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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: Verduras sado alimentos presentes
nas refeicbes cotidianas devido a sua boa
qualidade nutricional. Entretanto, se manipuladas
e armazenadas inadequadamente se tornam
alvo de microrganismos patogénicos ou que
indicam contaminacdo, como é o caso de
coliformes totais e termotolerantes, bactérias
heterotroficas e Pseudomonas aeruginosa que
indicam contaminagcdo por materiais fecais e
organicos em decomposi¢ao, respectivamente.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a presenga de microrganismos indicadores de
contaminagédo em verduras comercializadas em
mercados e feiras livres. Trata-se de um estudo
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CARUARU- PE

experimental laboratorial. Foram coletadas 42
amostras de alface. A coleta foi realizada nas
duas principais feiras e em 8 estabelecimentos
comerciais localizados no municipio de Caruaru-
PE. As analises bacteriologicas foram realizadas
através das técnicas dos tubos mdltiplos
(coliformes totais e termotolerantes), Spread
Plate (Pseudomonas aeruginosa) e Pour Plate
(Bactérias Heterotroficas). Foram obtidos os
seguintes resultados: 95,2% das amostras
positivaram para a presenca de coliformes totais,
23,8% para coliformes termotolerantes, todas
as amostras tiveram contagem de bactérias
heterotrofica acima de 10”7 UFC/g e 35,8%
foram positivas para P. aeruginosa. Diante
dos resultados encontrados, conclui-se que as
condigoes higiénicas destes alimentos oferecidos
pelos comerciantes apresentam fragilidades e
devem ser otimizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes. Verduras.
Microbiologia de alimentos. Bactérias.
Enterobacter.

SEARCH FOR CONTAMINATION
INDICATORS IN VEGETABLES AT FREE
FAIRS AND SUPERMARKETS IN THE
CITY OF CARUARU-PE

ABSTRACT: Vegetables are foods present in
everyday meals dueto theirgood nutritional quality.
However, if handled and stored improperly, they
become the target of pathogenic microorganisms
or that indicate contamination, as is the case of
total and thermotolerant coliforms, heterotrophic
bacteria and Pseudomonas aeruginosa that
indicate contamination by decomposing fecal and
organic materials, respectively. This study aimed
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to evaluate the presence of microorganisms that indicate contamination in vegetables sold in
markets and open markets. This is an experimental laboratory study. 42 samples of lettuce
were collected. The collection was carried out in the two main fairs and in 8 commercial
establishments located in the municipality of Caruaru-PE. Bacteriological analyzes were
performed using multiple tube techniques (total and thermotolerant coliforms), Spread Plate
(Pseudomonas aeruginosa) and Pour Plate (Heterotrophic Bacteria). The following results
were obtained: 95.2% of the samples were positive for the presence of total coliforms, 23.8%
for thermotolerant coliforms, all samples had heterotrophic bacteria counts above 107 CFU /
g and 35.8% were positive for P aeruginosa. In view of the results found, it is concluded that
the hygienic conditions of these foods offered by traders have weaknesses and should be
optimized.

KEYWORDS: Pollutants.Vegetables. Food Microbiology. Bacterias. Enterobacter.

INTRODUCAO

Feiras livres e supermercados sdo grandes comércios de frutas, verduras e
hortalicas'. Sdo ambientes frequentados por grande parcela da populacdo, os quais,
oferecem aos seus consumidores a possibilidade de comparacdo entre os diversos
produtos ofertados?. Para tal, um produto exposto nas gondolas deve possuir adequadas
caracteristicas sensoriais e bom valor nutricional, bem como boas condi¢cdes de higiene
para que satisfacam as necessidades do clientes.

A qualidade higiénico-sanitaria destas feiras, bem como de supermercados, tem
sido discutida amplamente por ser um fator importante de seguranca alimentar de modo
a evitar contaminacgdes e toxicoinfeccbes'. Apesar disso, o controle sanitario destes locais
normalmente é inadequado em funcéo do numero reduzido de fiscais*. Faz-se necessario
uma constante vigilancia em torno da qualidade do ambiente e manipulagdo onde estédo
expostos os alimentos, estes, devem se adequar a diversas exigéncias até chegarem ao
consumidor final®.

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) configuram um termo aplicado
a uma sindrome geralmente constituida de anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia,
acompanhada ou néo de febre, atribuida a ingestéo de alimentos ou agua contaminados*.
Tais doengas podem ser causadas por microrganismos como bactérias, virus, parasitas
e suas toxinas®. Os microrganismos indicadores, quando presentes em alimentos, nos
fornecem informacdes sobre a ocorréncia de contaminagcdes de origem fecal e sobre
DTA’s”. Os microrganismos indicadores mais comuns séo os coliformes totais e coliformes
fecais, atualmente conhecidos como coliformes termotolerantes®.

Neste sentido, este estudo objetivou pesquisar indicadores de contaminagéo fecal
(coliformes totais e termotolerantes) e por material organico (Pseudomonas aeruginosa)

em verduras comercializadas em feiras livres e supermercados da cidade de Caruaru-PE.
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METODOLOGIA

Delineamento do estudo

Este estudo possui carater descritivo e experimental, discriminando quantitativa
e qualitativamente os resultados obtidos, coletados a partir da analise bacteriolégica de
verduras do tipo alface (Lactuca sativa L.) coletadas nas principais feiras (Inocoop, Salgado,
Séo francisco, Parque 18 de maio e Cohab I) e supermercados localizados no municipio de
Caruaru-PE. Foram selecionadas verduras com aspecto saudavel e integro e excluidas as
que apresentassem suas folhas ou outras estruturas com alteracédo de cor, odor, aspecto e
que estivessem no inicio do estado de putrefacéo.

Processamento das amostras

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo baterias de
gelo a temperatura de 4°C para o Laboratério de Controle de Qualidade Microbiologico
de Alimentos do Centro Universitario Tabosa de Almeida-ASCES/UNITA. A reducdo da
amostra bruta se deu por meio da trituragdo dos alimentos seguido do seu quarteamento,
sendo desprezados 2/4 do peso total, gerando com isso a amostra de laboratério. Em
seguida 100 g (50%) de cada amostra foram liquefeitas em 300 mL de solugéo salina
estéril com o uso de um liquidificador industrial (METVISA LOLS6) previamente esterilizado
por meio de autoclavagem a 121°C/15min. Todos os procedimentos operacionais foram
feitos em condicOes estéreis dentro de uma capela de fluxo laminar. Do caldo obtido das

amostras, foram retiradas aliquotas para a realizagdo das andlises bacteriologicas.

Avaliacao bacteriolégica

As avaliagcbes bacteriolégicas seguiram os critérios descritos pela RDC n° 331/19 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®. Realizou-se a pesquisa de coliformes
totais, termotolerantes e Pseudomonas aeruginosa, por meio do método de Tubos Multiplos
expresso em NMP (Numero Mais Provavel)/g e Spread Plate (UFC/g), respectivamente,
recomendado pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater'®. De
forma complementar, foi realizada a pesquisa e quantificacédo de bactérias heterotroficas
pelo método de Pour Plate (UFC/g) com o objetivo de avaliar o nivel de contaminagcéo

dessas amostras.

Pesquisa de Coliformes totais e Termotolerantes

Foi pesquisada a presenca de coliformes totais e termotolerantes, utilizando a técnica
dos tubos multiplos recomendada pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater'®. Onde 100g de alface foram homogeneizados em solugéo salina (NaCl a 0,9
%). Depois, foi inoculado no caldo lactosado (CL) a 35°C de 24 a 48 horas. Os tubos que
apresentaram turbidez e formacéo de gas dentro dos tubos de Durham foram confirmados
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no Caldo Lactosado Verde Brilhantes Bile de Boi (CLVBB), e aliquotas retiradas destes e
inoculadas em tubos com caldo EC foram incubados em banho-maria a 44,5°C + 2°C por
24 + 2 horas. Apos esse periodo, 0s tubos que apresentaram turbidez e produgéo de gas
foram considerados positivos para coliformes termotolerantes. Foi avaliada a presenca de
Escherichia coli através da inoculagdo no meio Agar Teague e confirmacdo nos meios,
indol, citrato e ureia.

Pesquisa de Bactérias heterotroficas

Para contagem de bactérias heterotréficas foi utilizada a técnica de cultivo em
profundidade (Pour Plate Method) com o meio Plate Count Agar (PCA). Em cada uma de
trés placas foi distribuido 1,0 mL e 0,1 mL da amostra diluida em solucao alcalina (10°) e
adicionado ao meio PCA fundido, as placas foram homogeneizadas e, apos solidificagdo
do meio, incubadas em posicao invertida por 24+3 horas de 35 a 37°C, por fim, a leitura do
numero de colénias nas placas foi efetuada e calculada a média das unidades formadoras
de coldnias/mL (UFC/q).

Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa

A pesquisa foi realizada através da técnica “Spread Plate” com Agar Cetrimide
como meio de cultura. De modo que um in6culo de 1mL de cada amostra diluida (10%),
foi distribuido na superficie de trés placas previamente preparadas com Agar Cetrimide.
Os inbculos foram espalhados pela placa com auxilio de uma alca de Drigalski. Apds
completa absor¢éo da amostra, as placas foram incubadas de forma invertida em estufa,
sob temperatura de 35°C durante 48 horas.

Para identificagcdo da presenca de P. aeruginosa em agar cetrimide, as placas que
apresentaram crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC), foram submetidas
a luz UV. A caracteristica que define o teste presuntivo como positivo, € a presenca de
pigmento esverdeado fluorescente das col6nias sob a luz UV. Para confirmacéo foi realizado
o teste de oxidase das col6nias que apresentaram fluorescéncia.

Analise dos dados

Os dados alcancados foram armazenados em um banco de dados utilizando o
aplicativo Excel, sendo expressos por meio dos valores encontrados de Numero Mais
Provavel (NMP) do microrganismo de interesse por grama de alimento (NMP/g), obtidos
através da Tabela de Hoskins. Trata-se de um estudo com uso de estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na pesquisa foram registrados e expresso pelos valores
encontrados de Numeros Mais Provavel (NMP) dos microrganismos de interesse por grama
de alimentos (NMP/g) obtido através pela tabela de Hoskins. Foi desenvolvido um indice
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(Tabela 1) para classificar o grau de contaminagéo das amostras analisadas, tendo base
dos valores de NMP/g, para que pudesse estabelecer o indice de contaminacao pelo grupo
Coliformes.

indice de Classificacao NMP/g
contaminacao
0 Negativo <18
1 Baixo 1,8a10
2 Intermediario 11a90
3 Alto 91 a 900
4 Muito Alto > 900

Tabela 1. indice de contaminag&o microbiana expresso em NMP/g.

Das 24 amostras analisadas provenientes de estabelecimentos comerciais,
91,7% apresentaram presenga de coliformes totais e 4,2% a presenca de coliformes
termotolerantes. Ja nas Feiras livres, foram analisados um total de 18 amostras onde,
100% das amostras apresentaram presenca de coliformes totais e 50% a presenga das
termotolerantes.

As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, a distribuicdo dos resultados:

B Coliformes Totais [ Colifomes Termotolerantes

95,8
100
70,8

75

50

25 16,7

42 2 83
0 L4
CMA CA CM CB AUS

Figura 1. Grafico em Colunas 3D. Resultados de amostras (%) provenientes de
Supermercados, com presenca de coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia -
Negativo); CB(Concentracéo Baixa); CM (Concentragdo Mediana - Intermediéaria); CA
(Concentragédo Alta); CMA (Concentragdo Muito Alta). Classificagdo de acordo com a Tabela 1.
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B Coliformes Totais [ Coliformes Termotolerantes

77,9

CMA CA CM CcB AUS

Figura 2. Grafico em Colunas 3D. Resultados de amostras (%) provenientes de Feiras
Livres, positivas para Coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia - Negativo);
CB(Concentragdo Baixa); CM (Concentragdo Mediana - Intermediaria); CA (Concentragéo Alta);
CMA (Concentragao Muito Alta). Classificagdo de acordo com a Tabela 1.

A presenca de bactérias heterotroficas, tanto em supermercados quanto em feiras
livres, deu-se em todas as amostras, ou seja, 100% das amostras. Como descrito na Tabela 2:

Bactérias Heterotroficas

% de amostras positivas Média em UFC/g
Supermercados 100% 2,82 +2,8x107
Feiras Livres 100% 28+1,2x107

Tabela 2. Resultado de amostras de supermercados e feiras livres, positivas para bactérias
heterotréficas.

A presencga da Pseudomonas aeruginosa esta exposto na Tabela 3:

Pseudomonas aeruginosa

% das amostras positivas Média em UFC/g
Supermercado 21,74 % 29+3,3x10°
Feiras Livres 55,55 % 1,23 +1,17 x 10°

Tabela 3. Resultados de amostras de supermercados e feiras livres com presenca de P.
aeruginosa.
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Diante da RDC- 331/19 da ANVISA, apenas os alimentos que contenham a presenca
de Salmonella spp. e Escherichia colia uma concentra¢do > 1000/ NMP/g seriam reprovadas
(Figura 3). Esse parametro reprovou, aproximadamente, 40% das amostras provenientes de
feiras livres e aprovou todas as demais amostras, tanto de feiras quanto de supermercados,
mesmo estas contendo altas cargas microbiologicas de outros microrganismos. Além disso,
na lei também n&o é mencionada a presenca de microrganismo que indicam contaminacao
por condi¢bes higiénicas precarias, como é o caso da Pseudomonas aeruginosa que
mesmo sendo patogénica, € oportunista e indica contaminagéo do produto por material
organico em decomposi¢céo. Também pode-se citar os coliformes totais cuja presenca pode

indicar que o produto esteve em contato com material fecal.

2. HORTALICAS, RAIZES
TUBERCULOS. FUNGOS
COMESTIVEIS E

DERIVADOS
: : Micro-
e organismo/ Toxina/Metabolito | " c|m M
a) "In natura’, inteiros Salmonella/25g 5 0| Aus
selecionados ou nao
Escherichia coli/g 5 2102 103

Figura 3. Parte da RDC331/19 e IN 60 que diz respeito a Hortalicas. FONTE: portal.anvisa.gov.br

CONCLUSOES

Com os resultados encontrados, conclui-se que parte dos alimentos que foram
analisados podem ser classificados como uma fonte de risco a saude publica, visto que
foram detectados microrganismos patogénicos e oportunistas que comprovam desvios na
qualidade dessas amostras, sugestivas de mas condi¢des higi€nico-sanitarias, as quais o
produto pode ter sido exposto entre a etapa de processamento até a comercializagéo. Fica
evidente, também, que a fiscalizagdo assim como a lei, deveriam passar por mudancas,
agindo com mais cautela e rigor. Ainda vale ressaltar a importéncia do controle de qualidade,
assim como embalagens que protejam o alimento de contato com possiveis contaminantes
apds a producao, objetivando a diminuicdo da contaminagéo do produto final, fornecendo

aos consumidores produtos com melhores condigcdes.
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