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IDENTIFICACAO DE PONTOS DE CONTAMINACAO NO COMERCIO
VAREJISTA PARA POTENCIAL APLICACAO DE AGENTES
ANTIMICROBIANAS NANOESTRUTURADOS

Melina Z. Fabiano', Lucimara A. Forato®, Odilio B. G. Assis?, Rubens Bernardes-Filho*

! Programa de Pés-graduagio em Biotecnologia — UFSCar, Sdo Carlos, SP
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Projeto Componente: PC3 Plano de Acdo: PA2
Resumo

Com o objetivo de avaliar os principais pontos de contaminagdo em estabelecimento de venda de
hortifruticulos, foram coletas amostras que permitiram a identificacdo 46 tipos de bactérias em diversos
pontos de estabelecimento comercial de varejo. A gondola de hortaligas e o prato da balanga foram os locais
de maior incidéncia microbiana. A maioria dos micro-organismos ¢ do tipo gram-positivo. Das bactérias do
tipo gram-negativas isoladas 13 apresentavam média ou alta motabilidade. Por meio de andlise por técnica de
PCR identificaram-se duas espécies dominantes, os géneros Escherichia sp e Enterobacter sp.

Palavras-chave: Pos-colheita, contaminagdo, antimicrobianos, E. coli. Enterobacter SP.
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Introducio de boas praticas que possam preservar a qualidade
dos produtos.

Em condigdes normais, a maioria da
microbiota presente em frutas e hortalicas tem
origem no campo (JAY,2005), embora,
acondicionamentos inadequados tém sido também
responsaveis pela proliferagdo das contaminagdes
que ocorrem na condicdo  pods-colheita
(TERREZZAN et al., 2006). Segundo SOMMER
(1982), os patdgenos, principalmente o0s
quiescentes, s30 0S que geram as maiores perdas,
além de serem os responsaveis por boa parte de

Uma grande quantidade das perdas que
ocorrem no setor de hortifruticolas deve-se as mas
praticas de conservagdo e a incidéncia de
contaminagdes que reduzem a qualidade de
consumo desses produtos. O manejo inadequado,
associado a condi¢des precarias de sanitizacio,
armazenamento e comercializacdo podem levar a
contamina¢des generalizadas que resultam em
riscos a saide humana e perdas de carater
econémico. Também nido ¢ raro o uso de ‘ e )
procedimentos condenaveis como a irrigagio de infecgdes diagnosticadas em humanos. 5
areas de cultivo com agua de rios poluidos ou por Agsim 1ev?1ndo-se cm cons1derg(;ao as
efluentes de esgotos (BALBANI; BUTUGAN condi¢bes usuais de estocggem ea mampulggag,
2001). Ou seja, apesar da rapida expansio do busc,()l'l—se' nesse trabalho identificar as principais
setor hortifruticola brasileiro, alguns segmentos bactérias %ncu}entes nos pontos de conservagio e
da cadeia ainda continuam frageis e pautados pelo comercializag@o de supermercados e similares.

uso de tecnologias ndo apropriadas e/ou ausentes _Espera-se  que com leyantamentos’ desse‘l
origem. Agentes antimicrobianos especificos a

base de nanoparticulas possam ser desenvolvidos
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e aplicados nestes pontos com maior eficiéncia.
Neste sentido os resultados deste trabalho veem
contribuir com dados, como identificagdo e
incidéncia, informacdes estas fundamentais no
desenvolvimento de antimicrobianos em curso na
Unidade da Embrapa Instrumentag@o.

Materiais e métodos

A coleta de material foi realizada em diferentes
pontos de um tipico estabelecimento que
comercializa hortifruticolas na cidade de Sao
Carlos, SP. Contaminantes foram recolhidos do
interior de geladeiras e frezeers, sobre a superficie
de pratos de balangas, gdéndolas de hortalicas
(alface, repolho e vargem) e diretamente da casca
de frutos tomados aleatoriamente (magas, peras,
goiabas e mamdes).

As amostras microbianas foram colhidas com
auxilio de “swabs” esterilizados, devidamente
identificados e cultivadas em meio Luria-Bertani
(LB) liquido a 37 oC por 24 h. As coletas foram
realizadas em triplicata e a inoculagdo se deu por
esgotamento em placas de Petri (Agar) por mais
24 h também a 37 °C.

A primeira identificagdo dos organismos foi
conduzida pelo teste de Coloragdo Diferencial de
Gram em amostras preparadas sobre laminas para
microscopia. Empregaram-se corantes cristal
violeta, corante mordente lugol e corante fucsina.
Apds os procedimentos de fixacdo e secagem as
laminas foram observadas em microscépio 6tico.

Em frutos e hortaligas as bactérias do tipo
gram-negativa com “alta” ou “média motilidade”
sd0 consideradas mais patogénicas (BALBANI;
BUTUGAN 2001). Assim, verificou-se esta
caracteristica nas culturas isoladas de micro-
organismos gram-negativos por crescimento em
meio semi-sélido LB e observagio microscdpica.

Dois procedimentos foram adotados para a
confirmacdo da motilidade: i) por espalhamento,
na qual as bactérias sdo incubadas em orificio em
meio de cultura LB em um tubo inclinado, e ii)
por andlise microscopica realizada apds a
incubagdo, na qual a motilidade ¢ registrada
quando vdrias células individuais movem-se em
varias diregoes.

A identificacdo bacteriana foi realizada em dez
isolados bacterianos por meio de amplificagdo de
DNA total utilizando primers universais 16S e
posterior sequenciamento da regido amplificada.
A identificacdo final do micro-organismo teve por
base o banco da National Center for
Biotechnology Information.

Rede
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Resultados e discussao

Um total de 46 colonias foram identificadas,
indicando que micro-organismos  distintos
encontram-se presentes simultaneamente nos
diversos locais avaliados. Ao serem cultivadas
apresentam a formag@o de culturas mistas fazendo
necessdaria a separacgio individual das colonias.

Com respeito ao local de coleta, as bancadas
(gondolas) nas quais ficaram dispostas os
produtos para a compra foram os locais nos quais
a presenga de um maior numero de bactérias
distintas foram colhidas. Comparativamente, na
bancada de repolhos foi identificado o maior
numero de contaminagdes (9 organismos
distintos) e no interior da geladeira o menor
numero (1 micro-organismo). A distribuicdo da
quantidade de colonias distintas em cada um dos
pontos avaliados estda disposta na Tab. 1.
Praticamente nd3o foi observada variacdo
estatistica significativa entre as trés amostras
coletadas e cultivadas em cada ponto examinado.

Pela analise de coloragdo de Gram identificou-
se que destas, 24 bactérias eram Gram-positivas
(15 cocos e 9 bacilos) e 16 Gram-negativas
(bacilos), mndo sendo observado nenhum
organismo no formato espiral (espirila). Durante a
analise 6 amostras  mostraram-se  com
contaminagdes multiplas  inviabilizando a
diferenciagdo das estruturas de parede celular pelo
método de coloragdo.

Tab 1. Numero de micro-organismos isolados nos pontos de
venda

Ponto
Isolamento

de Numero de
organismos
distintos

Balanga

Bancada alface
Bancada repolho
Bancada vargem
Geladeira
Freezer
Superficie péra
Superficie goiaba
Superficie
mamao
Superficie maga 3

AR~ |QO I[N

Das 16 espécies identificadas como gram-
negativas  apenas 3  nfo  apresentaram
motibilidade. Todas as demais (13) apresentaram

Embrapa Instrumentagdo, Sdo Carlos, 10 a 13 de junho de 2013

165



T

Em@a 48

comportamento tipico de média-alta motilidade,
indicando bactérias de alto potencial patégeno.

A andlise por sequenciamento desses 13
micro-organismos com motibilidade permitiu a
identificacdo de duas espécies gram-negativas
dominantes, os géneros Escherichia sp ¢
Enterobacter sp. Pode-se dizer que os géneros
identificados foram Escherichia sp e Enterobacter
sp., com caracteristicas diferentes entre si.

Conclusoes

Os pontos de acondicionamento e vendas de
frutas e hortalicas no varejo, mesmo quando
submetidos a limpezas convencionais frequentes,
possibilitam e favorecem a ocorréncia de uma
grande diversidade de bactérias.

Da analise realizada neste trabalho, constatou-
se que as gbéndolas, assim como os pratos das
balangas sdo os locais onde se prolifera o maior
nimero de micro-organismos. Em particular,
foram possiveis isolar 46 tipos de bactérias sendo
destes 24 do tipo Gram-positivas (15 cocos ¢ 9
bacilos) e 16 Gram-negativas (bacilos) e 6
indeterminadas. Embora ocorra um predominio de
colonias do tipo gram-positivas, as bactérias
gram-negativas com motibilidade sdo
consideradas patogenicamente mais agressivas e
foram identificadas como constituidas por duas
espécies dominantes, os géneros Escherichia sp e
Enterobacter sp..
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