que dados obtidos do CDC 1990, referentes aos surtos de
toxinfecgdo alimentar ocorridos no periodo de seis anos, 37% foram devido a
Salmonella, 23% a S. aureus, 14% a Clostridium perfrigens, 11% a Clostridium
botulinum, sendo apenas 3,83% dos surtos relacionados ao Bacillus cereus.

A habilidade do B. cereus, para sobreviver sob condiges adversas do
meio, adaptagio e eventualmente multiplicagdo nos alimentos, faz dele a
bactéria de maior destaque na deterioragdo de alimentos (Mahakarnchanakul e
Beuchat, 1999). Segundo os autores, as mudangas na resisténcia ao calor ou as
temperaturas de refrigeragdo, assim como tolerdncia ao NaCl, podem influenciar
na sua habilidade para crescer em alimentos MP durante a distribuigdio €
estocagem. A disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, atividade de agua e
a presenca de aditivos sdo os fatores que mais afetam a taxa de crescimento ¢ a
produgdo de toxina pelo B. cereus psicrotrofico (Benedict et al., 1993).
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O efeito de diferentes temperaturas sobre o crescimento de cepas de B.
cereus, foi avaliado por Fermanian et al. (1994). O crescimento maximo
permitido ocorreu na faixa de temperatura de 46 a 50°C, ndo ocorrendo
crescimento acima de 50°C. Réapido crescimento foi observado a 42°C e este
pdde ser retardado a 20°C, quando a lag fase pdde durar 7horas. Por outro lado,
Marth (1998) alerta que patégenos ocasionais, como B. cereus, podem crescer
sob temperaturas de refrigeragdo comprometendo assim a vida Gtil ¢ a qualidade
de produtos refrigerados.

Embora exista classica referéncia desta bactéria como mesofilos
esporiformes, o interesse nas espécies psicrotroficas tem aumentado

recentemente com a determinagio de que estes microrganismos ocorrem
largamente em produtos submetidos a baixas temperaturas e que uma
percentagem significativa ¢ capaz de crescimento sob condigdes de refrigeragéio.
Além disso, alguns pesquisadores informam que uma percentagem significativa
de B. cereus psicrotroficos produzem a enterotoxina diarréica (Rodriguez &
Barrett, 1986; Buchanan & Schultz, 1992; Fermanian et al. 1994,
Mahakamnchanakul & Beuchat, 1999; Helgason et al., 2000).

Vérios estudos reportados por Buchanan & Schultz (1992) indicam a
produgéio de enterotoxina pelo B. cereus a temperaturas tdo baixas quanto 4°C
ou mesmo em sorvetes. Assim, a proliferagio e produgdo de toxinas por esta
bactéria em produtos refrigerados sdo totalmente vidveis, tornando os produtos
MP possiveis fatores de toxinfecedo por este agente.

Maxcy (1982) analisou o crescimento da microbiota contaminante em
folhas de alface cortadas ou rasgadas e suco de alface. O autor observou que B.
cereus cresceu essencialmente no suco de alface e em alface MP embalado a
vécuo, somente decrescendo significativamente na taxa da microbiota normal
presente nos produtos. Todos os resultados indicaram que a liberaggo do
exsudato das folhas de alface pode ser um importante refiigio para bactérias de
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significado em saide piblica.

Nguyen-the & Carlin (1994) apresentaram dados referentes & presenca
de B. cereus em broto de feijio nos Estados Unidos. Encontrado normalmente
no ambiente de cultivo de frutos e hortaligas, sua presenga provavelmente néo é
resultado de uma contaminagfio externa ou durante o processamento. Beuchat
(1996) reporta que Robert et al. isolaram esporos de B. cereus de cerca de um
tergo das cem amostras de vegetais analisadas, principalmente de saladas obtidas
no comercio varejista. Esclarecem os autores que, somente quando os produtos
sdo manuseados de maneira que permita a germinagéio de esporos € crescimento
das células vegetativas h4 uma ameaga para o consumidor.

Surtos de gastroenterite causadas pelo consumo de sementes, brotos e de
hortaligas cruas contaminados com B. cereus, ocorridos nos Estados Unidos, em
1973, foram também descritos por Beuchat (1996). As infecgdes ocorreram apds
o consumo de soja, mostarda e agridio, sendo que Os esporos cresceram por trés
dias em kits de sementeiras, possibilitando assim a esporulagio e

conseqiientemente, a produgio de toxinas.

2.5.5 Listeria monocytogenes
Os membros do género Listeria sdo definidos como bastonetes curtos

(cocoides) regulares, Gram positivos, ndio esporogénicos, catalase positivos,
anaerobios facultativos, fermentadores de glucose com produgéo de 4cido latico
sem produgdio de gas e ndo produtores de H,S (Messina et al., 1988; Silva et al,,
1997; ICMSF, 1998; Almeida et al., 1999).

Encontram-se amplamente distribuidos no ambiente, tendo sido isolados
de insetos, forragens, solo, vegetais em decomposi¢io, material fecal, efluentes
de abatedouros, esgotos, agua de rio, aves ¢ mamiferos silvestres, animais
domésticos, pescado e roedores. O meio primario de transmissdo ao homem ¢é
pela contaminagio dos alimentos em qualquer ponto da cadeia alimentar
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(Messina et al., 1988; Eiroa, 1990; Bacek et al., 2000; Bell & Kyriakides, 2000b).

Crescem em ampla faixa de temperatura (3° a 45°C), com 6timo entre
30° a 37°C. Em fungdo da capacidade de multiplicar-se em temperaturas de
refrigeragdo, sdo considerados criotolerantes e psicrotolerantes e sfo também
osmotolerantes (Baek et al., 2000). Sdo moéveis entre 20° ¢ 25°C, mostrando
movimentos rotatérios caracteristicos ou de tombamento, porém n#o apresentam
motilidade entre 35° e 37°C. Exibem elevada tolerdncia ao sal e calor, sendo
capazes de crescer em temperaturas <4°C, demonstrando também facilidade de
crescimento em substratos com baixo pH e atividade de 4gua (Pereira &
Rocourt, 1993).

De acordo com Eiroa (1990) até 1979 n#o havia sido relatado nenhum
surto de listeriose humana veiculada por alimentos. A descrigio desta bactéria se
reporta ha mais de 60 anos, quando foi isolada em coelhos e cobaias e descrita
como responsivel por enfermidades nestes animais. Foi primeiramente
denominada de Bacterium monocytogenes porque infectavam os mondcitos do
sangue (ICMSF, 1998; Bell & Kyriakides, 2000b).

Bell & Kyriakides (2000a) informam que os indices de listeriose na
populagdo humana sempre foram encobertos por outras enfermidades
transmitidas pelos alimentos, como salmonelose e campilobacteriose, sendo a
confirmaggo de surtos de listeriose humanas pouco freqiiente.

Pereira & Rocourt (1993) informam que estudos mostraram ser esta
bactéria filogeneticamente constituida por dois grupos genomicamente distintos.
Constitui-se de sete espécies, acrescentando a L. grayi como participante do
género. Os autores esclarecem que, com excegdio de L. grayi e L. murrayi, todas
sdo contaminantes de alimentos, sendo que Jay (1994) destaca as espécies mais
freqiientes em alimentos como sendo de L. monocytogenes € L. innocua.

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Bergey’s, 1994) lista oito
espécies no género Listeria: L. monocytogenes, L. innocua, L. ;seeligeri, L.
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welshimeri, L. ivanovii, L. grayi, L. murayi ¢ L. denitrificans. Destas, as espécies
L. grayi e L. murayi séio consideradas como subespécies de uma simples espécie
redefinida, a L. grayi, a L. denitrificans aparece no novo género Jonesia. Assim,
seis espécies podem ser diferenciadas: 1) L. ivanovii € L. monocytogenes, que
sio patogénicas para cobaias, mas somente a L. monocytogenes ¢
consistentemente associada com enfermidades humanas; 2) L. innocua, L.
seeligeri, L. welshimori e L. grayi nio aparecem como patdgenos humanos.

Segundo Silva et al. (1997), o género Listeria encontra-se constituido
por cinco espécies: L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivannovii, L. innocua e L.
welshimeri. Seis espécies sio destacadas pelo ICMSF (1998), sendo a L.
innocua e L. murrayi consideradas patogenas, enquanto que L. seeligeri, L.
ivannovii e L welshimeri raramente causam infecgio humana. A L.
monocytogenes é considerada a espécie patogénica mais importante.

No final do século XIX, a Listeria monocytogenes foi descrita como
responsavel por infecgdes humanas e animais. A ragdo contaminada consumida
pelos animais, especialmente a forragem elaborada incorretamente, foi indicada
como causa da listeriose. Porém, a existéncia de uma causa similar da infecgdio
humana ndo foi admitida universalmente até principios da década dos anos
oitenta, apesar de um importante surto ocorrido na Alemanha, em 1949 a 51,
relacionado ao consumo de leite cru ICMSF-1998). Eiroa (1990) relata que
quando, na cidade de Boston, Estados Unidos, vinte pessoas contrairam
listeriose, ela foi atribuida ao consumo de saladas de alface, tomate e salsdo.
Informa ainda que, em 1981, foram constatados 41 casos de listeriose no
Canad4, devido ao consumo de salada de repolho. Neste caso, as investigagdes
apuraram que a contaminagdo do repolho ocorreu devido ao uso de adubo
orginico contendo esterco de ovelhas criadas no local, que estavam infectadas
pela bactéria.

Segundo Brackett (1992), as condigdes ambientais de armazenamento
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vio influenciar na populagfio microbiana e no tempo de duragio do produto
fresco estar seguro ao consumo. Esclarece, ainda, que o longo tempo de
estocagem sob temperaturas de refrigeragfio serd seletivo para organismos
psicrotréficos. Considerando que algumas bactérias patogénicas crescem bem
sob condi¢des de refrigeracio e que Listeria momocytogenes, por ser
psicrotolerante, continua crescendo a estas temperaturas, as condigdes
ambientais e de embalagem de produtos minimamente processados geralmente
ndo seriam barreiras suficientes para impedir o crescimento destas. Sio,
portanto, causa de preocupaggo e risco 4 safide do consumidor.

Listeria monocytogenes é geralmente reconhecida como o principal
patdgeno para o homem dentro do género Listeria. Embora os mecanismos de
patogenicidade nfio sejam compreendidos com clareza, a infecgfio depende de
uma variedade de fatores que incluem o estado imunolégico do hospedeiro, a
quantidade de inécuo e a viruléncia especifica da cepa de L. monocytogenes
(Bell & Kyriakides, 2000a). Almeida et al. (1999) explicam que ap6s a ingestiio
do alimento contaminado, a L. monocytogenes ¢ capaz de cruzar a barreira
intestinal, multiplicar-se ¢ se difundir para outros 6rgéios como figado e bago,
onde causa formagdo de granulomas. Quando ocorrem infecgdes mais severas
esta bactéria pode romper as barreiras do endotélio e difundir-se para o cérebro
ou placenta.

Hofer & Povoa (1984) reportam que estudos desenvolvidos no Brasil
durante o periodo de 1965 a 1983, a partir de 71 amostras de L. monocytogenes
isoladas de processos patologicos ¢ de portadores humanos, mostraram a
predominéncia do sorovar 4b (50,78%) e do sorovar 1/2a (29,6%).

Em estudos realizados por Hofer et al. (2000), no periodo de 1971 a
1997, utilizou a técnica de fenotipagem para caracterizagdo de espécies e sorovar
de 3112 cepas de Listeria de diferentes amostras, incluindo alimentos e
constituintes ambientais. Os resultados mostraram que 72,9% das cepas
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recuperadas foram de L. innocua e 24,8% de L. monocytogenes, destacando os
sorovars 4b, 1/2a e 1/2b como os mais prevalentes de L. monocytogenes.

A incidéncia de L. monocytogenes em vérios tipos de alimentos
encontrada por Baek et al. (2000), no periodo de 1993 a 1997, assim como a
caracterizagio por sorotipagem das cepas isoladas, demonstrou que 7,9% das
amostras continham L. monocytogenes ¢ que as cepas isoladas foram
predominantemente identificadas como sorovar 1/2b ¢ 1/2a.

Os sorovars 6a ¢ 6b sdo descritos como linhagens ndo patogénicas de
diferentes espécies de Listeria (Pereira & Rocourt, 1993; Bell & Kyriakides,
2000b; Hofer, 2000).

Almeida et al. (1999) explicam que embora haja uma margem de risco
para todos os consumidores, este patogeno ¢ particularmente temido devido &
forte associagio com septicemia, encefalite, meningite, aborto espontineo e
morte em neonatos, idosos e pacientes imunodeprimidos. Em revisdo realizada
por Rocourt (1996) sobre os principais grupos de individuos com risco de
sofrerem listeriose, destacaram-se, por ordem decrescente, pessoas submetidas a
transplante de orgdos, pacientes com AIDS, individuos infectados pelo virus
HIV, gestantes, enfermos com céncer e ancides.

Bell & Kyriakides (2000a) esclarecem que a L. monocytogenes pode
causar varios tipos de infecgdes. Porém, a mais freqiiente € a listeriose que toma
forma de uma infecgdio no ttero, no sangue ou no sistema nervoso central.
Adultos sadios podem também desenvolver a listeriose normalmente como
meningites e septicemia. Os autores alertam para a possibilidade de um aumento
na proporgdo de individuos vulneraveis dentro da populagio mundial, devido ao
aumento no nimero de grupos imunodeprimidos € de ancides durante os Gltimos
anos.

Estas informagdes sdo respaldadas por Messina et al. (1988) e Baek et
al. (2000). Segundo esses autores, a L. monocytogenes causa infecgdio severa e
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até fatal em grande niimero de pessoas susceptiveis, em grande nmero de
recém-nascidos, idosos, gestantes e pessoas imunocomprometidas, alcangando
alta taxa de mortalidade, chegando até 30% dos casos registrados.

Brackett (1987b) destaca que o estreito relacionamento da L.
monocytogenes com as plantas ¢ o solo sugere uma grande chance dos vegetais
serem contaminados com este microrganismo. Um dos maiores surtos de
listeriose humana tragada, relacionados com a ingestiio de alimentos ocorridos
no mundo, foi associado a0 consumo de salada de repolho cru (Brackett, 1987b;
Messina et al. 1988; Baek et al., 2000). Em outra instincia, alface, tomate ¢ aipo
também foram implicados em casos de listeriose (Hofer, 1975; Brackett, 1987b).
Estudos citados por Eiroa (1990) evidenciam surtos de listeriose devido ao
consumo de vegetais contaminados, principalmente por alface, tomate, salsio e
repolho. Baek et al. (2000) também destacam os vegetais crus, leite ¢ queijo tipo
mexicano como suspeitos de veicularem os maiores surtos € casos esporadicos
de listeriose nas duas ultimas décadas.

Emderling et al. (2000) citam uma variedade de alimentos tais como
vegetais, leite, produtos carneos, frango e vérios queijos como veiculos de L.
monocytogenes. Este fato tem particular interesse para a industria de alimentos e
orgéos de saiide piblica, uma vez que esta bactéria é uma ubiqua natural € pode
crescer a temperaturas de refrigerago. Os autores ainda informam que, embora
os alimentos marinhos tenham recebido menor atengdio que outros alimentos, um
surto na Nova Zelindia, em 1980, foi relacionado ao consumo de pescado ou
produtos de pesca.

A ocorréncia de L. monocytogenes em alface, repolho, salsa e agrido foi
determinada em vérias épocas do ano por Porto & Eiroa (2001). A incidéncia da
bactéria foi determinada a partir do enriquecimento em caldo ¢ incubado a 4°C
por 30 dias, com posterior isolamento em 4gar Palcam e Oxford. A incidéncia
total de L. monocytogenes nas hortaligas examinadas foi de 32%. A populagéo
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detectada em alface foi de 1,2 NMP/g, ndio sendo detectada a bactéria em
nenhuma das amostras de repolho analisadas. Para estabelecer uma relagdo com
a sazonalidade dos produtos, os autores informam que o isolamento do
organismo ocorreu em 62,5% no més de janeiro, 12,5% em junho € 25% no més
de julho. E possivel também relacionar com a temperatura ambiente,
considerando serem estes meses de chuva ou frio, o que determina temperaturas
ambientes mais baixas e adequadas & proliferagio da bactéria.

Parece que o processamento dos alimentos exerce efeito seletivo para o
crescimento de determinados sorotipos de Listeria monocytogenes presentes
originalmente na matéria-prima ou pela contaminago dos mesmos por cepas
adaptadas ao ambiente de processamento (Almeida et al., 1999). Esta bactéria
apresenta resisténcia a virios fatores ambientais, tais como temperatura, pEH,
atividade de 4gua, muitos agentes antimicrobianos € preservativos como écidos,
alcalis e sal, tornando sua eliminagiio muito dificil (Brackett, 1987b; Ryser &
Marth, 1988; El-Kest & Marth, 1988; Messina et al., 1988; Carlin et al., 1995;
Barbosa et al., 1995, Zhang & Faber, 1996; Buchanan & Golden, 1998;
Almeida et al., 1999; Back et al., 2000).
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Indicadores de contaminagdio ambiental e de condigdes higiénicas
insatisfatérias de processamento (meséfilos totais, psicrotréficos, bolores e
leveduras, coliformes) em hortalicas minimamente processadas
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1 Resumo

ROSA, Odivia Oliveira. Indicadores de contaminago ambiental e de condigSes
higiénicas insatisfatorias de processamento (mesdfilos totais, psicrotroficos,
bolores € leveduras, e coliformes totais) em hortalicas minimamente
processadas. In: . Microbiota associada a produtos horticulas
minimamente processados comercializados em supermercados. 2002. p-101-
141. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.”

Amostras de hortaligas e saladas mistas de diversas marcas foram obtidas em
supermercados de Belo Horizonte, MG ¢ Campinas, SP no dia de fabricagdo. As
andlises foram realizadas na data de fabricagiio € no prazo méximo de validade
de cada produto, objetivando relacionar a populagéio microbiana inicial com o
tempo de armazenamento ¢ seguranca do produto para o consumo. Os resultados
obtidos mostraram que de 140 amostras analisadas no dia de fabricagdo, 94%
apresentaram contagens >10° UFC 'g para meséfilos e 100% para
psicrotréficos. Destes, 23,5% € 17,6% foram >10" UFC g, respectivamente. As
contagens de bolores e leveduras mostram-se 70,59% acima do padrio de 10
UFC g, tendo 58,8% apresentado contagens >10° UFC 'g. Apenas 29,4% das
amostras mostraram indices <3 NMP g para coliformes fecais, sendo que
64,7% demonstraram contaminagio fecal. As amostras de salséo, beterraba,
cenoura e tri-salada indicaram contagens superiores a 2.400 NMP g 2o final do
armazenamento. Dentre os produtos analisados, apenas acelga, escarola,
espinafre, alface crespa e alface romana no foram positivas para Escherichia
coli. Apbés 5 a 8 dias de armazenamento sob as condiges de refrigeragdo
indicadas pelos fabricantes, as amostras foram analisadas, verificando-se que as
contagens para os indicadores sclecionados eram superiores, demonstrando
crescimento microbiano durante a estocagem. Os percentuais das amostras que
mostraram contagens finais superiores, quando comparadas as iniciais foram:
41,18% para CPP; 76,5% para psicrotroficos, 41,2% para bolores ¢ leveduras;
27.3% para coliformes fecais. As anlises mostraram que as grandes populag3es
microbianas iniciais comprometeram a qualidade dos produtos, oferecendo
riscos de proliferagdo dos microrganismos e, conseqiientemente, deterioragéio
dos mesmos. O armazenamento sob refrigeragio foi seletivo para organismos
psicrotréficos que afetam ndo s6 o armazenamento, mas também aumentam o

* Orientadora; Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
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risco de toxinfecgdio por Listeria monocytogenes quando presentes. Pois estes
continuam crescendo. As altas taxas de E. coli sugerem riscos de toxinfecgdio
alimentar.
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2 Abstract

ROSA, Odivia Oliveira. Microorganisms indicator of storage and processing
conditions (mesophilics and psychrotropic aerobics bacteria, molds ¢ yeasts,
total coliforms) of minimally processed fresh vegetables. In: . Microbial
flora associated to alterations in fresh-cut vegetables during the
commercialization in supermarkets. 2002. p.101-141 (Thesis — Doctorate in
Food Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Samples of vegetables and mixed salad of several marks were obtained in
supermarkets of Belo Horizonte and Campinas/Brazil in the manufacture day.
The analyses were accomplished in the day of production and in the maximum
period of validity of each product, objectifying to relate the initial microbial
population with the time of storage and safety of the product for the
consumption. The obtained results showed that of 140 samPles analyzed in the
day of production 94% they presented counts >10° CFU g™ for mesophilic and
100% for psychrotrophic, and of 23,5% and 17,6% they were >10’ CFU g
respectively. The mods and yeasts counts are 70,59% shown above the pattern of
10° CFU g, where 58,8% presented counts >10° CFU g™'. 29,4% of the samples
Just showed indexes <3 MNP g for fecal coliforms, and 64,7% demonstrated
fecal contamination where only big parsley, beltroot, carrot and trio salad are
superior counts to 2400 MPN g. The products analyzed endive, curly lettuce
and roman lettuce were not just positive for Escherichia coli. After 5-8 days of
storage under the suitable conditions of refrigeration for the makers, the samples
were analyzed being verified that the counts for the selected indicators was
superior, demonstrating microbial growth during the storage. The percentile of
the samples that showed superior last counts when compared to the initials they
were: 41,18% for mesophilic, 76,5% for psychrotrophic, 41,2% for molds and
yeasts, and 27,3% for fecal coliforms. The analyses showed that great initials
microbial populations commit the quality of the fresh product, offering
proliferation risks and consequently deterioration of the product. Storages under
refrigeration will be selective for organisms psychrotrophics that affect not only
the storage but they also increase the risk foodborne for Listeria monocytogenes
when presents, once these continue growing in the temperatures recommended
for conservation of the products by the makers. The discharges rates of E. coli
suggest risks of disease alimentary .

* Adviser: Ds Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Adviser)
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3 Introduciio

Nos ultimos anos, a incidéncia de enfermidades veiculadas por
alimentos assim como relatos de surtos de toxinfecgSes alimentares, atraiu
crescente publicidade juntamente com a demanda de normas para reduzir este
indice, pela cuidadosa aplicagdo dos principios basicos de higiene dos alimentos.
As gastroenterites ou doengas veiculadas por alimentos, denominadas de
toxinfecgSes alimentares, s@o o resultado do consumo de alimentos
contaminados com bactérias patogénicas e/ou suas toxinas, virus, parastitos,
substdncias quimicas ou outras substincias perigosas i satde humana. As
formas de assegurar que os alimentos sejam seguros ao consumo s3o bem
conhecidas. Contudo, a alta incidéncia de enfermidades gastrointestinais nio
demonstra nenhum sinal de que as mesmas estejam sendo aplicadas. A principal
razéo apontada por vérios autores ¢ decorrente da forma branda com que se
apresentam determinadas infecgSes intestinais que, em alguns casos, ndio
necessitam de socorro médico, além das infecgSes assintométicas que ndo sdo
diagnosticadas com exames de rotina. Por outro lado, um sintoma ou caso
isolado n#io pode ser registrado como surto de enfermidade alimentar. Contudo,
cada um deve ser considerado como uma instincia em que o alimento
contaminado que causou a infecgfio pode, em certas circunsténcias, transmitir,
pela excregio, 0 agente causal a outros produtos .

As condigdes de armazenamento so aspectos que podem afetar tanto a
populagfio final como os tipos de microrganismos que crescem em produtos
frescos. Por isso, a influéncia das embalagens e condigdes de armazenamento
sobre os microrganismos precisa ser notada. A temperatura e umidade relativa
dentro da embalagem sdo, provavelmente, os dois fatores mais importantes que

incidem sobre o efeito da estocagem na microbiota. Os microrganismos podem
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crescer rapidamente durante o armazenamento, se mantidos em temperaturas
elevadas. Por outro lado, temperaturas de refrigeragdo nem sempre retardam
totalmente o crescimento destes, produzindo assim alteragdes microbianas que
conduzirdo & perda de qualidade e deterioragdo.

Produtos vegetais vém normalmente sendo comercializados
parcialmente processados. As hortalicas, como alface, almeirdo, ricula, acelga,
agrido, espinafre, escarola, repolho, salsfo, etc., sio escolhidas. Algumas folhas
¢/ou talos defeituosos sio removidos, fracionados ou néo, lavados ¢ higienizados
em solugfio de cloro (+ 120 a 150ppm), empacotados ou ndo a vacuo
individualmente ou sob a forma de saladas mistas, refrigeradas (5 a 10°C), e
dispostas nos supermercados para o consumo doméstico.

De acordo com Floros (1993), antes da colheita, quando as frutas e
hortaligas frutificam e ainda est#io presas a planta de origem, as perdas devido a
respiragio e transpiragio siio substituidas pelo aporte de 4dgua e minerais €
fotossintese pela planta. Apds a cotheita, quando sdo removidas da planta, estas
perdas ndio sdo substituidas, ocorrendo desidratagio e deterioragdo. Estas
mudangas fisiolégicas de respiragdo, transpiragdo e biossintese sfo afetadas por
desordens metabdlicas de fatores intrinsecos, climatéricos e n#io climatéricos.
Também por fatores extrinsecos, como temperatura, umidade relativa,
concentrages de etileno, O, e CO,, que, em geral, causam declinio da qualidade
e limitam a vida util desses produtos. Além das mudangas fisiolégicas, podem
ocorrer, devido as trocas enziméticas, reagdes quimicas e agdo microbiana. Estas
podem causar amolecimento dos tecidos, perda do "flavor”, perda de pigmentos
¢ mudanga de cor, ocasionando um declinio global do valor nutricional,
aparéncia e sabor dos produtos.

A deterioragiio microbiana contribui significativamente para o declinio
da qualidade dos produtos vegetais ¢ pode ter importantes implicagSes na
seguranga para o consumo. Por outro lado, a extensdo da contaminagdo
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microbiana depende do produto, indice da populagfio inicial, manipulagdo,
condicdes de processamento e empacotamento, ¢ do ambiente de
armazenamento. Os efeitos da atmosfera controlada (CA) sio relatados como
uma forma de reduzir a atividade microbiana dos produtos minimamente
processados hermeticamente embalados. Babic & Watada (1996) realizaram
estudos utilizando baixos teores de O, ¢ alto de CO, para controlar o
crescimento de microrganismos deteriorantes em espinafre. Considerando que,
geralmente, baixas concentragdes de oxigénio ou altas concentragbes de gas
carbdnico diminuem a taxa respiratoria, reduz-se assim o némero de patogenos
da planta apés a colheita e, conseqiientemente, a taxa de deterioragdo do
produto. Entretanto, pouca informagéio estd disponivel sobre os efeitos da CA
sobre os microrganismos em produtos minimamente processados.

O presente trabalho teve por objetivo determinar o indice de
contaminagdo em hortalicas ¢ saladas mistas minimamente processadas, pela
determinagdo de indicadores de contaminagdo ambiental ¢ de condigdes
higiénicas de processamento insatisfatorias. Pretande-se alertar os orgios de
seguranca ¢ saide quanto 20 risco do consumo destes produtos sem um rigido
controle de higiene e desinfecgdo.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Coleta de amostras
Um total de 140 amostras de produtos horticolas minimamente

processados, como alface, almeirdio, acelga, agridio, escarola, espinafre, racula,
salsio, broto de alfafa, cenoura, beterraba e saladas mistas minimamente
processadas (Tabela 1), foram coletadas em supermercados das cidades de Belo
Horizonte-MG e Campinas, SP, na data de fabricagfio. Foram mantidas sob
refrigeragio (7+1°C) durante o prazo de validade do produto expresso na
embalagem (5 a 8 dias). As anilises foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras, MG (DCA-UFLA).

TABELA 1 Composigdo das saladas mistas minimamente processadas

Salada Ingredientes

Classica Brocolis, couve-flor, salsdo,

(para preparo de Tepanyaki) cenoura, acelga, repolho e sache
com molho.

Brisa Alface americana, radichio, tomate
cereja, cenoura patha e endiria com
sache para molho da marca
Hellman’s

Primavera Agrido, alface americana e radichio

Tri-salada Acelga fatiada, cenoura ¢ beterraba
ralados

Foram realizadas duas determinagdes. Uma na data de fabricaggio ¢ outra
no Gltimo dia do prazo de validade do produto. O objetivo era determinar a carga

microbiana inicial dos produtos € o aumento populacional durante o
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armazenamento sob refrigeragio. Estas determinagSes norteariam a suspeita de
deterioragdio do produto e riscos de toxinfecgdio alimentar quando altas
contagens inicias fossem detectadas, assim como a presenga de contaminantes

fecais indicativo de risco da presenga de patdgenos.

4.2 Anilises microbiologicas

25 g de amostra foi homogeneizado em 225 ml de 4gua peptonada (0,1%
de peptona e 0,85% de NaCl) e realizadas diluigdes decimais em séries
consecutivas para proceder as anédlises microbioldgicas.

Foram realizadas contagens globais de bactérias aerébias mesofilas e
psicrotroficas, utilizando 4gar padriio para contagens (PCA); contagem total de
bolores e leveduras pelo plaqueamento em 4gar batata dextrose (BDA) e além da
determinagio do nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais e fecais,
utilizando séries de tubos de lauryl sulfato triptose, seguidas de repicagem em
caldo Escherichia coli (LST e EC, respectivamente) segundo Mac-Faddin,
(1980), "International Commission on Microbiological Specification for Foods
Method (ICMSF, 1983), "American Public Health Association" (APHA, 1992),
Bergey's manual (1994) e Silva et al. (1997). Para estabelecer as condigSes
higiénico-sanitarias de fabricagdio dos produtos, os resultados foram comparados
aos padrdes microbiologicos para alimentos, estabelecidos na Resolugio RDC
n°12 (Brasil, 2001) Portaria n°451 (Brasil, 1997) e regulamentagdes
internacionais disponiveis (AOAC, 1995; FDA, 1995, 1998; ICMSF, 1998;
CDC, 1998).

O isolamento e identificagiio de Escherichia coli foi realizado em agar
eosina azul de metileno segundo Levine (EMB) e a identificagiio bioquimica
pelo sistema API20E (BioMerieux).
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5 Resultados e Discussoes

As contagens microbianas podem se encontrar afetadas por fatores
extrinsecos. Isso ocorre porque os vegetais podem estar contaminados com terra,
além do qué, as condigdes ambientais, imediatamente antes ou durante a coleta,
podem influir no nimero e tipo de microrganismos presentes. As contagens
totais de bactérias em hortaligas sdo utilizadas como parimetro para dar uma
idéia da carga microbiana. Porém, ndo indica s¢ a populagdo tem efeito benéfico
ou prejudicial. Contudo, servem como um alerta das condigdes de higiene
durante manipulagiio ¢ armazenamento das mesmas, como também dos riscos
oferecidos a saide do consumidor (ICMSF, 1985; Hobbs, 1986; Zottola &
Smith, 1990; Hotchkiss & Banco, 1992; Madden, 1992; Brasil, 1997, CDC,
1998).

A Figura 1 representa as variagdes médias de contagens globais de
bactérias aerdbias mesofilas (log;,) obtidas de hortaligas folhosas minimamente
processadas de diferentes marcas, na data de fabricagdo e apos armazenamento,
sob refrigeragdo a 7+1°C. Os indices iniciais de contagens globais de bactérias
aerdbias mesofilas obtidas nas andlises destes produtos variaram entre 10° a 10
UFC g, enquanto as contagens finais alcangaram até 10° UFC g'. Estes indices
refletem as més condiges de manuseio e processamento com que estes produtos
foram tratados.

Enquanto nas amostras de agrifio, alface crespa e alface romana
(Figuralb) os niimeros finais foram reduzidos apds este periodo, nas amostras de
acelga, almeirfio e escarola, observa-se uma pequena varagdo das contagens
dentro de um mesmo ciclo log. (Figura 1a). Na Figura lc, pode-se notar que
algumas amostras, como espinaffe, broto de alfafa, ricula e salsdo, apresentaram
aumento nas contagens finais de um a dois ciclos log.

Considerando ainda o nimero total de amostras de hortaligas fothosas
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analisadas quanto & presenga de bactérias aerébias mesofilas, verifica-se que
94,12% das amostras apresentaram contagens iniciais >10° UFC/g com indices
entre 4,3 x 10° a 7,5x10” UFC g™, Desse total, 23,53% apresentaram contagens
superiores a 10’ UFCg™ (Figura 2).

As condigSes de embalagem e temperatura de armazenamento sdo
apontadas como fatores determinantes para selegdio e crescimento da microbiota
(Splittoesser, 1973; Bolin et al., 1977; Brecht, 1980; Deak, 1984; Bolin &
Huxsoll, 1989, 1991, Barriga et al., 1991; Hotckiss & Banco, 1992; Brackett,
1992; Babic & Watada, 1996; Bennik et al., 1996; Hobbs, 1999; McIngvale et
al, 2000). Assim, pode-se afirmar que as temperaturas de transporte e
comercializagio dos produtos analisados pode ter influenciado nas altas
contagens iniciais e, conseqlientemente, nas contagens apds armazenamento,
uma vez que contagens iniciais elevadas normalmente refletem a qualidade
microbiolégica do produto final.
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FIGURA 1 Variagdes nas contagens iniciais e finais de bactérias aerdbias
mesdfilas (log10) em hortaligas minimamente processadas
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FIGURA 2 Percentual de amostras de hortalicas MP em diferentes faixas de
contagens de bactérias aerébias mesdfilas

Por outro lado, produtos como agrifio, alface crespo e alface romana, que
tiveram seus indices reduzidos, provavelmente sofreram interferéncia das
condigSes de aeragdo, considerando que estes foram embalados a vicuo parcial.

De acordo com varios autores, as embalagens sob condigdes de
atmosfera modificada e/ou controlada sdo eficientes para manter ou melhorar a
qualidade visual e organdleptica, além de reduzir consideravelmente o niimero
de microrganismos (Bolin et al., 1977, Brecht, 1980; Deak, 1984; Bolin &
Huxsoll, 1989; Barriga et al., 1991; King Jr. et al., 1991; Hotckiss & Banco,
1992; Brackett, 1992, 1994; Babic & Watada, 1996; Bennik et al., 1996, Hobbs,
1999). Entretanto, Nguyen-the & Carlin (1994) afirmam que seus efeitos sobre
os microrganismos sio inconsistentes, uma vez que, embora possam reduzir
parcialmente o nimero destes, exercem um efeito seletivo na microbiota,
permitindo o desenvolvimento de organismos anaerdbios, facultativos e
microaerdfilos, determinando muitas vezes a selegio de microrganismos
patogénicos.

Senesis et al. (2000) informam que as altas concentragdes de CO, e
etileno ocorridas em 7° ¢ 11° dias de estocagem de pimentdes verdes MP, sob
atmosfera modificada passiva, ocasionaram rapida proliferagio de
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microrganismos incluindo bactérias 4cido laticas. As contagens totais de
microrganismos alcangaram indices >10" —10®° UFC g, apés sete dias de
estocagem a 8+1°C.

Ainda em pesquisa realizada por Babic € Watada (1996), para verificar o
efeito da atmosfera controlada (CA) nas populagdes microbianas em folhas de
espinafre "fresh-cut”, foi demonstrado que estas aumentaram durante o
armazenamento tanto em atmosfera passiva como em CA a 5°C e 10°C .
Observam os autores que o niimero inicial de microrganismos variou entre 10" e
10® UFC g ™ para mesofilos, psicrofilos e Pseudomonadaceae; aproximadamente
10° UFC g™ para o total de Enterobacteriaceae cultivadas a 37°C e entre 10’ e
10* UFC g™ para Microccaceae. Assim, embora seja observada uma redugéio no
nimero de bactérias aerébias mesofilas, os indices finais de 10° UFCg™ nas
amostras de agrido e alface crespo s3o preocupantes.

O mesmo pode-se considerar com relago as temperaturas. O bom
controle das temperaturas de refrigeragio limita o crescimento € a deterioragéo
microbiana, embora frutos e hortalicas MP possam abrigar uma microbiota
psicrotrofica, como Pseudomonas fluorescens ou mesmo Listeria
monocytogenes (Splittoesser, 1964; Splittoesser & Wettergreen, 1973; Priepke et
al., 1976; Splittoesser et al., 1980; Bolin, 1989; Corlett, 1989; Mohd-Som et al.,
1994; Nguyen-the & Carlin, 1994; Palumbo et al., 1995; Beuchat, 1996; Wiley,
1997; Brackett, 1994; Ayhan et al., 1998; Gomy, et al., 1998; Freire Jr., 1999;
Hobbs, 1999; MclIngvale et al., 2000).

Nos locais de comercializag8io, observa-se praticas inadequadas de
temperatura para conserva¢do destes produtos, variando entre 18 e 22°C quando
sfio recomendadas temperaturas entre 4 e 10°C. A exposigio de produtos frescos
a temperaturas >10°C pode ter ocasionado a multiplicagdo de bactérias mesofilas
e psicrotroficas que determinam as variagdes das contagens finais nos produtos
estudados.
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As mesmas consideragdes podem ser aplicadas aos resultados das
amostras observadas nas Figuras 3 a, b e ¢, em que os indices iniciais variaram
de 10°a 10° UFC g e os indices finais de 10°~10° UFC g Houve redugéio de 1
a 2 ciclos log para as amostras de cenoura fatiada, beterraba fatiada e salada
brisa e aumento de 1 ciclo log para as amostras de cenoura em tirinha e salada
classica. Estes aumentos nas contagens apds armazenamento, estio associados
aos processos metabdlicos normais de maturagéio dos vegetais que irdo favorecer
o crescimento ¢ a multiplicagdio da microbiota inicialmente presente no produto.
Estes aumentos nas contagens apés armazenamento estfio associados aos
processos metabélicos normais de maturagiio dos vegetais que irdo favorecer o
crescimento e a multilicagéio da microbiota inicialmente presente nos produtos.

Embora a composi¢io da microbiota inicial de frutos e hortaligas nfio
possa ser antecipada, uma microbiota caracteristica estd presente € é possivel
para quase todos organismos estarem presentes em algum momento, desde a
coleta até¢ a distribuicio ao consumidor (Brackett, 1994; Chapman, 1995).
Usualmente, s§o as bactérias Gram-negativas que sfo mais freqiientemente
isoladas de hortaligas frescas. Os géneros geralmente mais isolados sfio citados
pelo autor, como sendo Pseudomonas, Erwinia e Enterobacter, embora bactérias
Gram-positivas como Bacillus e as bactérias corineformes também normalmente
se encontrem presentes. Splittoesser & Wettergreen (1973) verificaram que
bactérias Gram-positivas foram isoladas na maioria das amostras de ervilhas e
feijdes frescos. Também detectaram, em estudos com tomates frescos,
proporgSes quase iguais de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em que
Flavobacterium e Pseudomonas foram os géneros mais comuns, juntamente

com bactérias corineformes.

112



log,, do nimero

de
microrganismos
-~

cenoura s_a!ada tri-salada cenoura beterraba' salada
ralada primavera fatieda fatiada brisa

(a)Sem alteragBes significativas (b) Reducdo das contagens finais

B nicial
AFinal

classica

(c) Aumento das contagens finais (log,o)

FIGURA 3 Contagens globais médias de bactérias mesofilas (logio) em hortaligas
(raizes e tubérculos) e saladas mistas minimamente processadas.

Geralmente, ndo é constatada a presenga de patdgenos ao homem e
outros animais em vegetais frescos. A n#o ser que estes sejam expostos a dejetos
durante o plantio, a manipulagio e o processamento. E citado por va;m'os autores
o risco durante a fertilizagdio e irrigagdo, por presenga de dejetos humanos ¢
animais. Estes irfo contribuir com a presenca de agentes etiologicos de diversas
enfermidades infecto-contagiosas e parasitarias que normalmente estariam
ausentes (Hobbs, 1986; Eiroa, 1977, Bolin et al., 1977, Brackett, 1992;
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Chapman, 1995; Hancock et al., 1997; Ho & Tam, 1997; Suslow, 1999; Bell &
Kyriakides, 2000; Byamukama et al., 2000; Gagliardi & Karns, 2000).

Por isso, as contagens iniciais elevadas sdo um alerta para uma possivel
contaminagdo perigosa, refletindo as condigdes inadequadas de cultivo, coleta,
manipulagdo, transporte, processamento e distribuigio dos produtos
minimamente processados.

As hortalias crescem quase que exclusivamente em contato imediato
com o solo, o qual tem grande influéncia nas contaminagdes com terra. As raizes
e tubéreulos, como cenouras, aipo e beterrabas, tém sempre grande quantidade
de microrganismos do solo. Entre eles bactérias esporuladas muito resistentes,
como dos géneros Bacillus e Clostridium.

E importante esclarecer que a microbiota presente em produtos MP seré
influenciada por intmeros fatores, destacando-se a manipulagdo intensa que
sofrem, até a embalagem e comercializagio. O trabalho manual requerido
durante a colheita, selegfo, classificaggo, lavagem, descasque, fracionamento e
envase, assim como o contato com utensilios e equipamentos utilizados nestas
operagdes, ndo s6 contribuem com o aumento da taxa microbiana, como também
para a distribuigdio no produto € contaminagio por uma microbiota patdgena que,
em condigdes normais, geralmente ndo teria acesso a esses produtos (Foster,
1969; Bryan, 1974; Eiroa, 1977; Almeida, 1998; Hobbs, 1999).

Por outro lado, as lavagens aumentam as condi¢des de umidade dos
produtos, favorecendo a disseminagdo e proliferagiio das bactérias.

As hortalicas minimamente processadas s#o também apresentadas em
forma de saladas mistas para consumo imediato. As taxas iniciais de bactérias
mesdfilas indicam a alta contaminagdo destes produtos. Indices superiores a 10°
refletem o descuido e descaso durante o processamento e técnicas de higiene
inadequadas, oferecendo risco da presenga de patégenos, principalmente porque
estes produtos sio oferecidos para consumo cru. O risco de transmissdo de
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enfermidade alimentar torna-se, neste caso, eminente.

Pela inspegdio visual, apenas a salada classica para o preparo de
tepanyaki apresentou algum grau de escurecimento num dos seus componentes
apés armazenamento sob refrigeragdo. Esse ¢ um alerta para as condigSes
inadequadas do produto para consumo.

A Figura 4 representa as médias de contagens de bactérias psicrotroficas
aerébias em produtos horticolas folhosos MP, em que 100% das amostras
mostraram contagens >10° UFC g Destas, 17,6% foram superiores a 10’ UFC
g

O aumento nas contagens apds armazenamento sob refrigeragéo
correspondeu a 40% das amostras, representando um aumento de 1 ciclo log
do valor inicial.

Embora as amostras de almeirfo tenham apresentado redugfio das
contagens iniciais, estas permaneceram acima de 10° UFC g™ apés estocagem,
indices considerados altos para produtos a serem consumidos crus. Estes
resultados estfio de acordo aos encontrados por King Jr. et al. (1991), em estudos
realizados com alface. Esses autores observaram que a desinfecgio com cloro ¢
o resfriamento nfo tiveram influéncia aprecidvel nas contagens microbianas de
psicrotréficos.

Estudos realizados por Babic & Watada (1996) apresentaram niimeros
elevados de bactérias aerdbias mesdfilas e psicrotroficas em espinafre apos
armazenamento sob refrigeragfo. Foi identificada principalmente, uma espécie
pectinolitica, Pseudomonas fluorescens, como suspeita de ser o agente principal
da deterioragio em espinafres minimamente processados. A 5°C, mesdfilos,
psicrotroficos € Pseudomonadaceae aumentaram mais rapidamente em ar
circulante quando comparado & CA. Depois de sete dias de armazenamento, os
niimeros alcangaram 10" e 4x10° UFC g’ em ar circulante, respectivamente
para essas bactérias, quando eram de 10° e 6x10’ UFC g’ sob CA,
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\\%specﬁvamente (nGmeros significativamente diferentes a p< 0,05).

Segundo Bennik et al. (1996), existe uma preocupagéo de que patégenos
frio-tolerantes especificos, como Listeria monocytogenes, que possam crescer
sob baixas temperaturas e baixas condigdes de O,, podem proliferar a niveis
perigosos durante o armazenamento em produtos minimamente processados.

As contagens de bactérias psicrotroficas em cenouras, beterraba e
saladas mistas MP de diferentes marcas, expressas na Figura 5, mostraram-se
bastante elevadas, com indices iniciais de 10° & 10° UFC g”. Embora 25% das
amostras tenham reduzido estes indices de 1 a 2 ciclos log (Figura 5b), todas as
amostras mantiveram contagens finais >10" UFC g”. Este indice é considerado
por vérios autores como perigoso, nfo s6 por acelerar o processo de
deterioragio, como também por indicar risco da presenga de bactérias
patogénicas frio-tolerantes.
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As observagdes da Figura 5a mostram que as amostras de beterraba,
salada primavera, tri-salada, salada cléssica e salada brisa mantiveram indices de
+10” UFC g" néio apresentando alteragdes significativas apés armazenamento
sob refrigeragiio. Na Figura 5c verifica-se que apenas as amostras de cenoura em
tiinhas tiveram suas contagens aumentadas em 1 ciclo log, observando-se
também indices finais em torno de 10" UFC g™. King et al. (1991) relatam que
em amostras de alface que foram armazenadas comercialmente por duas
semanas entre 2 a 8°C e reexaminadas para contagens, a populagiio microbiana
mesofila e psicrotréfica aumentou em todas as amostras.

Scott (1989) declaram que fatores como tempo e temperatura s3o
particularmente importantes para a estabilidade microbiana e &, freqlientemente,
a primeira barreira contra a deterioragfio. Entretanto, o abuso de temperatura nfo
€ incomum.

Ayhan et al. (1998) informam que durante a estocagem sob refrigeragdo,
houve aumento da contagem total de psicrotréficos para amostras de meldes
lavadas e nio lavadas, quando comparadas aquelas tratadas com cloro. Beuchat
& Bracket (1990) declaram que as populagdes de psicrotréficos apds 15 dias a
5°C geralmente excederam as contagens de microrganismos meséfilos aerobios
capazes de crescer a 30°C.

Pesquisa realizada por King Jr. et al. (1991), para verificar as condigdes
de armazenamento de alfaces parcialmente processadas e determinar métodos
para aumentar a vida Gtil destes produtos, demonstraram que as contagens
aumentaram  significativamente, até mesmo com temperaturas de
armazenamento relativamente baixas. A habilidade das bactérias para
multiplicar a baixas temperaturas indicou a sua habilidade potencial para causar
deterioragdo nas amostras de alface analisadas.

As determinagSes para coliformes fecais expressas nas Figuras 6a e 6b,
mostraram que estas contagens variaram de <3 a >2400 NMP g, Amostras de
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salsdio e broto de alfafa destacaram-se como produtos altamente contaminados,
ultrapassando os indices de contagens, tanto para os padrdes internacionais e
nacionais, para coliformes totais como para coliformes fecais (coliformes a
45°C).

De acordo com os padrdes estabelecidos pela Portaria n°451 (Brasil,
1997), extinta em janeiro de 2001 pela Resolugdo RDC n°12 (Brasil, 2001), séo
permitidos indices de até 5 x 10 NMP g’ e 10 NMP g de coliformes fecais,
respectivamente para verduras ¢ legumes crus ¢ saladas mistas prontas para o
consumo, com ou sem molho. Considerando os padrdes microbioldgicos
especificados na RDC n°12, no anexo I item 2 alinea b, observa-se que ndo
foram estipulados padrdes para coliformes a 45°C/g, embora conste o limite
minimo de dez para um numero méximo aceitivel de duas amostras quando

forem coletadas cinco unidades para analise.
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Considerando-se¢ este limite, pode-se afirmar que, das amostras
analisadas, 53% apresentaram contagens iniciais acima do limite de 10 UFC g”,
11,8% entre 3¢ 9UFC g e35% <3 UFCg".

Comparando-se as contagens finais, verifica-se uma mudanga nestes
resultados: 29,4% tiveram suas contagens acima do limite minimo de 10 UFC
gl 18% entre 3 ¢ 9 UFC g”, enquanto 53% mostraram resultados <3,
demonstrando uma redugdio nas contagens finais, provavelmente decorrente da
temperatura de estocagem dos produtos (Figura 6a, b e ¢).

Observa-se, ainda, que as contagens obtidas para os produtos agrido,
alface crespo, broto de alfafa, espinafre, ricula e salsdo, indicam uma
contaminagdo fecal perigosa, oferecendo riscos da presenga de organismos
patdgenos e parasitos que iro comprometer a saiide do consumidor (dados nfio
apresentados). Apos o pericdo de armazenamento sob refrigeragdo, observa-se
que, 50% das amostras apresentadas na Figura 7 tiveram seus indices reduzidos,
ao final do armazenamento, apenas a cenoura fatiada apresentou niimero inferior
a0 indice minimo estipulado na RDC12/2001 e padrdes da Portaria
451SVS/1997 para coliformes fecais.
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frescos processados, regulamentadas pelas Boas Praticas de Fabricagdes (GMP).
Estas recomendqagdes foram adaptadas e apresentadas por Nguyen-the e Carlin
(1994). Nessas especificagdes, sdo indicados valores de 5x10° UFC g a 5x10°
UFC g para contagens totais em saladas mistas e hortaligas fatiadas, e de 5x10’
UFC g'para saladas prontas para o consumo. Para coliformes com crescimento &
44,5°C sdo indicados limites de boa qualidade de 10 UFC g™ a 10° UFC g'para
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uma qualidade marginal aceitivel. Para todos os produtos é recomendada a
auséncia de Salmonella sp. Em 25g, ndo constam especificagdes para
psicrotroficos, bolores ¢ leveduras.

Babic & Watada (1996), em seus experimentos, estimaram que
coliformes e bactérias 4cido-lacticas permaneceram abaixo do limite de 60 UFC
g' durante todo o periodo de armazenamento. Estes indices foram perigosos
para determinagéio de uma microbiota patdgena nos produtos analisados.

Pesquisa realizada por Del Rosario & Beuchat (1995) em amostras de
meldo "cantaloupe” ¢ melancia, utilizando cepas de E. coli O157H7,
demonstraram um aumento significativo da populag@o inicial entre 4 a 6 horas
de 6,61 logi, UFC g para cantaloupe e de 8,51 logy, UFC g” para melancia,
apds 28 horas de incubag#o. Embora o ntimero de E. coli O157:H7 detectado
a5°C ndo tenha sido significativo apos 34 horas. Estudos semelhantes realizados
por Golden et al. (1993) utilizando Salmonella sp nos mesmos produtos a
mesma temperatura, foram similares a esta pesquisa, embora incubagdes a
23°C/24 horas demonstrem um répido crescimento deste agente.

Verifica-se, assim, que as temperaturas recomendadas pelos produtores
para conservagio dos produtos minimamente processados ndio sdio suficientes
para parar ou mesmo reduzir o crescimento destes microrganismos.
Principalmente quando préticas inadequadas de higiene e desinfecgdo sdo
utilizadas determinando a permanéncia de contagens microbianas iniciais altas
em produtos destinados ao consumo cru. Estes resultados nos levam a crer que
as concentragSes de hipoclorito comumente utilizadas na higienizagio ndo foram
adequadas para eliminagio de bactérias oriundas do local de colheita, agregadas
durante o transporte, manuseio e preparo. Além disso, as condi¢des de
embalagem foram favoraveis & multiplicagiio nio s6 da microbiota epifita como
patégena. Vale ressaltar que, em estudos conduzidos por McIngvale et al.
(2000), para verificar os efeitos das grandes variagdes que podem ocorrer nas
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faixas de temperaturas (entre 5° e 12°C) utilizadas durante o transporte ou
estocagem inadequadas, detectou-se que as temperaturas utilizadas
aparentemente n#io tiveram efeito sobre a sobrevivéncia da Escherichia coli
O157:H7.

As priticas de temperaturas abusivas durante a comercializagdo dos
produtos podem ter influenciado nas altas contagens de indicadores fecais e
émbientais, como coliformes totais e coliformes a 45°C. Pois as temperaturas
observadas nos supermercados variaram entre 18° a 22°C. O mesmo pode ser
discutido quanto as préticas utilizadas durante a produgéo.

De acordo com Brackett (1994), tanto as leveduras como os fungos
filamentosos s&o normalmente isolados de hortalicas frescas, embora pouca
informag8o se disponha sobre as leveduras. Distintas espécies de leveduras
basidiomicetos ndo fermentativas, principalmente Cryptococcus e Rhodotorula,
e leveduras fermentativas, tais como Candida e Kloeckera, sdo citadas pelo
autor como parte da microbiota normal de frutas e hortaligas frescas. Esclarece
ainda que as contagens de leveduras podem oscilar de <10® a >10° células/g de
tecido e que obter estimativas fidedignas de leveduras na maioria dos produtos
vegetais ¢ dificil, uma vez que os artigos publicados normalmente indicam
apenas contagens totais de fungos. Dentre as leveduras, King et al. (1991),
indicam Cryptococcus, Pichia, Torulaspora e Trichosporon spp como as mais

eqiientemente isoladas.

Em nossos estudos, as contagens totais de bolores e leveduras (Figura 8)
revelaram que 70,59% apresentaram contagens >10° UFC g ', tendo 11,7%
mostraram indices >10° UFC g”. Estes niveis sdo considerados de alto risco
para a produgdio de toxinas. Das amostras analisadas, 17,65% alcangaram
aumento na ordem de 1 a 2 ciclos log dos valores iniciais ¢ 11,76% de redugéo
nas contagens na ordem de 1 a 2 ciclos log. Para acelga e alface crespa,

respectivamente.
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Dentre as espécies mais isoladas no trabatho, destacam-se Aspergillus
sp, Fusarium sp., Mucor sp. ¢ Trichoderma sp. Webb & Mundt citados por
Brackett (1994) destacam os géneros Aureobasidium, Fusarium, Alternaria,
Epicoccum, Mucor, Chaetomium, Rhizopus ¢ Phoma como os mais comumentes
isolados em produtos vegetais, independente do cultivar, condigdes climaticas,
localizagéio de campos de colheita ou altura das hortaligas. Embora seja dificil
estimar as contagens de fungos filamentosos, uma vez que estio sempre
associadas as leveduras, os mserem estas normalmente em
concentragdes inferiores s bactérias, estimando uma populagio de
aproximadamente 10° UFC g™.

Embora ndo sejam especificados padrdes para bolores e leveduras para

produtos vegetais frescos prontos para o consumo na RDC n°12 (Brasil, 2001),
recomendagdes sdo feitas para que os produtos vegetais apreéeﬁfem indices
<10?, que irdio refletir na qualidade final destes.

Nas citagdes de Babic & Watada (1996), as taxas de leveduras foram
consideradas baixas quando permaneceram entre 10°- 10° UFC g, durante todo
o periodo de armazenamento, tanto em ar circulante como sob atmosfera
controlada em ambas as temperaturas estudadas.
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FIGURA 8 VariagSes das contagens médias de bolores e leveduras em produtos
horticolas minimamente processados, comercializados nos municipios
de Belo Horizonte, MG e Campinas, SP
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King Jr. et al. (1991) informam que as contagens em &gar extrato de
levedura glucose oxitetraciclina (OGY) para determinagio do nGmero de
leveduras em alface, sempre foram mais baixas que as contagens em PCA
(bactérias mesdfilas), indicando inibiggo da flora de levedura quando em baixas
temperaturas.

As contagens médias em cenoura, beterraba, salada brisa, salada
primavera e tri-salada (Figura 8), embora inicialmente elevadas, mantiveram-se
mais ou menos constantes durante o periodo de estocagem, ndo apresentando
aumento ou redugéo significativa. As altas contagens de bolores ¢ leveduras
refletem principalmente as condigdes inadequadas de armazenamento dos
produtos, uma vez que estes fazem parte de uma microbiota epifita oriunda do
local de plantio destes vegetais. As condigdes de temperatura e manuseio
durante a produgéio ¢ transporte dos vegetais, assim como de umidade e aeragéo
no interior das embalagens, irdio determinar sua qualidade final.

Observando-se a Figura 9 ¢ possivel verificar que houve um aumento
considerdvel durante o periodo de armazenamento sob refrigeragio na
temperatura recomendada pelos fabricantes. Este fato deve estar relacionado
com as altas contagens iniciais encontradas nos produtos e que podem ter
concorrido para um aumento na velocidade de crescimento da microbiota
presente. E possivel notar também que um percentual elevado de amostras nio
apresentarou alteragGes significativas nas contagens finais. Dai pode-se presumir
que, embora as temperaturas praticadas durante a comercializagdo possam inibir,
ou até reduzir, a microbiota meséfila, um grande nimero de microrganismos
psicrotréficos e/ou psicrotolerantes podem permanecer e até multiplicar nos
produtos alcangando niveis perigosos. E sabido também que quando o
crescimento microbiano chega a determinados indices, o uso de baixas
temperaturas ¢ as condigSes de embalagem tormam-se ineficientes para a
inativagfio da microbiota e conseqiiente deterioragdo.

128



Populagdes de 10* a 10° microrganismos/g sdo consideradas comuns em
frutos e hortalicas quando estes estio presentes na planta de processamento,
bancadas e utensilios. Estes indices sfio considerados aceitaveis desde que ndo
estejam presentes patogenos toxigenos (Beuchat, 1996; Ayhan et al., 1998).

A redugdo de apenas uma a duas unidades log pode ser obtida pela
lavagem com cloro. Virias experiéncias demonstram que, embora o banho com
hipoclorito reduza significativamente a populagfo inicial da microbiota natural
de produtos vegetais, as populagdes finais de amostras tratadas e ndo tratadas
nio foram significativamente diferentes apés o periodo de incubagdo sob
refrigeragio. Mesmo quando as contagens globais de aerbios mesofilos
mostraram-se  reduzidas. Consideram, entfio, que pesquisas devem ser
conduzidas com o objetivo de manter esta redugfio durante todo o periodo de
estocagem (Beuchat, 1996; Nicholl & Prendergast, 1998).

% do niimero de amostras

Breducdo

meséfilos  psicrotréficos  bolores e coliformes
leveduras Baumento

FIGURA 9 Variagdes percentuais entre as contagens iniciais ¢ finais de
microrganismos indicadores de contaminagdo ambiental e de
processamento em produtos horticolas minimamente processados
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6 Conclusdes

As contagens iniciais mostraram-se elevadas nas amostras analisadas em
94% para mesofilos, 100% para psicrotréficos, 64,7% para coliformes fecais €
70,59% para bolores ¢ leveduras.

Em todas as determinagGes as contagens aumentaram significativamente
durante o periodo de armazenamento sob refrigeragdo (7°C) mesmo quando o
tempo especificado pelo fabricante era mais reduzido (5 dias).

A capacidade das bactérias, bolores e leveduras para multiplicar a baixas
temperaturas em embalagens a véicuo indicou sua habilidade potencial para
causar deterioragio em produtos minimamente processados, € consequentemente
risco 4 satide pablica.

As temperaturas de refrigeragdo empregadas nfio sfo suficientes para
inativar o crescimento microbiano quando contagens iniciais elevadas sfo
verificadas.

Néo foram comprovadas diferencas entre o crescimento de bactérias
mesdfilas, psicrotroficas, bolores e leveduras, que indicassem uma maior
influéncia das condigdes de armazenamento sobre o crescimento.

Embora testes sensoriais ou fisico-quimicos n#o tenham sido realizados,
as condigdes de embalagem mostraram-se eficientes para controlar o
escurecimento ¢ perda da qualidade visual, mascarando assim qualquer sinal de
deterioragdo microbiana do produto.

A presenga de coliformes fecais em 64,7% das amostras indica grande
risco da presenca de patdgenos potencialmente perigosos como Escherichia coli
e Salmonella sp.
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CarPITULO 3

Indicadores de poluicéio fecal asseciados a produtos horticolas
minimamente processados: Salmonella sp. e Escherichia coli
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1 Resumo

ROSA, Odivia Oliveira. Indicadores de poluigdo fecal associados a produtos
horticolas minimamente processados: Salmonella sp. e Escherichia coli.
In:____ . Microbiota associada a produtos horticalas minimamente
proomados comercializados em supermercados. 2002. p.137-162. Tese
(Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.”

A presenga de coliformes fecais e patdgenos entéricos, como
Escherichia coli O157: H7 e Salmonella sp., em produtos vegetais frescos
minimamente processados, ¢ uma preocupagfio atual. Estes produtos sdo
oferecidos para o consumo imediato, sem sofrerm nenhum processo prévio de
cocgdo. Hortalicas minimamente processadas obtidas de supermercados em Belo
Horizonte, MG e Campinas, SP, na data de fabricacfio, foram conduzidas ao
Laboratorio de Microbiologia do DCA-UFLA para analise no intuito de detectar
a presenca de Escherichia coli enteropatogénica ¢ Salmonella sp. As andlises
foram conduzidas segundo metodologia descrita no Manual APHA de 1992. Os
resultados obtidos indicaram altas contagens de coliformes fecais em 68% das
amostras, sendo que 47% foram positivas para Escherichia coli. As anélises
conduzidas para verificar a presenga de Salmonella mostraram que os produtos
almeirsio e salada classica para o preparo de tepanyaki (8%) apresentavam
Salmonella Carrau. Supde-se que a contaminagio ocorreu durante o manuseio
e/ou processamento, por tratarem-se de produtos oriundos da mesma inddGstria e
fabricados na mesma data. Os resultados obtidos evidenciam a contaminag@io
fecal perigosa nas  hortaligas e saladas minimamente processadas
comercializadas nestes municipios, servindo de alerta para os 6rgios
fiscalizadores de alimentos.

" Orientadora: Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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2 Abstract

ROSA, Odivia Oliveira, Indicators of pollution fecal associates to products
vegetables minimally processed : Salmonella spp. and Escherichia coki. In:
. Microbial flora associated to alterations in fresh-cut vegetables
during the commercialization in supermarkers. 2002. p.137-162. Thesis
(Doutorate em Food Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

The presence of faecal coliforms and pathogens enteric as Escherichia
coli O157:H7 and Salmonella sp., in products vegetable fresh minimally
processed, it is a current concern once. These products are offered for the
immediate consumption without they suffer any previous process of cooking.
Minimally processed vegetables obtained of supermarkets in Belo Horizonte,
MG and Campinas, SP, in the production date, they were driven to the
Laboratory of Microbiology of DCA-UFLA for analysis in the purpose of
detecting the presence of Escherichia coli enteropathogenic and Salmonella sp
The analyses second methodology described in Manual APHA were driven
1992. The obtained results indicated high score of faecal coliforms in 68% of the
samples, where 47% were positive for Escherichia coli. The analyses driven to
verify the presence of Salmonella showed that the products almeiréio and classic
salad for they prepare it of tepanyaki (8%) they presented Salmonella Carrau.
The supposition of contamination during they handle and/or processing for they
be been about products originating from of the same industry and manufactured
in the same date. The obtained results evidence the dangerous faecal
contamination in the vegetables and salads minimally processed marketed in
these municipality districts, serving of alert for the organs inspection of foods.

* Adviser: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA
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3 Introducdo

Os casos de doengas toxinfecciosas, conhecidas ou suspeitas,
envolvendo produtos vegetais frescos sfo relativamente raros quando
comparados aquelas originadas por cames, aves e leite. A maioria dos casos
confirmados envolvendo esses produtos é resultado de préticas inadequadas de
higiene e manuseio, nos servigos de alimentagdo ou na residéncia dos
consumidores.

A implicagio do solo na zona de produgfio, a 4gua de irrigagdo e os
adubos orgénicos usados nas técnicas de melhoramento agricola sfio apontados
como provaveis fontes de Salmonella ¢ Escherichia coli O157:H7. Outrossim,
pesquisas preliminares mostraram que o esterco animal utilizado para beneficiar
o solo, aumentar a fertilidade e a resisténcia da planta, pode, muitas vezes, ser
uma fonte potencial de uma microbiota patogénica, incluindo representantes
fecais. Em alguns sistemas agricolas, o adubo orginico ¢ utilizado sem
tratamento prévio, o que aumenta o risco de contaminaggio (Gagliardi & Kams,
2000).

Considerando o aumento do consumo de frutos e hortaligas crus,
concomitantemente elevou-se o risco de exposigio do consumidor as doengas
alimentares, pois existem limitadas avaliagdes e controle de processamento para
protegdo desses produtos.

As enfermidades alimentares estio emergindo como uma questdo
universal do impacto da produgdo, processamento, comercializagdo interna e
exportagéo, incluindo a confianga do consumidor nos servigos de abastecimento
de alimentos e "fast foods".

Barreiras naturais, tais como a pele ¢ a casca, assim como um pH é4cido

natural, previnem ou retardam o crescimento de bactérias patogénicas nesses
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produtos. Contudo, uma vez cortados, os tecidos internos sdo expostos a
contaminantes ambientais ¢ podem servir como substrato para o crescimento de
bactérias.

Frutos ¢ hortalicas podem ser contaminados com uma microbiota
patogena, no campo ou pomar, durante a colheita, manipulagfio pds-colheita,
transporte, processamento, armazenamento ¢ distribuigdo. Esses patogenos
podem ainda estar presentes no solo, na dgua de irrigagdo, nos quais crescem
rapidamente quando hé presenca de matéria orgénica. Beuchat (1996) destaca as
principais fontes de microrganismos patogenos em produtos vegetais e as
condigdes que influenciam o crescimento e sobrevivéncia nestes produtos.

Uma microbiota patogena pode estar presente em produtos
minimamente processados e pode alcangar nimero suficiente para causar
doencas, sem alterar as caracteristicas organolépticas. Em muitos casos esses
produtos sio consumidos sem sofrere nenhum processo de cocgéio. Por isso, a
presenca de microrganismos patogénicos ¢ de grande interesse neste estudo.

Assim, pretende-se destacar a presenca de Escherichia coli e Salmonella
sp. como contaminantes fecais em produtos horticolas minimamente
processados estocados sob refrigeragdo. Estas informagGes s#o essenciais para
estabelecer o risco de doengas associadas com o consumo desses produtos,
quando contaminados.
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4 Materiais e métodos

Um total de 140 amostras de hortalicas e saladas mistas variadas,
minimamente processadas, de oito marcas distintas, obtidas nos locais de
comercializacio nos municipios de Belo Horizonte, MG e Campinas, SP, foram
examinadas para identificar a presenca de patogenos fecais, como Escherichia
coli € Salmonella sp.

4.1 Identificagsio de Escherichia coli
A detecgdo e identificagdo de coliformes fecais € especialmente E. coli

foram realizadas segundo manual APHA (1992), Bergey's manual (1994), ¢
MacFaddin (1980). Baseou-s¢ em testes presuntivos para determinagdo do
nimero mais provivel (NMP) de coliformes totais ¢ fecais em caldo lauryl
sulfato triptose ¢ caldo Escherichia coli (EC), incubados, respectivamente, a
35°C e 44,5°C durante 24 e 48horas, seguido de isolamento seletivo diferencial
em 4gar eosina azul de metileno (EMB-Levine, MERCK). Colénias
caracteristicas foram retiradas do meio e submetidas a testes de coloragdo de
Gram e provas bioquimicas em é4gar TS 4gar LIA, agar trés agicares e ferro
(858), agar lisina ¢ ferro (LIA), caldo VMVP, caldo triptona-indol e caldo uréia.
As cepas que mostraram resultados positivos para E. coli foram submetidas &
identificagdo, utilizando-se kits comerciais API 20E (BioMerieux).
Posteriormente, foram enviadas 4 Fundagfio Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), no Rio
de Janeiro, para sorotipagem e testes de resisténcia a antibiéticos (Figura 1).

4.2 Pesquisa de Salmonella spp.
Para detectar a presenga de Salmonella sp. nas amostras foi utilizada a

metodologia recomendada pelo manual APHA (1992), seguindo a sequéncia de
pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento em placas contendo
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meios seletivos diferenciais, purificagio e identificagiio bioquimica. Testes de
coloragdo de Gram e provas bioquimicas em agar TSI agar LIA, citrato e caldo
uréia foram realizados para identificagio presuntiva das cepas, seguindo-se
cultivo em kits comerciais de identificagdo API 20E (BioMerieux).

As cepas que se mostraram caracteristicas para Salmonella sp. foram
encaminhadas ao laboratério do FIOCRUZ para sorotipagem (Figura 2).

Para identificagdio procedeu-se de acordo com Bergey's manual (1994).
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1. Identificag8o presuntiva

LST 10° 102 10° 35°C
3 J 3 24/48h

tubos + (acidificagdo e gas)

J J

EC 10° 10% 10° 44 5°C

24/48h

TUBOS POSITIVOS
Isolamento em Placas EMB - LEVINE (35°C/24h)

U
Gram
+
Provas bioquimicas
J J v ¥ ¥
TSI LIA VMVP INDOL CITRATO
]
Identificag#o kits API 20E
U
SOROLOGIA
LST caldo lauril sulfato triptose (DIFCO)
EC caldo E. coli (DIFCO)
EMB-Levine 4gar eosina azul de metileno segundo Levine (MERCK)
TSI agar trés agucares ¢ ferro (DIFCO)
LIA agar lisina e ferro (DIFCO)
VMVP caldo vermelho de metil- Voges Proskauer (MERCK)
INDOL caldo triptona (DIFCO)

CITRATO  4gar citrato (BIOBRAS)
FIGURA 1 Esquema de anilise para determinagiio de coliformes fecais e
Escherichia coli.

144



2. Pré-enriquecimento
25g amostra + dgua peptonado tamponada 1%
2

Enriquecimento Seletivo

$
Caldo TT modificado 35°C Caldo RV 42°C
Isolamento sehifivo diferencial
) I
SSA 35°C e42°C RBA 35°C e 42°C
I |
Identificag8io presuntiva
U
N2 \ ¥ $ ¥
Gram TSI LIA CITRATO UREIA
Identificagdo KITS API 20E
U
SOROLOGIA
T caldo tetrationato (MERCK)
RV Rappaport-Vasiliadis (MERCK)
SSA Agar Salmonella/Shigella (MERCK)
RBA agar Rambach (MERCK)
TSI 4gar trés agtcares e ferro (DIFCO)
LIA agar lisina e ferro (DIFCO)
CITRATO agar citrato (BIOBRAS)
UREIA caldo uréia (DIFCO)

FIGURA 2 Esquema de anlise para detecggio de Salmonella sp.
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S Resultados e discussaes

As contagens obtidas nas anilises de hortalicas ¢ saladas minimamente
processadas (Figura 3), para coliformes fecais, mostram uma estreita relagdo
com a detecgdio de E. coli nos produtos. A excegio ocorreu nas amostras de
broto de alfafa, alface crespa, salsio e salada brisa que, embora apresentando
nameros elevados de coliformes fecais, nfio isolaram esta bactéria.

De acordo com Levasseur et al. (1992), a contaminagéo de alimentos por
alguns membros do grupo coliformes, particularmente produtos vegetais
oferecidos crus para o consumo, como Escherichia, Citrobacter, Enterobacter ¢
Klebsiella, ou por espécies de Salmonella e Shigella, podem ser a causa de
severas toxinfecgSes. Assim, a enumerag8o destas bactérias, todas pertencentes &
familia das Enterobacteriaceaes, ¢ uma das mais importantes anslises de
controle de qualidade executadas nos laboratérios de rotina microbiolégica. Por
isso sdo consideradas como um bom indicador de préticas de higiene e processos
de produgdio inadequados (Splittstoesser & Wettergreen, 1964; Levasseur, et al.,
1992; Diaz & Hotchkiss, 1996; Buchanam & Doyle; 1997; FDA, 1998; Suslow,
1999, Bell & Kyriakides, 2000; ANVISA, 2001; FDA, 2001).

De um total de 168 cepas caracteristicas isoladas em agar EMB-Levine,
44% foram positivas para Escherichia coli, 40,5% para Klebsiella sp.; 7,75%
para Citrobacter sp. € 7.75% para Pseudomonas sp., embora das cepas
sorologicamente comprovadas como E. coli nenhuma tenha sido positiva para
EPEC e EIEC. Cepas resistentes & tetraciclina (TE) e sulfametaxazol-
trimetroprim (SXT) foram identificadas (Tabela 1).

Produtos vegetais, como alface, repolho, broto de alfafa, broto de feijdo,
cenoura, espinafre e frutos, como melSes, tomates, melancia, cidra e suco de
magd, foram apontados por varios pesquisadores como veiculos de E. coli
O157:H7 (Zottola & Smith, 1990; Del Rosario & Beuchat, 1995; Diaz &
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Hotchkiss, 1996; Seo & Frank, 1999; Hara-Kudo et al., 2000; Takeuchi &
Frank, 2000; Gagliardi & Karns, 2000; Bell & Kyriakides, 2600).

Embora a temperatura étima para crescimento de E. coli em caldo EC
seja 44,5°C, muitas pesquisas demonstram que EHEC O157:H7 n#o cresce bem
em temperaturas acima de 44°C. Esse fator pode ter dificultado o isolamento
destas em nossos estudos, uma vez que os cultivos foram mantidos por 48horas
em temperaturas de 44,5+0,5°C. (Queiroz, 1990; Bettelheim, 1995; Chapman,
1995; Del Rosario & Beuchat, 1995; Dom, 1995; Johson et al., 1995; Palumbo,
1995; Diaz & Hotchkiss, 1996: Wallace & Jones, 1996; Buchanan & Doyle,
1997, Bettelheim, 1998, Berry & Cutter, 2000). Por outro lado, os autores
indicam que a temperatura minima para o crescimento dessas cepas € de,
aproximadamente, 8° a 10°C e nossas amostras foram armazenadas sob
temperatura em tomo de 7°C, o que pode ter inibido seu crescimento ou causado
injuria celular, dificultando assim o seu isolamento.

Virios autores citam que essa linhagem dificilmente se multiplica ou
ndo se multiplica nas temperaturas geralmente empregadas para pesquisa de E.
coli em alimento (Palumbo et al., 1995; Nascimento e Stamford, 2000; Takeuchi

¢ Frank, 2000; McIngvale et al., 2000).
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BE. coli
Boutros coliformes

Total de
amostras (%)

o 8 & 8 8

folhosos rakzes e
tubérculos

FIGURA 3 Percentual de Escherichia coli em produtos horticolas minimamente
processados

Além disso, os autores séo undnimes em afirmar que a presenca de E.
coli O157TH7 originalmente estd relacionada a produtos animais,
particularmente provenientes de ruminantes, enquanto poucos casos estdo
relacionados a produtos vegetais. Mesmo assim, alguns surtos relatados
geralmente foram ocasionados por contaminagio cruzada de frutos ou hortaligas
com produtos animais contaminados ou ainda decorrentes de irrigagiio com dgua
poluida com dejetos humanos e animais ou contaminagio do solo nos locais de
cultivo (Del Rosario & Beuchat, 1995; Diaz & Hotchkiss, 1996; Beuchat, 1996;
Hancock et al., 1997; Buchanan & Doyle, 1997, Townsend et al., 1998; Suslow,
1999; Gagliardi & Karns, 2000).

A utilizagdo de caldo EC modificado foi demonstrado por Hara-Kudo et
al. (2000) como o mais eficiente para recuperagio de células injuriadas de E.
coli O157:H7. Quando sais biliares ¢ novobiocina foram adicionados, apés 2
horas de incubagdio a 42°C, as células injuriadas pelo frio foram capazes de
ressuscitar melhorando a recuperagdo das cepas.
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TABELA 1 Presenga de coliformes fecais e Escherichia coli em produtos
horticolas minimamente processados (municipios de Belo-Horizonte e

Campinas).

Produto Média de coliformes fecais Identifica¢do
(NMP/g)

Acelga 2 -
Agrido 58 E. coli* TE
Alface crespo 80 -
Alface romano <3 -
Almeirio 16 E. coli*/Citrobacter sp.
Broto de alfafa >1275 Klebsiella sp.
Escarola 2 -
Espinafre 56 -
Rucula 37 E. coli*
Salsdo >2400 Klebsiella sp.
Cenoura em tirinha >2400 E. coli*
Cenoura fatiada 240 -
Cenoura ralada >2400 E. coli* SXT
Beterraba fatiada >2400 E. coli* SXT
Saladas:
Brisa >2400 Klebsiella sp.
Classica 23 Klebsiella sp.
Primavera 16 Klebsiella sp.
Tri-salada >2400 E. coli*
*Negativo para EPEC ¢ EIEC

Obs: Em cenoura ralada (H) e beterraba fatiada (C), as cepas mostraram
resisténcia antimicrobiana para SXT (sulfametaxozol - trimetoprim) € as cepas
do agridio a TE (tetraciclina).

Das marcas analisadas, 25% n@o apresentaram contaminagdo fecal
comprovada, 62,5% tiveram pelo menos um produto positivo para Escherichia
coli sp. E, embora uma marca ndo tenha isolado E. coli, apresentou altas
contagens de coliformes fecais e cepas identificadas como Klebsiella sp.
Entretanto, Klebsiella é uma bactéria pertencente ao grupo de coliformes fecais,
o que ndo afasta a possibilidade de que cepas E. coli presentes nos produtos néo
puderam ser isoladas devido ao grande nimero de coliformes presentes.

Algumas evidéncias demonstraram que coliformes fecais néo entéricos

149



podem originar-se de amostras oriundas de aguas tropicais ¢ do solo. Essa
caracteristica decorre da sua capacidade de sobrevivéncia por longo tempo
nestes ambientes tornando-se parte da microbiota comum. Dessa forma, a
determinag@io de Escherichia coli é largamente aceita para avaliar a poluigdo
fecal em &4guas e alimentos (Queiroz et al., 1990; Levasseur et al.,, 1992,
Byamukama et al., 2000).

King Jr. et al. (1991) estimaram a freqii€ncia de Pseudomonas sp. em
produtos vegetais MP em 56,7% da populagfio bacteriana. Muitas foram
identificadas como P. fluorescens. Outras Pseudomonas, como P. putida, P.
chlororaphis, P. cepacia, P. paucimobilis ¢ P. viridiflava, foram também menos
freqiientemente identificadas (Nguyen-the & Carlin, 1994). Os autores informam
que a alta proporgéio de pseudomonas isoladas em de contagens em placas, em
amostras de produtos MP, ¢ bastante representativa e, na maioria, elas sdo
pectinoliticas. Estes resultados foram também confirmados em pesquisas por
outros autores (Barriga et al., 1991; Babic & Watada, 1996; Bennik et al., 1996;
Freire, Jr., 1999).

A identificagio de espécies em brotos frescos de feijio e estocados sob
atmosfera controlada, foi predominantemente de Enterobacter cloacae, Pantoea
agglomerans, Pseudomonas fluorescens € Pseudomonas viridilivida. Em
chicoria endivia prevaleceram Rahnella aquatilis ¢ algumas espécies de
Pseudomonas encontradas no produto fresco e, apos algum tempo de estocagem
sob CA, foram encontradas Escherichia vulneris e Pseudomonas fluorescens
(Bennik et al., 1998). Cantwell (1992) informa que a microbiota normal
deteriorante de produtos vegetais inclui as Pseudomonas. Esta afirmagiio é
respaldada por outros pesquisadores que afirmam serem estes organismos os
mais comuns dentre a microbiota Gram negativa presente em vegetais (Brackett,
1987, Barriga et al., 1991; Brackett, 1992; Babic & Watada, 1996; Bennik et al.,
1996).
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Das 140 amostras analisadas, 8% foram responséveis pela presenga de
Salmonella, particularmente as amostras de almeirfio e salada cldssica para o
preparo de tepanyaki (Tabela 2). As amostras implicadas nos testes positivos
para Salmonella foram oriundas da mesma industria ¢ produzidas na mesma
data. Esse fator leva-nos a supor que uma fonte de contaminagdo durante o
manuseio e/ou processamento foi responsavel pela origem da bactéria, podendo
estar ligada ao manipulador, utensilios, equipamentos ou superficies, utilizados
no preparo desses produtos.

TABELA 2 Presenca de Salmonella em produtos horticolas minimamente
processados (Municipios de Belo-Horizonte e Campinas/Brasil).

Produtos Marcas Identificagdo
Acelga CeH Auséncia
Agrido BeD Auséncia
Alface crespo A B,D Auséncia
Alface romano D Auséncia
Almeirdo A Salmonella Carrau
Broto de alfafa E Auséncia
Escarola D,G Auséncia
Espinafre A G Auséncia
Ricula B,C Auséncia
Salsdo A Auséncia
Cenoura em tirinha C Auséncia
Cenoura fatiada F Auséncia
Cenoura ralada H Auséncia
Beterraba fatiada C Auséncia
Saladas:
Brisa A Auséncia
Classica A Salmonella Carrau
Primavera A Auséncia
Tri-salada C Auséncia

Por outro lado, ¢ importante salientar que estas amostras apresentaram
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baixas contagens de coliformes a 44,5°C. As amostras de almeirio MP fora
sorologicamente positivas para Escherichia coli sp. e Citrobacter sp.,
confirmando-se uma contaminagdo fecal perigosa.

Foram selecionadas um total de 78 cepas caracteristicas, isoladas em
agar Rambach/42°C e identificadas bioquimicamente em kits comerciais API
20E (BioMerieux). De 23,08% das cepas que mostraram resultados positivos
para Salmonella sp., 3,38% foram posteriormente identificadas sorologicamente
como Salmonella enterica Carrau, correspondendo a 8% do total das amostras
analisadas (Figura 4).

Investigagdes de produtos frescos tém revelado a presenga de alguns
sorotipos de Salmonella capazes de causar infecgio humana em produtos
vegetais frescos (Foster, 1969; Piccolo et al, 1992; Sammarco et al., 1997;
Shapiro et al., 1999; FDA, 2001). Beuchat (1996) cita amostras de vegetais
como berinjela, couve-flor, pimenta, escarola, alface, agrido, mostarda, broto de
feijio, tomates ¢ outras hortaligas, além de frutos, como responséveis pela
veiculagdo de Salmonella em muitos paises. Entre os sorotipos encontrados
destaca-se S. Schotkmuelli S. Typhimurium, S. Thompson, S. Dublim, S.
Ttyphi, S. Anatum, S. Javiana, S. Mmontevideo, S. Havana ¢ S. Mmuenchem,
entre outros, como causa de contaminagio em fazendas horticulas ou durante o
manuseio, o processamento, o preparo ¢ a distribuicio de vegetais frescos e
saladas cruas.

Dois surtos de salmonelose envolvendo tomates crus foram reportados,
um em 1992 ¢ o outro em 1993 (Beuchat, 1996). Pesquisas realizadas por
Zhuang et al. (1995), utilizando S. Montevideo isoladas de pacientes infectados
revelaram que o patdgeno pode crescer na superficic de tomates e em tomates
cortados e estocados a 20°C ou 30°C, por 96 e 22 horas, respectivamente.
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96,15 .
[ outras enterobacteriaceas

FIGURA 4 Detecgdo de Salmonella entérica Carrau em hortaligas e saladas
mistas minimamente processadas

A presenga de Salmonella foi também associada ao consumo de meldes
cantaloupe nos Estados Unidos. A contaminag@o do interior dos melSes ocorreu
apOs contato com a casca ndo lavada, durante e apos o fracionamento destes
(Madden, 1992). Estudos conduzidos por Golden et al. (1993) para verificar a
habilidade de Salmonella sp. crescer no tecido de meldes, indicaram que seu
crescimento foi rapido a 23°C de incubagdo. Estes resultados determinaram a
prevaléncia de Salmonella nestes produtos, levando o FDA a estabelecer
critérios de riscos. As recomendagdes feitas para estabelecimentos varejistas,
neste caso, indicavam que estes deveriam submeter os melGes a lavagens em
soluges sanificantes, além da desinfecgdio de utensilios e superficies utilizados
no preparo dos meldes.

As recomendagdes quanto ao tempo e temperatura para manuseio foram
também indicadas. Os meldes cortados deveriam ser conservados abaixo de 7°C
e ndo seriam expostos por mais de 4 horas se ndo estivessem sob refrigeragdo
(FDA, 1998).

De acordo com o Center for Disease Control and Preservation (CDC,

1998), salmoneloses humanas atribuidas ao consumo de frutos e hortali¢as nos
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Estados Unidos ocorreram somente em 2,2% de todos os casos informados no
periodo de 1983-1987. Surtos ocasionados pelo consumo de melancias pré-
cortadas e embaladas, contaminadas com S. Miami, S. Bareilly e S. Oraniemburg
foram reportados por Goldem et al. (1993). Estas pesquisas indicaram que a
manuten¢do das frutas em temperatura ambiente por longo periodo, foi,
provavelmente, a causa da multiplicagio do agente. Estes dados indicam a
necessidade de intervengfo de Orgios governamentais responsiveis pela
seguranga dos produtos vegetais comercializados no pais em industrias e locais
de produgdio e distribuigdo de produtos hortifrutigranjeiros, evitando assim nfo
s6 o rsco de enfermidade para o consumidor, como também sérias
conseqiiéncias econdmicas.

A presenga de enterobacteridceas em produtos vegetais frescos estd
relacionada ao descuido e descaso durante o plantio, coleta, manuseio,
transporte, distribuigéio, pré-preparo e preparo. A utilizagdio de 4guas poluidas
para imrigagio, juntamente com o uso de adubos orgénicos sem qualquer
seguranca sanitiria, agrava o perigo potencial da presenga de patégenos
entéricos toxigenos nestes produtos.

As altas contagens de coliformes fecais obtidas nas analises refletem a
necessidade de um maior controle na higienizagdo desses vegetais que estio
sendo oferecidos para o consumo cru. O fato é agravante quando cepas
sorologicamente determinadas como Escherichia coli e Salmonella Carrau
foram identificadas.

As anélises de hortaligas frescas e saladas MP comercializadas no varejo
sdo citadas com freqiiéncia como passivas de contaminag@o por Escherichia coli
¢ Salmonella, (Beuchat, 1996). Porém, a presenga de E. coli O157:H7 nas
andlises laboratoriais de rotina ¢ considerada rara por Bell & Kyriakides (2000),
devido as técnicas e temperaturas utilizadas. Urge, portanto, que técnicas mais
aprimoradas ¢ eficazes sejam praticadas na avaliagdo do produto final, a fim de
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reduzir a0 minimo a oportunidade de que produtos contaminados cheguem 4

mesa do consumidor.
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6 Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a contaminagiio fecal
perigosa nas hortalicas e saladas mistas minimamente processadas,
comercializadas nos municipios de Belo Horizonte, MG ¢ Campinas, SP. Eles
sugerem a possibilidade de ocorréncia de outros patdgenos entéricos nos
produtos e, conseqiientemente, o risco de surtos de toxinfecgdo alimentar.

Nossos resultados mostraram cepas de Escherichia coli resistentes a
substéincias antimicrobianas, como a tetraciclina e sulfametaxazol-trimetoprim,
presentes nos produtos.

Do total de 8% das amostras analisadas que se mostraram suspeitas da
presenca de salmonela, 3,85% das cepas isoladas para identificag@o bioquimica e
sorotipagem foram identificadas como Salmonella entérica Carrau

A identificagio de Salmonella Carrau determina a prevaléncia deste
agente nestes produtos, conduzindo 4 necessidade de implantag@o de programas
de controle de qualidade e detecgfio de pontos criticos de contaminagfio durante
o processamento e distribuiggo.
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CariTULO 4

Ocorréncia de patégenos toxigenos em produtos horticolas minimamente
processados: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria
monocytogenes.
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1 Resumo

ROSA, Odivia Oliveira. Ocorréncia de patégenos toxigenos em produtos
horticolas minimamente processados: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Listeria monocytogenes. In: . Microbiota associada a produtos
horticulas minimamente processados comercializados em supermercados.
2002. p.163-202 Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.”

Vegetais minimamente processados sio submetidos & intensa
manipulagfio, envolvendo corte, descasque, fracionamento, etc. Tais acgles
alteram o comportamento dos tecidos, viabilizando a introdu¢o de uma
microbiota que normalmente nfio estaria presente. Uma vez que a remogdo de
sujidades aderidas, assim como a sanificagdo, é realizada pelo uso de agua, a
procedéncia e qualidade desta é fator preponderante na contaminagdio desses
produtos. As mudangas nas condigdes ambientais, como elevado pH, baixo
contetido de sal, umidade relativa alta, baixas condigdes de oxigénio, juntamente
com altas temperaturas de armazenamento (>5C) aumentam o risco de
multiplicagio de bactérias patogénicas ¢ deteriorantes. Objetivando avaliar os
perigos e riscos decorrentes da presenga de microrganismos toxigenos, como
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, em produtos
minimamente processados (MP), 140 amostras de hortaligas MP
comercializadas em redes de supermercados de Belo Horizonte, MG ¢
Campinas, SP; foram analisadas. A metodologia utilizada foi a citada no
“American Public Health Association” APHA/1992, "Food and Drug
Administration” FDA/1995 ¢ Association of Official Analytical Chemists
AOAC/1990. A incidéncia de B. cereus foi verificada em 33,33% das amostras,
apresentando médias de contagens entre 4,6 x 10° 4 6,6 x 10° UFCg’, tendo
4,28% apresentado indices >10° UFCg, indicando riscos de produgio de toxina
Apds o armazenamento sob refrigeragiio estes indices foram reduzidos <102
UFC g para B. cereus, com excegdo de almeirdio fatiado, marca A, que teve as
médias de contagens iniciais aumentadas em 2 ciclos logjo. As contagens iniciais
de Staphylococcus coagulase positivos foram >10° UFCg”, alcangando indices
finais de até 835x10° UFCg™. Destas, 1% foi positiva para enterotoxina
estafilococica B (SEB) e 1,98% apresentou toxinas inespecificas. Embora nfio
tenham sido identificadas Listeria monocytogenes nas amostras analisadas,
1221% das cepas biomorfologicaminte caracteristicas foram positivas para
Listeria innocua sorovar 6a e 16,28% para Listeria innocua nio tipavel. Os
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produtos analisados oferecem, portanto, risco potencial de toxinfecgio
alimentar.
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2 Abstract

ROSA, Odivia Oliveira. Pathogens foodbome in fresh-cut vegetables:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Listeria monocytogenes. In:
Microbial flota associates to alterations in fresh-cut vegetables during the
commercialization in supermarkets. 2002.p.163-202. Thesis (Doctorate in
Food Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Fresh-cut vegetables are submitted the intense manipulation involving
court, shell, shredded, etc., that alter the behavior of the fabrics making possible
the introduction of microorganisms that would not be usually present. Once the
filthiness removal stuck as well as the sanitation is accomplished by the use of
water, the origin and quality of this it is preponderant factor in the contamination
of those products. The changes in the environmental conditions as high pH, low
content of salt, humidity relative high, low conditions of oxygen, together with
high storage temperatures (>5°C) they increase the risk of multiplication of
spoilage and pathogens bacterias. Objecﬁfying to evaluate the dangers and
current risks of the presence of microorganisms pmsonous as Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes and Bacillus cereus in products minimally
processed (MP), 140 samples of vegetables MP marketed in nets of
supermarkets of Belo Horizonte - MG and Campinas - SP / BRAZIL. They were
analyzed according to methodology mentioned in " American Public Health
Association " APHA/1992, " Food and Drug Administration " FDA/1995 and
Association of Official Analytical Chemists AOAC/1990. The incidence of B.
cereus was of 33,33% of the samples, presenting counts averages among 46X
10%t0 6,6 x 10° UFC g, where 4,28% presented indexes >10°UFCg™, indicating
risks of toxin producuon After the storage under refrigeration these indexes was
reduced <10 UFC g for B. cereus, except for almeiron shreded, marks A, that
had the averages of initial counts increased in 2 cycl&s logo- The 1nitial counts
of Staphylococcus posnt:ve-ooagulase was >10° UFCg™, reaching final indexes
of up to 8,35x10° UFCg”, of these 1% they were positive for enterotoxin
Sthaphylococcae B (SEB) and 1,98% presented toxins don't specific. Although
Listeria monocytogenes has not been identified in the analyzed samples, 12.21%
of the stumps biomorphological characteristic were positive for Listeria
innocua sorovar 6a and 16.28% Listeria inmocua sp. The analyzed products
offer, therefore, I scratch out potential of alimentary poisoning.

" Adviser: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA
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3 Introducdo

Inameros estudos mostram que bactérias de grande significado em satde
publica podem ocorrer em vegetais, devido 4 contaminagéo durante a produgéo,
colheita, transporte, processamento, distribuigdo e comercializagéo de produtos
vegetais. Estas pesquisas revelam a presenga de bactérias toxigenas como
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus ¢ Vibrio
parahaemolyticus.

O risco no consumo de alimentos de conveniéncia, devido a recentes
surtos de enfermidades, as vezes causados por bactérias que podem crescer a
5°C, como ¢ o caso da Listeria monocytogenes € Aeromonas hydrophila. Outros
grupos de bactérias patogénicas, que podem crescer a temperaturas de
refrigeragdo superiores a 5°C, que incluem o Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Vibrio parahaemolyticus.

Patégenos potencialmente toxigenos foram detectados em varias
amostras de vegetais MP. Listeria monocytogenes foi detectada em 3 a 19% das
amostras analisadas e Yersinia enterocolitica em mais de 76% das amostras.
Aeromonas hydrophila foi também detectada, embora seu significado como
patogeno humano seja objeto de debate entre os pesquisadores (Nguyen-the &
Carlin, 1994; Bennik et al., 1996; Beuchatt, 1996B; Baek et al., 2000).

Um resumo sobre a origem de patogenos conhecidos, presentes em
produtos frescos implicados em surtos de gastroenterites humanas ¢ as condigdes
que influenciam no seu crescimento e sobrevivéncia foi apresentado por Beuchat
(1996a). O autor destaca principalmente os fatores de contaminagdo durante a
produgdo e manuseio destes produtos pela exposigiio a patégenos provenientes
da agua de irrigagéo, fertilizantes orgdnicos, manipuladores infectados e linha de
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processamento contaminada.

O aumento da superficie de exposigio de frutos e hortalicas MP, devido
ao fracionamento, a disponibilidade de nutrientes, juntamente com o aumento na
manipulagio dos produtos, prové maior oportunidade para contaminagdo por
meio de organismos patogénicos. Ocasionalmente, patégenos podem ocorrer
também, devido ao uso de 4gua de imigagfio contaminada ou fertilizantes
orgénicos utilizados durante o cultivo ou, ainda, como conseqiiéncia de higiene
insuficiente durante o processamento.

O crescimento de microrganismos psicrotréficos durante o periodo
normal de estocagem de hortaligas MP ¢ citado como uma das causas mais
freqiientes de deteriorag@io destes produtos, além de oferecer risco da presenca
de representantes patogénicos importantes. Os organismos psicrotroficos
usualmente responséveis por esta deterioragdo sdo bactérias Gram negativas,
particularmente Erwinia e Pseudomonas.

Muitos estudos foram conduzidos objetivando verificar as condiges de
embalagem e armazenamento favoriveis ao desenvolvimento de
microrganismos, assim como as condigBes que oferecem seguranga para
comercializacio e ampliagio da vida til desses produtos. Trabalhos
apresentados por Beuchat & Brackett (1990) reportam que, o crescimento de
microrganismos psicrotroficos nio foi reduzido pelas condigdes de atmosfera
modificada nas embalagens de alface contendo 3% de O, com ou sem 5% de
CO,. Entretanto, em pesquisas realizadas pelos autores com alface fatiada
embalada sob 3% de O, ¢ 10% de CO,, os nimeros de psicrotroficos
mantiveram-se significativamente baixos e a qualidade comercial do produto
manteve-se aceitavel.

Dados indicam que Listeria monocytogenes é frequiente em hortaligas
MP e usualmente estfio presentes em pequeno néimero, sendo isolada somente
apds enriquecimento. Por outro lado, o grupo de trabalho em listeriose da
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Organizagdo Mundial de Saide (OMS), destaca o papel dos fertilizantes
organicos na transmissio deste agente. Outrossim, estudos apresentados por
Nguyen-the & Carlin (1994) e Beuchat (1996a) mostram que o crescimento de
Listeria monocytogenes, inoculada em chicéria MP, ndo foi inibido pelo
empacotamento sob atmosfera modificada submetida subseqiientemente a
estocagem sob refrigeragdo. Estes resultados sdo também confirmados pelos
estudos realizados por Berrang et al. (1990) que afirmam que, embora os
aspargos mantivessem a qualidade sensomial accitavel, Listeria monocytogenes
continuou crescendo.

A atengdo sobre o risco de aumentar o niimero de bactérias patogénicas
aumentar em produtos embalados com filme plastico, devido & umidade relativa
alta baixa condigdes de oxigénio, baixo conteido de sal, alto pH celular e
temperatura de armazenamento >5°C, praticadas na obtengéio dos produtos MP,
ganham destaque nos trabalhos realizados na Gltima década.

Staphylococcus aureus foi detectado em produtos vegetais frescos e
saladas preparadas, decorrente de manuseio inadequado, embora ndio seja um
bom competidor com outros organismos normalmente presentes em produtos
vegetais frescos. Sua presenga, além de estar associada a uma manipulagdo
intensa e perigosa, presenga de portadores assintomaticos na linha de
processamento e embalagem, estd associada também & mistura de ingredientes
contaminados, particularmente de origem animal.

Inimeros surtos de enfermidades alimentares atribuidos ao Bacillus
cereus foram também associados a0 consumo de grdos e cereais contaminados
com o agente, particularmente com arroz pré-cozido. Entretanto, desde o inicio
do século passado, o Bacillus cereus vem sendo relacionado com casos de
toxinfecgdes alimentares envolvendo produtos carneos, sopas desidratadas,
massas alimenticias, doces e produtos vegetais. Goepfert et al. (1972) revelaram
que, do total de surtos causados por Bacillus cereus na Hungria, no periodo de
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1960 a 1968, 10,6% envolviam produtos vegetais.

A proposta deste trabatho foi detectar a presenga de patogenos toxigenos
como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes em
produtos horticolas minimamente processados, e discutir as causas potenciais da
presenca destes, alertando para o risco de veiculagdo de enfermidades associadas
ao consumo de produtos contaminados.

170



4 Materiais e Métodos

Cento e quarenta amostras de hortaligas ¢ saladas mistas minimamente
processadas (acelga, agrifio, alface crespo e romano, almeirfio, espinafre,
escarola, salsdo, riucula, broto de alfafa, cenoura, beterraba), de vérias marcas,
embaladas sob condi¢des de atmosfera modificada ativa ou passiva, mantidos
sob refrigeragdo, foram obtidas em redes de supermercados de Belo Horizonte,
MG e Campinas, SP, da mesma maneira como séo adquiridas pelo consumidor.
Essas amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do DCA, UFLA e analisadas no dia de fabricagfio e ao final do
periodo de validade estabelecida na embalagem. As amostras foram mantidas
sob refrigeragdo (7°+1°C), conforme indicagéo do fabricante.

Apbs realizar as diluigdes decimais necessarias, procederam-se aas
analises para detecgio de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria
monocytogenes, conforme normas citadas no "American Public Health
Association - APHA" (1992), Bacteriological Analytical Manual - FDA (1995) e
Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1992). Para identificag8o
bioquimica e sorologica, foram utilizados também Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology (1994) e Biochemical Tests for Identification of
Medical Bacteria (MacFaddin, 1980).

Para estabelecer as condigdes higiénico-sanitarias de fabricagdo dos
produtos, os resultados foram comparados aos padrSes microbiologicos para
alimentos estabelecidos na Portaria n°® 451/1997 do SVS-MS/Brasil, RDC
n°12/2001, ANVISA/Brasil e especificagdes ¢ recomendagdes internacionais
(Brasil, 1997; 2001).
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4.1 Pesquisa de Staphylococcus aureus
Foram selecionadas placas inoculadas em Agar Baird-Parker (BPA-

MERCK)), incubadas a 35+1°C por 24 e 48horas, que apresentaram limites de
contagens entre 20-200 colGnias tipicas e atipicas para estafilococos. Estas cepas
foram isoladas, purificadas e confirmadas por meio de testes bioquimicos de
oxidase, catalase, coagulase, coloragio de Gram e fermentagiio aerdbica e
anaerdbica de aglcares. As cepas que se mostraram como cocos Gram positivas,
catalase e coagulase positivas foram separadas, purificadas e enviadas ao
Laboratério de Patégenos da FUNED-BH para realizagio de teste de
termonuclease e detecgdo de enterotoxina (Figura 1).

Preparo e diluigdo de amostras
25 g amostra + 225 ml A P.
10" - 1025 10°
J J \
Isolamento . £35°C
e diferenciagéo BPA 24/48h
Colbnias isoladas purificadas— cocos Gram positivos
Idenﬁﬁcaciﬁ bioquimica
" Testes de oxidase, catalase, coagulase
Cepas positivas
Identificag8o soroldgica e detecgio de enterotoxina estafilococica
(FUNED/MG)
AP 4gua peptonada 1%
RBPA Agar de Raird Parker

FIGURA 1 Esquema de analise para Staphylococcus aureus
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4.2 Deteccéo de Bacillus cereus

Para determinar a presenga de B. cereus, procedeu-se 4 semeadura em
agar manitol vermelho de fenol - gema de ovo com polimixina B (MYP-
MERCK), seguida de isolamento e purificagéio das colonias caracteristicas que
foram submetidas a testes de Gram, VP, reduc#o de nitrato, hidrélise de amido,
liquefagdo de gelatina, fermentagdio de agucares e prova do leite tomnasolado. As
cepas que se apresentaram como bastonetes esporulados Gram positivos, VP ¢
nitrato positivas, capazes de liquefazer a gelatina e hidrolisar o amido,
peptonizagio e fermentagiio da lactose no leite tornasol, fermentadoras de
glicose, sacarose, glicerol e salicina positivas, foram consideradas positivas para

B. cereus (Figura 2).

Preparo e diluigéio de amostras
25 g amostra + 225 ml agua peptonada 1%
100 - 10? - 10° - 10
! U U
Isolamento 32°C MYP
e diferenciagéo = 24 a28h
de col6nias
Identificagfio Bioquimica
{ V" 4 J N {
Gram VP |Nitrato liquefagdo  hidrélise leite  fermentagéo
gelatina amido tornasol  aglcares

MYP agar manitol vermelho fenol - gema de ovo com polimixina B
VP Teste Voges Proskauer

FIGURA 2 Esquema de analise para Bacillus cereus
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4.3 Presenca de Listeria monocytogenes
Para detectar a presenca de Listeria monocytogenes, as amostras de

hortalicas MP foram submetidas & analise microbiolégica, segundo o Método do
FDA (1995; 2001) seguindo o esquema apresentado por Silva et al. (1997).
Foram homogeneizadas 25g das amostras, em 225 ml de caldo enriquecimento
de listeria (LEB-MERCK) e incubadas por 4h/30°C. Foram entfio adicionados os
agentes seletivos, seguindo-se & incubagdio a 30°C/24h, 48horas ¢ sete dias.
Apds cada um destes periodos de incubagdo, foi realizado plaqueamento seletivo
diferencial, utilizando placas de 4gar Oxford (OXA-MERCK) e placas de 4gar
PALCAN (OXOID) e incubadas a 35°C/24 e 48horas.

Apbs observar a presenga de coldnias tipicas, estas foram selecionadas
de cada meio para purificagéio e confirmag#io em placas de 4gar tripticase de soja
suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE) e incubadas a
30°C/24 e 48horas. Observadas as col6nias sob luz obliqua, foram selecionadas
as azuladas tipicas, bem isoladas, para realizar as provas de confirmagdo
bioquimica. Foram identificadas biomorfologicamente por meio de testes de
coloragdo de Gram, teste de catalase, teste de motilidade, nitrato, TSL testes de
verificagdo de hemoélise, fermentagfio da dextrose, xilose, rhamnose, manitol,
maltose e esculina.

Todas as cepas que mostraram-se como cocobacilos ou bastonetes
curtos, Gram positivas, mdveis com crescimento caracteristico a 25° e 35°C,
lembrando um guarda-chuva, catalase positiva, nitrato negativa, TSI
caracteristico, hemoliticas, nfio fermentadoras de xilose e manitol, e
fermentadoras de ramnose, dextrose, maltose e esculina, foram consideradas
suspeitas de serem Listeria sp. Foram entfio submetidas a testes de identificagdo
em kits do sistema API-Listeria (BioMerieux), para confirmagdo e,
posteriormente, encaminhadas ao Laboratorio de Bacteriologia do FIOCRUZ,
para identificag8o soroldgica (Figura 3).
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Enriquecimento e plaqueamento diferencial

225ml + 25g
LEB  amostra = Placas de OXA e placas de PALCAM
Incubar 30°C/4h plaqueamento por estrias
Adicionar aientes seletivos Incubar { OXA 35°C/24 ¢ 48h
{ PALCAM 30°C/ 24 ¢ 48h

Reincubar observar a presenca de colonias
por mais 24h e repetir tipicas e, em caso negativo
plaqueamento com 48h reincubar e observar apos 48h
¢ com sete dias "
Confirmagdo das col6nias: selecionar pelo menos cinco
coldnias tipicas de cada placa.

Estriar cada coldnia em TSﬁ\-YE 30°C/24-48h

Observar sob luz obliqua e selecionar

colonias azuladasU tipicas
Transferir a colonia para tubo de TSB-YE
Incubar a 30°C/24h
Identificagdo bioquimica
TSA-YE TSB-YE
(catalase, hemolise) (motilidade, nitrato, TSI)
API
Sistema de identificagio de Listeria
Identificagdo sorolégica
(FIOCRUZ)
LEB caldo de enriquecimento para Listeria
OXA agar Oxford
TSA-YE agar Tripticase de Soja suplementado com extrato de levedura
TSB-YE caldo Tripticase de soja suplementado com extrato de levedura

FIGURA 3 Esquema de andlise para Listeria Monocytogenes (Método FDA, 8
ed. 1995)
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S Resultados e Discussoes

5.1 Staphylococcus aureus
Foram isoladas, a partir dos cultivos em 4gar de Baird Parker (BPA),

182 cepas suspeitas de serem estafilococos para identificagdo bioquimica.
Destas, 101 (55,5%) eram cocos Gram positivos, 74 (40,7%) catalase positivas,
e apenas 41 (22,5%) foram positivas para Gram, catalase e coagulase.

As contagens iniciais de colonias em placas de BPA incubadas por 48h a
35+1°C apresentaram-se >10° UFCg”, chegando até a 8,35x 10° UFCg’. A
excegdo ocorreu com as amostras de acelga, agnifo, espinafre, alface romana,
alface crespa e escarola, que tiveram suas contagens iniciais e finais < 10 UFCg’
! (Tabela 1).

E importante esclarecer que todos os produtos analisados apresentaram
contagens iniciais bastante elevadas de colonias tipicas de estafilococos no 4gar
Baird Parker, embora algumas cepas isoladas para testes de identificagdo ndo
tenham confirmado a presenca de estafilococos coagulase positivos. Outrossim,
algumas cepas que se apresentaram com halos opacos e zonas de transparéncia
(halo de lecitinase) apresentaram-se como bacilos esporulados Gram positivos.

As provas mais freqiientes para diferenciar as espécies de estafilococos
patogénicos sdo as de coagulase € termonuclease. O método cldssico para
diferenciagdo de S. aureus, utilizando primariamente o teste de coagulase é
recomendado por vérios autores (Sperber & Tatini, 1975; APHA, 1992; Chang
& Huang, 1995; Su & Wong, 1997, ICMSF, 1998; Gay & Fox, 2001).

O ICMSF (1998) recomenda outros dispositivos, como o sistema API
Staph-Ident, para determinar os estafilococos produtores de coagulase.

Segundo Hurst (1995), uma das fontes potenciais de transmissio de
patogenos bacterianos transferidos para produtos minimamente processados,
especialmente estafilococos, sdo os manipuladores que fisicamente executam as
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operagdes durante o preparo e produgdio destes produtos. Schlimme (1995)
atribui também a presenga deste agente ao manuseio intenso a que os produtos
estio submetidos além da falta de conhecimentos higi€nicos por parte dos
manipuladores. Muitas vezes, esta contaminag#o ¢ agravada pela manutengdo do
alimento a temperatura ambiente por longo periodo durante a comercializagdo.
Estudos realizados por Iaria et al. (1980) mostram que 35,5% dos manipuladores
de alimentos em cozinhas hospitalares eram portadores de S. aureus e, destes,
16,7% foram positivos para enterotoxina tipo C (SEC). Outros estudos também
confirmam o perigo de contaminagio durante 0 manuseio do produto, uma vez
que esta bactéria tem sido isolada da regidio nasal, médos e da orofaringe de
manipuladores em diversos estabelecimentos ¢ areas de producdo industrial
(Bauman, 1974; Bolin et al, 1977, Iaria, 1980; 1981; Castro & Iaria 1984; Bolin
& Huxsoll, 1989; Corlett Jr., 1989; Eiroa, 1989; Brackett, 1994; Carvalho &
Serafini, 1996; Hobbs, 1999).

Das hortalicas analisadas, quatro marcas distintas (A, B, C e E)
apresentaram cepas de estafilococos coagulase positiva. Todas tiveram suas
contagens aumentadas apds armazenamento sob refrigeragéo (<7°C), durante o
prazo recomendado pelos fabricantes. Destas, as amostras de salsdo
apresentaram contagens iniciais bastante elevadas >10* UFC/g e >10° UFC/g,
apés armazenamento, indicando risco de patogenicidade e produgdo de
enterotoxinas comprovada pelos testes realizados pela FUNED/MG, que
evidenciaram a presenc}a de enterotoxina estafiloccica nfo especifica nas
amostras. Amostras de salada classica para o preparo de tepanyaki apresentaram
contagens iniciais de 7,1x10% UFC g e finais de 1,4x10° UFC g”, tendo sido
evidenciada a presen¢a de enterotoxina estafilocécica tipo B, confirmando o
grande risco de producdio de toxinfecgdo alimentar. As amostras de saladas
mistas, ndo foram consideradas produtoras de toxinas. A excegéo foi a tri-salada,
embora tenha apresentado indices >10° e as amostras de riicula e broto de alfafa,
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que tiveram indices >10 indicando condigBes higiénico-sanitirias de produgdo
inadequadas segundo a Portaria n°451 (Brasil, 1997) (Tabela 1).

TABELA 1 Comparag#o entre as médias de contagens (log10/g) de estafilococos
coagulase positivos em hortalicas e saladas cruas minimamente

processadas
PRODUTO/MARCA Staphylococcus 10g10/g
Data de fabricagdo Data de validade
Acelga <1 <1
Agrido <1 <1
Alface crespo <1 <1
Alface romana <1 <1
Almeir#io <1 1.15
Broto de alfafa 3.39 3.77
Beterraba <1 <1
Cenoura em tirinhas <1 <1
Cenoura fatiada <1 <1
Cenoura ralada <1 <1
Espinafre <] <1
Escarola <1 <1
Rucula 226 3.26
Salsdo* 4.0 5.74
Salada brisa 4.78 <1
Salada classica 2.85 ‘ 6.15
Salada primavera** 5.25 5.36
Tri-salada <1 <1

Contagens acima dos padrdes e recomendagdes (>10°) para Staphylococcus
coagulase positivos.
* Presenca de enterotoxinas inespecificas
** Presenga de enterotoxina estafilocéeica tipo B (SEB)

A Figura 4a representa o percentual de estafilococos coagulase positivos
em produtos horticolas e saladas mistas MP. Observa-se que 25%, 70% e 100%
das saladas mistas, hortalicas folhosas e raizes ¢ tubérculos, respectivamente,
apresentaram contagens iniciais <1 log,)/g do produto, enquanto os indices
finais <1 foram mostrados em 50%, 60% e 100%, respectivamente (Figura 4b).
Indices iniciais entre 2 a 4 logy/g sio mostrados em 30% das hortaligas
folhosas, 0% das raizes e tubérculos ¢ 50% das saladas analisadas. Os indices
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finais encontram-se aumentados em 30% das hortaligas folhosas e 0% das raizes
e tubérculos, ¢ em 50% das saladas mistas. O percentual de amostras que
apresentaram contagens finais >4log,/g foi de 10% das hortalicas folhosas, e
50% das saladas mistas. Os tubérculos ndo registraram indices >4 em nenhum
momento das analises.

Embora as contagens iniciais de col6nias tipicas ¢ atipicas de S. aureus
em BPA tenham sido elevadas, entre 1,12x10% 4 9,05 x10°, as col6nias isoladas
para identificagdo bioquimica n#o foram positivas para o teste de coagulase.
Mesmo que na maioria, fossem cocos Gram e catalase positivos. Algumas cepas
mostraram-se como bacilos Gram positivos esporulados, ndo indicando,
portanto, o risco de toxinfecgdo estafilocdcica por estes produtos mas levantando
a suspeita da presenga de outro microrganismo toxigeno,o Bacillus cereus
(Tabela 2).

Segundo Pereira et al. (2000), estafilococos enterotoxigénicos sdo
aqueles, em sua grande maioria, produtores de coagulase ¢ representados por
Staphylococcus aureus. Quando presentes no alimento em nimero suficiente,
sintetizam enterotoxinas que, ao serem ingeridas, ap6s incubagdo de 1 a 4 horas,
ocasionam sintomas de gastroenterites.

Quando o crescimento de S. aureus é permitido no alimento, este pode
produzir toxinas que, muitas vezes, est§o presentes, embora a bactéria tenha sido
destruida pelo processamento. As enterotoxinas estafilococicas sdo
termoestdveis, podendo manterem-se ativas até quando submetidas a
autoclavagem a 120°C por 20 min. Por outro lado, o crescimento de cepas
enterotoxigénicas em tomo de 10° ou mais UFC por grama de alimento é
geralmente considerado suficiente para que haja produgdo de toxinas em
quantidade suficiente para produzir enfermidade no consumidor (Berdoll, 1990;
Park et al., 1994; Pereira et al., 1999; Sharma et al., 2000). De acordo com Park
et al. (1994), cerca de 100 a 200 ng/g de enterotoxina (SE) sdo suficientes para
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produzir sintomas de toxinfecgdo.

H folhosos
100%- Oralzes e tubérculos
80%- [Hsaladas

70% A
60% -
50%

30%+
20% -
10%

0%+

% do numero de
amostras

<1 2a4 4a6
Contagens Iniclals logsy/g

100% -

80% -

60% -

40%

% do ntimero de
amostras

20% -

0%

<1 2a4 4ab
Contagens finais log10/g

FIGURA 4 Percentual de Staphylococcus coagulase positivos em produtos
horticolas minimamente processados

A incidéncia de S. aureus e produgdo de enterotoxina sdo baixas em
produtos vegetais, segundo Neumaye & Kramer (1990) e Beuchat (1996),
quando comparada com os produtos animais. De acordo com os autores, isto ¢
decorrente da agdo antagbnica da microbiota natural presente em vegetais crus
ndo tratados. Além disso os S. aureus ndo sdo bons competidores com outros

microrganismos pertencentes a microbiota epifita. De acordo com Beuchat
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(1996), provavelmente o crescimento dos estafilococos precede o
desenvolvimento da microbiota n3o patogénica o que explicaria sua baixa
incidéncia nestes produtos.

A Tabela 2 representa o percentual de risco oferecido entre as oito
marcas analisadas. A "Marca A" foi a que apresentou maior nimero de produtos
com contagens >10°> UFC/g para Staphylococcus coagulase positivos (16,43%),
incluindo a presenca de enterotoxinas em dois dos produtos analisados. Do total
de 140 amostras 23,57% mostraram contagens superiores a 10> UFCg'.

Nguyen-the & Carlin (1994) apresentam dados sobre a ocorréncia de
Staphylococcus aureus potencialmente toxigenos em 3% a 14% das amostras de
hortaligas frescas minimamente processadas nos Estados Unidos. Pesquisas
realizadas por Mohd-Som et al., (1994) com brécolis MP embalados sob
atmosfera modificada (AM) e mantidos sob refrigeragio, ndo detectaram a
presenga deste agente, mas consideraram que a presenga de cocos Gram
positivos em maior percentual nas amostras embaladas que nas no embaladas
pode ser importante indicador de risco. A capacidade do Staphylococcus aureus
para se reproduzir em vegetais embalados a vacuo parcial foi também observada
por Silva Jr. et al. (1994), onde observaram que houve uma redugdo no numero
de cepas cultivadas. Concluiam os autores que isto tenha ocorrido,
provavelmente, devido & competicBo metabdlica causada pela presenca de

Escherichia coli.
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TABELA 2 Comparagio percentual do risco de toxinfecgSio alimentar
estafilocécica oferecido pelas distintas marcas analisadas

MARCAS N°total de produtos Total de produtoscom % de amostras

analisados contagens >10° contaminadas

A 40 23 16.43

B 15 - 0

C 25 5 3.57

D 20 - 0

E 5 5 3.57

F 5 - 0

G 10 - 0

H 10 - 0
TOTAL 140 33 23.57

5.2 Bacillus cereus _
' A ocorréncia de Bacillus cereus em circunstincias normais nos

alimentos encontra-se, segundo alguns autores, quase sempre <10° a 10%g.
Nesses indices, o organismo pode ser indcuo jé que s&o consideradas necessarias
taxas >10%g para a produgdio de toxinas e assim veicular enfermidade (Gilbert et
al., 1974; ICMSF, 1996).

As contagens iniciais para Bacillus cereus vistas na Tabela 3 variaram
de 2,8x10° UFC g” a 33 x 10°. Das 140 amostras, 43,75% das hortalias
folhosas (acelga, agrifio, almeirdio, broto de alfafa, espinafre, riicula e salsdio)
apresentaram contagens superiores a 10> UFC g ', sendo que, deste percentual,
28,57% foram >10° UFC g ', indicando risco de produgdio de toxina.

Ap6s o periodo de estocagem sob refrigeragdio, apenas um produto
(almeirfio) apresentou contagens >10° UFC g ™ tendo as demais amostras
reduzido seus indices abaixo de 10* UFC g . Pode-se, entdo, considerar que B.
cereus apresentou baixa resisténcia & temperatura de estocagem (7+1°C). Mas,
considerando que as temperaturas praticadas pelos estabelecimento de
comercializagdo visitados variaram entre 18° a 22°C, esses microrganismos

poderiam ter se multiplicado nos produtos alcangando indices perigosos (dados
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ndo apresentados).

Para varios autores, a incidéncia de Bacillus cereus em hortaligas pode
ser alta, considerando que este encontra-se bastante difundido na natureza sendo
geralmente isolado no solo, poeira, 4gua doce e sedimentos. Conseqlientemente,
no ¢ surpreendente encontré-lo nos produtos agricolas (Gilbert et al., 1974,
Delazari et al, 1978, Mossel & Garcia, 1983; Rodriguez & Barret, 1986;
Harmon & Kautter; 1991; Beecker et al., 1994; Fermanian et al., 1994; Jay,
1994; Vasconcelos & Rabinovitch, 1995; Notermans & Batt, 1998a; Helgason et
al., 2000; Kim et al., 2000).

De acordo com Notermans & Batt (1998), todo tipo de alimento no qual
o B. cereus for isolado ¢ onde o manuseio ou o armazenamento permitiu sua
multiplicagdo, deve ser considerado veiculo potencial para toxinfecgéo
alimentar. Ressalta o autor que taxas do agente presente nos alimentos 21x1 0*B.
cereus g do produto devem ser consideradas altamente perigosas.

As condigdes de temperatura apos o processamento de produtos frescos
siio apontadas, por diversos autores, como sendo fundamentais para preservagéo
dos alimentos. Quando néio observadas, oferecem risco potencial de proliferagéo
de microrganismos patogénicos e/ou toxigenos como o B. cereus e,
conseqilentemente favorecem a esporulaggo e produgiio de toxinas por esses
agentes (Wigginton, 1974; Scott, 1989; Brackett, 1994, Bennik et al., 1996;
Nguyen-the & Carlin, 1994).

Pesquisas demonstraram que 44% dos alimentos prontos para consumo ¢
52% de produtos cirneos e vegetais analisados estavam contaminados com B.
cereus (Rodriguez & Barret, 1986; Brackett, 1987b; Beecker, 1994).
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TABELA 3. Determinagdes médias de B. cereus em hortaligas folhosas
minimamente processadas comercializadas em supermercados (Belo
Horizonte, MG; Campinas, SP/2000)

PRODUTO Data de fabricaggio Data de validade
UFCg? UFC g*
Acelga 1.3 x10° <10*
Acelga <10* <10?
Agrido 2,0x10° <10?
Alface crespo <10? <10®
Alface crespo <10? <10?
Alface crespo <10? <10?
Alface romana <10* <10®
Almeirso 9,33x10° 2,71x10°
Broto de alfafa 33x10° <10?
Escarola <10? <10?
Escarola <10? <10?
Espinafre 1,5x 10* <10?
Espinafre <10? <10?
Ruicula <10? <10?
Rucula 24x10° <10?
Salsdio 2,8x10° <10?

Dados apresentados por Nguyen-the & Carlin (1994) e Beuchat (1996a),
sobre a presenca de B. cereus em broto de feijio, soja, mostarda e agrifio,
conduzem & suposi¢do de que a presenca desta bactéria ndo é resultado de uma
contaminagdo dﬁrante o processamento. Provavelmente, ela se deve & sua
presenga no ambiente de cultivo ou quando os produtos sio manuseados de
forma que permita a esporulaggo e, conseqiientemente, a produgio de toxinas.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, 50% das
amostras apresentaram contagens iniciais >10° para saladas mistas MP. As
contagens médias variaram entre 6,5x10° a 3,5 x 10°UFC g™, observando que a
salada brisa, marca A, apresentou indices >10° UFC g ! indicando risco de
produgdo de toxina pelo B. cereus, de acordo com a Portaria n°451 SVS-MS
(Brasil,1997). Embora a RDC12/Brasil (Brasil, 2001) ndo apresente padrGes
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microbiolgicos para este agente em saladas vegetais cruas prontas para o
consumo, vérios autores revelam que a incidéncia de B. cereus € muito alta em
produtos vegetais frescos (Harmon & Kautter, 1991; Jay, 1994; Fermanian,
1994; Notermans & Batt, 1998).

A patogenicidade do B. cereus ¢ indicada pela presenga de duas
enterotoxinas. Sua presenga pode indicar, segundo Nortemans & Batt (1998),
contaminagio da matéria-prima, bem com condigdes inadequadas de
conservagio, relacionadas, geralmente, & temperatura insuficiente para

armazenamento ¢ comercializagio.

TABELA 4. Contagens médias de Bacillus cercus em saladas mistas
minimamente processadas comercializadas em supermercadso (BH,

MG e Campinas, SP/2000)
PRODUTO MARCA  Datade fabricagio  Data de validade
UFCg™ UFCg™!
Salada primavera A <10 <10*
Salada classica A 6,5x10° <10*
(tepanyaki)
Tri — salada C <10* <10?
Salada brisa A 3,5x10° <10%

Os principais fatores citados envolvendo surtos de doencas veiculadas
por este agente incluem a utilizagdo de alimentos crus ou ingredientes
contaminados por esporos, resfriamento ou cozimento inadequados,
equipamento contaminado, tempo entre o preparo e consumo igual ou superior a
12 horas, entre outros (Gilbert et al., 1974; Harmon & Kautter, 1991; Beecker et
al., 1994; ICMSF, 1998). Contudo, poucos séo os dados disponiveis na literatura
relacionados aos aspectos epidemiolégicos envolvendo B. cereus. Trabalhos
desenvolvidos na Hungria, no periodo de 1960 a 1968, revelaram que, do total
de surtos envolvendo B. cereus, 10,6% vegetais (CDC, 1978).

No Brasil, ndio existem dados epidemiolégicos sobre a ocorréncia de

185



enfermidades ocasionadas pelo consumo de B. cereus em vegetais e informagSes
sobre surtos envolvendo outros alimentos sdo também escassas. Segundo Eiroa
(1989), isto decorre do fato destas doengas nfio serem obrigatoriamente
notificadas. Além disso, h4 falta de pessoal qualificado nos locais onde os surtos
acontecem e ¢ bastante freqliente os responsaveis minimizarem a importincia do
fato nos locais onde tais incidentes ocorrem, procurando sufoca-lo
imediatamente para evitar manifestagdes incdmodas.

Observando-se os resultados da Tabela 5, verifica-se que somente as
amostras de cenoura em tirinhas MP apresentaram contagens iniciais superiores
a 10* UFC g". Elas correspondem a 25% das amostras analisadas, sendo que
estas contagens reduziram para abaixo de 10° ap6s armazenamento sob
refrigeragio.

As médias das contagens apds a estocagem a 7°C por 5 a 8 dias foram
inferiores 8 10> UFC g™ confirmando nossas suposigdes de que estas
temperaturas foram suficientes para inibir o crescimento do B. cereus.

Embora a detecgfio de toxina produzida por B. cereus ndo tenha sido
verificada em nossos estudos, a presenga destes em némeros >10° UFC g &
tida, por véarios autores, como sendo de grande risco para a produgfio de
enterotoxinas em alimentos, inviabilizando com isto o consumo destes produtos
(Hobbs & Gilbert, 1974; ICMSF, 1998; Notermans & Batt, 1998; FDA, 1998).

De acordo com Gilbert et al. (1974), os casos de toxinfecges raramente
sdo produzidos por alimentos com indices de 10* ou 10° UFC g™ ou mi” de B.
cereus nos alimentos. Assim, embora a patogenicidade do B. cereus seja
indicada pela presencga de suas toxinas, sua presen¢a em nimeros elevados nos
alimentos pode indicar contaminagfio da matéria-prima, bem como condigBes
inadequadas de conservagéo relacionadas & temperatura. ‘
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TABELA 5. Contagens médias de Bacillus cereus em hortaligas (raizes e
tubérculos) minimamente  processadas  comercializadas em
supermercados (BH-MG; Campinas-SP/2000)

PRODUTO MARCA Data de Data de validade

fabricagdo UFCg™
UFC g™

Cenoura em tirinha C 8,7 x 10° <10*

Cenoura fatiada F <10? <10?

Cenoura ralada H <10? <10?

Beterraba fatiada C <10? <10?

5.3 Listeria sp.

Das cepas selecionadas para caracterizagio e identificagdo, 123
mostram-se no exame bacterioscopio como cocobacilos Gram, e catalase
positivas. Algumas das cepas isoladas mostraram-se como cocos Gram e
catalase positivos. Hofer et al. (2000), em seus estudos, verificaram que a maior
fonte de erro na fase primaria de identificagdo foi a interpretagfio do exame
bacterioscopio, particularmente devido & presenga de cocos Gram positivos
dispostos em pares, simulando freqtientemente formas cocobacilares. A mesma
dificuldade foi observada neste trabalho, sendo muitas vezes requerida a
repetigdo dos testes para sanar dividas quanto & caracteristica morfologica das
cepas selecionadas.

Outro aspecto levantado pelos autores foi a possibilidade de execugdo ou
interpretagdo do teste de motilidade. Algumas vezes, ele é executado com
procedimentos de inoculagdo, temperatura ¢ tempo de incubaggo inapropriados.

Os resultados expressos na Tabela 6 referem-se ao isolamento ¢
identificagdio de Listeria em produtos horticolas minimamente processados. Do
total de amostras analisadas 172 cepas caracteristicas foram isoladas para
confirmagio em testes morfolégicos e provas bioquimicas. Destas, 28,49%
foram positivas para a presenga de Listeria sp, estando presente em duas marcas
distintas no agrifo, além das amostras de acelga, almeirfio ¢ beterraba fatiada
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MP.

Nzo foi isolada Listeria monocytogenes em nenhuma das amostras
encaminhadas para identificagdo sorolégica, embora os testes bioquimicos
efetuados fossem caracteristicos, principalmente para motilidade a 25°C.

As cepas mostraram-se em sua maioria como sendo Listeria innocua
sorovar 6a (12,21%) e Listeria innocua nio tipavel (16,28%). Os sorovars 6a e
6b sdo descritos como linhagens nfio patogénicas de diferentes espécies de
Listeria (Pereira & Rocourt, 1993; Bell & Kyriakides, 2000; Hofer et al., 2000).

Estudos conduzidos por Hofer & Povoa (1984) reportam que, durante o
periodo de 1965 a 1983, utilizando amostras de Listeria monocytogenes obtidas
a partir de processos patoldgicos e de portadores humanos, os sorovares 4b e
1/2a foram predominantes. Estudos realizados em diferentes amostras, incluindo
alimentos e constituintes ambientais, no periodo de 1971 a 1997 motraram que
72,9% das cepas recuperadas pertenciam ao sorovars 4b, 1/2a, e 1/2b (Hofer et
a;., 2000).

O estreito relacionamento da L. monocytogenes com as plantas e o solo
sugere uma grande chance de que produtos horticolas minimamente processados
possam estar contaminados por este agente. Segundo virios autores, o maior
surto de listeriose humana tragado pela histéria foi associado ao consumo de
salada crua de repolho (Brackett, 1987a; Messina et al., 1988; Rocourt, 1996;
Baek et al.,, 2000). Outras pesquisas revelam também a implicagdo de alface,
tomate ¢ aipo em casos de listeriose (Brackett, 1987a;, Hofer et al., 1975),
enquanto estudos citados por Eiroa (1990) evidenciam principalmente o
consumo de alface, tomate, sals#o e repolho como veiculadores de surtos.

A presenga de Listeria monocytogenes ¢ citada em produtos prontos para
o consumo, envolvendo carnes, peixes queijos e saladas. Em 3,1% das saladas
analisadas foram constatadas contagens entre 0,04 a 1,0 UFC g™; 0,2% entre 10*
a 10* UFC g''e nenhuma amostra com contagem superior a 10° UFC g* (Teufel
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& Bendzulla, 1994, citados por Notermans et al., 1998). Sizmur & Walker
(1994) também encontraram, no Reino Unido, Listeria monocytogenes em
quatro das sessenta saladas prontas para o consumo analisadas (Beuchat, 1996a).
Pesquisas conduzidas por Harvey & Gilmour (1993) reportam que 7 de 66
amostras de saladas de hortaligas pré-preparadas produzidas na Irlanda do Norte
continham Listeria monocytogenes.

Segundo Berrang et al. (1989), esta bactéria ¢ capaz de crescer sob
temperaturas inferiores a 4°C e, assim, a sua presenga em produtos
minimamente processados oferece risco de disseminagio e possivel veiculagdo
de enfermidade ao consumidor. Trabalhos citados por Carlin et al. (1995)
mostram que esta bactéria foi isolada a partir de amostras de hortaligas frescas
MP em freqiiéncias que variaram de 0 a 19% das amostras. Outros estudos
confirmam também estes dados (Brackett, 1992; Bennik et al., 1996; Babic &
Watada, 1996), enquanto outros mostram que L. monocytogenes foi capaz de
sobreviver e crescer em hortaligas cruas ou processadas, refrigeradas, tais como
aspargos, brocolis e couve-flor (Berrang et al., 1989), alface (Steinbruegg et al,
1988; Beuchat & Brackett, 1990), repolho fatiado (Kallander et al., 1991).

Durante a avaliagdo de produtos prontos para o consumo em
supermercados dos suburbios de Tokyo, vegetais crus minimamente processados
foram positivos para Listeria Murray e Listeria Welshimer em 3,7% das 27
amostras analisadas (Kaneko et al.; 1999).

De acordo com Ryser & Marth (1988), esses produtos geralmente nfo
sofrem tratamento listericida. Dessa forma, possibilita-se a infecgfio. Para
Bennik et al. (1996) e Rocourt (1996) a sobrevivéncia e crescimento da L.
monocytogenes decorre da interferéncia de varios fatores. Entre eles existem
indicagdes de que a microbiota epifita presente pode interagir com o agente,
inibindo ou retardando seu crescimento.

Apds o enriquecimento em LEB-24horas, LEB-48 horas ¢ LEB-7 dias,
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as taxas de isolamento e recuperagdo de listeria foram de 5%, 35% e 60%,
respectivamente. Para acelga fatiada MP, a maior seletividade ocorreu quando os
cultivos foram realizados apés 48 horas de incubagéio em LEB (66,66%) e para o
agrido MP ocorreu ap6s 7 dias de incubagdo (83,33%).

Dos meios utilizados, o 4gar Oxford (OXA) mostrou-se mais seletivo
para Listeria que o agar PALCAM, indicando a presenga 67,35% de colonias
caracteristica nos produtos contra 32,65% respectivamente. A diferenca seletiva
entre o agar PALCAM e o agar OXA vem sendo ressaltada e sua substituicdo ¢
sugerida pela metodologia atual (FDA, 2001).

TABELA 6 Isolamento de Listeria em produtos horticolas minimamente
processados comercializados em supermercados de Belo Horizonte,
MG e Campinas, SP

PRODUTO MARCA  MEIO DE ISOLAMENTO IDENTIFICACAO*
LEB/OXA LEB/PALCAM

Acelga H 12 6 Listeria innocua
sorovar 6*

Almeiréio A 3 0 Listeria innocua
sorovar 6°

Agrido B 8 8 Listeria innocua
ndo tipicavel

Agrifo C 7 2 Listeria innocua
n#o tipicavel

Beterraba C 3 0 Listeria innocua
n#o tipicavel

TOTAL

% de colonias isoladas 67.35 32.65

Identificagfo realizada pelo FIOCRUZ

A ocorréncia de L. monocytogenes em alface, repolho, salsa e agriio, foi
determinada no Brasil, em virias épocas do ano, por Porto & Eiroa (2001). A
incidéncia da bactéria foi determinada a partir do enriquecimento em caldo e
incubadao a 4°C, por 30 dias, com posterior isolamento em agar PALCAM e
Oxford. A incidéncia total de L. monocytogenes nas hortaligas examinadas foi de
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3,2%. A populaggio detectada em alface foi de 1,2 NMP/g, néo sendo detectada a
bactéria em nenhuma das amostras de repolho analisadas. Os autores informam
que o isolamento do organismo ocorreu em 62,5% no més de janeiro, 12,5% em
junho € 25% no més de julho. Entretanto os autores ndo fizeram nenhuma
comparagio entre a seletividade dos meios Oxford e PALCAM. Por outro lado,
Pao & Davis (2001) consideram que modificagdes do método padrdo para
determinar a presenga ¢ a populagio de microrganismos patogénicos em frutos e
hortalicas sdio necessarias, considerando que os varios tipos de produtos
sanificantes, temperaturas e tratamentos de estocagem a que sio submetidos
durante o processamento pode interferir na recuperagio dos patogenos ai
presentes em meios comuns.

A dimensdo da sobrevivéncia e proliferagdio da microbiota presente em
hortaligas minimamente processadas é uma proposta dificil. Existem muitos
parimetros a serem considerados e sfo poucas as pesquisas realizadas com
respeito 4 atuagiio de patdgenos na ecologia microbiana desses produtos. Virios
autores demonstram que o perfil da microbiota muda durante o periodo de
estocagem, estando particularmente influenciado pelas taxas de temperatura e O,
e CO,. Por outro lado, durante o periodo de estocagem a contagem total de
mesofilos tende a decrescer, dando lugar a uma microbiota psicrotréfica
geralmente patdgena.
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6 Conclusdes

Em nossos estudos pudemos observar que:

Houve um aumento significativo das contagens de S. aureus durante o
periodo de estocagem sob refrigeragfio indicado nas embalagens pelos
fabricantes, confirmando que as condigdes de embalagem e armazenamento néo
sdo adequadas para conservag#o e seguranca sanitéria dos produtos.

Cepas de estafilococos coagulase positivas s#io produtoras de
toxinfecgdo alimentar ¢ algumas coagulase negativas podem também apresentar
esta caracteristica, além do poder invasivo dos estafilococos, quando em nimero
superior a 103 UFC/g, pode-se afirmar que 57,7% das amostras analisadas
apresentam contaminaggo perigosa.

26,9% das amostras apresentaram contagens >105 UFC/g, indice
considerado como de alto risco para produgfio de toxinas por Staphylococcus
aureus. Destas, 1% foi positiva para enterotoxina B (SEB) e 1,98% apresentou
toxinas inespecificas.

Os produtos da Marca A oferecem grande risco para produzir surtos de
toxinfecgio alimentar por S. aureus aos consumidores, devido a detecgio de
enterotoxina tipo B (SEB) e enterotoxinas n#o especificas.

A incidéncia de B. cereus nas amostras analisadas de produtos vegetais
minimamente processados foi de 33,33%; 4,28% apresentaram indices
superiores a 105 UFC g -1, oferecendo, assim, risco de toxinfecgéio alimentar.

Apés o periodo de estocagem sob refrigeragéio a 7°C, durante 5 a 8 dias,
observou-se uma redugdo dos mimeros iniciais de Bacillus cereus. Excegdo
ocorreu com as amostras de almeirfio, que tiveram suas contagens iniciais

aumentadas em 2 ciclos log10/g .
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As temperaturas de conservagio ministradas nos supermercados nio sdo
suficientes para inibir a presenca e multiplicagéio de S. aureus e B. cereus, e,
conseqiientemente, impedir a produgéo de toxina por estes agentes.

Embora a presenca de Listeria monocytogenes n#o tenha sido detectada
nas amostras analisadas, a identificagdo de Listeria innocua sorovar 6a em
1221% e 16,28% de Listeria innocua ndo tipavel, serve de alerta para que
pesquisas sejam realizadas rotineiramente nestes produtos, para evitar o risco

eminente deste patogeno para a satide publica.
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