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RESUMO

As contaminacBes em frutas e hortalicas resultantes da atividade de patégenos geram
significativas perdas na fase pos-colheita e na etapa de comercializacdo. Ndo somente uma
sanitizacdo inadequada dos pontos de amostragem e venda, mas a falta de boas préticas e
manuseio em toda a cadeia favorece a incidéncia de podriddo de origem microbiana e da
contaminacdo secundaria no ambiente de armazenamento e comércio. Assim, o objetivo deste
trabalho foi o de gerar informacgdes para orientar uma melhor sanitizacdo fazendo uso de
agentes antimicrobianos que tenham uma atuacdo mais eficiente no controle dos micro-
organismos que predominam nestes pontos de venda. Através de um estudo de caso, foi
realizado amostragem em uma importante central de recebimento e comercializacdo de frutas
e hortalicas no atacado e varejo, localizada em S&o Carlos, SP, sendo identificados 46 tipos de
bactérias em diversos pontos de acondicionamento e venda. As gondolas de hortalicas e 0s
pratos da balanca foram os locais de maior incidéncia microbiana. A maioria dos micro-
organismos identificados € do tipo Gram-positivo, contudo das 16 bactérias reconhecidas
como Gram-negativas, 13 destas apresentaram média ou alta motilidade, sendo considerados
organismos de alto potencial patdgeno. Por meio de analise de material genético replicado por
técnica de PCR (polymerase chain reaction), identificaram-se dois grupos Gram-negativos
dominantes: Escherichia e Enterobacter, em diferentes cepas.
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INCIDENCE AND IDENTIFICATION OF BACTERIA IN SPOTS OF EXPOSITION
AND COMMERCIALIZATION OF FRUITS AND VEGETABLES: A CASE STUDY

ABSTRACT

The contamination of fruits and vegetables, due to pathogen activity, causes significant losses
during postharvest and commercialization stage. Not solely an inadequate sanitization carried
out on exposition and sales points, but also the lack of good practices and handling along the
chain, favors the development of rots from microbial origin and secondary contamination
along storage and commercialization conditions. Thus, the main aim of this study was to
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generate basic information useful for a better sanitization by using antimicrobial agents with
efficiency in controlling the predominant microorganisms as identified in such sales spots. A
case study was conducted by analyzing samples collected in an important commercial
wholesale and retail market, specialized in the commercialization of fruits and vegetables,
located in S&o Carlos, SP (Brazil), in which 46 types of bacteria were possible to be isolated
and growth after sampling in several spots of exposition and commercialization. The grocery
shelves and the scales were the points of higher microbial incidence. Most of the
microorganisms were classified as gram-positive, though from 16 species identified as Gram-
negative, 13 of them presented medium to high motility, being considered as organisms of
elevate photogene potential. By means of genetic materials replication technique PCR
(polymerase chain reaction), two dominant Gram-negative genera were identified: the
Escherichia sp and Enterobacter sp., in different strains.

Keywords: postharvest; horticultural; microbial contamination; sanitization

INTRODUCAO

A incidéncia de micro-organismos
patdgenos no setor de hortifruticolas é um
sério problema de saude pablica. O manejo
inadequado, associado a condicdes
precérias de sanitizacdo, armazenamento e
comercializagéo podem levar a
contaminacdes generalizadas e de dificil
controle que resultam em riscos a salde
humana e perdas de carater econémico.
Também ndo é raro o0 wuso de
procedimentos condenaveis como a
irrigacdo de &reas de cultivo com 4gua de
rios poluidos ou por efluentes de esgotos,
uma pratica comum no Brasil e em outros
paises em desenvolvimento (HANJIRA et
al. 2012). Ou seja, apesar da rapida
expansdo do setor hortifruticola brasileiro,
alguns segmentos da cadeia ainda
continuam frageis e pautados pelo uso de
procedimentos ndo apropriados e/ou
ausentes de boas praticas que possam
preservar a qualidade dos produtos.

Em condicBGes normais, a maioria da
flora microbiota em frutas e hortalicas tem
origem no campo (JAY, 2005), embora
acondicionamentos inadequados tenham
sido também responsaveis pela
proliferacdo das contaminagbes que
ocorrem na condicdo  pds-colheita
(SATTOLO et al. 2010; SARANRAJ et al.
2012). Assim, ndo somente as desordens
fisiologicas, mas aquelas de ordem
microbioldgica igualmente  contribuem
para perdas significativas no setor

atacadista e varejista. Segundo SOMMER
(2002), os patogenos, principalmente os
quiescentes, sd0 0S que geram as maiores
perdas, além de serem 0s responsaveis por
boa parte de infeccdes diagnosticadas em
humanos.

As doencas de origem microbianas
transmitidas por frutas e hortalicas podem
ser classificadas em duas categorias:
‘intoxicagdo  alimentar’ e  ‘infecgdo
alimentar’ (MINISTERIO DA SAUDE,
2010). A intoxicagdo alimentar ocorre pela
ingestdo das toxinas pré-formadas por
micro-organismos no alimento consumido
enquanto que na infeccdo alimentar, o
patdgeno é que € ingerido e se multiplica,
causando danos no trato intestinal e demais
6rgdos. Ambas enfermidades contudo, tém
origem nos diversos géneros e micro-
organismos presentes nos alimentos.

Assim, levando em consideracdo as
condicbes wusuais de estocagem e a
manipulacdo, buscou-se nesse trabalho
identificar as  principais  bactérias
incidentes nos  pontos  usuais de
condicionamento e comercializacdo de
hortifruticolas em um estabelecimento
comercial. A identificacdo desses micro-
organismos é de utilidade para a tomada de
decisbes e aplicacbes de processos de
sanitizacdo mais especificos e, por
conseguinte, mais eficientes na reducdo da
disseminacéo bacteriana.
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MATERIAL E METODOS

A coleta de material foi realizada
em diferentes pontos de amostragem e
venda de uma importante central de
recebimento, distribuicédo e
comercializacdo no atacado e varejo de
hortifruticolas localizado na cidade de Séo
Carlos, SP. Este estabelecimento, de alta
circulacdo de produtos, recebe tanto a
producéo local e regional, como produtos
oriundos do CEASA-SP, capital. Para a
venda no varejo a maioria dos produtos
fica exposta em gondolas convencionais ou
acondicionados em caixas de madeiras ou
plastico, sem qualquer tipo de isolamento
ambiental ou controle de temperatura.

Os processos de higienizacdo e
disposicdo dos produtos observados no
estabelecimento seguem os procedimentos
comuns adotados na maioria de locais
similares, ou seja, descarte dos residuos
ndo comercializados, lavagem com &gua
corrente e detergente das bandejas e
gondolas e  esporadicamente  uma
sanitizacdo geral, que consiste em uma
lavagem dos pontos de exposi¢édo, chao e
balcdes, fazendo uso de solucdo aquosa a
base de produtos comerciais contendo
cloro. Esta sanitizacdo € normalmente
realizada no inicio de cada semana ou ao
substituir os produtos em exposicdo,
embora ndo tenha uma frequéncia definida,
segundo informacgdes fornecidas pelos
funcionarios locais.

Na andlise realizada neste trabalho,
0s contaminantes foram coletados no
interior de geladeiras e freezers, sobre a
superficie de pratos de balancas, géndolas
de hortalicas (alface, repolho e vargem) e
diretamente da casca de frutos tomados
aleatoriamente (macds, peras, goiabas e
mamaes).

As amostras microbianas foram
coletadas com auxilio de ‘“swabs”
esterilizados, devidamente identificados,
seguidos de inoculacdo e cultivo em meio
Luria-Bertani (LB) liquido, na temperatura
de 37 °C por 24 h. As coletas foram
realizadas em triplicata e em dias
alternados (segunda, quarta e sexta-feira) e

a inoculagdo se deu por esgotamento em
placas de Petri (Agar) por mais 24 h
também a 37 °C. Assumiu-se assim que a
primeira coleta foi realizada apds o
procedimento de higienizagdo, conforme
informado e adotado pelo estabelecimento

A primeira identificacdo dos
organismos foi conduzida pelo teste de
Coloragdo Diferencial de Gram, seguindo
0s procedimentos descritos por MORETTI
(2008), em amostras preparadas sobre
laminas para microscopia. Empregaram-se
corante cristal violeta (Vetec), corante
mordente lugol (Synth) e corante fucsina
(Hoechst). Apds os procedimentos de
fixacdo e secagem as laminas foram
observadas em microscopio otico.

Para confirmacdo da técnica de
coloracdo de Gram foi conduzido o teste de
solubilidade em KOH ou método de Ryce.
Este método consiste em transferir uma
porc¢do da colbnia bacteriana para uma gota
da solucdo de KOH (a 3% m/v) em lamina
limpa, flambada e esfriada ao ar. Na
presenca de bactérias Gram-positivas, as
células se dispersam e ndo ha aumento da
viscosidade da suspensdo. Ja para as Gram-
negativas, a suspensdo se torna viscosa. O
Método de Ryce é um procedimento
alternativo e rapido para a deteccdo de
bactérias Gram-negativas sem 0 uso de
corante (HALBIAN et al. 1981).

Em frutos e hortalicas as bactérias
do tipo Gram-negativas com “alta” ou
“meédia motilidade” sdo consideradas mais
patogénicas (POMMERVILLE, 2013).
Verificou-se assim, esta caracteristica nas
culturas isoladas de micro-organismos
gram-negativos por crescimento em meio
semi-sélido LB e observacao
microscopica. Dois procedimentos foram
adotados para a confirmacdo da
motilidade: i) por espalhamento, na qual as
bactérias sdo incubadas a 32 °C por 24
horas em orificio em meio de cultura LB
em um tubo inclinado, observando a
turbidez gerada no entorno e o crescimento
das colbnias além da semeadura, e ii) por
analise microscopica realizada ap6s a
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incubagdo, na qual a motilidade é
registrada  quando  varias  células
individuais movem-se em Vérias direcdes
(MARTINEZ et al. 2014). Para este tltimo
empregou-se microscopio 6tico Olympus
CX21 com lente de imerséo em dleo.

A identificacdo do tipo de bactéria
foi realizada em dez isolados por meio de
amplificacdo de DNA total utilizando
primers universais 16S e posteriormente
sequenciamento da regido amplificada
(DNA CONSULT, 2015). Para o
sequenciamento o DNA foi isolado atraves
de um termociclador e o material genético
replicado por técnica de PCR (polymerase

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo Microbiana

A partir dos pontos de amostragem
foi possivel isolar um total de 46 col6nias
distintas, indicando que micro-organismos
diversos populam simultaneamente o0s
locais avaliados. Ao serem cultivados
apresentam a formagéo de culturas mistas
fazendo-se necessaria a separacdo dos
organismos. Inicialmente é possivel a
distingdo dos organismos por seu aspecto
visual (morfotipos) seguindo as
caracteristicas de pigmentacdo e superficie.
A classificacdo morfoldgica teve por base
as identificacBes presuntivas propostas por
KIEL (2010), gerando a distribuicdo
informativa apresentada na Figura 1.

chain reaction). As reacOes foram
realizadas utilizando o Kit DYEnamic™ -

GE  (codigo  US81090).  Detalhes
experimentais podem ser encontrados em
Fabiano (2011). Nas analises das
sequencias empregou-se 0  programa
desenvolvido pela Embrapa
Electropherogram quality analysis

(EMBRAPA, 2015), que utiliza o indice
Phred (ABURJAILE et al. 2015). A
identificacdo final do micro-organismo
teve por base o banco da National Center
for Biotechnology Information (BLAST,
2015).

Com respeito ao local de coleta, as
bancadas (géndolas) nas quais ficaram
dispostas os produtos para a compra foram
os locais nos quais a presenca de um maior
nimero de bactérias distintas foram
colhidas. Comparativamente, na bancada
de repolhos foi identificado o maior
numero de contaminacdes (9 organismos
distintos) e no interior da geladeira o
menor ndmero (1 micro-organismo). A
distribuicdo da quantidade de colonias
distintas em cada um dos pontos avaliados
esta disposta na Tabela 1, o que permite a
distincdo quantitativa dos locais e ou
produtos  susceptiveis  a maiores
contaminacoes.

Tabela 1. Namero de micro-organismos isolados nos pontos de venda e exposicao

Ponto de
Isolamento

NUmero de

bactérias distintas

identificadas

Balanca

Bancada alface
Bancada repolho
Bancada vargem
Geladeira

Freezer
Superficie pera
Superficie goiaba
Superficie maméo
Superficie maca

WhrhrBEANPAPFPNONO
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Figura 1. Distribuicdo porcentual das caracteristicas dos micro-organismos isolados segundo
identificagdo presuntiva (morfotipo) no meio de cultura.

Praticamente ndo foram observadas
variacOes passiveis de serem tratadas
estatisticamente entre as trés amostras
coletadas nos distintos dias de coleta. Ou
seja, 0 numero de bactérias crescidas a
partir das amostragens realizadas nos
pontos selecionados permaneceu constante
independente do dia.

Pela anélise de coloracdo de Gram
identificou-se que destas, 24 bactérias
eram Gram-positivas (15 cocos e 9 bacilos)
e 16 Gram-negativas (bacilos), ndo sendo
observado nenhum organismo no formato
espiralado (espirilas). Durante a andlise 6
amostras mostraram-se com contaminagoes
maultiplas inviabilizando a diferenciacédo

das estruturas de parede celular pelo
método de coloragéo.

A caracterizacdo da motilidade
indicou que esta ocorre essencialmente nas
espécies Gram-negativas, sendo das 16
espécies isoladas apenas 3 ndo acusaram
motilidade. Todas as demais (13)
apresentaram comportamento tipico de
média ou alta motilidade indicando
bactérias de alto potencial patégeno.

A anélise por ampliacdo de DNA
(PCR) foi entdo conduzida nos isolados
Gram-negativos possibilitando a
identificacdo de dois géneros dominantes,
conforme dados dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Sequencia e identificacdo de espécies Gram-negativas com motilidade

Acesso Gen Bank*  Micro-organismo Similaridade  Alinhamento
Dominante
FJ422473.1 Escherichia sp. 96% 551
FJ422473.1 Escherichia sp. 95% 573
DQ013851.1 Escherichia sp. 97% 843
DQ013851.1 Escherichia sp. 97% 856
DQ013851.1 Escherichia sp. 88% 645
DQ013851.1 Escherichia sp. 89% 647
HM461217.1 Enterobacter sp. 83% 584
HQ652601.1 Enterobacter sp. 82% 558
HQ143605.1 Enterobacter sp. 84% 579
HQ143605.1 Enterobacter sp. 84% 579

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/

Por comparacdo das caracteristicas
moleculares depreende-se que 0s micro-
organismos com motilidade pertencem a

cepas diferentes de um mesmo género, a
saber Escherichia e Enterobacter.
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Consideragdes sobre procedimentos de
sanitizacdo

Os resultados obtidos a partir dessas
amostragens indicam que 0S
procedimentos usualmente adotados para a
higienizacdo sdo pouco eficientes na
eliminacdlo de Dbactérias e que a
contaminacdo cruzada é favorecida nas
condigdes usais de acondicionamento. De
um modo geral a eliminacdo total de
contaminantes bioldgicos em frutas e
hortalicas é praticamente impossivel
considerando que 0S compostos
desinfectantes tém um poder limitado de
destruicdo. A etapa de maior incidéncia de
contaminacdo € também de dificil
identificacdo e pode ocorrer em diversos
momentos da cadeia, seja na colheita,
transporte, manuseio e comercializagdo.
Contudo, na  comercializagdio  em
particular, as contaminagdes podem ser
minimizadas se identificados os principais
patdgenos de ocorréncia local e se agentes
sanitizantes apropriados forem
empregados. Como as bactérias de carater
mais agressivo sdo as que apresentam
maior motilidade, e aqui identificadas
como as Gram-negativas, 0 uso de
compostos  apropriados  (mas  ndo
exclusivos) ao combate dessas espécies
podem elevar a eficiéncia da sanitizagédo
pela reducdo do nimero dos organismos
dentro de niveis considerados seguros a
salde (ANDRADE, 2014).

As bactérias Gram-negativas sdo
organismos anaerobios ou anaerobios
facultativos podendo apresentar diferentes

CONCLUSOES

De acordo com as andlises, nos
pontos de acondicionamento e vendas de
frutas e hortalicas avaliados, mesmo
guando submetidos a limpezas
convencionais, apresentam a ocorréncia de
uma grande diversidade de bactérias
favorecendo  sua  disseminagdo e
contaminages secundarias.

Constatou-se que as gondolas, assim
como 0s pratos das balangas sdo os locais
onde se prolifera 0 maior numero de

graus de tolerancia ao oxigénio, 0 que
torna esse grupo bastante heterogéneo.
Normalmente a letalidade das Gram-
negativas esta relacionada a sua interacédo
com o oxigénio produzindo as chamadas
espécies reativas do oxigénio (EROs), em
seu metabolismo (normalmente anions
superdxidos, peroxido de hidrogénio e
radicais hidroxila em procariotos) que
podem levar a desnaturacdo de membranas
lipidicas, estruturas celulares e do DNA.

Neste caso, a desinfeccdo de
equipamentos e instalacbes deve fazer uso
de agentes reativos ricos em oxigénio em
concentragdes diversas (PINHEIRO et al.
2011; ANDRADE, 2014), sendo indicados
0s compostos quaternarios de amonia, o
acido peracético, sais de sodio (carbonato,
metassilicato e hidroxido) e o peroxido de
hidrogénio, como agentes de elevada
atividade antibacteriana frente cepas
Gram-negativas. Para agdo sobre grupos
Gram-positivos ~ esses  agentes, e
principalmente os compostos de amonia,
devem ser associados ao hexaclorofeno e
ao iodofor para uma melhor eficiéncia de
sanitizacao.

Essas orientagdes sdo apenas
indicativas, considerando que diversos
fatores contribuem para a predominancia
de uma ou vérias coldonias ou de
contaminagdes cruzadas por  cepas
distintas, sendo este um processo de
ocorréncia multifatorial, ndo podendo
serem generalizados os procedimentos de
sanitizacao.

micro-organismos. A ocorréncia de micro-
organismos na geladeira e no freezer se
deve provavelmente a baixa frequéncia de
higienizacdo realizada nestes locais, 0sS
quais devem ser objetos de uma
sanitizacdo especifica. Neste trabalho foi
possivel isolar um total 46 tipos de
bactérias sendo destes 24 Gram-positivas
(15 cocos e 9 bacilos) e 16 Gram-negativas
(bacilos) e 6 indeterminadas, em pontos
usuais de acondicionamento e
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comercializacdo. Embora ocorra um
predominio de colonias do tipo gram-
positivas, as bactérias gram-negativas
apresentaram  motilidade e  assim
consideradas  patogenicamente mais
agressivas, sendo identificadas como
constituidas por dois géneros dominantes:
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