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RESUMO

Hortalicas minimamente processadas (HMP) normalmente consistem de hortalicas
frescas, cruas, lavadas, descascadas, cortadas, sanitizadas, centrifugadas, empacotadas e
acondicionadas sob refrigeracdo. Hortalicas sdo potenciais veiculos de microrganismos
que podem estar associadas a doengas transmitidas por alimentos. Intimeras sdo as
causas para a presenca de elevada carga microbiana nesse tipo de produto, entre as quais
estdo: as técnicas de cultivo, armazenamento, transporte e distribuicdo para consumo, a
pratica do uso de adubo orgénico, a utilizagdo de dgua contaminada para irrigacdo, o
transporte realizado em engradados abertos e as condi¢des de higiene no manuseio e
preparo de refei¢cdes, principalmente quando tais alimentos sdo consumidos crus. O
objetivo desse estudo foi determinar a presenca de Enzimas Betalactamases de Espectro
Expandido (ESBL) em cepas de Enterobacteriaceae isoladas de HMP comercializadas
na cidade de Fortaleza e verificar se as hortali¢as analisadas a atendem a RDC N° 12 de
02 de janeiro de 2001, que rege o padrdo microbioldgico dos alimentos no Brasil.
Foram coletadas 80 amostras de HMP comercializadas em Fortaleza. As hortalicas
estudadas foram: 8 amostras de acelga; 10 alface; 8 tomate cereja; 8 repolho roxo,
repolho verde; 10 cenoura e vagem; 8 cenoura ralada; 10 cenoura ralada, repolho verde
e repolho roxo; 10 saladas; 8 coentro, cebola e salsa picados. As andlises foram
realizadas de abril de 2006 a maio de 2007. As contagens de microrganismos aerébios
mesofilos variaram de 5,60 a 13,35 log UFC/ g de HMP. As contagens de bolores e
leveduras variaram de 5,54 a 9,88 log UFC/ g de HMP. A contagem de coliformes totais
e coliformes a 45°C foram bastante elevadas. O principal bolor isolado e identificado
foi o Penicillium spp. Todas as amostras de acelga, cenoura ralada, cenoura e vagem,
cenoura ralada, repolho roxo e repolho verde, coentro e salsa picados encontravam-se
impréprias para o consumo, pois apresentaram quantidades superiores a 100 coliformes
a 45°C/g de amostra. Das amostras de alface 50% apresentavam contagem de
coliformes a 45°C acima do permitido peca legislacdo. Dos tomates cereja analisados
75% estavam dentro padrdes microbioldgicos exigidos pela legislagdo brasileira, para
coliforme a 45°C. Das amostras de repolho roxo, repolho verde 87% estavam com
contagem de coliformes acima do permitido. Das amostras de salada 80% estavam fora
dos padrdes. Nao foram detectadas Salmonellas nas amostras de HMP analisadas. As
principais cepas de Enterobacteriaceae isoladas foram E. coli, K. pneumoniae e E.
aerogenes. Todas as cepas de K. pneumoniae e E. aerogenes foram resistentes a
ampicilina. Foram detectadas cepas de E. coli, K pneumoniae ¢ E aerogenes com
multiresisténcia aos antibidticos testados. Nao foi observada resisténcia a
ciprofloxacina, ceftazidima e imipenem. Nao foram detectadas amostras de
enterobactérias produtoras de ESBL. Nao foram identificadas cepas de E. coli O15:H7
entre as cepas de E. coli isoladas de HMP. As condicdes higi€nico-sanitdrias desses
produtos podem ser melhoradas com a aplicacio de Boas Préticas em toda a cadeia
produtiva.

Palavras-Chave: Hortalicas minimamente  processadas.  Enterobacteriaceae.

Resisténcia a antimicrobianos. ESBL.
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ABSTRACT

Minimally processed vegetables (MPV) normally consist of fresh raw vegetables,
washed, peeled, cut, disinfected, centrifugal dryed packed and kept under refrigeration.
Vegetables are potential vehicle of microorganisms that can be associated to the
outbreaks of foodborne. Countless are the causes for the presence high microbial load in
that product type, among which are: the cultivation techniques, storage, transport and
distribution for consumption, the practice of the use of organic fertilizer, the use of
polluted water for irrigation, the transport accomplished in open crates and the hygiene
conditions in the handling and preparation of meals, mainly when such foods are
consumed raw. The objective of this study was to determine the presence of extended-
spectrum B-betalactamases (ESBL) in strains of Enterobacteriaceae isolated of MPV
marketed in the city of Fortaleza and to verify if the analyzed vegetables assists the
Brazilian Food Sanitation Standard, RDC N° 12, 02 of january 2001. 80 samples of
MPV were collected marketed in Fortaleza. Were collected vegetables studied: 8
samples beet; 10 lettuce; 8 of cherry-colored tomato; 8 purple cabbage, green cabbage;
10 carrot and green bean; 8 grated carrot; 10 grated carrot, green cabbage and purple
cabbage; 10 salads; 8 cilantro, onion and parsley pricked. The analyses were
accomplished of april from 2006 to may of 2007. The countings of mesophiles aerobic,
varied from 5,60 to 13,35 log UFC / g of MPV. The countings of moulds and yeasts,
varied from 5,54 to 9,88 log UFC / g MPV. The counting of total coliforms and fecal
coliforms were quite high. The main isolated and identified mold was the Penicillium
spp. All of the beet samples, grated carrot, carrot and green bean, grated carrot, purple
cabbage and green cabbage, cilantro and parsley pricked met inappropriate for the
consumption, because they presented amounts superior of 100 fecal coliforms / g
samples. Of the samples of lettuce 50% they presented fecal coliforms counting above
legislation. Of the tomatoes cherry analyzed 75% were inside patterns of the Brazilian
legislation, for fecal coliforms. Of the samples of purple cabbage, green cabbage 87%
were with fecal coliforms counting above. Of the samples of salad 80% were out of the
patterns. Salmonellas were not detected in the samples of MPV analyzed. The main
isolated Enterobacteriaceae were E. coli, K. pneumoniae and E. aerogenes. All of the
strains of K. pneumoniae and E. aerogenes were resistant to the ampicillin. Strains of E.
coli, K pneumoniae and E. aerogenes with multidrug resistance were detected.
Resistance to ciprofloxacin, ceftazidime and imipenem was not observed.
Enterobacteriaceae samples producing of ESBL were not detected. Were not identified
strains of E. coli O15:H7 among the strains of E. coli isolated of MPV. The hygienic-
sanitary conditions of those products can be improved with the application of Good
Practices in the whole productive chain.

Keywords: Minimally processed vegetables. Enterobacteriaceae. Antibiotic resistance.

ESBL.
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1. INTRODUCAO

H4 uma tendéncia para o uso de alimentos cada vez mais naturais, valorizando
o sabor original dos produtos, onde o consumidor prima pela qualidade, principalmente
as relacionadas com o valor nutritivo, as condi¢des higi€nico-sanitdrias e as
caracteristicas sensoriais, portanto novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas no
processamento de alimentos (LIMA et al., 2003).

Além da qualidade sensorial, a qualidade microbioldgica e a seguranga das
hortalicas frescas precisam ser garantidas e sdo dependentes da microbiota presente na
matéria-prima (FANTUZZI et al., 2004).

O consumo de verduras cruas constitui importante meio de transmissdo de
varias doencas. A contaminacdo da hortalica pode ocorrer na horta, resultante da
utilizagdo de 4gua de irrigacdo ou uso de adubos inadequados, no transporte ou por
manipulacdo nos pontos de venda. As sucessivas manipulagdes aumentam as chances de
contamina¢cdo (TAKAYANAGUI et al., 2001).

As doencas veiculadas por alimentos s@o resultantes predominantemente do
ciclo de contaminagdo fecal/oral e seu controle tem recebido atencdo cada vez maior em
todo o mundo (JAY, 2005).

No Brasil sdo escassos os trabalhos avaliando a qualidade microbioldgica das
hortalicas consumidas pela populacio (TAKAYANAGUI et al., 2001).

Nos Estados Unidos os alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos de
infeccdo alimentar no periodo de 1993 a 1997, foram carne bovina (25%) e frutas,
saladas e hortalicas (20%) (OLSEN, 2004).

A resolucdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001 do Ministério da Satde

estabelece um limite de tolerancia para hortalicas minimamente processadas, para
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coliformes a 45°C de até 100 UFC/ g do produto e auséncia de Salmonella sp em 25 g
de amostra (BRASIL, 2001).

Em paises em desenvolvimento, o principal método de disseminacdo de
Salmonellas spp. ocorre através de alimentos contaminados (YATES & AMEYS,
2005).

Bactérias resistentes a antibidticos ou seus determinantes de resisténcia sdao
conhecidos por se disseminarem de animais para humanos via cadeia alimentar
(BOEHME et al., 2004)

As Enzimas Betalactamases de Espectro Expandido (ESBL) foram identificadas
inicialmente na Europa no inicio da década de 80, no presente momento encontram-se
distribuidas em todo o mundo. As ESBL sdo enzimas encontradas em cepas de
Enterobactérias principalmente Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes e Proteus mirabilis (PATERSON, 2000). A prevaléncia dessas cepas
produtoras de ESBL no Brasil € desconhecida.

Nos ultimos anos tém se observado uma elevada diversidade de ESBL e uma
dramética elevacao da prevaléncia de portadores assintométicos de cepas produtoras de
ESBL. Esses fatos demonstram a importancia do trato intestinal humano como um
reservatorio para cepas produtoras de ESBL. Enterobactérias produtoras de ESBL
podem provocar sérias infeccdes de dificil controle farmacoldgico, dentre elas: infec¢ao
urindria, periotonite, colangite, abcessos intra-abdominais, septicemia etc (PATERSON,
2000).

A deteccdo de Enterobactérias produtoras de ESBL € de grande importancia por
trés razdes: primeira, pode ocorrer a transferéncia horizontal de genes que codificam

ESBL de organismos produtores de ESBL para organismos ndo produtores. Segunda, as
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infec¢des produzidas por esses organismos nao devem ser tratadas com cefalosporinas e
terceiro, infec¢des desse tipo devem ser tratadas com carbepenemas (imipenem,
meropenem e ertapenem) (BRADFORD, 2001).

Os plasmidios que transportam a informagao para a ESBL transportam também
informacdes para outras formas de resisténcia, conferindo a cepa bacteriana, que recebe
o plasmidio, a multiresisténcia (SHEN et al., 2001).

Os alimentos representam um importante veiculo de transmissao de doencas,
principalmente quando manipulados de forma inadequada e cultivados com dgua
contaminada. Alimentos contaminados com cepas produtoras de ESBL ao serem
ingeridos podem nao causar um dano imediato a ndo ser uma gastroenterite, no entanto,
a cepa produtora de ESBL pode colonizar o intestino e transmitir por conjugacao o0s
genes que codificam essas enzimas. Criancas e idosos que se alimentam de dietas com
hortalicas estdo mais sujeitos a agdo desses microrganismos patogénicos. O individuo
que possui essa cepa funciona como reservatorio contribuindo para a persisténcia dessa
cepa na natureza. No futuro esse individuo pode apresentar uma infec¢do de dificil
controle quimioterdpico, pois estes microrganismos sao extremamente resistentes a
antibidticos.

Para combater a cadeia de transmissao se faz necessario compreendé-la. Pouco
se sabe do papel das hortalicas minimamente processadas nessa cadeia de transmissao.
Detectar alimentos que possam estar envolvidos com essa cadeia transmissao € de vital

importancia para a quebra da cadeia.

18



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Processamento Minimo de Hortalicas

O processamento minimo de hortalicas € definido como qualquer alteracdo
fisica causada em hortalicas que mantém o estado fresco desses produtos. Incluem
operacoes de selecdo, lavagem, corte, sanitizagdo, centrifugacdo, embalagem,
armazenamento e comercializagdo (MORETTI, 1999). (Figura 1).

O processamento minimo de hortalicas € um empreendimento voltado para a
verticalizacdo da produgdo agraria, proporcionando agregagao de valor, ou seja, melhor
preco para a comercializacdo do produto. O valor agregado desses produtos melhora a
competitividade do setor de horticultura, proporcionando novos canais de
comercializacdo e escoamento da producdo, através dos quais se espera importante
impacto econdmico e social pela reducio das perdas, pela geracao de renda ao produtor
e, principalmente, pela geracdo de empregos, tanto diretos como indiretos. Para
enfrentar esta nova realidade, o mercado de hortalicas precisa estar atento para atender
todos os tipos de consumidores, oferecendo hortaligas in natura e aquelas desenvolvidas
sob medida para serem convenientes: menor tempo de preparo e com alto valor
agregado, ou seja, minimamente processadas (FANTUZZI et al., 2004; SILVA et al.,
2005).

Por questdes de custo, comodidade e higiene, as empresas que trabalham com
alimentacdo (restaurantes com sistema de comida a quilo, restaurantes tradicionais,
cozinhas industriais e empresas de catering), bem como hospitais, clinicas e escolas,
estdo procurando utilizar vegetais (frutas e hortalicas) minimamente processados. A

tecnologia de processamento minimo é um método que estende a vida de prateleira de
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alimentos, permitindo sua melhor distribui¢do. Essa tecnologia encontra demanda de
consumo pela conveniéncia e pela qualidade (OHLSSON, 1994).

Produtos minimamente processados devem, basicamente, apresentar frescor
caracteristicos do produto in natura, mostrar qualidade consistente através da
embalagem, estar razoavelmente livre de defeito e ndo podem ser conservados com
aditivos quimicos (CANTWELL, 1992; NGUYEN-THE e CARLIN, 1994).

Os produtos minimamente processados, conhecidos como fresh cut, tém-se
destacado no mercado, pois seguem a tendéncia mundial de consumo de alimentos
sauddveis, frescos e de alta qualidade. O propdsito do seu fornecimento é o de
disponibilizar um produto pronto para usar, que ndo requeira nenhuma preparagao
posterior significativa por parte do consumidor, em termos de selecdo, limpeza, lavagem
ou cortes (JUNQUEIRA E LUENGO 2000).

Processos de reducdo do tamanho, tais como o corte e o fatiamento, que dao ao
consumidor a conveniéncia do prato preparado, e que sdo uma das caracteristicas
diferenciadoras dos produtos minimamente processados em relacdo aos alimentos in
natura, podem favorecer em muito o crescimento microbiano (SILVA et al., 2003).

O processamento de hortalicas e frutas tem se tornado uma drea potencial de
desenvolvimento e de possibilidade de agregacdo de valor aos produtos agricolas
(LIMA et al., 2005).

Os consumidores desses produtos sao supermercados, hotéis, restaurantes, fast-
food, além da populagdo, principalmente as que desejam praticidade e aquelas que
dispdem de pouco tempo para preparar os alimentos (TEIXEIRA, 2001).

As hortalicas minimamente processadas possuem tempo de prateleira menor

que hortalicas inteiras (BONNAS et al., 2003).
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Figura 1: Etapas do Processamento Minimo de Hortalicas

Com a crescente industrializacdo e urbanizagao mundial ocorreram profundas
mudancas nas relagdes sociais e de trabalho o que fez aumentar o nimero de pessoas
que fazem suas refeicdes fora de casa ou que tem pouco tempo para prepara-las. A partir
deste cendario, o mercado institucional € mesmo o consumidor doméstico tém buscado

alimentos que rednam facil preparo, qualidade e alto valor nutritivo. O produto
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minimamente processado atende a esses requisitos e, por isso, a sua demanda e
producdo vem crescendo rapidamente (SCHLIME e ROONEY, 1994).

As mudancas no perfil do consumidor, interessando em alimentagdo mais
sauddvel, sem, contudo, abrir mdo da conveniéncia e praticidade proporcionadas pelos
alimentos prontos, tem conduzido ao desenvolvimento de novas tecnologias, dentre as
quais se destaca o processamento minimo (ANTONIOLLI et al., 2005).

A comercializagdo de hortalicas minimamente processadas € um mercado
crescente, devido a praticidade que elas oferecem (SOUZA, 2001). Contudo a
manutencdo da qualidade destes produtos durante a armazenagem ainda é um dos
principais obstdculos na conquista de novos mercados (SARANTOPOULOS et al.,
2002).

O processamento minimo de frutas e hortalicas no Brasil é ainda recente, mas
apresenta-se como um nicho de mercado em crescimento. E um produto com maior
valor agregado quando comparado as frutas e hortalicas compradas in natura. Apresenta
ainda vantagens para o consumidor como a conveniéncia € 100% e aproveitamento do
produto adquirido (SATO, 2005).

Os itens frescor, refrigeracdo inadequada e contaminacdo microbiana totalizam
55,6% das preocupagdes dos consumidores de produtos minimamente processados

(TEIXEIRA et al., 2001).

2.2.Contaminacio de Hortalicas
Hortalicas sdo potenciais veiculos de microrganismos que podem estar
associadas a toxiinfec¢Oes alimentares e, conseqiientemente, a doengas transmitidas por

alimentos (DTA). Inimeras sdo as causas para a presenca de elevada carga microbiana
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nesse tipo de produto, entre as quais estdo: as técnicas de cultivo, armazenamento,
transporte e distribui¢do para consumo, a pratica do uso de adubo organico, a utilizacao
de 4gua contaminada para irrigacdo, o transporte realizado em engradados abertos e as
condicdes de higiene no manuseio e preparo de refei¢des, principalmente quando tais
alimentos sdao consumidos crus (PACHECO et al., 2002). A Tabela 1 descreve os

principais eventos onde pode ocorrer a contaminagao.

Tabela 1: Fontes de microrganismos patogénicos contaminantes de hortalicas.

Antes da colheita Pés-Colheita
Fezes Fezes
Solo Manejo humano
Agua de irrigacdo Equipamento de colheita
Agua para aplicar inseticidas Depésitos de transporte
Adubos Animais
Animais Insetos
Insetos Agua de lavagem
Manejo humano Processamento

Gelo

Veiculos de transporte
Estocagem impropria
Contaminacao cruzada

Fonte: BRACKETT, 1994.

A lavagem em &dgua corrente de boa qualidade pode reduzir em até 90% a carga
microbiana das hortalicas, porém, ndo € suficiente para manter a contaminacdo em
niveis seguros, sendo essencial a aplicacdo de uma etapa de desinfec¢do com agentes

antimicrobianos (NASCIMENTO et al., 2003).

2.3.Principais Bactérias Envolvidas em Intoxicacoes Alimentares Veiculadas por
Hortalicas.
Durante o processamento os sanitizantes podem ajudar, mas ndo garantem

completa eliminagdo de patdgenos. As condi¢des as quais os produtos sao expostos

23



durante a distribui¢do podem ter profundos efeitos na seguranca microbioldgica dos
mesmos (BRACKETT, 1999).

A atividade microbiana em hortalicas minimamente processados pode ser
influenciada pelo metabolismo do tecido da planta, pela atmosfera modificada, pela
permeabilidade do filme de embalagem e pela temperatura de estocagem (FANTUZZI
et al., 2004)

O efeito do processamento e condigdes de estocagem na sobrevivéncia e
crescimento de microrganismos patogé€nicos em hortalicas e frutas minimamente
preparadas € um problema de saide publica. O corte das hortalicas pode provocar a
exsudacdo de fluidos contendo nutrientes, fitoalexinas e outras substancias
antimicrobianas que podem aumentar ou retardar o crescimento da microbiota natural
ou de patégenos (PORTE e MAIA, 2001).

As hortalicas cruas sdo bons substratos para o crescimento de patdgenos
(ACEVEDO et al., 2001).

Frutas e hortalicas frescas tém sido identificados como veiculos de bactérias
patogénicas relevantes para sadde publica, podendo transmitir doengas causadas por
Salmonella, Shigella, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
enterohemorragica O157:H7, além de protozodrios, helmintos e virus (JAY, 2005).

Microrganismos capazes de causar doengas em seres humanos como a
Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii, Enterobacter cloaceae e Klebsiella spp,
tem sido isoladas de alface e saladas (FRANCYS, et al., 1999).

Os sorotipos de Salmonella spp sdo estimados como responsaveis por cerca de
1,5 milhdes de casos de infeccao alimentar a cada ano com 15.000 hospitalizagdes e 500

mortes. Alimentos de origem animal sdo comumente associados como veiculos de
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Salmonella sp, entretanto, salmonelose também tem sido associada com o consumo de
tomates, brotos de hortalicas, meldes, suco de macga e suco de laranja (MEAD et al.,
1999).

Espécies de Aeromonas sp t€m sido reconhecidos como patégeno emergente de
origem alimentar. Aeromonas sp podem estar presentes em peixes, carnes e hortali¢as
frescas. Muitas espécies de microrganismos que estdo presentes em alimentos sdo
psicrotréficas como a L. monocytogenes, A. hydrophila e Y. enterocolitica . podem
crescer durante a estocagem sob refrigeracdo (ISONHOOD e DRAKE, 2002; SZABO et
al., 2000).

E dificil eliminar todos os patégenos de hortalicas minimamente processadas. A
chave para minimizar os riscos associados com a presenga de patégenos sdo: estrita
aderéncia a boas préticas de manufatura e sanitizacao, efetivo controle de temperatura
durante a distribuicdo e selecdo de filmes apropriados para estocagem ( SZABO et al.,
2000).

A industria de alimentos ainda necessita de alternativas tecnoldgicas para
proporcionar ao consumidor hortalicas e frutas minimamente processadas e seguras aos

consumidores (LADO e YOUSEEF, 2002).

2.4.Importancia das Enterobactérias em Hortalicas Minimamente Processadas

A ingestdo de hortalicas cruas contaminadas com Enterobactérias tem sido
reportada com freqiiéncia (NASCIMENTO e MARQUES, 1998; PACHECO et al.,
2002; SIQUEIRA et al., 1997). A Tabela 2 mostra surtos de doencgas causadas por
Enterobactérias isoladas de hortalicas.

Tabela 2: Enterobactérias, responsdveis por surtos, isoladas de hortalicas.
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Hortalicas Pais Enterobactéria

Repolho México E. coli O157:H7
Espanha Salmonella

Couve-flor Holanda Salmonella

Alface Italia Salmonella
Holanda Salmonella
Espanha Salmonella

Salsa Egito Shigella

Salada verde Egito Salmonella

Salada de hortalicas Egito Shigella

Fonte: BEUCHAT, 2002.

A contaminacdo de saladas de hortalicas com E. coli O157:H7 pode ocorrer
durante a preparacdo de alimentos principalmente quando estdo envolvidos alimentos
carneos. Outra fonte de contaminagdo de hortalicas com E. coli O157:H7 pode ser

devido a utilizacao de dgua de irrigacdo e adubos contaminados (SILVA et al., 2003).

2.5.Resisténcia Bacteriana entre Microrganismos de Origem Alimentar

Muitas infecgdes bacterianas de origem alimentar sdo responsaveis por uma
diarréia auto-limitada que ndo requer tratamento com antibidticos, infeccdes sist€micas
incluindo bacteremia, podem ocorrer, particularmente em pacientes imunodeprimidos.
Quando infeccdes espalham-se através do trato gastrointestinal, antibioticoterapia
apropriada € necessdria e pode salvar a vida do paciente. Muitos patégenos de origem
alimentar t€ém desenvolvido resisténcia aos antimicrobianos e o tratamento de infec¢des
severas encontra-se comprometido. A administracdo de antibidticos em doses sub-
terapéuticas, como promotores de crescimento, a animais tem favorecido a
disseminac¢do de organismos resistentes (MENG e DOYLE, 2002).

Resisténcia a drogas por parte de bactérias entéricas isolados de alimentos é
uma conseqiiéncia inevitdvel do uso de drogas antimicrobianas na producdo de

alimentos (THREFALL et al., 2000).
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A resisténcia antimicrobiana tem aumentado dramaticamente durante a ultima
década entre patdgenos de origem alimentar incluindo: L. monocytogenes, A.
hydrophila, Y. enterocolitica, Campylobacter, Salmonella, Shigella, E. coli.. Embora
existam diversos trabalhos cientificos sobre o tema os aspectos do desenvolvimento e
disseminagdo da resisténcia antimicrobiana permanece obscuro (MENG e DOYLE,
2002).

O aumento da incidéncia da resisténcia a antibidticos entre espécies de
Salmonella em todo o mundo tornou-se um desafio e € imperativo que nés tenhamos
conhecimentos sobre este fendmeno da resisténcia bacteriana e como limitar seus

efeitos negativos nos alimentos (WHITE et al., 2002).

2.6. Enterobactérias e Enzimas Betalactamases de Espectro Expandido (ESBL)
Enzimas betalactamases de espectro expandido (ESBL) sdo estruturas
especializadas em destruir antibidticos betalactamicos, dentre eles: ceftazidima,
ceftriaxona, cefotaxima e cefepime. Esses antibioticos foram desenvolvidos para serem
resistentes a betalactamases, no entanto, esse objetivo ndo conseguiu ser atingido. Essas
enzimas podem estar presentes em Enterobactérias, principalmente Klebsiella sp, E.
coli, Proteus mirabilis e Enterobacter spp. Bactérias que podem sintetizar essas
enzimas apresentam uma vantagem sobre outras bactérias e podem se disseminar. Desde
1983, organismos produtores de ESBL t€m sido isolados em todo mundo. Os danos
causados por ESBL sdo devidos principalmente ao fato que elas podem ser passadas
através de plasmidios para outras bactérias. No grupo de coliformes temos bactérias do
género Klebsiella, principalmente Klebsiella pneumoniae, essa bactéria pode ser

portadoras de genes que codifique ESBL. A bactéria E. coli, também pode carregar
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genes para sintese de ESBL. Essas bactérias portadoras dessas enzimas podem estar
presentes em alimentos, juntamente com outras bactérias do grupo coliforme. Os
alimentos podem constituir um elo importante na cadeia de transmissao dessas cepas de
bactérias (BRADFORD, 2001; NOVAK et al., 2001).

O tratamento farmacoldgico de cepas de bactérias produtoras de ESBL ¢é
bastante reduzido no Brasil. Temos disponiveis apenas trés fairmacos para o combate
dessas cepas, o imipenem O meropenem e o ertapenem, que sdo classificados como
antimicrobianos da classe das carbapenemas (NIISSEN et al., 2004).

Os alimentos representam um importante veiculo de transmissdo de doencas,
principalmente quando manipulados de forma inadequada e cultivados com dgua
contaminada. O alimento que se ingere hoje pode ser o responsdvel pela doenga de
amanha (YATES e AMYES, 2005).

O exame rotineiro de alimentos para deteccdo de uma numerosa série de
microrganismos patogénicos € impraticavel para a maioria dos laboratérios, devido a
1sso sd@o procurados os microrganismos indicadores. Esses microrganismos apontam
para a presenca de microrganismos patogénicos. Detectar cepas bacterianas produtoras
de ESBL pode funcionar como microrganismos indicadores, o que tornariam o alimento
potencialmente perigoso para o consumo. Para combater a cadeia de transmissao se faz
necessario compreendé-la. Pouco se sabe do papel das hortalicas minimamente
processadas nessa cadeia de transmissdo. Detectar esses alimentos que possam estar

envolvidos com essa cadeia transmissao € de vital importancia para a quebra da cadeia.
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2.7. Resoluciao RDC N° 12 de 2 de Janeiro de 2001.

A resolucio RDC N° 12 de 2 de Janeiro de 2001 estabelece os limites
permitidos de microrganismos presentes nos alimentos comercializados no Brasil. Para
cada grupo de alimentos sdo designados os tipos de microrganismos importantes para
aquele grupo de alimentos. A resolucdo define o nimero minimo e nimero maximo de
microrganismos presentes em cada lote do referido alimento. A resolucdo RDC n°12,
de 2 de janeiro de 2001 do Ministério da Sadde estabelece um limite de tolerancia para
hortalicas minimamente processadas, para coliformes a 45°C de até 100 UFC/ g do

produto e auséncia de Salmonella sp em 25 g de amostra (BRASIL, 2001).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

e Determinar a presenca de Enzimas Betalactamases de Espectro Expandido em
cepas de Enterobactérias isoladas de hortalicas minimamente processadas
comercializadas na cidade de Fortaleza.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se as hortalicas analisadas atendem a RDC N° 12 de 02 de janeiro de
2001.

¢ (Quantificar bactérias aerébicas mesofilas presentes em hortalicas minimamente
processadas.

e (Quantificar bolores e leveduras presentes em hortalicas minimamente e
identificar as principais espécies de bolores presentes.

e Avaliar a presenca e determinar o nimero mais provavel de coliformes totais ,
coliformes a 45°C, o nimero mais provavel de Escherichia coli e Salmonella
spp presentes em hortalicas minimamente processadas.

e Avaliar a presenca de presentes em hortalicas minimamente processadas.

e [solar e identificar através de provas bioquimicas os coliformes a 45°C
presentes em hortalicas minimamente processadas.

e Determinar o perfil de sensibilidade a antibidticos de cepas de coliformes: E.
coli, K. pneumoniae e E. aerogenes isolados de hortalicas minimamente
processadas a antimicrobianos.

e Pesquisar a presenca de cepas produtoras de betalactamases de espectro
expandido dentre as cepas de E. coli, K. pneumoniae e E. aerogenes isoladas de

hortalicas minimamente processadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das amostras

Foram coletadas 80 amostras de hortalicas minimamente processadas
comercializadas em Fortaleza. As hortalicas estudadas foram: 8 amostras AC — Acelga;
10 amostras de AF - alface; 8 de TC - tomate cereja; 8 de RRRV - repolho roxo,
repolho verde; 10 de CV — cenoura e vagem; 8 de CR — cenoura ralada; 10 de CRRVRR
— cenoura ralada, repolho verde e repolho roxo; 10 de SAL — saladas; 8 de CCSP —
coentro, cebola e salsa picados. As amostras foram adquiridas em supermercados da
cidade de Fortaleza. Todas as amostras analisadas estavam dentro do prazo de validade.
As amostras foram transportadas em sacos plasticos devidamente identificados
acondicionados em caixas térmicas, contendo gelo, até o Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do
Ceard. As andlises foram realizadas em até uma hora ap6s a chegada das amostras. As

analises foram realizadas de abril de 2006 a maio de 2007.

4.2.Preparaciao das Amostras

Foram pesados assepticamente 25,0 g da amostra e homogeneizado com 225,0
mL de &4gua peptonada salina 1% estéril, ap6s a homogeneizacdo, a amostra foi
colocada em um recipiente estéril e colocada em estufa a 37 °C por 24 h, esse
procedimento foi realizado para pesquisa de Salmonella spp. Da mesma amostra foram
retirados assepticamente 25,0 g e homogeneizado com 225,0 mL de dgua peptonada
salina 0,1% estéril, esta diluicdo corresponde a 10"1, ou seja, 25,0 mL do
homogeneizado contém um grama da amostra. A partir dessa dilui¢do foram preparadas

dilui¢des sucessivas. A partir da diluicdo inicial, a diluicdo 10 foi realizada retirando-
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se 1,0 mL da diluicdo inicial para 9,0 mL do diluente (4gua peptonada salina 0,1%); a
dilui¢do 107 foi preparada retirando-se 1,0 mL da dilui¢do 10 para 9,0 mL do diluente,
a dilui¢do 10™ foi preparada retirando-se 1,0 mL da diluicio 10~ para 9,0 mL do
diluente, observando-se sempre o uso do mesmo diluente. Foram realizadas diluicdes
até 10™ para a determinacdo do nimero mais provéavel de coliformes totais e coliformes
a 45°C e até 10'° para contagem de aerébios mesoéfilos e bolores e leveduras. Estas
diluicdes foram usadas para posteriores procedimentos microbiolégicos (ANEXO 1)

(SILVA et al., 1997, SOARES e MAIA, 1999).

4.3.Procedimentos microbiolégicos

4.3.1.Contagem de Bactérias Aerobias Mesofilas

Para a andlise de bactérias aerébias mesdfilas, que sdo microrganismos que
crescem em aerobiose e em uma temperatura média de 35°C, foram pipetadas aliquotas
de 1,0 mL de cada uma das dilui¢des e colocadas em placas de Petri (100x20 mm)
esterilizadas. De cada diluicdo foram realizadas andlises em duplicata. Foram
adicionados a cada placa 15,0 a 20,0 mL de dgar padrdo para contagem, previamente
fundido e resfriado a temperatura de 44 a 46°C. As placas foram homogeneizadas com
movimentos suaves em forma de oito (cerca de 10 vezes) e deixadas a temperatura
ambiente até a completa solidificacdo do 4gar, apds a solidificacdo as placas foram
incubadas a 35-37°C/24-48 horas. Foram consideradas para contagem, somente as
placas da mesma diluicdo que apresentaram de 25 a 250 coldnias. A contagem de
bactérias aerdbias mesofilas foi obtido multiplicando-se a média aritmética das placas

com a mesma dilui¢do pelo respectivo fator de diluicdo e expressando o resultado em
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log Unidades Formadoras de Colonias/ g de amostra (log UFC/g) (ANEXO 2). (JAY,

2005; PINHEIRO, et al., 2005; SOARES e MAIA, 1999; SILVA et al., 1997).

4.3.2.Contagem de Bolores e Leveduras

Para a contagem de bolores e leveduras, que sdo microrganismos que crescem
em aerobiose e em uma temperatura média de 25°C, foram pipetadas aliquotas de
0,1mL de cada uma das quatro dilui¢des e inoculadas em placas de Petri (100x20 mm)
esterilizadas, contendo dgar batata, acidificado com é&cido tartarico. Com o auxilio de
uma al¢a de Drigalski, as amostras foram espalhadas em toda a placa, para cada
diluicao foram utilizadas placas em duplicata. As placas foram incubadas a temperatura
de 25°C durante 3-5 dias. Foram consideradas para contagem, somente as placas da
mesma diluicdo que apresentaram de 25 a 250 colonias, a contagem de leveduras e
bolores foi obtida multiplicando-se a média aritmética das placas com a mesma diluicao
pelo respectivo fator de diluicio e expressando o resultado em log Unidades
Formadoras de Colonias/ g de amostra (log UFC/g) (ANEXO 3) (JAY, 2005;

PINHEIRO et al., 2005; SILVA et al., 1997).

4.3.3.Teste de identificacao de bolores - microcultivo

Apdés o crescimento dos bolores em placas de &4gar batata estes foram
identificados com base na macro e micromorfologia. Uma al¢ada do bolor foi retirada e
colocada em lamina com laminula, a observagdo de estruturas caracteristicas auxiliou na
identificacdo. Alguns bolores ndo puderam ser identificados por esse método. Com
esses bolores que ndo puderam ser identificados foi realizado o teste de microcultivo.
Nesse teste, um circulo de 5,0 mm de diametro de dgar batata foi retirado e colocado em

uma lamina, o bolor foi semeado no meio e recoberto com uma laminula. O conjunto foi
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incubado a 25°C durante 3-5 dias. Decorrido esse tempo foi montado uma lamina com
azul de algodao e laminula e observado a micromorfologia fiingica que auxiliou na sua

correta identificacdio (KONEMAN et al., 2005).

4.3.4.Teste Presuntivo para Coliformes

A prova presuntiva para coliformes consiste em inocular 1,0 mL de cada uma
das dilui¢Ges previamente preparadas para uma série de trés tubos, contendo 9,0 mL de
caldo lactosado, contendo tubos de Durham invertidos. Os tubos de caldo lactosado
foram incubados a 35°C/24-48 horas. Transcorrido este tempo foi observada a produgao

de gas nos tubos (ANEXO 4)(SILVA et al., 1997).

4.3.5.Teste confirmatério para Coliformes Totais

Para contagem de coliformes totais (CT), de todos os tubos de caldo lactosado
nos quais ocorreram producdo de gés, foi transferido uma alcada de cada tubo para
tubos de caldo verde brilhante 2% (VB). Os tubos foram incubados a 35°C/24-48 horas
e foi observado o crescimento com producdo de gis. Foram anotados os nimeros de
tubos de VB com gés, esse teste € confirmatério da presenga de coliformes totais. O
nimero mais provavel (NMP) foi determinado usando tabelas apropriadas. O resultado
foi expresso em log NMP de coliformes totais/g de amostra (ANEXO 4) (SILVA et al.,

1997, PINHEIRO et al., 2005).

4.3.6.Teste Confirmatério para Coliformes a 45°C

Coliformes fecais, termotolerantes ou coliformes a 45°C, sao microrganismos
anaerdbios facultativos, fermentadores de lactose, com producdo de 4cido e géds dentro

de 24 a 48 horas de incubagdo a temperatura de 45,5°C (FRANCO & LANDGRAF,
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2003; JAY, 2005). Nos tubos de caldo verde brilhante 2% que apresentarem
crescimento com producdo de gis foram realizados os testes confirmatérios para
coliformes a 45°C. Foram retiradas algadas dos tubos de caldo verde brilhante 2% e
transferidos para tubos contendo caldo EC com tubos de Durham invertidos, os tubos
foram incubados 45,5°C/24-48 horas em banho-maria. O Numero Mais Provavel
(NMP) de coliformes a 45°C foi determinado utilizando uma tabela adequada para as
diluicdes utilizadas e o resultado foi expresso em log NMP de coliformes a 45°C/g de
amostra. Cada tubo que apresentou crescimento positivo foi semeado em placas de meio
EMB e foi posteriormente incubado a 35°C/24-48 horas. Apds o crescimento as cepas
identificadas como fermentadoras foram estocadas em meio TSA para posterior
identificacdo e testes de sensibilidade (ANEXO 4) (SILVA et al., 1997, PINHEIRO et

al., 2005).

4.3.7.Presenca de Salmonella spp

Na pesquisa de Salmonella spp. foi pesada 25,0g da amostra e homogeneizada
em 225,0 mL de peptona 1% que foi incubada a 35°C/18-20 h. Apds decorrido esse
periodo 1,0 mL do meio foi transferido para dois diferentes caldos de enriquecimento
seletivo: caldo tetrationato-novobiocina e caldo selenito-cistina, apds a transferéncia as
amostras foram incubadas a 35°C/24 horas. Decorrido esse periodo, cada amostra, foi
semeada em placas de Petri com dgar XLD (xilose-lisina-desoxicolato) e em &4gar
Hektoen, que foram incubadas a 35°C/24 horas. As coldnias tipicas obtidas nas placas
foram estocadas em meio TSA, para posterior identificagdo e testes de sensibilidade. O
resultado foi expresso como presenca ou auséncia de Salmonella spp/25 g do produto

(ANEXO 5)(SILVA et al., 1997, PINHEIRO et al., 2005).
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4.3.8.I1dentificacao das Cepas Bacterianas
As cepas bacterianas estocadas em meio TSA foram repicadas para 4gar EMB e
colocadas em estufa a 35°C/24 horas. Apos o crescimento foram realizadas as seguintes
provas bioquimicas: teste do citrato, producdo de indol, motilidade, producao de sulfeto
de hidrogénio, uréia, fenilalanina, vermelho de metila, Voges-Proskauer e lisina

(MURRAY et al., 2000; KONEMAN et al., 2001).

As cepas caracteristicas do género Salmonella spp estocadas em TSA foram
semeadas em dgar Hektoen e incubadas a 35°C/24 horas, as cepas foram semeadas em
meio LIA e TSI. Foram realizadas ainda provas bioquimicas adicionais (uréia, vermelho
de metila, Voges-Proskauer, citrato, indol e motilidade). Culturas caracteristicas do
género Salmonella foram submetidas ao teste de aglutinacdo com soros anti-somético
poli "O" e anti-flagelar poli "H" de Salmonella (Probac-Brasil) (ANEXO 5)(SILVA et

al., 1997, PINHEIRO et al., 2005).

4.3.9.Testes de Sensibilidade a Antibioticos (TSA)

A susceptibilidade a um painel de 11 antibidticos (ampicilina, estreptomicina,
canamicina, gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, trimetroprima, sulfonamidas, acido
nalidixo, ciprofloxacina e cefotaxima) é recomendada para enteropitogenos, a
cefotaxima € utilizada para rastear a producdo de ESBL (POLITTI et al., 2005). Neste
trabalho foram identificadas, selecionadas e avaliadas 68 cepas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae: E. coli (29), K. pneumoniae (24) e E. aerogenes (15), foi avaliado
o perfil de sensibilidade aos seguintes antimicrobianos: amicacina (10ug), ampicilina
(10ug), ciprofloxacina (5ug), ceftazidima (30ug), estreptomicina (10ug), doxiciclina

(10pg), gentamicina (10pg), imipenem (10pg), sulfonamidas (10ug) e sulfametoxazol +
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trimetroprim (25/1,5ug). Substitui-se a cefotaxima pela ceftazidima para rastrear a
producdo de ESBL. As cepas foram testadas utilizando-se a metodologia de Kirby-
Bauer, método de difusio de discos contendo o antimicrobiano em meio de cultura

Muller-Hinton (MURRAY, et al., 2000; CLSI, 2002).

4.3.10. Avaliacao do halo de ceftazidima para triagem de cepas
produtoras de ESBL entre as cepas de E.coli, K. pneumoniae e E. aerogenes

isoladas de amostras de Hortalicas.

Paras as cepas de E.coli, K. pneumoniae e E. aerogenes foram avaliadas o halo
da ceftazidima, pelo método de dilui¢do em 4gar. Cepas produtoras de ESBL possuem
halo para a ceftazidima < 22 mm, os halos foram medidos utilizando um paquimetro

(CLSI, 2000; CLSI, 2003) .
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S.RESULTADOS

5.1.Contagens de Microrganismos Aerébios Mesoéfilos.

Na Tabela 3 sdo mostradas as contagens de microrganismos aerobios
mesofilos nas amostras de hortalicas minimamente processadas analisadas. Sao
destacada as médias, os desvio padrdo e o intervalo das contagens desses

microrganismos.

Tabela 3: Contagens de microrganismos aerébios mesdfilos em hortalicas minimamente

processadas.
log UFC/g de amostra

Amostra N° de amostras Média (DP) Intervalo
AC 8 8,88 (1,50) 8,87 - 8,88

AF 10 7,69(0,23) 7,37 - 8,08

TC 8 6,90 (0,65) 5,60 - 8,85
RRRV 8 8,68 (1,17) 6,40 - 9,65
Cv 10 8,93 (2,07) 6,30 - 10,95

CR 8 8,62 (1,76) 6,02 - 9,96
CRRVRR 10 8,64 (1,56) 6,00 - 9,37
SAL 10 13,03 (0,32) 12,81-13,35
CCSp 8 8,20 (1,61) 6,45 -9,50

YAC - Acelga; AF - alface; TC - tomate cereja; RRRV — repolho roxo, repolho verde; CV — cenoura e
vagem; CR — cenoura ralada; CRRVRR - cenoura ralada, repolho verde e repolho roxo; SAL — saladas;
CCSP - coentro, cebola e salsa picados.
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5.2.Contagem de Bolores e Leveduras
Na Tabela 4 sdo mostradas as contagens encontradas para bolores e leveduras.

Tabela 4: Contagem de Bolores e Leveduras em hortalicas minimamente processadas.

log UFC/g de amostra

Amostra N° de amostras Média (DP) Intervalo
AC 8 10,11 (0,71) 9,60-10,61
AF 10 6,28 (0,30) 5,54 - 6,46
TC 8 7,56 (0,34) 6,52 - 9,00
RRRV 8 8,87 (0,78) 7,47 - 9,36
Ccv 10 8,45 (0,92) 7,30 — 9,53
CR 8 8,44 (1,10) 7,30 — 9,82
CRRVRR 10 8,22 (1,27) 7,00 — 9,83
SAL 10 7,71 (0,71) 7,00-8,55
CCSP 8 8,02 (1,31) 7,38 — 9,88

TAC — Acelga; AF - alface; TC - tomate cereja; RRRV — repolho roxo, repolho verde; CV — cenoura e
vagem; CR — cenoura ralada; CRRVRR - cenoura ralada, repolho verde e repolho roxo; SAL — saladas;
CCSP - coentro, cebola e salsa picados.

5.3. Identificacao de Bolores em Hortalicas Minimamente Processadas.
Das 29 cepas de bolores isolados de hortalicas minimamente processadas oram

identificadas 5 espécies principais como descrito na Figura 2.
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Figura 2: Bolores isolados e identificados em hortalicas minimamente processadas.

5.4.Namero Mais Provavel de Coliformes Totais, Coliformes a 45°C,

Escherichia coli e Salmonella nas Amostras de Hortalicas.

Nas Tabela 5 a 13 estdo descritos os resultados da determinacdo da
qualidade microbioldgica das amostras de hortalicas minimamente processada

comercializada em Fortaleza.

Tabela 5: Nimero mais Provdvel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,
E.coli e presenca de Salmonella encontrados em acelga minimamente processada
analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E. coli Salmonella
Totais 45°C (log NMP/g)
(log NMP/g) (log NMP/g)
ACl1 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
AC2 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia
AC3 >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia
AC4 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
ACS >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia
AC6 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
AC7 >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia
AC8 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
AC- Acelga
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Todas as amostras de acelga encontram-se impréprias para o consumo pois
apresentaram quantidades superiores a 100 coliformes a 45°C/ g de amostra. Em todas
as amostras foram detectadas cepas de E. coli. Nao foram detectadas Salmonellas.

Entre as hortalicas mais vendidas para o consumo in natura estd a alface
(Lactuca sativa), muito utilizada no consumo doméstico, nas cadeias de fast foods e
restaurantes comerciais. A alface € a hortalica mais comercializada no Brasil, devido ao
seu baixo valor caldrico qualifica-se para varias dietas, constituindo-se em um
componente imprescindivel das saladas dos brasileiros (FERNANDES et al., 2002).

Muitos fatores influenciam a qualidade de alfaces minimamente processadas
incluindo praticas culturais, cultivar e maturacdo na colheita, métodos de colheita,
manuseio do campo até o local de preparacdo, critério de inspecao, duracio e condicdes
de estocagem. Somente um sistema de manuseio integrado e completo permite um
excelente controle sobre os fatores de qualidade (PHILLIPS, 1996). A qualidade
microbioldgica de 10 amostras de alface minimamente processadas € mostrada na
Tabela 6.

Tabela 6: Numero mais Provdvel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,

E.coli e presenca de Salmonella encontrados em alface minimamente processada
analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E.coli Salmonella

Totais 45°C

(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
AF1 > 4,38 > 4,38 <03 Auséncia
AF2 > 4,38 >4,38 <0,3 Auséncia
AF3 > 4,38 2,66 <03 Auséncia
AF4 > 4,38 <0,3 <0,3 Auséncia
AF5 > 4,38 <0,3 <03 Auséncia
AF6 > 4,38 1,45 <0,3 Auséncia
AF7 > 4,38 1,38 <03 Auséncia
AF8 > 4,38 >4,38 <0,3 Auséncia
AF9 >4,38 0,95 <0,3 Auséncia
AF10 > 4,38 > 4,38 <0,3 Auséncia
AF - Alface
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Das amostras de alface estudadas, 50% estavam dentro dos padrdes exigidos
pela legislacdo, pois apresentaram quantidades inferiores a 100 coliformes a 45°C/ g de
amostra. Nao foram detectadas E. coli nem Salmonella nas amostras de alface
analisadas.

As hortaligas, dentre elas o tomate tipo cereja, situam-se entre as culturas que
proporcionam rdpido retorno econdmico. O grande diferencial do tomate cereja é ser
muito saboroso e adocicado, a ponto de ser consumido como fruta. Enquanto o tomate
tradicional possui grau Brix entre 4 e 6, as variedades cereja possuem dogura suficiente
para chegar entre 9 e 12 graus Brix, que indica a concentracao de sélidos soltveis totais,
principalmente os agucares. Isso faz toda a diferencga e, pelo mundo, esse tomate passou
a ser consumido como uvas, além de também enfeitar e dar um toque de classe nas
saladas (CARVALHO et al., 2002). A qualidade microbioldgica dos tomates cerejas
comercializados na cidade de Fortaleza sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,

E.coli e presenga de Salmonella encontrados em tomate cereja minimamente processada
analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E. coli Salmonella
Totais 45°C
(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
TC1 > 4,38 <0,3 <03 Auséncia
TC2 1,84 <0,3 <0,3 Auséncia
TC3 3,08 <0,3 <03 Auséncia
TC4 2,06 <0,3 <0,3 Auséncia
TC5 2,05 <0,3 <03 Auséncia
TC6 3,02 <0,3 <0,3 Auséncia
TC7 > 4,38 2,38 2,38 Auséncia
TCS8 >4,38 3,38 3,38 Auséncia

TC- Tomate-cereja.
Dos tomates cereja analisados 75% estavam dentro padrdes microbioldgicos

exigidos pela legislagcao brasileira.
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O repolho € uma hortali¢a anual formada por inimeras folhas que se imbricam,
dando origem a uma “cabeca”, que constitui a parte comestivel da planta. As variedades
mais adaptdveis ao processamento minimo s3ao aquelas que apresentam alta
compacidade da cabeca, pois oferecem maior resisténcia ao corte e, conseqiientemente,
resultam num corte de melhor qualidade (FANTUZZI et al., 2004). A Tabela 8 mostra

as contagens encontradas em repolho minimamente processados.

Tabela 8: Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,
E.coli e presenca de Salmonella encontrados em repolho roxo e repolho verde
minimamente processada analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes E.coli Salmonella
Totais a45°C
(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
RRRV1 > 4,38 <0,3 <0,3 Auséncia
RRRV2 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
RRRV3 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
RRRV4 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
RRRV5 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
RRRV6 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia
RRRV7 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia
RRRVS8 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia

RRRV- Repolho Roxo, Repolho Verde.

Das amostras de Repolho roxo, repolho verde analisados 87% encontravam-se
com contagens de coliformes a 45°C acima do permitido pela legislagdo.

Das hortalicas minimamente processadas, a cenoura € uma das mais populares,
pela sua versatilidade de uso e formas de apresentacdo ao consumidor, podendo ser
ralada em diversos tamanhos ou cortada na forma de fatias, cubos, palitos, e ainda
apresentada na forma de mini-cenoura “baby-carrot” (LANA, 2000). Em funcido do
processamento tornam-se suscetiveis a varias mudangas fisiolégicas e microbiolégicas

que depreciam a sua qualidade sensorial e limitam sua vida de prateleira N&ao sé o
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metabolismo préprio do tecido vegetal, mas também os microrganismos, sao
responsaveis pela presenga de odores e sabores desagraddveis durante o armazenamento
de hortalicas minimamente processadas (RESENDE et al., 2004). Na escolha de
hortalicas pré-processadas os consumidores optam por fatores como praticidade,
facilidade de preparo, higiene, aparéncia, sabor e qualidade nutricional. Com seu
elevado valor nutricional a cenoura participa como fonte importante de - caroteno
(pré-vitamina A), minerais e possui baixa caloria. A Tabela 9 evidencia a qualidade
microbiol6gica da cenoura e vagem minimamente processada comercializada em
Fortaleza.

Tabela 9. Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,

E.coli e presenca de Salmonella encontrados em cenoura e vagem minimamente
processada analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E. coli Salmonella

Totais 45°C

(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
CVl1 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CV2 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CV3 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CVv4 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CV5 >4,38 2,30 2,30 Auséncia
CVé6 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CV7 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CVs8 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia
CV9 >4,38 >4,38 3,38 Auséncia
CV10 >4,38 >4,38 >4,38 Auséncia

CV- Cenoura e Vagem
Todas as amostras analisada encontravam-se acima dos padroes permitidos pela
legislagdo brasileira para coliformes a 45°C. Na cenoura ralada analisada na Tabela 10 é

possivel observar que as amostras apresentaram elevada carga microbiana.
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Tabela 10: Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,
E.coli e presenca de Salmonella encontrados em cenoura ralada minimamente
processada analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E. coli Salmonella
Totais 45°C
(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
CR1 >4,38 3,38 3,38 Auséncia
CR2 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia
CR3 >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia
CR4 >4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CR5 >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia
CR6 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CR7 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CR8 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia

CR- Cenoura ralada.

Ao se juntar cenoura ralada, repolho roxo e verde as contagens microbianas se
mostraram elevadas como pode ser visto na Tabela 11. Todas as amostras estavam fora
dos padrdes microbioldgicos exigidos pela legislagdo brasileira.

Tabela 11: Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,

E.coli e presenca de Salmonella encontrados em cenoura ralada, repolho verde e repolho
roxo minimamente processada analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E. coli Salmonella

Totais 45°C

(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
CRRVRR1 > 4,38 4,04 4,04 Auséncia
CRRVRR2 > 4,38 4,04 4,04 Auséncia
CRRVRR3 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia
CRRVRR4 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CRRVRR5 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CRRVRR6 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CRRVRRY7 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CRRVRRS > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CRRVRR9 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CRRVRRI10 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia

CRRVRR-Cenoura ralada, repolho roxo, repolho verde.
Todas as amostras de Cenoura ralada, repolho roxo, repolho verde estavam
acima dos padrdes estabelecidos pela legislacao brasileira para hortalicas minimamente

processadas.
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As foram analisadas: 2 amostras de salada primavera (SP1 e SP2) composta de
acelga, cenoura e repolho verde; 3 amostras de salada colorida (SC1, SC2 e SC3)
composta de repolho, cenoura e alface crespa; 3 amostras de salada spring (SS1, SS2 e
SS3) composta de alface crespa, repolho, salsa e cenoura e 2 amostras de salada classic
(SCL1 e SCL2) composta de alface crespa, cenoura e tomate cereja. Foram analisadas
duas amostras de cada salada. Na tabela 12 pode ser observada a qualidade

microbioldgica das saladas analisadas.

Tabela 12: Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,
E.coli e presenca de Salmonella encontrados em saladas minimamente processada
analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E. coli Salmonella

Totais 45°C

(log NMP/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
SP1 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
SP2 >4,38 3,66 3,66 Auséncia
SC1 > 4,38 2,30 2,30 Auséncia
SC2 >4,38 2,30 2,30 Auséncia
SC3 > 4,38 2,30 2,30 Auséncia
SS1 >4,38 2,38 2,38 Auséncia
SS2 > 4,38 1,97 1,97 Auséncia
SS3 >4,38 1,30 1,30 Auséncia
SCL1 > 4,38 3,38 3,38 Auséncia
SCL2 >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia

SP- Salada Primavera. SC- Salada Colorida. SS- Salada Spring. SCL-Salada Classic
Das amostras de saladas analisadas 80% apresentaram contagens acima do
permitidapela legislacao brasileira.
O coentro (Coriandrum sativum L.) é uma olericola, consumido em diversas
regides do Brasil, especialmente no Norte e Nordeste. Seu cultivo visa ndo somente a
obtenc@o de massa verde utilizada na composic@o de diversos pratos, como o uso para

tempero. As sementes sao bastante utilizadas na indudstria como condimento para carne
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defumada e na fabricacdo de paes, doces, picles e licores finos (OLIVEIRA et al.,
2002)). O coentro e a salsa (Petroselinum crispum) picados sdo muito apreciados pelos
cearenses € sdo costumeiramente consumidos crus. Todas as amostras analisadas
encontravam-se improprias para o consumo (Tabela 13).

Tabela 13: Numero mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes a 45°C,

E.coli e presenca de Salmonella encontrados em coentro cebola e salsa picadas
minimamente processada analisadas.

Amostras Coliformes Coliformes a E.coli Salmonella
Totais 45°C
(log NMP/g ) (log NMP/g) (log NMP/g)
COP1 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
COP2 >4,38 > 4,38 >4,38 Auséncia
CEP3 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
CEP4 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
SP1 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia
SP2 > 4,38 2,97 2,97 Auséncia
SP3 > 4,38 3,18 3,18 Auséncia
SP4 > 4,38 > 4,38 > 4,38 Auséncia

COP-Coentro picado. CEP-Cebola Picada. SP-Salsa Picada.
As andlises microbioldgicas para coliformes a 45°C das hortalicas reprovaram

quase a totalidade das amostras (Figura 3).
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AC — Acelga; AF - alface; TC - tomate cereja; RRRV — repolho roxo, repolho verde; CV — cenoura e
vagem; CR — cenoura ralada; CRRVRR - cenoura ralada, repolho verde e repolho roxo; SAL — saladas;
CCSP - coentro, cebola e salsa picados.

Figura 3: Resultados das andlises microbiolégicas das amostras de hortalicas
minimamente processadas para o paradmetro coliforme a 45°C.

5.5.Perfil de sensibilidade a antibioticos das cepas de E.coli isoladas de amostras
de Hortalicas.

No nosso estudo foram selecionadas 29 cepas de E. coli e realizados os testes
de sensibilidade a antibidticos. A Tabela 14 e as Figuras 4, 5 e 6mostra o perfil de
sensibilidade de cepas de E. coli isoladas de hortalicas minimamente processadas. A
Figura 4 mostra o perfil de resisténcia, sensibilidade e intermedidrio das cepas de E. coli

aos dez antimicrobianos testados.
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Tabela 14: Perfil de sensibilidade de cepas de E. coli isoladas de hortalicas
minimamente processadas.

Bactérias Hortalica Antimicrobianos testados
N°dacepa deorigem

AM AP CIP CFZ DX ES GE IM SUL SUT

50.227 Cp S I S S R S S S R S
50.236 CP S S S S R S S S R R
50.237 Cp S S S S R S S S R S
50.238 CP S S S S R S S S S S
50.239 Cp S S S S R S S S S S
50.248 CR S S S S R R S S R S
50.250 CR I S S S R S S S R S
50.303 CP I R S S R S R S R R
50.304 Cp S S S S R S S S S S
50.305 CP S R S S R S R S R R
50.306 Cp S S S S I S S S R S
50.308 CR I R S S I S S S R S
50.310 CR S I S S R S S S S S
50.311 CR R R S S R S S S S S
50.315 CR I R S S I S I S S S
50.316 CR S I S S I S S S R S
50.348 CRRVRR S S S S R S S S I S
50.349 CRRVRR S S S S R S S S S S
50.350 CRRVRR S S S S R S S S S S
50.351 TC S S S S S S S S S S
50.352 TC S S S S S S S S S S
50.353 TC S S S S S S S S S S
50.354 CR S S S S R S S S R S
50.364 CRRVRR S S S S S S S S R S
50.365 CRRVRR S S S S R S S S R S
50.517 CP S I S S I S S S S S
50.518 Cp S S S S R S S S R S
50.521 AC S S S S S S S S S S
50.533 CRRVRR S I S S S R R S I S
K. S R S S R S S S S S
pneumoniae

ATCC

13883

AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT — sulfametoxazol +
trimetroprim. AC — Acelga; TC - tomate cereja; CR — cenoura ralada; CRRVRR - cenoura ralada,
repolho verde e repolho roxo; CP — coentro picado. I-intermedidrio; R-resistente; S-sensivel.
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AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ - ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT - sulfametoxazol +
trimetroprim.S-Sensibilidade. I-Intermedidrio.R-Resistente.

Figura 4: Percentual de sensibilidade e resisténcia a antimicrobianos das cepas de E.

coli isoladas de hortalicas minimamente processadas.

Na Figura 5 é possivel observar o percentual de cepas de E. coli que
apresentaram sensibilidade a todas as drogas e resisténcia a um ou mais antibidticos

testados.

O sensiveis a todas

7% as drogas
3% ° 17% g
O resistente a 1
7% droga

O resistente a 2
drogas

O resistente a 3

drogas
28%
W resistente a 4

38% drogas

O resistentes a 5
drogas

Figura 5: Mono e multiresisténcia de cepas de E. coli isoladas de hortalicas

minimamente processadas.
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Na Figura 6 € possivel observar os tipos de resisténcias mais comumente

associadas. A mais resisténcia mais comum observada foi a doxiciclina e sulfonamidas.
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AP+ AP+ES AP+ ES + AP + DOX + DOX + DOX +
DOX SUL GEN SuUT DOX GEN SUL SuUT

Antimicrobianos

AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT - sulfametoxazol +
trimetroprim.

Figura 6: Tipos de associacOes de resisténcia a drogas antimicrobianas mais comumente

encontradas em cepas de E. coli isoladas de hortalicas minimamente processadas.

5.6.Perfil de sensibilidade a antibioticos de cepas de K. pneumoniae isoladas de

amostras de Hortalicas.

A K. pneumoniae é um patégeno oportunista que causa infeccdes em pacientes
imunocomprometidos podendo causar bacteremia, septicemia, infeccdes urindrias,
doencas pulmonares cronicas, infec¢des dos tecidos moles, diarréia e endoftalmite
(PODSCHUM e ULLMANN 1998). A Tabela 15 evidencia o perfil de sensibilidade de

cepas de K. pneumoniae..
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Tabela 15: Perfil de sensibilidade de cepas de K. pneumoniae isoladas de hortalicas
minimamente processadas.

Bactérias Hortalica Antimicrobianos testados
N°dacepa deorigem

AM AP CIP CFZ DX ES GE IM SUL SUT

50.527 AC S R S S I S S S R
50.530 Cv S R S S I S S S R R
50.531 Cv I R S S R S S S R S
50.535 CRRVRR S R S S I S S S S S
50.536 CRRVRR S R S S R S S S R S
50.537 RRRV S R S S R I S S R R
50.538 RRRV S R S S R S S S S S
50.539 RRRV S R S S R S S S R S
50.540 RRRV S R S S R S S S S S
50.912 AF S R S S S S S S S S
50.918 AF S R S S S S S S S R
50.919 AF S R S S S S S S S S
50.922 AF S R S S S S S S S S
50.924 AF S R S S S S S S S S
50.925 AF S R S S S S S S S R
50.926 AF S R S S S S S S S S
50.927 AF S R S S S S S S S S
50.928 AF S R S S S S S S S S
50.929 AF S R S S S S S S S S
50.930 AF S R S S S S S S S R
50.931 AF S R S S S S S S S S
50.932 AF S R S S S S S S S S
50.933 AF S R S S S R S S S S
50.934 AF S R S S S S S S S S
K. S R S S R S S S S S
pneumoniae

ATCC

13883

AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ - ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT - sulfametoxazol +
trimetroprim. AC — Acelga; RRRV - repolho roxo, repolho verde; CV — cenoura e vagem; CRRVRR —
cenoura ralada, repolho verde e repolho roxo. I-intermedidrio; R-resistente; S-sensivel.

Nas Figuras 7, 8 e 9 podem ser observados os comportamentos da resisténcia

em cepas de K. pneumoniae isoladas de hortalicas minimamente processadas.
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AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT - sulfametoxazol +
trimetroprim.S-Sensibilidade. I-Intermedidrio.R-Resistente.

Figura 7: Percentual de sensibilidade e resisténcia a antimicrobianos das cepas de K.

pneumoniae isoladas de hortalicas minimamente processadas

21%

25%

4%

50%

@ Resistente a 1 droga

B Resistente a 2 drogas
0O Resistente a 3 drogas
0O Resistente a 4 drogas

Figura 8: Mono e multiresisténcia de cepas de K. pneumoniae isoladas de hortalicas

minimamente processadas.
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Antimicrobianos

AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT — sulfametoxazol +
trimetroprim.

Figura 9: Tipos de associacdes de resisténcia a drogas antimicrobianas mais comumente
encontradas em cepas de K. pneumoniae isoladas de hortalicas minimamente

processadas.

5.7.Perfil de sensibilidade a antibioticos das cepas de E. aerogenes isoladas de

amostras de Hortalicas.

Enterobacter spp. tem se tornado patégenos importantes nos ultimos anos.
Muitos desses organismos sdo resistentes a antimicrobianos antigos e tem a habilidade
de desenvolver rapida resisténcia a novos agentes (SANDERS e SANDERS, 1997).

O género Enterobacter pertence a familia Enterobacteriaceae e pode ser
rapidamente diferenciado do género Klebsiella. Enterobacter spp sdo moveis, urease
negativa e ornitina descaboxilase positiva. Enterobacter spp sdo resistentes a cefalotina
e cefoxitina enquanto Klebsiella spp sdo susceptiveis a esses agentes (KONEMAN et

al., 2000).
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Na Tabela 16 sao mostrados o perfil de sensibilidade de cepas de E. aerogenes.

Tabela 16: Perfil de sensibilidade de cepas de E. aerogenes isoladas de hortalicas
minimamente processadas.

Bactérias Hortalica Antimicrobianos testados
N°dacepa deorigem

AM AP CIP CFZ DX ES GE IM SUL SUT

50.341 RRRV S R S S I S S S S I
50.371 Cv S R S S R R S S I S
50.372 Cv S R S S R S S S S I
50.375 RRRV S R S S R S S S S S
50.376 RRRV S R S S I S S S I S
50.378 TC S R S S S S S S R S
50.379 Ccv S R S S I S S S S S
50.754 SALI1 S R S S S S S S S S
50.756 SAL2 S R S S R R S S R S
50.758 SAL3 S R S S R S S S S S
50.761 SALA S R S S I S S S S S
50.769 SALS S R S S R S S S S S
50.774 SAL6 S R S S R R S S R R
50.775 SAL7 S R S S R R S S R R
50.778 SAL8 S R S S R S S S S S
E.aerogenes S R S R R S S S R R
ATCC

13048

AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; ST - sulfametoxazol +
trimetroprim. SAL — salada; TC - tomate cereja; RRRV — repolho roxo, repolho verde; CV — cenoura e
vagem. [-intermedidrio; R-resistente; S-sensivel.

Nas Figuras 10, 11 e 12 sd3o mostrados com se comportou a resisténcia em

cepas de E. aerogenes.
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AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT - sulfametoxazol +
trimetroprim.S-Sensibilidade. I-Intermedidrio.R-Resistente.

Figura 10: Percentual de sensibilidade e resisténcia a antimicrobianos das E. aerogenes

isoladas de hortalicas minimamente processadas frente aos antibidticos testados.
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13%

40%

O Resistente a 1 droga

m Resistente a 2 drogas

O Resistente a 3 drogas

O Resistente a 4 drogas

m Resistente a 5 drogas

Figura 11: Mono e multiresisténcia de E. aerogenes isoladas de hortalicas minimamente

processadas.

56



4 4
3
| 2 I l 2 I 2
AP + AP + AP + DOX + DOX + DOX + SUL +
DOX SuUT SUL SUL SuUT EST SuUT

N2 de E asrogenes resistentes
O=NWA,UTONXO
| |

AM - amicacina; AP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; CFZ — ceftazidima; DX — doxiciclina; ES-
estreptomicina; GE — gentamicina; IM — imipenem; SUL- sulfonamidas; SUT - sulfametoxazol +
trimetroprim.

Figura 12: Tipos de associacdes de resisténcia a drogas antimicrobianas mais
comumente encontradas em cepas de E. aerogenes isoladas de hortalicas minimamente

processadas.

5.8.Triagem para producio de ESBL por cepas E.coli, K. pneumoniae e E.
aerogenes isoladas de amostras de Hortalicas.
No presente estudo nenhuma cepa isolada apresentou halo < 22 mm.

Confirmando que essas cepas ndo sao produtoras de ESBL.
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6.DISCUSSAO

Hortalicas sdo parte essencial da dieta humana. Pesquisas mostram que uma
dieta bem balanceada em frutas e hortalicas promove uma boa saide e pode reduzir o
risco de doencas (BEUCHAT, 1996).

A sociedade moderna é caracterizada por um aumento da consciéncia em
relacdo a saide e existe um maior interesse no papel dos alimentos para garantir a
saude. Hortalicas e frutas sdo reconhecidas como benéficas na manutencdo da saide e
na protecao contra o cancer e doencas degenerativas. A Organizacdo Mundial da Saide
(OMS) sugere o consumo de 400 g diariamente de hortalicas e frutas para a manutencao
da satide (RAGAERT et al., 2004).

Em geral, surtos de Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) ocorrem
devido a uma série de fatores relacionados ao crescimento microbiano, a contaminagao
ou a sobrevivéncia do microrganismo no alimento (FORSYTHE, 2002).

Embora bactérias espoliadoras, leveduras e bolores dominem a microbiota de
frutas e hortalicas, a ocasional presenca de bactérias patog€nicas, parasitas e virus
capazes de causar infeccoes em humanos também tém sido bem documentadas
(DeROEVER, 1998).

O aumento do consumo de hortalicas deverd acompanhar o aumento da
seguranca desses alimentos. Tém sido relatados diversos surtos epidémicos causados
por bactérias ligados ao consumo de hortalicas cruas. No presente estudo foi avaliado a
seguranca microbioldgica de hortalicas minimamente processadas comercializadas na
cidade de Fortaleza.

Bactérias aerdbias mesoéfilas sdo microrganismos que crescem bem entre 20°C a

45°C e possuem temperatura 6tima de crescimento entre 30°C e 45°C( JAY, 2005). Nao
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existe no Brasil legislagdo especifica para a quantidade de bactérias aerébias mesdfilas.
Na Alemanha e Franga a contagem dessas bactérias ndo pode ser superior a 6,99 log
UFC/ g em hortalicas minimamente processadas (NGUYEN-THE e CARLIN, 1994).
Esse valores encontram diferengas na literatura, SOLBERG et al., 1998 afirmam que
contagens acima de 5 log UFC/ g em hortalicas minimamente processadas sao
indesejaveis. No presente estudo todas as amostras analisadas apresentaram média
superior a esse limitrofe (Tabela 3).

Em um estudo conduzido com 159 amostras de hortalicas foi observado que a
contagem de bactérias aerébias mesofilas ficou entre 2,1 a 5,7 log UFC/g de amostra
(KANECO et al., 1999). No presente estudo com 80 hortaligcas essas contagens variaram
de 5,60 a 13,35 log UFC/g de amostra (Tabela 3).

E dificil eliminar todos os patégenos de alface minimamente processadas. A
chave para minimizar os riscos associados com a presenca de patégenos €: a estrita
aderéncia a boas préticas de manufatura e sanitizacdo, efetivo controle de temperatura
durante a estocagem e distribuicdo e selecdo de filmes apropriados para embalagens
(SZABO et al., 2000).

Virios trabalhos tém indicado que a contagem de bactérias aerébias mesofilas
em alface minimamente processada estd usualmente na faixa de 10° a 10’ UFC/g de
amostra (AHVENAINEM, 1996; BABIC et al., 1996; KANEKO et al., 1999
NGUYEN-THE e CARLIN, 1994). No presente trabalho foi observado um intervalo de
log 7,37 a 8,08 log UFC/g de alface (Tabela 3).

Em estudo realizado na cidade de Niteroi, Rio de Janeiro com 30 amostras de
alface lisa e crespa de diferentes restaurantes foi evidenciado a presenca de

microrganismos mesofilos em 16/30 (53,3%) das amostras tendo como padrao 10’
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UFC/g (PAULA et al., 2003). No presente estudo realizado com 10 amostras de alface
todas apresentavam contaminacio acima de 10’

Foram avaliadas 110 amostras de alfaces, quanto a qualidade microbioldgica,
amostras de cultivo tradicional e hidroponico, na cidade do Rio de Janeiro. A contagem
de aerdbios meséfilos para alface tradicional foi de 2,1x 10° UFC/g, enquanto a
hidropdnica 5,0 x 10* UFC/g (FARIA et al., 2005). Todas as amostras utilizadas no
presente estudo foram de cultivo tradicional.

SORIANO e colaboradores, (2004) analisaram 144 amostras de alface de 16
restaurantes universitarios da Espanha, observaram que a contagem de aerdbios
mesofilos variou de 3,01 a 7,81 log UFC/g de amostra.

SZABO e colaboradores, (2000), observaram em trabalho com 120 amostras de
alface uma contaminacio de 10° a 10° UFC/g de bactérias aerébias mesofilas.

O mercado para hortalicas minimamente processadas estd em expansao, sendo
necessario oferecer novos produtos que atendam as necessidades dos consumidores.
Uma das estratégias utilizadas € a mistura de hortalicas. Variedades de repolho roxo e
verde sdo misturados produzindo um efeito positivo no consumidor € aumentando a
aceitacdo dos produtos. Em pesquisa realizada com repolho minimamente processado as
contagens de mesofilos variaram de 2,75 a 2,58 log UFC/g (IBRAHIM et al., 2005).
No presente estudo as contagens de mesoéfilos em repolho minimamente processado
variaram de 6,40 a 9,65 log UFC/g de amostra.

O consumo de saladas de hortalicas frescas e frutas tém aumentado em
quantidade e variedade nos paises em desenvolvimento. Um grande ndmero de

hortalicas minimamente processadas encontra-se disponivel em supermercados. Com o
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aumento no consumo tem comeg¢ado a ocorrer o aumento da freqiiéncia de surtos de
doenca associadas com hortali¢as e frutas cruags (WEISSINGER et al., 2000).

Em um estudo realizado com 14 tipos de saladas de hortalicas manufaturadas
foi observado 10° UFC/g de amostra para bactérias aerébias meséfilas (WOJCIK-
STOPCZYNSKA, 2004). No presente estudo com 10 tipos diferentes de saladas foram
encontrados 12,81 a 13,35 log UFC de bactérias aerébias mesdfilas /g de amostra.

Na literatura estdo disponiveis diversas hortalicas, frutas e tubérculos que foram
avaliadas quanto a contagens de bactérias aerébias mesoéfilas. Em uma pesquisa com
quiabo minimamente processado foram encontradas para bactérias aerdbias mesofilas
6,5 x 10* UFC /g de amostra (CARNELOSSI et al., 2005). Com espinafre foi observado
que a contagem de mes6filos ficou situada em torno de 10’ UFC/g de amostra e elevou-
se para 10'% ap6s 12 dias de armazenamento (BABIC et al, 1996).

Em amostras de mandioca minimamente processada foram encontradas
contagens para mesofilos que variaram de 4 a 9 log UFC/g de amostra durante 6 dias de
armazenamento (SILVA et al., 2003).

As contagens de bactérias aerdbias mesoéfilas encontradas no presente estudo
estdo mais elevadas do que as contagens encontradas por outros autores, indicando um
falha no processamento dessas hortalicas. No entanto, no Brasil ndo existe uma
legislacdo especifica que estabeleca limites paras essa contagens que podem estar
presentes em hortalicas. Essas contagens elevadas contribuem para a deterioragdo da
hortalica diminuindo sua vida de prateleira (BRACKETT 1999).

Bolores e leveduras sdo capazes de crescer em todos os tipos de alimentos:
cereais, carnes, leite, frutas e hortalicas. O crescimento flingico pode resultar em

diversos tipos de espoliagdao do alimento: produgdo de toxinas, descoloracdo, formagao
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de propédgulos patogénicos ou alergénicos. Bolores podem produzir um vasto nimero de
enzimas: lipases, proteases, xilanases e pectinases, dentre outras, além de algumas
espécies serem produtoras de micotoxinas (FILTENBORG et al, 1994).

Fungos sao contaminantes comuns de hortalicas Alguns destes fungos sao
benéficos ao homem, auxiliando na industria alimenticia, na maturagcdo de queijos, bem
como na industria farmacéutica, na producao de antibiéticos (FRANCIS et al., 1999)..

A presenca de solo ou material fecal na superficie do produto pode permear o
tecido cortado e alterar o meio ambiente ecoldgico e talvez o comportamento de
patégenos da microflora. As hortalicas podem sustentar o crescimento de bolores,
leveduras e, consequentemente, podem ser deteriorados por esses microrganismos (JAY
2005). O crescimento de bolores nesses ambientes pode resultar em uma elevacdo do
pH, o que aumenta a probabilidade de crescimento de bactérias patogénicas.
Colonizacdo e biofilme resultam em condi¢des que podem proteger patdgenos contra a
morte ou promover o crescimento de microrganismos espoliadores ou patogénicos
(BEUCHAT, 2002).

A prevencdo da espoliacdo causada por fungos em alimentos sé pode obter
sucesso, se as espécies, que estdo atualmente espoliando os alimentos forem bastante
estudadas e conhecidas, é necessdrio que estudos sejam realizados na tentativa de
identificar e avaliar a importancia desses fungos em alimentos (FILTENBORG, 1996).

Existem estudos sobre a contaminacdo bacteriana de hortalicas e brotos
minimamente processados, no entanto, existem poucos trabalhos sobre a contaminacdo
fingica desses produtos (TOURNAS, 2005).

A contagem de bolores e leveduras variou da ordem de 10% a 10° UFC/g de

amostra para hortalicas (BRUNO et al., 2005). No presente estudo as contagens de

62



bolores e leveduras para hortaligas variou de 5,54 a 9,88 log UFC/g de amostra (Tabela
4).

Poucos fungos sdo capazes de crescer em temperatura de refrigeracdo e
provocar degradacdo em hortalicas. Entre eles estd o Penicillium spp (BRACKETT,
1997; SOUZA, et al.,, 2004). No nosso estudo o principal fungo isolado foi o
Penicillium spp (Figura 2).

Em um estudo realizado na cidade de Fortaleza com alface, a contagem de
bolores e leveduras variou da ordem de 10% a 10° UFC/g de amostra (BRUNO et al.,
2005). Em nosso estudo foi encontrado resultado semelhante, as contagens de bolores,
na alface variaram de 5,54 a 6,59 log UFC/g de amostra (Tabela 4).

Na contagem de bolores e leveduras em alfaces cultivadas pelo modo
tradicional e pelo modo hidropdnico foram detectados 4,4 x 10° UFC/g para tradicional
e 100 UFC/g para hidroponica (FARIA et al., 2005).

Em uma pesquisa com quiabo minimamente processado foram encontradas para
bolores e leveduras 1,9 x 10° UFC/g de amostra (CARNELOSSI et al., 2005).

As leveduras geralmente isoladas de hortalicas minimamente processadas
incluem Cryptococcus, Rhodotorula e Candida (BRACKETT, 1994).

Em um estudo conduzido com 14 tipos de saladas foram verificados 10° UFC/ g
de amostra para leveduras e 10 UFC/g de amostra para bolores. O principal bolor
identificado foi o Penicillium spp (WOJCIK-STOPCZYNSKA, 2004). No nosso estudo
com saladas foram verificadas contagens 7,00 a 8,55 log UFC/g de amostra.

TOURNAS (2005), estudando saladas de hortalicas isolou e identificou os
seguintes bolores: Alternaria sp (100- 5,0 x 10° UFC/g de amostra), Cladosporium sp

(100- 5,9 x 10° UEC/g de amostra) e Penicillium sp (100- 2,0 x 10° UEC/g de amostra).
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A alta incidéncia de Alternaria sp e Cladosporium sp em hortalicas frescas pode ser
particularmente devido ao fato desses organismos serem capazes de crescer em baixas
temperaturas usadas durante o transporte e comercializacao.

Em um estudo realizado com saladas para hot dog a contagem de fungos
encontrada foi de 4,0 x 10" UFC/g de amostra. Os principais fungos encontrados foram:
Penicillium sp, Aspergillus sp e Fusarium sp (ACEVEDO et al., 2001).

Os fungos, particularmente leveduras, também fazem parte da microbiota
natural de frutas e tem sido detectada com freqii€éncia em hortalicas minimamente
processadas. Nao sdo patogénicas, mas muitas espécies, se presente em grande nimero,
podem provocar alteragdes nos produtos embalados, como a fermentagdo, que altera as
propriedades sensoriais do alimento (NASCIMENTO et al., 2003).

Dentre os fungos podem ocorrer espécies produtoras de micotoxinas, que sao
substancias toxicas para homens e animais (TOURNAS et al., 2006b). Inimeras toxinas
diferentes sdo produzidas por fungos do género Penicillium spp, dentre elas temos:
rubratoxina, patulina, citrinina, luteosquirina, cicloclorotina, islanditoxina, rugulosina,
acido micofendlico, decumbina dentre outras (FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Além do Penicillium spp outras espécies de bolores identificados estdo
descritos na Figura 2. Foram isolados Aspergillus niger, um bolor muito comum no
estado do Ceard, além do Aspergillus fumigatus, Absidia spp e Acremonium spp que sao
fungos presentes em materiais vegetais e dispersos no ar, desempenhando importante
papel na etiologia de alergias respiratdrias € intoxicagdes por micotoxinas, como a
aflatoxina produzida por algumas cepas do género Aspergillus (TOURNAS et al.,

2006Db).
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As espécies de bolores mais comumente isoladas de hortalicas minimamente
processadas pertencem aos géneros: Aureobasidium, Fusarium, Mucor, Phoma,
Rhizopus e Penicillium (FRANCIS et al., 1999).

Em um estudo realizado com frutas e saladas de frutas os principais fungos
encontrados foram Penicillium spp e Fusarium spp (TOURNAS et al., 2006a).

No Brasil nao existe legislacdo especifica para bolores em hortalicas e existem
poucos relatos cientificos de isolamento e identificacdo desses microrganismos.

A resolucdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001 do Ministério da Satde
estabelece um limite de tolerancia para hortalicas minimamente processadas, para
coliformes a 45°C de até 100 UFC/ g do produto e auséncia de Salmonella sp em 25 g
do produto (BRASIL, 2001). Em relacdo aos coliformes a 45° C temos no nosso estudo
que a vasta maioria das hortalicas avaliadas estavam em desacordo com a legislacdo
vigente (Tabelas 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12 e 13).

A sanitizacdo de hortalicas, sob o ponto de vista da seguranca alimentar, é
considerada etapa critica do processamento, assim como 0s aspectos de higiene pessoal
na manipulacio do produto (SANT’ANA et al., 2002).

Em um estudo com 3.200 amostras de hortalicas, 48(1,5%) estavam com 100
UFC/g de amostra de E.coli, Salmonella ndo foram detectadas. Cerca de 99,5% dos
hortalicas apresentavam condi¢des apropriadas de consumo (SAIGOO et al., 2001). No
nosso trabalho das 80 amostras analisadas 14 (17,5%) apresentaram nimero mais
provavel de coliformes a 45°C menor que 100/g de hortalica e 66 (82,5%) das amostras
apresentaram numero mais provavel de coliformes a 45°C superiores a 100/ g de

hortalicas. Nas amostras analisadas ndo foram detectadas Salmonella spp.
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Em um estudo conduzido com beterrabas minimamente processadas, a
contagem de coliformes totais foi em média 1,8 NMP/g de produto no primeiro dia de
armazenamento. No décimo dia de armazenamento o valor encontrado foi de 46 NMP/g
de produto. Em nenhuma das amostras foram detectadas Salmonella e os coliformes
fecais situaram-se abaixo de 0,3 NMP/g de produto. Como podemos concluir as
beterrabas estudadas estavam dentro dos padroes exigidos (VITTI et al., 2004).

Em um estudo realizado com 30 amostras de hortalicas, tubérculos e frutas
minimamente processadas adquiridas em supermercados de Fortaleza, foram
observados os seguintes resultados: em relagdo a contagem de coliformes totais 53,3%
das amostras de hortalicas e tubérculos analisadas e 33% das amostras de frutas
apresentaram resultados superiores a 10° NMP/g de amostra. Verificou-se que 13,3%
das amostras de hortalicas e tubérculos apresentaram contagem de coliformes fecais
acima dos exigidos pela RDC n°12 de 2001. Dessas 66,6% foram positivas para a
presenca de Salmonella sp (BRUNO et al., 2005).

Em uma pesquisa com alface lisa em 16/30 amostras (53,3%) foram detectadas
a presenca de coliformes fecais acima do padrdo para hortalicas (100 NMP/g). Nao
ocorreu deteccdo de Salmonella sp (PAULA et al., 2003).

Embora ndo existam, na legislacdo brasileira vigente, padrdes para bactérias do
grupo coliformes totais, no que diz respeito a quantidade de microrganismo presentes
em um alimento, pode-se afirmar que quantidades elevadas >10° UFC/g) sao
completamente indesejadas, em razdo de o alimento perder em qualidades
organolépticas, comprometimento da aparéncia do alimento e presenca de
microrganismos patogénicos ou deteriorantes. No presente estudo ocorreu uma elevada

contagem de coliformes totais o que pode contribuir para a deterioracdo das hortalicas,
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além de apresentar uma carga microbiana que se ingerida pode comprometer a saide do
consumidor.

Quando sdo adotadas as praticas de manejo correto para hortalicas
minimamente processadas pode ocorrer baixa contaminagdo de microrganismos. No
estudo conduzido por PILON, (2003), com hortalicas, os resultados das andlises
microbiol6gicas da cenoura e salada mistas minimamente processadas foram negativos
para a presenca de Salmonella spp, coliformes totais, coliformes fecais e aerdbios
mesofilos.

Em 105 andlises de 21 hortalicas (folhas de chicdria, saladas mistas, alface
crespa), E. coli foi isolada de 42,9% das amostras, mas nao excedeu os limites
estabelecidos pela legislagdao. Salmonellas nao foram detectadas. Foi observado nesse
estudo que o tempo de armazenamento e a temperatura de estocagem aumentam a
quantidade de bactérias heterotréficas (LEGNANI e LEONI, 2004). No presente estudo
E. coli foi isolada de diversas hortalicas com exce¢do apenas da alface (Tabela 6).

Em um estudo conduzido com 60 amostras de alface, variedade crespa de
sistemas de cultivo diferentes ( tradicional, hidrop6nico e organico) foram analisadas
microbiologicamente. Nas amostras orgéanicas 56,67% apresentavam coliformes a 45°C
acima do permitido; nas alfaces produzidas pelo método tradicional 13,33% estavam
com coliformes a 45°C acima do previsto, nas alfaces hidropdnicas ndo foram
encontradas coliformes a 45°C. Nao foram detectadas Salmonella nas amostras
(SANTANA et al., 2006).

A manutencdo da seguranca microbioldgica de frutas e hortalicas requer um

sistema que acompanhe todos os aspectos da producdo, processamento, distribuicdo e
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uso (BRACKETT, 1999). Vdrias pesquisas sobre hortalicas e frutas sdo focalizadas em
qualidade microbioldgica, seguranca e processamento (FRANCIS et al., 1999).

Muitos dos fatores que contribuem para a epidemiologia das doengas associadas
com frutas e hortalicas s@o diretamente ou indiretamente influenciados por condicdes
ecoldgicas que afetam a sobrevivéncia e o crescimento de microrganismos patogénicos.
Adaptacgdo ao estresse ambiental pode resultar em patégeno melhor adaptado e capaz de
sobreviver e crescer ou tornar-se mais virulento (ALTEKRUSE e SWERDLOW, 1996).

Em um estudo com salsa (P. crispum) e coentro (C. sativum) adquirido em
supermercados de Fortaleza, foram avaliadas a presenca de coliformes a 35°C,
coliformes a 45°C, estafilococos, bolores e leveduras. Nas amostras de salsa foi
observada a contagem de coliformes a 35°C foi > 2400 NMP/g de amostra. Coliformes
a 45°C 150 NMP/g de amostra. Bolores e leveduras 3,0 x 10° UFC/g. Nas amostras de
coentro temos: a contagem de coliformes a 35°C foi > 2400 NMP/g de amostra, 460
NMP/g de coliformes a 45°C e 2,8 x 10* UFC/g de amostra para bolores e leveduras. As
amostras apresentaram elevada carga microbiana (BRUNO e PINTO, 2004). Em nosso
estudo com coentro cortado e salsa picado foram observados coliformes a 35°C : > 4,38
log NMP/g de amostra, e 2,97 a 4,38 log NMP/g de coliformes a 45°C, estando todas as
amostras impréprias para consumo (Tabela 13).

Bactérias Gram-negativas e um pequeno nimero de leveduras fazem parte da
microbiota norma da alface (KING et al., 2005). Bactérias Gram-negativas dominam a
microflora associada com muitas hortalicas, enquanto, bolores e leveduras as vezes
compreendem a maioria da microflora das frutas, devido a acidez dos tecidos das frutas

que geralmente € menor que 4 (ROSA 2002; BEUCHAT, 2002).
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Em nosso estudo com hortalicas, 55(81,2%) apresentaram E .coli, foram ainda
isolados e identificadas K. pneumoniae e E. aerogenes. Em um estudo realizado com
frutas e hortalicas os principais microrganismos isolados foram: Enterobacter sp(
55,6%), S. aureus (56,9%), P. aeruginosa (55,6%). Nas frutas foram isoladas 37,5% de
Salmonella(VISWANATHAN e KAUR, 2001). Nesse mesmos estudo foi realizado o
perfil de sensibilidade de 293 isolados. A maioria dos isolados foram resistentes a
ampicilina. A E.coli mostrou elevada resisténcia a carbenicilina (62,8%). Nesse estudo
foram isoladas duas cepas de E.coli resistentes a cefotaxima. O isolamento de
enterobactérias tem um significado em satide publicas pois esses alimentos geralmente
sdo ingeridos crus (VISWANATHAN e KAUR, 2001).

NASCIMENTO e colaboradores, (2002), estudaram 41 amostras de alface
coletadas em feiras livres na cidade de Sdo Luis no Maranhao. Foram isoladas 28 cepas
de E. coli, 4 C. freundii, 3 S. marcescens, 3 K. pneumoniae e 3 E. aerogenes. As cepas
que apresentaram maior resisténcia foram as de K. pneumoniae, o autor sugere que
essas cepas seriam produtoras de ESBL.

Os microrganismos presentes em hortalicas minimamente processadas variam
de 10° a 10’ UFC/g e 80 a 90% das bactérias sdo bacilos Gram-negativos
predominantemente Enterobacter spp, Pseudomonas spp, € Erwinia spp (JAY 2005).

Microrganismo capaz de causar doengas em seres humanos e outros patégenos
em que o potencial para causar doengas € incerto como a A hydrophila, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloaceae e Klebsiella spp, tem sido isolados de alface e amostras

de saladas (FRANCIS et al., 1999).
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Um estudo demonstrou a capacidade de crescimento de E.coli enteropatogénica
em hortalicas minimamente processadas que tinha sido estocadas a 9 e 16 °C
(BHARATHI et al., 20001).

BOEHME et al., 2004, estudando 20 amostras de hortalicas isolou 92 amostras
de enterobactérias. Os géneros mais comuns foram: Enterobacter spp (19 E. cloacae);
22 Citrobacter spp (8 C. freundii) e 21 Klebsiella spp (9 K. pneumoniae). As hortalicas
estudadas foram tomates, cogumelos, saladas e brotos.

Em um estudo com enterobactérias isoladas de saladas para hot dog foram
identificadas: C. freundii, E. aerogenes (ACEVEDO et al., 2001).

Enterobactérias também estdo presentes em hortalicas minimamente
processadas (BENNICK et al., 1998). Foi possivel detectar E. coli O157:H7 em alface
contaminadas com adubo e armazenadas a 4°C durante 15 dias quando o inoculo foi de
apenas 1 a 10 UFC/g de amostra (BEUCHAT, 2002).

As principais bactérias patogénicas isoladas de frutas e hortalicas sdo: A.
hydrophila, E. coli, Salmonella sp, Shigella sp, Pleisomonas shigeloides, V. cholera,
Bacillus cereus, Clostridum botulinum, L. monocytogenes (BRACKETT, 1999).

Bactérias resistentes isoladas de alimentos tem sido visto como fonte potencial
de patégenos humanos resistentes (SCHWARTZ et al., 2001). E. coli é a principal
bactéria do intestino € uma bactéria patogénica e € o principal patdgeno em infec¢des da
corrente sanguinea (ERB et al., 2007).

O fendmeno da resisténcia a antimicrobianos inclui uma variedade de
microrganismos e uma variedade de drogas, sendo um fendmeno global. As

conseqiiéncias, para saide publica, do fendmeno da resisténcia sdo gigantescos, por que
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restringem as opg¢des terapéuticas, além disso grandes companhias farmacéuticas tém
restringido os investimentos na descoberta de novos farmacos (BRADFORD 2001).

Em um estudo realizado no estado do Ceard com 124 cepas de E.coli, isoladas
de alimentos de origem animal, 63% apresentaram resisténcia a pelo menos dois
antibidticos, a sulfonamida foi a droga que apresentou menor ac¢do sobre as cepas
(MARTINS, et al., 2005). No nosso estudo das 29 cepas testadas 44,8% apresentaram
resisténcia a sulfonamidas. Na Tabela 14 e nas Figuras 4, 5 e 6 € possivel observar
como se comportou a resisténcia entre cepas de E.coli isoladas de hortalicas
minimamente processadas.

Em um estudo com 406 cepas de E.coli isoladas de fezes foi observado
resisténcia de 16,7% a ampicilina, 0,7% a ciprofloxacina e 8,6% ao sulfametoxazol e
trimetroprim (STURMER, 2004). No nosso trabalho 17,24% das cepas de E. coli foram
resistentes a ampicilina e 10,3% resistentes a sulfametoxazol + trimetroprim. Nao foi
observado resisténcia a ciprofloxacina dentre as cepas de E. coli testadas.

Em presente estudo 83% das cepas de E.coli estudadas apresentaram resisténcia
a pelo menos uma das drogas testadas. Das cepas estudadas 7% apresentaram
resisténcia a cinco das dez drogas testadas, podendo representar um sério risco a satde
da populagado (Figura 6).

Na revisdo conduzida por ERB et al, 2007, foram avaliadas a resisténcia a
ampicilina, ciprofloxacina e ao sulfametoxazol + trimetroprim, a resisténcia as
cefalosporinas ndo foi avaliada. Em presente estudo a resisténcia a ceftazidima ndo foi
encontrada entre as cepas de E. coli testadas (Tabela 14).

A incidéncia de infec¢Oes por cepas de E.coli produtoras de ESBL € da ordem

de 5,5 casos por 100.000 habitantes por ano, 71% desses pacientes come¢am com uma
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infeccdo comunitdria. Pacientes do sexo feminino e com mais de 65 anos estio mais
propensos a desenvolver esse tipo de infec¢do (ERB et al, 2007).

Resisténcia a antibidticos por parte de cepas de E. coli t€ém sido reportado em
todo mundo. No presente estudo as cepas apresentaram resisténcia a ampicilina e total
sensibilidade a ceftazidima.

Em paises em desenvolvimento o principal meio de disseminagdo da resisténcia
a antimicrobianos ocorre através dos alimentos (YATES e AMYES, 2005).

Foram avaliados 11 tipos de amostras de alface: 5 organicas e 6 nao organicas.
Foram isoladas 33 cepas de bactérias: Enterobacter agglomerans, Pseudomonas
fluorescens e Rhanella aquatilis. Mais de 70% das cepas foram resistentes a ampicilina
e a cefalosporinas de 1% e 2% gerac@o, um terco foi resistente a cefotaxima. A produgao
de betalactamases foi demonstrada em cepas de Pseudomonas spp. Os autores concluem
que os hortalicas cruas sdo uma fonte potencial de infeccdes hospitalares em pacientes
imunodeprimidos e que bactérias epifiticas apresentam multiresisténcia (HAMILTON-
MILLER, 2001). No nosso estudo ndo foram detectadas nenhuma cepa de E. coli
produtora de ESBL, os halos para ceftazidima encontrados foram maiores que 22 mm.

BRINAS e colaboradores, 2002, avaliaram a MIC de 124 cepas de E. coli
isoladas de alimentos e animais e observaram que 97,3% dos isolados apresentaram
MIC < 0,5 pg/mL para ceftazidima, e nenhuma ESBL foi detectada. Em nosso estudo
todas as cepas foram sensiveis a ceftazidima com halos superiores a 22 mm e nenhuma
cepa de enterobactérias foram suspeitas da producao e ESBL.

Foram isoladas 132 cepas de K. pneumoniae de fontes alimentares, todos os
isolados foram resistentes a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina, gentamicina e

canamicina. A producdo de betalactamases nas cepas isoladas foi o responsavel pala
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resisténcia aos antibidticos betalactamicos. Cerca de 96% dos isolados possuiam o gene
blaSHV-1 e cinco cepas foram capazes de expressar SHV-11 e TEM-1. A transferéncia
desses genes de resisténcia para cepas de E. coli foi demonstrado por transconjugacao.
Técnicas de biologia molecular mostraram que as cepas originaram-se de uma
disseminag@o clonal, indicando a possivel disseminagdo de genes de resisténcia no
ecossistema e a contaminac¢do cruzada durante o processamento e distribuicdo dos
produtos (KIM et al., 2005). Em nosso estudo todas as cepas de K. pneumoniae foram
resistentes a ampicilina, as outras resisténcias importantes observadas foram a
sulfonamida e ao sulfametoxazol + trimetroprim. Entre as cepas de K. pneumoniae nao
foram observadas resisténcia a ciprofloxacina, ceftazidima e imipenem (Tabela
15)(Figura7, 8 e 9).

Do género Enterobacter spp. as espécies mais comumente encontradas sao: E.
aerogenes, E. cloacae, E. agllomerans e E. sakazakii. Infeccdes por E. aerogenes
podem ser adquiridas de fontes enddgenas e exdgenas, pois essa bactéria é ubiqua.
Virias espécies t€ém sido encontradas em fezes humanas de animais, 4gua, alimentos e
insetos (SANDERS e SANDERS, 1997). Todas as amostras de E. aerogenes analisados
nesse estudo foram resistentes a ampicilina, outras resisténcias importantes observada
foram a doxicilina, estreptomicina e sulfonamidas. Foram isoladas cepas de E.
aerogenes resistentes a 5 das 10 drogas testadas, representando um sério problema de
saude publica (Tabela 16) (Figura 10,11 e 12). A resisténcia mais comumente observada
foi a ampicilina e a doxiciclina com 8 isolados sendo resistentes (Figura 12). Dentre as
cepas de E. aerogenes ndo foram isoladas cepas produtoras de ESBL.

Apesar das elevadas contagens para aerébios meséfilos, bolores e leveduras,

coliformes totais e coliformes a 45°C, ndo foram detectadas cepas produtoras de ESBL,
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no entanto, foram identificadas cepas multiresistentes a antimicrobianos usados
rotineiramente em medicina. As hortalicas podem contribuir para a disseminacdo da
resisténcia a antimicrobianos. A industria de alimentos necessita de alternativas
tecnoldgicas para melhorar a qualidade das hortalicas minimamente processadas
comercializadas na cidade de Fortaleza. A estrita adesdo a Boas Préticas de Fabricagao,
e a implantacdo de um programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Cntrole

pode melhorar a qualidade microbioldgica das hortalicas.
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7.CONCLUSOES

As contagens de microrganismos aerdbios mesofilos, bolores e
leveduras, coliformes totais e coliformes a 45°C foram bastante
elevadas.

O principal bolor isolado e identificado foi o Penicillium spp.

Todas as amostras de acelga, cenoura e vagem, cenoura ralada, cenoura
ralada, repolho verde e repolho roxo e coentro picados e salsa picadas
encontravam-se impréprias para O consumo, pois apresentaram
quantidades superiores a 100 coliformes a 45°C/ g de amostra.

Das amostras de alface 50% apresentavam contagem de coliformes a
45°C acima do permitido peca legislagao.

Dos tomates cereja analisados 75% estavam dentro padrdes
microbiolégicos exigidos pela legislacdo brasileira, para coliforme a
45°C.

Das amostras de repolho roxo, repolho verde 87% estavam com
contagem de coliformes acima do permitido.

Das amostras de salada 80% estavam fora dos padrdes.

Nao foram detectadas Salmonellas nas amostras de hortalicas
minimamente processadas analisadas.

As principais enterobactérias isoladas foram E. coli, K. pneumoniae ¢ E.
aerogenes.

Todas as cepas de K. pneumoniae e E. aerogenes foram resistentes a

ampicilina.
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Foram detectadas cepas de E. coli, K pneumoniae e E aerogenes com
multiresisténcia aos antibidticos testados.

Nao foi observada resisténcia a ciprofloxacina, ceftazidima e ao
imipenem.

Nao foram detectadas cepas de enterobactérias produtoras de ESBL.

Sdo necessdrias alternativas tecnoldgicas que garantam a seguranca
microbioldgica das hortalicas minimamente processadas
comercializadas em Fortaleza. As condi¢des higi€nico-sanitarias desses
produtos podem ser melhoradas com a aplicacdo de Boas Praticas em
toda a cadeia produtiva e monitoramento do processo de higienizagao e

sanitizagao.
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ANEXOS



ANEXO 1

Diluicoes sucessivas

ALIMENTO

l 1,0 mL
1.0 mL

250¢g

1,0 mL

DILUICAO 9,0mL —— 9,0 mL——»  9ml

107 10°

225,0 mL de AP 0,1%

1,0 mL




ANEXO 2

Contagem Padrao em Placas

25g ou mL amostra
+
225ml diluente

10? 10°

ImL H

9mL

ImL 1mL 1mL 1mL 1mL ImL

ESTUFA 35° C/48h

CONTAGEM PADRAO EM PLACAS
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ANEXO 3
Contagem de Bolores e Leveduras

1mL
9mL H

25g ou mL amostra
+
225ml diluente

ImL 1mL ImL ImL ImL ImL

ESTUFA 28° C/3 - 5 dias

CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS
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ANEXO 4

Técnica do Numero Mais Provavel (NMP)

107! 10 107 10

25g ou ml amostra 1,0 mL
+
225ml diluente

Teste presuntivo

CL
l ESTUFA 35° C/48 h
Tubos positivos
% 1 aliquota
Coliformes
totais ] BVB Tubos positivos
Il
1 alcada
|
ESTUFA 35° C/48 h
EC
Coliformes H Banho-maria
termotolerantes 44,5°CR4 h
IDENTIFICACAO ESTUFA 35°C/24 h
Citrato VM-VP Indol
ESTUFA 35°C/24 h
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ANEXO 5
Técnica de analise de Salmonella

homogeneizar

PRE-ENRIQUECIMENTO

25g ou ml da amostra

+ [0)
225ml caldo lactosado ESTUFA fs C/24h

1ml 1ml
ENRIQUECIMENTO TT sC
10ml 10ml
ESTUFA 35° C/24 h
PLAQUEAMENTO
SELETIVO XLD HE
|
ESTUFA 35°C/24h —— EE— IDENTIFICACAO BIOQUfMICA
Colonias tipicas ‘ ‘
H LIA H TSI
ESTUFA 35°C/24 h TESTES SOROLOGICOS
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ANEXO 6
FOTOS DE HORTALICAS MINIMAMENTE PROCESSADAS
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ANEXO 7
FOTOS DE MICROCULTIVO DE BOLORES ISOLADOS DE HORTALICAS
MINIMAMENTE PROCESSADAS.
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ANEXO 8
FOTOS DE BACTERIAS ISOLADAS DE HORTALICAS MINIMAMENTE
PROCESSADAS.
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ANEXO 9
FOTOS DOS TESTES DE SENSIBILIDADE DE BACTERIAS ISOLADAS DE
HORTALICAS MINIMAMENTE PROCESSADAS.
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MINIMAMENTE PROCESSADAS

ANEXO 10
PONTOS DE CORTE DOS ANTIBIOTICOS UILIZADOS NOS TESTES DE
SENSIBILIDADE DE BACTERIAS ISOLADAS DE HORTALICAS

Pontos de Corte dos antibioticos

Droga MIC(ug/mL) Halo (mm)

S I R S | R

Amicacina <16 32 >64 =17 15-16 <14
Ampicilina <8 16 = 32 =17 14-16 <13
Ceftazidima <8 16 >32 >18 15-17 <14
Ciprofloxacina | <l 2 =4 =21 16-20 <15
Imipenem <4 8 =16 =16 14-15 <13
Estreptomicina >10 79 <6
Gentamicina <4 3 =16 =15 13-14 <12
Doxiciclina <4 8 =16 =19 15-18 <14
Sulfonamida | <256 1 =512 >17 13-16 <12
Sulf-Trim <2/38 =>d4/16 =16 11-15 <10
Cefalotina <8 16 >32 >18 15-17 <14
Cefepime <8 16 >32 >18 15-17 <14
Celtriaxona <8 16-32 >64 >21 14-20 <13
Meropenem <4 8 =16 >16 14-15 <13

S-sensivel; I-intermediirio; R-resistente.
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