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RESUMO:

Os exames hactericlégicos realizados em 125 amostras de 4 gusli-

dades diferentes de hortaligas procedentes de 18 localidades de S&c Paulo, expostes &
venda no coméreio da Capital, revelaram a presenga de FEschérichin coli em 93
(74,404}, eom 2 seguinte ocorrénciz entre as verduras: 41 amostras de alface, 22
positivas (53,64%:); 35 de escavola, 27 positivas {77,14%:3; 26 de rheula, 23 positivas
(B8,469:) e 23 de agrido, 21 positivas (91,309%). A pesquiza de K. coli dos sorotipes
da pastrenterite infantil foi positiva em § amoesiras e a pesquisa de szlmonels fol
negativa nas 125 amostras analisadas; ? amostras de cada qualidade de hortaliea,

num total de 386 amostras, foram positivas para enterocceos.

De 113 amosiras

anzalisadas, 67 foram positivas para ovos e/ou larvas semelhantes &s de ancilosto-

midess ¢ 6, positivas para Strongyloides.

DESCRITORES:

hortalicas, determinacio de contaminantes microbianos; horta-

ligas, determinsacdo de contaminantes parasitiries.

INTRODUCACQ

(Os exames microbiolégicos e microscdpicos
dos géneros alimenticios sfo de Importincia
sob vérios aspectos tais como averiguagio das
condigdes higiénicas gue envolvem a produgée,
armazenamento, transporte e manuseio dos
alimentos; caracterizacio da efetividade de
processos gquimicos e fisicos de desinfecgo;
elucidacio de quais os veleulog alimentares
‘que mantém os estadosg infectantes de parasi-
tas ou favorecem a ocorréncia de téxi-infec-
eGes alimentares; reecnhecimento dos micror-
ganismos ambientais e sua relagdo com os gé-

neros alimenticios, ¢ contribuiche para o pro-
cesso de educacio sanitdria dos manipuladores
e consumidores, assim como para a economia
e a satide piblica, por analisarem métedos que
eliminam e/ou injuriam ou gue nic permitem
o desenvolvimento dos patogénicos e deterio-
rantes dos alimentos,

Todos os glneros alimenticiozs prontos para
o consumo devem ser objeto de exames figicos,
gquimicos, microbiclégicos e microscépicos.
Pesquisas realizadas por outros autores de-
monstraram gque s frutas e verduras podem
fazer parte da eadeia epidemioldgica de in-
fecgbes microbianas e parasitéarias T 12 21,

* Trabalho realizado na Secio de Microbiologia Alimentar e de Miecroscopia Alimentar de Instiiute

Adolfo Lutz, Sic Paulo, SP.

*%  Da Seeio de Mieroblolopia Allmentar do Tnstituto Adolfo Lutz.
tex g Secho de Miercscopia Alimentar de Institute Adolfo Latz.
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Entretanto, é praticamente impossivel que esse
grupe de alimentos nfo processados seja
veiculador de texinas pré-formadas, como por
exemplo a toxing botalinica. Porém, como o
Closgiridium botulinum estd presente no solo e,
portanto, & comum encontré-lo nos vegetais,
conservas mal acondicionadas ou mal armaze-
nadas podem permitir o desenvolvimento des-
se agente, com conseqgiiente producio de to-
Xina 4,

A presenga dos contaminantes microbia~
108 nas verduras tem como causa principal
a existéneia dos mesmos no solo. E tam-
bém expressio do ecossistema de cultivo,
transporte, manuseio, contacto do preduto
com animais  come aves, moseas, ratos
etc. i.% 3, 4 8 7, 11, 12, 18, 18, 20, 21‘

Os resuliados dos exames microbiolégicos e
parasitologicos das verduras, entretanto, de-
‘vem ser analisados considerande os fatores
ambientais do solo. A flora microblana e pa-
rasitdria do mesmo, via de regra, estd presen-
te nas verduras e é composta por microrganis-
mos ubigiiitdrios desse ambiente de cultivo,
como bacilos aerébios e anaerdbios, coliformes
ambientais. baecilos Gram-negativos, comoe as
Pseudomonas, cromobactérias, fungos, assim
como de helmintos e protozedrios ndo relacio-
nados com as parasitoses humanas. Estes or-
ganismos fazem parte do clele de decomposigio
e regeneracido dos solos, ou sdo simbiontes
entre si; ainda, ocorrem microrganismos ou
substdncias por eles elaboradas, com acdo
antimicrobiana, que si3o antagonistas natu-
rais ®, & 11, 22.

Os microrganismos gue t&m malor signi-
ficade para a sadde pdblica sfio os que indi-
eam contaminacfio fecal, em especial a Esche-
richia eoli, s enterococos, as Salmonelas, a
Shigelle sp., 0s enterovirus e os parasitas in-
testinais do homem. A K. coli e oz enteroco-
cos, pela facilidade de isolamento e de carac-
terizacfo laboratorial, sdo pardmetros usados
como indicadores por exceléncia da presen¢a
de material fecal, posto que nio se multipli-
cam no ambiente e sio abundantes nas fezes
do homem e dog animais 3 2 1 1.8, Dg mes-
mo modo que as bactérias patogénicas citadas,
esses microrganismos s&o eliminados pelo sis-
tema ecoldgico e pelas condigbes adversas do
solo % #,  Podem permanecer- por periodos
mais ou menos longos, dependendo de sua pré-
pria resisténcia e das condiedes do ambiente.

A sobrevivéneia dos helmintes, em par-
ticular, depende das caracteristicas geolégicas
do solo, da umidade e das condi¢des climdticas,
H4a dificuldades de ordem téenies para a cor-
reta identificagiio, no sclo e em vegetals, de
alguns helmintos causadores de parasitoses
humansas, como os ancilostomideocs, cujos ovos
so muito semelhantes aos de certos nematéi-
des parasitas de animalis, A identificacdo ade-
quada, através das larvas, pressupde o cultive
dos oves, ¢ que nem sempre é possivel no ma-
terial isolado de hortalicas, em virtude da pe-
guena guantidade de ovos encontrados, J& no
cago do Ascaris lumbricoides estas dificuldades
néo ocorrem, o0 que permite assegurar o papel
apidemioldgico do sole na sua fransmissfio 13,

a8

Com a finalidade de cobtencfo de dados da
presenca de contaminanies de origem fecal nas
hortaligas normalmente consumidas sem coc-
cdo prévia, foi realizado o presente trabalho,
para o qual colaboraram a Secretaria dos Ne-
gdécios Metropolitanos do Estado, através de
sz Assessoria Téenica ¢ do EMPLASA, e 2
Secretaria da Agricultura de Estado, através
de sua Coordenadoria de Assisténcia Técnica
Integral.

MATERIAL E METODOS

Hortalicas frescas, 4 venda no comércio da
Capital, procedentes de dezoito Areas geogra-
ficas diferentes (Mogi das Cruzes, Suzano,
Embu, Itapecerica da Serra, Biritiba Mirim,
Cotia, Aruja, Salesépolis, Itaquaquecetuba, Ri-
beiréio Pires, Diadema, Jundiaf, Caucaia, Santo
Amaro, Eldorado, Maua, Embu-Guacu) forsm
analisadas, num total de 125 amosiras (41 de
alface. 35 de escarola, 26 de ricula e 23 de
agrifo),

Cada amostra foi coletada separadamente
em sacos plasticos, no momento em que as hor-
talicas estavam sendo descarregadas dos ca-
minhéez para os locais de ecoméreio, sempre
por uma Gnica e mesma pessca. As amostras
eram enviadas ao laboratério e analisadas de
imediato.

O exame Iaboratorial ecompreende:

Exame boctericlégico

a} 300 ml de esldo iactosado estéril foram
despejados scbre g hortalics, dentre do
proprio saco pléstico usado para con-
ter a amostra, e agitados vigorosamente
{)or cerca de 30 seg (para assegurar a
avagem também das partes internas
da verdura});

b} o caldo lactosado fol entfio recolhido em
fraseo estéril;

¢} Z5ml do caldo foram semeados em
225 ml! de caldo selenito e outros 25 ml,
em ealdo tetrationate (segunde Kauff-
mann), incubsados a 42°C por até § dias
e semeados em cada dia sucessive em
placas de 83 (Salmonelia-Shigella
Agar) e de BG (Brilliant Green Agar),
gue foram incubadas a 36:2:1°C/24h;
3-8 eolénias tipicas que se desenvelve-
ram foram isoladas em melo presuntivo
para identificacdo de enterchactérias
(meio FAL 15}

d) do calde lactosado, usado para a lava-
gem, obtiveram-se diluigdes seriadas,
usando-se 1,0 mi da diluiciio precedente
em $,0ml de soluglo salina peptonada
(a 0,19:) estéril - diluicbes de traba-
Tho: 10°, 10-1, 10-2 ¢ 1G-3%;

e} usando-gse a téenica do NMP (Ndmero
Maigs Provavel), foi semeado 1,0 ml de
cada diluicgo em 3 tubos de ealdo lacto-
sado-bile-verde-brilhante (concentragio
simples), incubados & 44,5°C/48h (em
banho-maria); o material dos que apre-
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f)

z)

sentavam formacéo de géds no tubinho
de Durhan invertido no meio (positi-
vos) foi semeado em placas com meio
de Holt-Harriz ¢ Teague, pelo mé-
tedo de estrias; apds iIncubagio =
86x1°C/24 h, 3-5 coloniag tipicas que
se desenvolveram foram isoladas em
meio 1AL, %% para a identificagio e ca~
racterizacio de E. ecoli;

pela téenica de soroaglutinagdo, as ce-
pas de F. coli foram testadas com os
anti-soros polivalentes de E. coli da gas-
trenterite infantil (G.E.I.}; as cepas
sorcaglutinantes foram encaminhadas &
Secdo de Bacteriologia Médica da Divi-
sio de Biologia Médica do Instituto
Adolfo Lutz para testes especificos;

dicador - fol eonfirmado em ealde EVA
{Ethyl-viclet-azide) a 862:1°C/24 h, em
BHI (Brain Hearth Infusion) com 6%
de NaCl a 36:£19C/24 h e em BHI sim-
ples incubado a 45°C/24 h.

Exame parasitolégice

a)

b}

usando-se a técniea do NMP (série de ¢)
3 tubos), fol realizada z pesquisa para
enterococos: 1,0 mi de eads diluigfo foi
semeado em 5 tubos de calde dex- d}
trose-azida, que foram ineubados =
202190/24-48 h; o material dos tubos
positivos — turvagho e viragem do in-
TABELA 1

As folhas separadas das hortalicas fo-
ram lavadas em mais ou menos 250 ml
de agua filtrada;

a Agua recolhida, apés a lavagem em
eristalizador, foi filtrada em gaze e
transferida para copo cdnice e deixada
gsedimentar por 24 h;

apods decantacio, uma gota do sedimen-
to fol transferida para l8mina Hmpa,
acrescentando-se uma gota de lugol;

apds cobrir com laminula, a preparacéo
foi examinada em microscépio compos-
to, com objetivas de 10 e 40 vezes de
aumentas,

Resultados de erame bucterioldgico, para detérmingedo de Escheriehiz coli, Enterscocos ¢ Salmonells,
de endu gqualbidade de werdure enalisada

Escherichio coli Enterococes Saimonella
Amostras Amogtras Amostras Amostras Amostras Amosiras
Hortaligas analisadas positivas analisadas positives analisadas positivas
n.? n.° A n? n.® To nt n? T
Alface 41 22 53,64 9 g 100 41 [} i
Escarola 35 27 77,14 g 9 100 35 0 0
Ricula 28 23 88,46 9 a 100 26 0 0
Agrido 23 21 91,30 g k) 1680 23 0 [\]
Total i25 3 74,40 38 ] 100 125 0
TABELA 2
Resultedos do exame microscépice, pare oves e lurvus de Strongyloides e ancilostomidess, de eada

qualidade de wverdurae

onelisade

Determinaches microscépleas

Strongyleides Ancilostomideos
Hortaligas Amostras Amogtras Amostras Amestras
analisadas positivas analisadas positivas
n.? n? T n.° n.° Yy

Alfzee 34 [ 0 34 11 32,35
Escaroia 30 4 6,66 30 16 53,33
Ruculs 28 3 11,58 26 23 84,61
Agrifio 23 1 4,34 23 18 78,26
Total 113 [ 5,30 113 a7 59,29
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TABELA 3 %
Distribuigio geogrdfice daos aemostras positivas ¢ negatlives pera Escherichia eoli § i Ei
P
S ot
~ g o
=
Amosiras Alface Esearola Ricula Agrido Total & .(e;' Eﬂ
o
& w3
5% %
220
s Positivas Negativas Positivas Negalivas Positivas Negativas Positivas Negativas Positivas Negativas S
Regifio o o=
- B 2
S — . SO S T — e Ew-
Fe
Mogi das Cruzes g 3 10% 0 7 0 1 9 26 ] . g »
@ B3
Suzano 2 5 6 1 4 0 K 1 19 T - g;.
e Tyo
Embi 0 1 5 6 2 2 4 1 11 4 wE e
Eand
e
Ihifina 5* [} 3 g 4% 4] [ ¢ i2 Q EER -
=2 et
ltapecerica da Serra 2 1 1 2 1 1 (] ] 4 4 ® 5 >
. ) ©E
Biritiba Mirim 0 4 0 4 o o 0 9 0 8 8
R m T
Cotia i 2 0 & 2V 0 1 4] 4 2 § o
- g fe
Aruja i i 0 ] 1 [ 2 0 4 3 &=
Salesépolis 0 2 0 i [ [t 0 ¥ o 3 B %
e e v, [ —
Ttaguaguecetuba fi] 0 0 [t} 1 0 2 0 3 ] §. ‘O
— i N . — 2«
Ribeirdo Pires ' 0 O 4] g il 0 2 [} 2 3] o A
. . - , . . [T
Diadema 1 1] 1 ] [ 1] 0 o 2 1] e
R S — . S R 3 %
Santo Amaro 0 0 1 a ] 0 0 1} i ] o
i e SN S [ S S —_— )
Bldorade - 1 0 o 0 0 0 0 0 1 0 oy 2
— e S SIS B . I R .
Maud ] ] 0 1] a 0 i3 i} 1 4] e
. - I T N R P e
Embi-Guagu 0 [ 0 0 1] 4] 1 0 i ¢ P
e ) S A ISR DU £ g
Jundiai 1 0 0 8 0 0 ] ] 1 8 P om
m ¥
T
Total 22 1 27 & 23 3 21 2 93 32 bt =
F A
g
*  Presen¢a de K. coli G.E.IL =i
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TABELA 4

Resultado dos exames pare presenge de Escherichia coli efou enterceocos

Exames positivos para enterococos
Hortalicas Positivos para Negativos para Total de amostras
E. eoli E. col analizadas
Alface 7 2 G
Escarola 8 1 9
Rteula 9 0 9
Agrido 9 0 9
RESULTADOR A tabela 4 demonstra que a prevaléneia de

O namere ¢ tipos de hortalicas analisadas
para as determinacbes bacterianas e parasito-
légieas, assim eomo os resulfados obtides, es-
tio relacionadog nas tabelas 1 e 2, A corre-
lagio entre presenga de F. coli e dreas geo-
grafieas de onde procederam as amostras de
cada qualidade de hortalica estd expressa na
tabela 3, Na tabela 4, constam og resultados
obtidos da andlise de 36 amostras para as de-
terminacdes simultdneas de E. colt e de ente-
T0COE0S.

Foram iseoladas cepas de E. coli GEI. em b
amostras analisadas, a saber: uma amosira
de alface (F. coti 01198:8,), 3 de escarcla (2
E. e0li 0127:B. ¢ 1 E. coli 026:Bs) e uma amos-
tra de rdcula {F. ¢oli 0119:Bn).

DISCUSSAO E INTERPRETACAG
DOB RESULTADOS

Os resultados das tabelas 1 e 2 indieam que
a contaminagéo fecal fol fregtiente. N&o ha
dreas geograficas horticultoras que se apre-
sentern com predeminineia de contaminagdo
fecal, conforme a tabela 3, apesar de ¢ ntme-
ro de amostras procedentes de cada regido nic
permitir andlise estatistica significativa.

E interessante notar que, independentemen-
te da procedéneia, a prevaléneis de contami-
nantes fecals se relaclona direitamente com o
tinc de hortalica analizada: a alface, pelos re-
sultados obtides e considerando-se o pardmetro
indicativo da . ¢oli, encontra-se menos conta-
minada do que o agrido, Este resuliado pode
ser associade com as caracteristicas préprias
da alface - apesar das interferéncias da tec-
‘nologia e cultivo, transporte e manusgelo nio
adequados — folhas largas, firmemente justa-
postas, que nfo permitem a fixagdo e o con-
tato prolongado com os residwos do scle e da
dgua de irrigacio e de lavagem; o agriio, por
cutro lade, se apresenta com folhas miiltiplas
e separadas, com area de contato maior, per-
mitindo a fixagdo desses residuos; a escarola
e n rieula apresenfam caracteristicas fisicas
intermediarias.

enterococos € malor que a de K. coli, nas amos-
trag analisadas. Conforme trabalhos publica-
dos, espera-se que o enterococo seja mais fre-
giiente porque permanece por pericdos mals
longos no solo & na dgua do que a E. coli &5
.11,32 Se considerarmos o parfimetro de en-
teroeoco como indice de presenga de contami-
nagidc fecal, concluimos que esta presen-
¢a & abscluta. E importante salientar fue,
pelos trabathos ja citados, o enterccoco é con-
siderado indice de eontaminagéo passada, en-
quanto que a E. ool se relacions com ocorrén-
cia recente de poluicho fecal, ¢ que og micror.
ganismos indicadores, assim como os patogé-
nicos entéricos, podem apresentar variacio no
seu padrao de resisténels aocs fatores ambien-
tais, permanecendo por periodos mais oy me-
nos longos no solo e na agua % . 1817 18

No presente trabalho, ¢ ndo isolamento de
Salmonelas, a despeito da presenca de outros
microrganismos fecals. inclusive a K, coli
G.E.1., pode ser explicado pela presenca de
antagonistas que ndo permitiram sua sobrevi-
véneia no solo, cu pelas limitagdes da técnica
usada para o isolamento.

0Os dados de pesquisa de helmintos sfo in-
dicativos da presenga de outra classe de con-
faminantes, os parasitas intestinais do homem,
para o5 quais o consumo de verduras cruas
pode ter significado epidemiolégico. Entretan-
1o, como jA assinalamos, nessas verduras como
no solo podem existir ovos e Iarvas de para-
sitas animals semelhantes aos parasitas hu-
manos. HA limitagdes de téenica que poderiam
ser contornadas se a cultura desses organismos
fosse facil e exegliivel, Porém, mesmo se con-
siderarmog que todos os helmintos encontrados
sho parasitas humanos, peles resultados obti-
dos os indices de E. ¢oli ¢ de enterccocos sio
pardmetros de escolha para a avaliagio da
ocorréneia de outres contaminantes fecais,

As semeaduras das diluiges seriadas para
a pesquisa de &, coli e de enterococos tiveram
por finalidade quantificar esses micrerganis-
mos nas amostras analisadas. Entretante, os
dados obtidos ndo foram relacionados porgue

41
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qansiderameg gue ¢ namero de amostras ana-

.lisadas para a presenca de enterocccos foi pe-
quene e que seriam necessirias diluicfes malo-
res pois, via de regra, as utilizadas foram in-
suficientes para essa guantificacio.

A observagio de TAMMINGA ef alii® de
gue os resultados obtidos por diferentes pesqui-
zadores nem sempre podem ser comparados,
devido a diferenca do material analisado e
da metodologia usada,. & valida® 4. Porém,
consideramos que os resultades de cada um dos
trabathos, respeitando-se a metodologia, 6 ma-
terial, a époeca e a regido, ndo podem ser inva-
lidados.

Em vista do exposte sugerimes que sejam
realizadas pesquisas correlatas ao presente
trabalhe para & elucidagdo das eondighes mi-
erobiclégicas das verduras e frutas consumi-
das cruas, em relaglio & Sadde Pdblica para,

num esfor¢o conjunto dos Orgfos oficiaizs res-
ponséveis, melhorarmos as condigbes de horti-
cultura das mesmas,  Além disso, é necessario
que sejam definidos chjetivamente os parfme-
tros microbiclogicos para a elaboragio de pa-
droes, dentro da legislagio, que determinem a
qualidade dessa classe de alimentos.

Agradecimentos

Agradecemos as biologistas Harumi Sakuma,
da Segao de Microbiologia Alimentar ¢ Helena
Ide Alves, da Se¢o de Microscopia Alimentar
pela colaboragio téenica, ao Sr. José Augusto
Marchi, pela eolheita de amostras e & estagia-
ria Maria Alice da Silva Telles, pela colabo-
ragho prestada no levantamente bibliografico
deste trabalho.

RIALAG/472

GELLIL, D. 8.; TACHIBANA,K T,; OLIVEIRA, I, R.; ZAMBONI, C. Q.; PACHECO,
J. A. & SPITERI, N. — Bacterias in vegetables sold in the city of Sic Paulo,
SP, Brazil. Rev. Inst, Adolfo Lutz, 3%(1):37-43, 1979,

SUMMARY: Bacteriological examination was made eof 125 samples of four

vepetables grown in 18 locaties of the state of Sao Paulo which were collected in
public markets of the city of Sic Paulo. FEecherichic eoli was isolated from 749 of
all samples. The germ was found in B4GL of the 41 lettuce samples; in 7Y% of 35
samples of chickory, 89¢, of 26 samples of “rucula” (Brussive sp.) and in 919 of
water cress. F£. coli serotypes responsibile for infantile gastroenteritis were found
in b samples while no Salmowells s¢p. was found. Enterococcl were discloged in all 9
samples from each vegetable which were selected. Ancylostoma-like eggs and/or
larvae were diselogsed in 87 of 113 samples examined for parasifes while 6 samples

vielded Strongyloides sp.

DESCRIPTORS:
parssite contaminanis determination,

vegelables, micrebial contaminants determination; vegetables,
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