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RESUMO

Diante da crescente tendéncia pela busca por uma alimentacdo mais saudavel e, a0 mesmo
tempo, por maior praticidade no preparo das refeigdes, os vegetais minimamente processados,
unindo saudabilidade e conveniéncia, apresentam-se como uma alternativa ao anseio do
consumidor. No entanto, diversos relatos correlacionam estes produtos como importantes
veiculos de transmissdo de patogenos, sobretudo pelo fato de ja se apresentarem prontos para o
consumo. Estes produtos ainda podem atuar como reservatorios e transportadores de bactérias
resistentes a antibioticos, disseminando esta resisténcia pela cadeia alimentar, carreando-a da
fazenda para os consumidores, o que constitui uma preocupagao para a seguranga de alimentos.
Para eliminagdo de microrganismos no processamento minimo sao utilizadas as tecnologias de
obstaculos e, entre elas, a sanitiza¢dao, cujo agente mais utilizado ¢ o hipoclorito de sodio.
Estudos, entretanto, tém relatado intimeros isolados bacterianos evidenciando também
resisténcia ao cloro, o que pode contribuir para a redu¢do da vida 1util dos produtos,
envolvimento deles em surtos de origem alimentar e ainda, microrganismos estressados ou
danificados subletalmente, sendo, como consequéncia, induzidos a resisténcia a antibioticos.
Este estudo teve como objetivo caracterizar bactérias isoladas de alfaces minimamente
processadas comercializadas em Niter6i/RJ, quanto a sensibilidade a antibioticos e a hipoclorito
de sddio, verificando a existéncia de correlagdo entre ambas. Para isso, no periodo de Maio a
Dezembro de 2018, 13 amostras de alfaces minimamente processadas, de diferentes variedades,
foram coletadas de trés diferentes mercados locais e analisadas quanto a contagem de aerdbios
mesofilos e pesquisa de coliformes e Salmonella, conforme metodologia classica. Os isolados
foram identificados por Maldi-Tof e testados quanto a sensibilidade a antibidticos por disco-
difusdo e quanto ao hipoclorito de sédio pelo método de suspensdo, adaptado para
microtitulagdo. As alfaces minimamente processadas analisadas neste estudo apresentaram
contagens de aerdbios mesofilos entre 4,60 e 7,48 log UFC/g, revelando necessidade de maior
vigildncia quanto ao controle de temperatura na cadeia produtiva. As espécies
predominantemente isoladas foram Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii. Piperaciclina
+ Tazobactam, Tetraciclina, Cefuroxima, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Cloranfenicol,
Gentamicina e Trobramicina foram eficazes contra todas os isolados de enterobactérias.
Piperaciclina + Tazobactam, Ceftazidima, Cefepime, Ciprofloxacina, Imipenem e
Trobramicina foram eficazes contra todos os isolados de Pseudomonas aeruginosa.
Trobramicina ndo foi eficaz contra nenhum dos isolados de Acinetobacter sp. Multirresisténcia
antimicrobiana foi evidenciada por espécies de Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Klebsiella pneumoniae, Citrobacter braakii e Acinetobacter johnsonii. O binOmio concentragao
de cloro ativo x tempo de contato eficaz contra todos os isolados foi 200 ppm por 20 minutos.
Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que as alfaces minimamente processadas analisadas
se caracterizam pela presenca de isolados bacterianos de Enterobacteriaceae e Acinetobacter
sp. com elevada correlagdo entre a resisténcia ao hipoclorito de so6dio e aos antibioticos testados,
entretanto, a mesma correlacio nao foi verificada entre os isolados de Pseudomonas
aeruginosa.

Palavras-chave: alface, minimamente processados, antibidticos, hipoclorito de sodio,

resisténcia cruzada.



ABSTRACT

Facing the growing tendency to searching for a healthier diet and, at the same time, for greater
convenience in preparing meals, minimally processed vegetables, combining healthiness and
convenience, are presented as an alternative to consumer desire. However, several reports
correlate these products as important pathogen transmission vehicles, mainly because they are
already ready to eat. These products can still act as reservoirs and carriers of antibiotic resistant
bacteria, spreading this resistance throughout the food chain and carrying it from the farm to
consumers, which is a concern for food safety. For the elimination of microorganisms in
minimal processing, hurdle technologies are used, and among them, sanitization, whose most
used agent is sodium hypochlorite. Studies, however, have reported numerous bacterial isolates
also showing resistance to chlorine, which may contribute to reducing the shelf life of products,
to their involvement in foodborne outbreaks, and result in stressed or sublethally damaged
microorganisms, and, as a consequence, induced resistance to antibiotics. This study aimed to
characterize bacteria isolated from minimally processed lettuces commercialized in Niteroi /
RJ, as for the sensitivity to antibiotics and sodium hypochlorite, verifying the existence of
correlation of them. For this purpose, from May to December 2018, 13 samples of minimally
processed lettuce of different varieties, were collected from three different local markets and
analyzed for mesophilic aerobic count and coliform and Salmonella research, according by the
classical methodology. The isolates were identified by Maldi-Tof and tested for antibiotic
sensitivity by disc diffusion method and for sodium hypochlorite resistance by the suspension
method, adapted to microtiter. The minimally processed lettuces analyzed in this study showed
mesophilic aerobic counts between 4.60 and 7.48 log CFU / g, revealing the need for greater
vigilance regarding temperature control in the production chain. Predominantly isolated species
were Enterobacter cloacae and Citrobacter freundii. Piperacycline + Tazobactam,
Tetracycline, Cefuroxime, Ceftazidime, Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Gentamycin and
Trobramycin were effective against all enterobacterial isolates. Piperacycline + Tazobactam,
Ceftazidime, Cefepime, Ciprofloxacin, Imipenem and Trobramycin were effective against all
Pseudomonas aeruginosa isolates. Trobramycin was not effective against any of the
Acinetobacter sp. Antimicrobial multidrug resistance was evidenced by species of Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter braakii and Acinetobacter
johnsonii. The binomial active chlorine concentration x contact time effective against all
isolates was 200 ppm for 20 minutes. Given the results obtained, it was concluded that the
minimally processed lettuces analyzed are characterized by the presence of bacterial isolates of
Enterobacteriaceae and Acinetobacter sp. with high correlation between resistance to sodium
hypochlorite and the tested antibiotics, however, the same correlation was not observed in
Pseudomonas aeruginosa isolates.

Keywords: lettuce, minimally processed, antibiotics, sodium hypochlorite, cross resistance.
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1. INTRODUCAO

Hé uma crescente tendéncia na busca por uma alimentacao mais saudavel. As direu.
alimentares da maioria dos paises consagraram o conceito de que uma dieta saudavel deve
conter uma combinacdo equilibrada de carboidratos, proteinas, gorduras, vitaminas e minerais.
O atual Guia Alimentar para a Populagdo Brasileira (BRASIL, 2014), propde que a base da
alimentacdo seja constituida de alimentos in natura e/ou minimamente processados, em grande
variedade e de origem predominantemente vegetal. A recomendacao da Organizagdo Mundial
de Satide (OMS) ¢ de que sejam ingeridos diariamente, pelo menos, 400 g de frutas e vegetais
(WHO, 2017a)

Além da busca por uma alimentagao mais saudavel, ha também a busca por maior
praticidade no preparo das refeicdes em virtude da falta de tempo, consequéncia de um ritmo
de vida cada vez mais acelerado. Os vegetais minimamente processados, unindo saudabilidade
e conveniéncia, sdo uma alternativa ao anseio do consumidor.

A venda de vegetais minimamente processados teve um aumento significativo. Segundo
Berbari, Paschoalino e Silveira (2001), esse aumento se justifica, principalmente, pela
praticidade que eles apresentam. Para Carnelossi e colaboradores (2002) outro fator importante
¢ a reducdo do tempo disponivel para elaborar refeicdes e a crescente tendéncia dos
consumidores em buscarem alimentos saudaveis, frescos e de alta qualidade.

O Relatorio de Estudo de Mercado de Hortalicas Minimamente Processadas -
SEBRAE/ESPM de setembro de 2008, acrescenta ainda que o surgimento das hortaligas
minimamente processadas se deu principalmente devido a fatores psicologicos, sociais e
econdmicos que condicionam uma nova forma de vida e busca pela felicidade. Este mesmo
relatorio define o surgimento das hortalicas minimamente processadas como “um dos capitulos
mais atuais e significativos da histoéria da alimentagcdo humana e da propria histéria da oferta de
alimentos na economia de mercado” (SEBRAE, 2008).

A principal hortalica folhosa consumida no Brasil ¢ a alface (Lactuca sativa) (SALA e
COSTA, 2012). Seu processamento minimo compreende as etapas de recep¢ao de matéria-
prima, selecdo, pré-lavagem, corte, lavagem e sanificacdo, centrifugagdo, acondicionamento,
selagem, etiquetagem, embalamento secundario, armazenamento e distribuicdo (EMBRAPA,
2004).

A Instru¢do Normativa da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) do Ministério da
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Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) n°® 65 de 9 de setembro de 2003, afirma a
necessidade de controle de qualidade dos vegetais minimamente processados pelo fato de serem
produtos para consumo direto e com maior capacidade de deterioracao, em virtude dos danos
mecanicos provocados pelo processo.

Nos Estados Unidos diversos surtos alimentares foram associados ao consumo de alface.
O mais recente, ocorrido em 2018, foi um surto associado ao consumo de alface romana
contaminada por E. coli O157:H7, quando 210 pessoas foram infectadas em 36 estados
diferentes, resultando em 96 internagdes, 27 casos de sindrome hemolitico-urémica (HUS) e 5
mortes (CDC, 2018).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, entre os anos 2000 e 2017, a regido
Sudeste, foi a regido de maior incidéncia de surtos alimentares. Neste mesmo periodo, dos
surtos em que houve identificacdo do agente etiologico, as bactérias foram responsaveis por
92,2% dos casos. Salmonella e Escherichia coli foram os principais agentes etioldgicos.
(BRASIL, 2018).

Assim, este estudo visa contribuir com dados sobre as condi¢des higi€nico-sanitarias
das alfaces minimamente processadas comercializadas na cidade de Niterdi, no estado do Rio
de Janeiro, Brasil, bem como revelar seu perfil bacteriano quanto a sensibilidade a antibioticos

e ao sanitizante preconizado para higienizagdo de hortifruticolas (hipoclorito de sddio).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VEGETAIS MINIMAMENTE PROCESSADOS

A Instrugao Normativa SDA/MAPA n° 65 de 09/09/2003, que aprova as Diretrizes
Gerais do Plano Nacional de Seguranga e Qualidade dos Produtos de Origem Vegetal
(PNSQYV), define produtos vegetais minimamente processados como "frutas ou hortaligas, ou
combinagdo destas, que apresentam alteragao apenas fisica, mantendo o estado fresco e natural”
(BRASIL, 2003).

A proposta deste tipo de alimento ¢ viabilizar o preparo de refei¢des de forma facil e
rapida, apresentando como vantagens, além da conveniéncia, o fornecimento de um produto
semelhante, ou muito proximo, ao fresco, com caracteristicas nutritivas e sensoriais preservadas
(BANSAL et al., 2015). Além disso, contribui com a reducao da producao de lixo doméstico,
porque sdo comercializados previamente lavados, cortados e limpos (NASCIMENTO et al.,
2014).

Como limitagdes, estes produtos apresentam o custo mais elevado, maior perecibilidade,
em relacdo aos produtos in natura e desconfianga de alguns consumidores em relacdo a
qualidade, procedéncia e veracidade das informagdes apresentadas (OLIVEIRA e SANTOS,
2015).

2.2 ALFACE MINIMAMENTE PROCESSADA

A tendéncia observada hoje no Brasil, j& comum na Europa e Estados Unidos, ¢ o
aumento do consumo de hortalicas folhosas processadas e embaladas. A alface (Lactuca sativa
L.) é a principal hortali¢a folhosa consumida no Brasil (SALA e COSTA, 2012).

O processamento minimo de alface ¢ descrito pela EMBRAPA em seu Manual de
Seguranca e Qualidade na Produgdao de Alface Minimamente Processada (2004), como

apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma da producédo de alfaces minimamente processadas

Fonte: Adaptada de EMBRAPA, 2004




A producio se inicia com a recep¢do de matéria-prima, etapa em que ocorre a inspe¢ao
da qualidade (Figura 2) e, caso seja verificada a presenca de caracteristicas indesejaveis, como
danos mecanicos, danos por insetos, doencas ou coloracdo inadequada, a matéria-prima ¢

rejeitada (Figura 3) (EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA e SANTOS, 2015).

Figura 2. Recepgao e conferéncia de matéria-prima.

Fonte: EMBRAPA, 2011

Figura 3. Matéria-prima adequada (a) e inadequada (b) para o processamento minimo
Fonte: EMBRAPA, 2011

Na etapa de selecdo, (Figura 4) ocorre o descarte das folhas externas com o objetivo de
uniformizacgdo e padronizag¢do do produto final (EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA e SANTOS,
2015) e reducgdo da contaminac¢do em virtude de sua proximidade com o solo (OLIVEIRA e
SANTOS, 2015).

A pré-lavagem, que tem como objetivo a remover sujidades aderidas a superficie das

folhas e promover o pré-resfriamento das mesmas (Figura 4), ocorre a imersao da matéria-prima
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em agua potavel a baixa temperatura (5 a 10 °C) (EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA e SANTOS,
2015, KLUGE, 2016). O resfriamento rapido, por ser um método econdmico, eficaz e simples
¢ o mais utilizado para hortalicas destinadas ao processamento minimo (KLUGE, 2016), mas o

mesmo também pode se dar em camaras frias (OLIVEIRA e SANTOS, 2015).

Figura 4. Sele¢do de matéria-prima e pré-lavagem manuais

Fonte: EMBRAPA, 2011

Apoés a etapa de pré-lavagem, segue-se a etapa de corte das alfaces. Este, deve ser
realizado em alta velocidade, utilizando sistemas de laminas sempre afiadas para maior precisao
e reducdo das injurias mecanicas no tecido vegetal dessa hortalica. As injirias mecanicas
aceleram a respiragdo celular, liberam enzimas e exsudatos do interior das células vegetais
causando a degradacdo do tecido e oxidagdes enzimdticas (EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA e
SANTOS, 2015). Este processo, que reduz a qualidade e vida util do produto, ¢ denominado
escurecimento enzimatico e ¢ catalisado pela agdo da polifenol oxidase sobre compostos
fenolicos resultando na producdo de polimeros de coloragdo marrom (MAISTRO, 2001;
MATTOS et al., 2007). Pela sua elevada sensibilidade ao escurecimento enzimatico a alface ¢
uma das hortali¢as mais estudadas (MATTOS et al., 2007).

Posteriormente, o processo de lavagem (Figura 5) ocorre em dgua a temperatura de 5 °C
para remover residuos remanescentes e possiveis contaminag¢des oriundas da manipulacao

(EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA e SANTOS, 2015).
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Figura 5. Lavagem com sistema de tambor rotativo

Fonte: EMBRAPA, 2011

Para sanitizacdo (Figura 6), a fim de reduzir a contaminagdo bacteriana, o sanitizante
amplamente utilizado ¢ o hipoclorito de sodio (OSAILI ef al. 2018).

A Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 14, de 28 de fevereiro de 2007, que
aprova o Regulamento Técnico para Produtos Saneantes com Ac¢do Antimicrobiana
harmonizado no ambito do Mercosul, define sanitizante como “um agente/produto que reduz o
numero de bactérias a niveis seguros de acordo com as normas de saude”.

A Portaria da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde SVS — MS n°
152, de 26/02/1999, que aprova o Regulamento Técnico para produtos destinados a desinfec¢do
de agua para o consumo, e de produtos algicidas e fungicidas para piscinas, autoriza o uso de
hipoclorito de sddio para desinfec¢ao de dgua para o consumo humano. A Resolugao RDC n°
77 de 2001, estende este regulamento a produtos para desinfec¢ao de hortifruticolas.

Segundo OLIVEIRA e SANTOS (2015) a sanitizagdo, associada a lavagem eficiente ¢
0 unico tratamento eficaz na redugdo de microrganismos em hortaligas minimamente
processadas e, para esta etapa, recomenda a imersdo das alfaces em dgua clorada (100 ppm) por
15 minutos. EMBRAPA (2004) recomenda o uso de hipoclorito de sédio com concentracao de
100 a 200 ppm, por, pelo menos, 15 minutos. OLIVEIRA e SANTOS (2015) ainda recomendam
posterior enxague em agua clorada (20 ppm).

Segundo LEGNANI e LEONI, (2004), a concentracdo de cloro residual, além das
temperaturas de estocagem, ¢ um dos pontos criticos a serem controlados no processamento

minimo de vegetais.
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Figura 6. Imagem representativa do processo de sanitizagdo

Fonte: EMBRAPA, 2011

A etapa de centrifugacao (Figura 7), tem como objetivo retirar a 4gua da superficie das
folhas, oriunda da sanitizacdo e enxague (EMBRAPA, 2004) e os residuos de exsudatos
remanescentes do corte que favorecem o crescimento microbiano (EMBRAPA, 2004;
OLIVEIRA e SANTOS, 2015). Segundo Oliveira e Santos, 2015, uma centrifugacdo
ineficiente, ao ndo remover toda a agua da superficie, acelera a deteriora¢do, ao passo que,
quando em excesso pode também resultar em reducdo da vida util devido a desidratacao,
causando ressecamento e perda da coloracao natural do produto. Assim deve-se atentar para a
melhor combinagao de tempo e velocidade de centrifugacdo, que deve variar entre 3 ¢ 10

minutos, ajustando-se a velocidade que nao cause dano ao produto.

b
Figura 7. Abastecimento manual da centrifuga com alfaces para etapa de centrifugagio

Fonte: EMBRAPA, 2011

A embalagem ¢ determinante para a vida de prateleira, devendo oferecer condigdes

adequadas para a conservagdo do produto durante o armazenamento, a distribui¢do, a
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comercializacdo e o consumo. Ela deve servir como uma barreira aos danos fisicos e
contaminagdo por microrganismos, insetos e roedores e controlar a entrada de gases e vapor de
agua do ambiente (OLIVEIRA e SANTOS, 2015). A integridade da embalagem deve ser
assegurada e nela devem constar as datas de fabricagdo e de validade, o peso liquido, o
fornecedor e o0 modo de conservagdo (EMBRAPA, 2004). A injecao de ar atmosférico no
interior da embalagem, criando uma “almofada de ar” ¢ capaz de reduzir danos mecanicos aos
produtos, em virtude do amassamento de embalagens (Figura 8) (EMBRAPA, 2011).

Um processo tecnologico exitoso para conservacdo de vegetais minimamente
processados ¢ a embalagem em atmosfera modificada. Este processo consiste na substitui¢do
da atmosfera normal (78 % de N2, 21 % de Oz e 0,03 % de CO.) por uma mistura de gases de
composi¢ao conhecida e otimizada, incluindo a utilizagdo de filmes poliméricos com seletiva
permeabilidade ao 02, CO», etileno (C2Ha), N2 e vapor de agua (ARTES et al., 2006).

A modificac¢do gerada no interior da embalagem resulta dos processos de respiragdo do
produto, difusdo dos gases através da embalagem e permeabilidade do filme, determinando uma
atmosfera final com elevado teor de CO; e baixo teor de O, reduzindo assim a respiragdo
aerdbica, inibindo ou retardando o crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes
e limitando a ocorréncia de reacdes oxidativas, como o escurecimento enzimatico. A atmosfera
modificada pode ser conseguida de forma passiva, como consequéncia da respiracdo e da
permeabilidade seletiva dos filmes ou de forma ativa pela adi¢gdo ou remog¢ao de uma mistura
de gases (KLUGE et al., 2016).

Podem ser utilizadas embalagens flexiveis ou rigidas, com tampas ou recobertas com
filme pléastico esticavel, como por exemplo, o policloreto de vinila (PVC)

(SARANTOPOULOS, 2002 apud EMBRAPA, 2011).
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Figura 8. Acondicionamentos (a) manual e (b) automatizado.

Fonte: EMBRAPA, 2011

ApoOs o embalamento em embalagens primarias, ocorre o embalamento secundario,
quando os produtos sdo colocados em caixas higienizadas para armazenamento e posterior
distribuicdo. Estas embalagens secundarias, também denominadas embalagens de expedig¢do
objetivam facilitar o manuseio mecanico eficiente (EMBRAPA, 2011).

Durante o armazenamento, a temperatura em que este ocorre € relevante para o
retardamento da perda de umidade, e das caracteristicas nutricionais, redu¢do da multiplicacao
microbiana e manutengdo da qualidade sensorial (OLIVEIRA e SANTOS, 2015). O Manual de
Seguranca e Qualidade na Produgdo de Alface Minimamente Processada da EMBRAPA,
recomenda o armazenamento em camara fria (Figura 9) a 5 °C (EMBRAPA, 2004). Para
OLIVEIRA e SANTOS (2015), temperaturas de 5 a 10 °C sdo utilizadas na pratica em funcao
de razdes econdmicas, porém a temperatura ideal para o armazenamento de folhosas ¢ proxima

de 0°C.

Figura 9. Armazenamento refrigerado
Fonte: EMBRAPA, 2011
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A cadeia de frio deve ser mantida durante o processo de distribuicdo, portanto o
transporte deve ser realizado em veiculo refrigerado (Figura 10), a uma temperatura em torno

de 5 °C, segundo OLIVEIRA e SANTOS (2015), ou segundo EMBRAPA (2004) entre 2 e 4°C.

IR

HmmmM | | " "

R
Figura 10. Caminhao refrigerado utilizado para o transporte de hortalicas minimamente processadas.

Fonte: EMBRAPA, 2011

O uso de baixas temperaturas, entre 0 ¢ 5 °C, também deve ser mantido durante a
comercializacdo. Assim, ¢ necessario que as alfaces minimamente processadas sejam

comercializadas dentro de gondolas refrigeradas (Figura 11) (KLUGE et al., 2016).

Figura 11. Comercializacdo de hortalicas minimamente processadas em gondolas refrigeradas.

Fonte: EMBRAPA, 2011

25



2.3 CONTAMINACAO DE ALFACES MINIMAMENTE PROCESSADAS

Desde a fazenda at¢ a mesa do consumidor, sdo inimeros os fatores capazes de
comprometer a integridade microbioldgica dos vegetais. Os riscos durante a pré-colheita, no
entanto, tém sido reconhecidos como um dos mais importantes, pois, se a contaminagao por
patdgenos for estabelecida no campo, a descontaminacao se torna um desafio (ALEGBELEYE,
SINGLETON e SANT ANA, 2018).

A contaminagdo de vegetais ¢ favorecida pela proximidade com o solo, a agua de
irrigacdo contaminada e os trabalhadores agricolas (KARUMATHIL et al., 2016) e tem seu
risco aumentado pelas operagdes de corte, lavagem e embalagem, quando estas sdo realizadas
manualmente (OLIVEIRA e SANTOS, 2015).

A familia bacteriana encontrada com maior frequéncia nos vegetais ¢ a
Enterobacteriaceae (FALOMIR, RICO & GOZALBO, 2013; LEFF & FIERER, 2013), que ¢
composta por bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporulados, podendo
ser moveis ou imdveis e capsulados ou ndo (OSAILI, 2018).

Em todo o mundo, doencas transmitidas por alimentos sdo uma causa significativa de
morbidade e mortalidade, e, embora, criangas, idosos, gestantes e imunocomprometidos,
constituam um grupo de maior risco de contrai-las, ndo se restringem a estes (ALEGBELEYE,
SINGLETON e SANT ANA, 2018).

Segundo Alegbeleye, Singleton e Sant’Ana (2018), muitos surtos de origem alimentar
tém sido associados a vegetais € o grupo microbiano mais comumente envolvido em doengas
transmitidas por alimentos frescos sdo as bactérias. Dentre estas, os principais agentes
etioldgicos, sdo Salmonella spp. e Escherichia coli. Esses dados sao semelhantes aos relatados
pelo Ministério da Satde do Brasil sobre surtos alimentares de uma forma geral (BRASIL,
2018).

Diversos relatos também correlacionam produtos minimamente processados como
importantes veiculos de transmissdo de patdogenos (BEUCHAT, 2002; BERGER et al., 2010;
NEWELL et al., 2010), sobretudo pelo fato dos mesmos ja se apresentarem prontos para o
consumo, nao sofrendo nenhum outro processo antes da ingestdo pelo consumidor
(CARVALHEIRA et al., 2017). A contaminagdo deste produto e o envolvimento deles em
surtos alimentares ¢ um desafio para a seguranga de alimentos (HUSSAIN & GOONERATNE,
2017).
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A alface se destaca como a hortalica folhosa mais popular no Brasil (SALA e COSTA,
2012) e ¢ frequentemente associada a doengas transmitidas por alimentos, sendo fonte comum
de contaminacgao bacteriana (BERGER et al., 2010).

No Brasil, a legislagao vigente, RDC N° 12, de 02 de Janeiro 2001, estabelece como
padrao microbiologico sanitdrio para hortaligas frescas, in natura, preparadas (descascadas ou
selecionadas ou fracionadas) sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para consumo direto, o
limite de 10> Unidades formadoras de colonia (UFC) de Coliformes a 45°C por grama de
produto e auséncia de Salmonella em 25g de produto (Tabela 1). Nao ha, entretanto, parametro

estabelecido para contagem total de aerdbios mesofilos.

Tabela 1. Padriao microbioldgico sanitario para alfaces minimamente processadas.

HORTALICAS, legumes e similares, incluindo COGUMELOS (fungos comestiveis)

b) frescas, "in Toleranci Toleréncia para Amostra

N olerancia para .
natura", preparadas MICRORGANISMO Amostra Representativa
(descascadas ou INDICATIVA
selecionadas ou n c m M
fracionadas)
saniﬁcadas, Coliformes 102 5 2 10 102
refrigeradas ou a45°C/g
congeladas, para
consumo direto, com
excecdo de Salmonella sp/25¢g Aus 5 0 Aus -
cogumelos

Fonte: RDC 12/2001

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida, envolvendo mutagdes em
genes alvo do antibiotico ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias
(ALEKSHUN e LEVY, 2007).

O papel do meio ambiente na origem e transmissao da resisténcia requer mais
investigacdo (BALSALOBRE et al., 2010).

Pesquisas em todo o mundo estdo expandindo seus estudos para além dos hospitais em
busca da presenga de genes resistentes em isolados bacterianos a partir de fontes nao clinicas,

como alimentos, dgua, solo, esgoto e outros (BALSALOBRE et al., 2010; 2014), associando
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esses dados a presenca de antibidticos no meio ambiente, seu uso na terapia veterinaria e na
agricultura (BALSALOBRE et al., 2014).

KARUMATHIL e colaboradores (2016) ressaltam a importancia do monitoramento,
além da diversidade microbiana, também do perfil de resisténcia a antimicrobianos em produtos
frescos, para que avaliagdes de risco e intervengdes adequadas possam ser instauradas.

Os vegetais frescos podem atuar como reservatérios e transportadores de bactérias
resistentes aos antimicrobianos, disseminando esta resisténcia pela cadeia alimentar, carreando-
a da fazenda para os consumidores (FALOMIR, RICO e GOZALBO, 2013; CARVALHEIRA
etal., 2017).

A presenca de microrganismos patogénicos e resistentes a antimicrobianos pertencentes
a familia Enterobacteriaceae em produtos frescos constitui uma ameaca severa ao consumidor
(OSAILI et al. 2018). Isto porque, a escolha do antibidtico se torna limitada, h4 a possibilidade
de falha no tratamento, os microrganismos resistentes adquirem vantagem em uma futura
antibioticoterapia por outras razdes médicas, bem como a resisténcia antimicrobiana pode vir
acompanhada de um possivel maior risco do aumento da viruléncia (GOODERHAM e

HANCOCK, 2009 apud VERRAES, 2013)

2.5 HIPOCLORITO DE SODIO COMO SANITIZANTE DE ALFACES
MINIMAMENTE PROCESSADAS

No processamento minimo, as barreiras de elimina¢do de microrganismos sdo as
tecnologias de barreiras ou obstaculos, as quais incluem lavagem, sanitiza¢ao, embalagem em
atmosfera modificada e refrigeracdo (OLIVEIRA e SANTOS, 2015).

O hipoclorito de s6dio ¢ o agente mais utilizado na sanitizagcio (MACHADO et al.,
2010). Seu mecanismo de acdo consiste em aumentar o pH do meio, o que resulta em
modificagdes na estrutura da célula com consequentes danos @ membrana externa, degeneragao
ou inibi¢do irreversivel das proteinas do citoplasma, além de reagdes de oxidagdo, podendo
haver também, rea¢des de cloraminacao e saponificagdo (Estrela, 2000).

Apesar de sua ampla utilizacdo, estudos tém relatado inumeros isolados bacterianos
evidenciando resisténcia ao cloro. A resisténcia ao cloro, sobretudo de patogenos, pode
contribuir para a reducdo da vida 1til de produtos minimamente processados e envolvimento

destes alimentos em surtos de origem alimentar (MACHADO et al., 2010).
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Estudos tém demonstrado ainda que o estresse ou exposi¢ao bacteriana a condigdes sub-
letais podem induzir a resisténcia antimicrobiana. Fato relevante, visto que a sanitizagdo de
alfaces minimamente processadas utilizando hipoclorito de s6dio, embora, tenha como objetivo
areducao da carga microbiana, pode resultar em microrganismos sobreviventes, estressados ou
danificados subletalmente. (VERRAES et al.,, 2013).

Nos diversos estudos que tém sido realizados para avaliagdo da eficacia do hipoclorito
de sodio sobre cepas bacterianas inoculadas em vegetais, segundo Silva e colaboradores 2003,
ha uma grande variacdo nas condicdes dos ensaios realizados, pois estes ndo relatam
minuciosamente a metodologia utilizada e ndo padronizam importantes varidveis como a
concentra¢do do desinfetante, tempo de contato, temperatura, forma de preparagao do indculo,
superficie inoculada e a forma como a populagdo microbiana sobrevivente foi quantificada.
Sendo assim, faz-se necessario a padronizacdo de métodos de determinacao de eficacia de
sanitizantes contra patdgenos em frutas e vegetais (BEUCHAT, 2001)

Segundo Silva e colaboradores (2003) o método de suspensdo, quando os
microrganismos sao suspensos diretamente na solucao desinfetante, além de ser mais barato,
mais simples e menos trabalhoso, quando comparado a inoculagdo direta dos microrganismos
em vegetais, apresenta como vantagem permitir a comparagdo dos resultados obtidos em
qualquer laboratdrio, entretanto apresenta a limitacao de ndo reproduzir as condi¢des de adesao

e biofilme observados na desinfec¢do de vegetais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, quanto ao perfil de sensibilidade a antibidticos e a hipoclorito de sodio,
bactérias isoladas de alfaces minimamente processadas comercializadas no municipio de

Niteroi, Rio de Janeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Quantificar microrganismos aerdbios mesofilos em alfaces minimamente
processadas comercializadas na cidade de Niter6i/RJ;

b) Isolar coliformes e Salmonella presentes nas amostras;

c) Caracterizar os isolados obtidos quanto a sensibilidade a antibioticos;

d) Caracterizar os isolados obtidos quanto a sensibilidade ao hipoclorito de sédio;

e) Correlacionar os perfis de resisténcia a antibioticos e a hipoclorito de sddio
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4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAGEM

Foram coletadas, no periodo de Maio a Dezembro de 2018, 13 amostras de alfaces

minimamente processadas, de diferentes variedades, em trés diferentes mercados locais na

cidade de Niter6i, Rio de Janeiro, sendo um hortifruti, onde as alfaces eram processadas no

proprio local de venda e dois supermercados, onde as amostras eram oriundas de processamento

industrial (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo das amostras de alface minimamente processadas

Identificacio

Amostra

Forma de

Local de coleta
processamento

>

Alface americana

Alface crespa

Alface americana

Hortifruti Local

Alface roxa

Alface crespa

Alface lisa

Alface lisa

Alface americana

Alface roxa

Supermercado 1

Industrial

Alface crespa organica

Alface americana organica

Alface americana organica

20| R|l=|—=|Z|Q|m|m|lg|la|lw

Alface lisa organica

Supermercado 2
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Figura 12. Amostras (a) alface roxa (b) alface crespa e (c) alface lisa

Fonte: Autora

4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram transportadas sob refrigeracdo em bolsa térmica contendo gelo
reciclado até o Laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Rio de Janeiro, ¢ submetidas as analises
microbiologicas em até 2 h apds aquisi¢ao das mesmas.

No laboratério, a embalagem de cada produto foi higienizada com alcool a 70% (v/v) e
as amostras foram identificadas sequencialmente por letras. As embalagens foram abertas com
auxilio de tesoura estéril. As folhas de alface foram picadas e retiradas da embalagem com
auxilio de pinga estéril. Em seguida, 25 g do alimento foram transferidos, sob condi¢des
assépticas, para frasco reagente contendo 225 mL de Agua Peptonada Tamponada estéril a 1%
(p/v) com posterior homogeneizagio manual e diluicdes seriadas (até 107%).

As diluigdes, assim obtidas, foram usadas nos métodos descritos nos itens 4.3 a 4.5 deste

trabalho.
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Figura 13. Embalagem de alface crespa aberta para pesagem

Fonte: Autora

4.3 CONTAGEM DE AEROBIOS MESOFILOS

A contagem de aerdbios mesoéfilos foi realizada pela inoculagao em duplicata de 0,1 mL
de cada diluigdo em placas estéreis contendo Agar Padrdo para Contagem (PCA), seguido do
espalhamento do in6culo com auxilio de al¢a de Drigalski, e posterior incubagdo a 37°C por

48h.

4.4 PESQUISA DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES

A pesquisa de Coliformes Termotolerantes foi realizada conforme preconizado pela
Instrucdo Normativa n® 62. Para tanto foi realizada a inoculagdo em duplicata de 0,1 mL de
cada dilui¢io em Agar Vermelho Violeta Bile com Lactose (VRBL), seguido do espalhamento
do in6culo na superficie do meio com auxilio de al¢a de Drigalski e incubagdo a 37 °C por 48h.

As colonias tipicas e atipicas isoladas receberam identificagdo numérica sequencial,

sendo posteriormente repicadas em Agar Nutriente, com incubagdo a 37 °C por 24h. Apos
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isolamento, as bactérias foram preservadas por congelamento, entre -4 e -20°C, em caldo
triptona de soja (TSB) contendo 20% (v/v) de glicerol.

A confirmagdo de Coliformes Termotolerantes foi feita pela inoculagdo das coldnias
suspeitas em Caldo E. coli (EC) e incubagao em banho-maria a 45 °C por 24 a 48 h. A presenca
de Coliformes Termotolerantes ¢ confirmada pela formacdo de gés nos tubos de Durhan,

originado da fermentacdo da lactose presente no meio.

4.5 PESQUISA DE Salmonella

Inicialmente foi realizada a etapa de pré-enriquecimento, quando as dilui¢des 107! foram
incubadas a 37 °C por 18 a 24 h. Apds incubagdo, o enriquecimento seletivo foi realizado
transferindo-se 0,1 mL do caldo de pré-enriquecimento para tubo contendo 10 mL de Caldo
Rappaport Vassiliadis, 1 mL para tubo contendo 10 mL de Caldo Selenito-Cistina e 1 mL para
tubo contendo 10 mL de Caldo Tetrationato com posterior incubagao a 41 °C em banho-maria
por 24 a 30 h. O plaqueamento diferencial foi realizado a partir de cada tubo de enriquecimento
seletivo, quando foi estriada uma algada em Agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose (BPLS), repetindo o mesmo procedimento para Agar Xilose Lisina Desoxicolato

(XLD) e Agar Salmonella-Shigella (SS) com posterior incubagio a 37 °C por 18 a 24 h.

4.6 PRESERVACAO DOS ISOLADOS OBTIDOS

As colonias tipicas e atipicas obtidas nos varios meios de cultura utilizados foram
repicadas em Agar Nutriente, com posterior incubagdo a 37 °C por 24 h e posteriormente
preservados pela transferéncia para Eppendorf contendo aproximadamente 2 mL de Caldo TSB

com 20% de glicerol (v/v) e, em seguida, armazenados em freezer, entre -4 e -20 °C.
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4.7 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS OBTIDOS

Os isolados foram reativados em TSA, com incubagao a 37 °C por 24 h e a identificacao
realizada por espectrometria de massa, baseada na Ionizagdo/Dessor¢ao de Matriz Assistida por
Laser - MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight), utilizando
o equipamento MALDI Biotyper (Bruker®) do Laboratorio de Investigacdo em Microbiologia
Médica (LIMM) (Figura 14), do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Coldnias do
Microrganismo

Microrganismo
aplicado a placa

Microrganismo recoberto
por matriz de HCCA

Obtencdo do espectro de
massa por MALDI-TOF

Comparacdo com espectros de
referéncia de base de dados

Identificacdao da espécie | —

Figura 14. Procedimento simplificado da identificacdo dos isolados bacterianos por MALDI-TOF
Fonte: Sociedade Brasileira de Microbiologia, 2016

Os isolados bacterianos receberam score de identificagdo conforme valores de

pontuagdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Interpretacio dos valores de pontuacio obtidos por MALDI-TOF

Alcance Descrigao Simbolo Cor

2.300 - 3.000

(+++) Verde

2.000 - 2.299 (++) Verde

1.700 - 1.999 Identificagdo provavel de género (+) Amarelo

Fonte: Bruker, 2019

4.8 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIBIOTICOS

Os isolados bacterianos, identificados a nivel de espécie, isto ¢, que receberam score de
identificacdo acima de 2.000, foram selecionados para caracterizacdo do perfil de resisténcia
frente aos antibidticos descritos na tabela 4, pelo método de difusdo em disco, também
conhecido como Kirby-Bauer, descrito em Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Apos
reativacdo dos isolados em TSA e incubagdo a 37 °C por 24 h, as cepas foram transferidas para
tubos contendo solucdo de Cloreto de sodio (NaCl) 0,85% (p/v) até obtencao de turvacao
compativel com a escala 0,5 Mc Farland. Em seguida, com auxilio de swab estéril, cada isolado
foi semeado por toda a superficie do meio Agar Mueller Hinton, sendo posteriormente
posicionados na superficie do meio os discos impregnados com os antibidticos. As placas
contendo os discos de antibidticos foram incubadas a 37 °C por 24 h, procedendo-se a leitura
dos halos de inibicdo e classificagao dos isolados como sensivel (S), intermediario (I) ou
resistente (R), conforme interpretacdo do manual CLSI (2018). Os isolados que apresentaram
resisténcia a, pelo menos, trés antibidticos de classes diferentes, foram classificados como

multirresistentes.
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Tabela 4. Antibidticos empregados no estudo

Classe Antibiotico Codigo
Penicilinas Ampicilina AMP 10
Combinagao de agentes Ampicilina + Subactam APS 20
B-lactimicos Amoxacilina + Ac. AMC 30
Clavulanico
Piperaciclina + Tazobactam PIT 110
Tetraciclinas Tetraciclina TET 30
Monobactamcos Aztreonam ATM 30
Cefalosporinas — 2* Cefoxitina CFO 30
geragao Cefuroxima CRX 30
Cefalosporinas — 3* Cefotaxima CTX 30
geracao Ceftazidima CAZ 30
Cefalosporinas — 4* Cefepime CPM 30
geragao
Quinolonas Ciprofloxacina CIP 05
Anfenicois Cloranfenicol CLO 30
Carbapenémicos Ertapenem ERT 10
Imipenem IPM 10
Aminoglicosideos Gentamicina GEN 10
Tobramicina TOB 10
Sulfonamidas Sulfametoxazol-Trimetoprima SUT 25

4.9 TESTE DE SENSIBILIDADE AO HIPOCLORITO DE SODIO

4.9.1 Determinacio do teor de cloro ativo na agua sanitaria comercial utilizada

para preparo da solucio de hipoclorito de sodio

Foi utilizada agua sanitaria comercial, adquirida em supermercado local, cujo rétulo
recomendava, entre outras aplicagdes, a desinfec¢do de frutas, verduras e congéneres.
O teor de cloro ativo (Cly) foi verificado em triplicata, pelo método iodométrico
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(VOGEL et al; 2008), no Laboratorio de Quimica Analitica do IFRJ.

4.9.1.1 Preparo da amostra

Foram transferidos, com uso de pipeta volumétrica, 25 mL da amostra de dgua sanitaria
para um baldo volumétrico de 250 mL sendo o volume ajustado para 250 mL com a adicao de

agua deionizada.

4.9.1.2 Titulagao

Foram transferidos, com o auxilio de pipeta volumétrica 20 mL da solugdo de agua
sanitaria para um frasco de indice de iodo de 500 mL e acrescentado 100 mL de agua
deionizada. Foram adicionados 1,5 g de KI s6lido e 10 mL de H2SO4 1 N e o frasco foi tampado
imediatamente. Em torno da borda foi adicionado solugdo selo de iodo e em seguida o frasco
foi deixado em repouso por trés minutos em local escuro.

O frasco foi entdo destampado e, apos a solugdo selo cair em seu interior, carregando
vapores de iodo, foi feita a titulagdo até obtencao da coloragdo amarela.

Apos acrescentar 70 mL de dgua deionizada e 2 mL de goma de amido, a titulacdo foi
completada até o ponto de viragem, evidenciado pelo desaparecimento da cor azul, conforme
apresentado na Figura 15.

Apo6s obtengao dos resultados da titulacdo iodométrica, foi calculado o teor de cloro

ativo da 4gua sanitéria.
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Figura 15. Coloragéo da (a) azul escura do complexo amido-I13 desaparece, gerando uma (b) solugdo incolor.

Fonte: Autora

4.9.2 Preparo da solucio estoque de hipoclorito de sodio

Considerando a concentragao de cloro ativo obtida a partir da titulacao realizada, uma
solucao estoque de 250 mL de hipoclorito de sodio a 400 ppm foi preparada, diluindo-se 4 mL

da agua sanitaria comercial em 250 mL de dgua destilada estéril.
4.9.3 Teste de suspensao bacteriana

Os isolados bacterianos, identificados a nivel de espécie, isto ¢, que receberam score de
identificacdo acima de 2.000, foram selecionados para caracterizacdo do perfil de resisténcia
frente ao hipoclorito de sddio nas concentragdes 200 ppm, 100 ppm e 50 ppm, pelos tempos de
contato de 10, 15 e 20 minutos, conforme método sugerido pela Portaria n® 101 de 1993, com
adaptagdes para microtitulagao em caldo.

Apos a reativagdo dos isolados em Agar triptona de soja (TSA) e incubagdo a 37 °C por
24 h, as cepas foram transferidas para tubos contendo solugdao NaCl 0,85% (p/v) até obtencao
de turvagdo compativel com a escala 0,5 Mc Farland, que corresponde a aproximadamente 108
UFC/mL. Em seguida esta solu¢do foi diluida 1:100 para se obter uma concentragio de 10°

UFC/mL, a fim de que, quando 10pL do indculo fossem adicionados a solugao de hipoclorito
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de sédio, a concentracdo final de bactérias do teste fosse, aproximadamente, 10° UFC/mL (ou
10* UFC/poco considerando o volume final de reagdo de 100 pL).

Todos os pogos das microplacas receberam 100 pL de agua destilada estéril. Foram
feitas dilui¢des sucessivas adicionando 100 pL de solugdo de hipoclorito de sddio 400 ppm e
transferindo, ap6s homogeneizagdo, 100 pL da coluna anterior para coluna seguinte, obtendo-
se as concentragdes 200ppm, 100ppm e 50 ppm.

Posteriormente foram adicionados 10 pL do indculo e, apos os tempos de contato de 10,
15 e 20 min, 10 pL foram transferidos para pogos de uma segunda microplaca contendo 100
uL de TSB com 1% de tiossulfato de sodio, para inativacdo do hipoclorito de sodio, evitando,

assim, interferéncia de cloro residual.

As microplacas foram incubadas a 37°C, procedendo-se a leitura, apds 96 h observando-
se o crescimento microbiano, evidenciado pela turvagao.

Para controle positivo foi utilizado TSB com tiossulfato de sédio 1% (p/v) acrescido do
indculo, para controle negativo TSB com tiossulfato de s6dio 1% (p/v) e hipoclorito e para o
teste de esterilidade do meio, foi adicionado ao respectivo pogo somente o meio de cultura TSB

com 1% (p/v) de tiossulfato de sodio.

As figuras 16 e 17 apresentam os esquemas do teste de suspensdo adaptado para
microtitulagdo.

200 ppm
100 ppm
50 ppm

G A D e S T SRR T D
AOOOOOOOCOOOOOO0O |
BOOO0O00000000 |
cOOOOOODOOUOOOUDO |
elelelole elelelele elell
EQOOCOOOCOOO0O0O0 |
FOOO00000000O0 |
Jelslelslelolelolelelelel
HOOCOOOOLOOLOOOL |

Figura 16. Esquema das microplacas utilizadas para contato dos isolados com o hipoclorito de sddio nas

concentragdes 200 ppm, 100 ppm e 50 ppm.
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Figura 17. Esquema das microplacas utilizadas para incubacao apds os tempos de contato com as

variadas concentracdes
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AEROBIOS MESOFILOS

As alfaces minimamente processadas analisadas neste estudo apresentaram contagens
de aerdbios mesofilos entre 4,60 e 7,48 log UFC/g (Tabela 5), revelando uma menor amplitude
de valores que Szabo e colaboradores (2000) que obtiveram contagens de aerdbios mesofilos

entre 3 ¢ 9 log UFC.g\.

Tabela S. Popula¢io de aerdbios mesofilos presentes em alfaces minimamente processadas

comercializadas em Niteroi/RJ

Identificacio Amostra Meséfilos Log (UFC.g™)
A Alface americana 5,84
B Alface crespa 6,36
C Alface americana 7,48
D Alface roxa 6,20
E Alface crespa 5,83
F Alface lisa 6,00
G Alface lisa 6,03
H Alface americana 4,60
I Alface roxa 6,96
J Alface crespa organica 7,37
K Alface americana organica 5,44
L Alface americana organica 5,86
M Alface lisa organica 5,31
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Embora o Brasil ndo estabele¢a padrdo para contagem total de aerdbios mesofilos,
alguns paises o fazem. Franca e Alemanha especificam limite de 7,7 log UFC.g"! em vegetais
prontos para o consumo (LEGNANI e LEONI, 2004). Japao especifica, que para vegetais
frescos, a contagem padrio de mesdfilos considerada segura é inferior a 5 log UFC.g™!
(MAISTRO, 2006 apud SANTOS, 2010). Considerando os padrdes de Franca e Alemanha,
todas as amostras estariam satisfatorias. J4, considerando o padrdo mais rigido do Japao, 12
amostras estariam insatisfatorias, o que corresponde a, aproximadamente, 92%.

Segundo Brackett e Splitstoesser (2001) apud SANTOS, 2010, os microrganismos
aerobios mesofilos componham a microbiota normal de vegetais frescos e tenham pouca relagao
com qualidade ou seguranca da matéria-prima, este pardmetro nos oferece importante
informacao quanto a vida util dos minimamente processados. Isto porque, segundo SANTOS,
2010, estes microrganismos participam ativamente da deterioragao destes alimentos e sobretudo
pelo fato de serem mais pereciveis do que as matérias primas, devido as injurias oriundas do
processo e ao maior teor de umidade nas embalagens fechadas.

Considerando como limite 10® UFC/g, contagem em que, quando excedida, a maioria
dos alimentos apresentam alteragcdes organolépticas detectaveis, 7 amostras (53,85%) estariam
reprovadas, embora, visualmente se apresentassem adequadas ao consumo.

Microrganismos meso6filos indicam também abuso do bindmio tempo/temperatura, o

que favorece a deterioracdo dos produtos e a multiplicacao de patdgenos.

5.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os géneros predominantemente isolados foram Enterobacter (21%) e Pseudomonas
(18%) (Grafico 1). Este dado ¢ corroborado pelos resultados apresentados por Marchetti et al.,
1992 apud MAISTRO, 2005, que relatam que em vegetais minimamente processados

predominam estes géneros.
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Grifico 1. Prevaléncia de géneros bacterianos isolados de alfaces MP

comercializadas em Niteroi/RJ

As espécies predominantemente isoladas foram Enterobacter cloacae (18%) e
Citrobacter freundii (18%) (Gréfico 2). Osaili et al., 2018, isolou de amostras de alface iceberg
frescas, predominantemente, Klebsiella pneumoniae, seguido por Enterobacter cloacae.

E. cloacae, embora amplamente encontrado na natureza, também ¢ considerado
patogeno e figura entre os mais frequentes causadadores de infecgdes nosocomiais (DAVIN-
REGLI e PAGES , 2015)

Citrobacter freundii, anteriormente conhecido como contaminante ambiental ou de
baixa viruléncia, hoje ¢ conhecido por causar infe¢des envolvendo trato urinario, figado,
peritoneo, intestinos, 0ssos, trato respiratdrio, endocardio, meninge e corrente sanguinea.
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Grifico 2. Espécies bacterianas isoladas de alfaces minimamente processadas comercializadas na

cidade de Niteroi/RJ

Escherichia coli foi detectada em duas amostras (15%) (Tabela 6), valor numericamente
coincidente, porém percentualmente superior, ao encontrado por Brandao e colaboradores,

2014 que também detectaram E. coli em duas amostras, porém estas correspondiam a apenas

45



6,7% das amostras analisadas de alfaces MP comercializadas no Rio de Janeiro. A presenca de
E. coli em vegetais frescos ¢ indicador de contaminagdo fecal (Loncarevic et al., 2005) e de
sanitizagdo deficiente (Brandao et al., 2014).

Leclercia adecarboxylata foi detectada em duas amostras (15%) (Tabela 6). Hafnia
alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella variicola e Pantoea agglomerans,
Raoultella ornithinolytica, Raoultella terrigena foram detectadas em uma amostra (8%)
(Tabela 6). Espécies semelhantes foram isoladas por Osaili e colaboradores, 2018 em alfaces
comercializadas na Jordania.

Nao houve deteccao de Salmonella em nenhuma das amostras analisadas (Tabela 6),
indicando baixa incidéncia deste patégeno nas alfaces minimamente processadas
comercializadas na cidade de Niter6i/RJ e conformidade das amostras a RDC 12/2001, que
estabelece como parametro auséncia de Salmonella em 25 gramas de amostra analisada.

Este resultado coincide com o estudo realizado por Brandao e colaboradores, 2014, que
também ndo encontraram Salmonella em amostras de alfaces minimamente processadas
comercializadas na cidade do Rio de Janeiro/RJ.

Santos ¢ colaboradores, 2010 ao analisarem frutas e hortaligas minimamente
processadas comercializadas na regido de Campinas/SP, entre as quais se encontravam alfaces,
também verificaram auséncia de Salmonella.

Segundo Barbosa e colaboradores (2016), outros estudos realizados afirmam que a
contaminagdo de Salmonella spp em hortalicas e frutas ¢ mais rara, ndo sendo comum
ultrapassar os 20% das amostras analisadas.

Houve deteccao de Lactococcus lactis em uma amostra (8%) (Tabela 6). Bactérias acido
laticas foram detectadas em saladas folhosas mistas quando a temperatura de armazenamento
nao foi mantida de forma correta (30°C) (Francis et al., 1999 apud MAISTRO, 2005).

Pseudomonas putida foi isolada em quatro amostras (31%), sendo esta a espécie de
Pseudomonas mais distribuida entre as alfaces MP analisadas (Tabela 6).

Esta espécie ¢ encontrada freqlientemente em nichos ambientais e, embora, raramente
cause doengas em seres humanos, ha relatados de infecgdes e graves surtos relacionados a ela.
Ha sobre esta espécie, ainda, a sugestdo de que funcione como uma plataforma de troca de
genes de resisténcia a antibioticos, exercendo papel importante na disseminagdo desses genes
para organismos mais patogénicos dentro de um hospital (PETER et al., 2017).

A troca de genes de resisténcia a antibioticos entre P. putida e¢ a Pseudomonas
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aeruginosa mais virulenta, embora pouco compreendida, ¢ relevante no que tange ao
planejamento de estratégias eficientes de controle de infecg¢ao hospitalar, como, por exemplo,
a decisao de isolar ou nao pacientes de alto risco colonizados por esta espécie, quando, esta,

embora tipicamente de baixa patogenicidade, revelar-se multirresistente (PETER et al., 2017)

Tabela 6. Distribuicdo das espécies bacterianas isoladas de

alfaces minimamente processadas comercializadas em Nitero6i/RJ

Amostras
Isolados positivas
n %
Enterobacter cloacae 7 54
Citrobacter freundii 6 46
Citrobacter braakii 4 31
Pseudomonas putida 4 31
Acinetobacter johnsonii 3 23
Escherichia coli 2 15
Leclercia adecarboxylata 2 15
Enterobacter asburiae 1 8
Hafnia alvei 1 8
Klebsiella oxytoca 1 8
Klebsiella pneumoniae 1 8
Klebsiella variicola 1 8
Lactococcus lactis 1 8
Pantoea agglomerans 1 8
Pseudomonas aeruginosa 1 8
Pseudomonas fulva 1 8
Raoultella ornithinolytica 1 8
Raoultella terrigena 1 8

Pseudomonas aeruginosa foi isolada de uma amostra (8%). Esta espécie ¢ considerada

um patogeno oportunista, entretanto ha relatos de infeccdes em hospedeiros saudaveis
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(HATCHETTE, GUPTA e MARRIE, 2000 apud ALLYDICE-FRANCIS e BROWN, 2012).
Ha ainda evidéncias que sugerem ndo haver grande diferenga, em relacdo a viruléncia, entre
isolados clinicos e isolados ambientais (ALLYDICE-FRANCIS ¢ BROWN, 2012). A
contaminagdo de vegetais por P. aeruginosa pode ocorrer no campo, durante a colheita e
processamento. O consumo de vegetais crus contaminados por este microrganismo pode
resultar em implicagdes graves para a saude humana (BEUCHAT, 1996 apud ALLYDICE-
FRANCIS e BROWN, 2012)

Acinetobacter johnsonii foi isolado em trés amostras (23%) (Tabela 6). Carvalheira e
colaboradores (2017), também encontraram isolados de Acinetobacter johnsonii (26,5%) em

alfaces prontas para o consumo comercializadas em Portugal.

5.3 PERFIL DE SENSIBILIDADE A ANTIBIOTICOS

5.3.1 Perfil de sensibilidade a antibioticos de Enterobacteriaceae

A multirresisténcia antimicrobiana foi evidenciada por 15 isolados (37,5%), estes
pertenciam as espécies Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae e
Citrobacter braakii (Tabela 7).

O teste de sensibilidade antimicrobiana de enterobactérias isoladas de alfaces
minimamente processadas comercializadas na cidade de Niterdi revelou maior sensibilidade a
Tetraciclina, Cefuroxima e Cloranfenicol (97,5%), seguida por Ertapenem e Sulfametoxazol-
Trimetropim (95%) (Tabela 8).

A maior resisténcia foi apresentada frente a Ampicilina (53%), Cefoxitina (52,5%) e
Amoxicilina/Acido Clavulanico (47,5%). Nenhum dos isolados evidenciou resisténcia frente a
Piperaciclina + Tazobactam, Tetraciclina, Cefuroxima, Ceftazidima, Ciprofloxacina,
Cloranfenicol, Gentamicina e Trobramicina (Tabela 8). A cepa mais resistente foi Enterobacter
cloacae, que apresentou resisténcia frente a cinco antibidticos, Ampicilina, Ampicilina +
Sulbactam, Amoxacilina + Ac. Clavulanico, Cefoxitina, Cefotaxima (Tabela 15).

Nascimento e colaboradores, 2005 em estudo realizado em Sado Luis/MA, também
verificaram resisténcia antimicrobiana em enterobactérias isoladas de alfaces, sendo a
Cefotaxima o Unico antibidtico eficaz contra todos os isolados testados e Klebsiella pneumoniae

a cepa mais resistente.
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Tabela 7. Perfil de resisténcia e multirresisténcia antimicrobiana de enterobactérias
isoladas de alfaces minimamente processadas comercializadas em Niteroi/RJ

RESISTENCIA ISOLADOOS

n %

Resisténcia a 1 antibidtico 6 15
Resisténcia a 2 antibidticos 9 22,5
Resisténcia a 3 antibidticos 11 27,5
Resisténcia a 4 antibioticos 3 7,5
Resisténcia a 5 antibidticos 1 2,5
Multirresisténcia 15 37,5

49



Tabela 8. Perfil de sensibilidade antimicrobiana de Enterobacteriaceae isoladas de

alfaces minimamente processadas comercializadas na cidade de Niter6i/RJ
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5.3.2 Perfil de sensibilidade de Pseudomonas aeruginosa a antibioticos

Todos os isolados de Pseudomonas aeruginosa obtidos de alfaces minimamente
processadas comercializadas na cidade de Niterdi apresentaram sensibilidade a Piperaciclina +
Tazobactam, Ceftazidima, Cefepime, Ciprofloxacina, Imipenem e Trobramicina (Tabela 9).

Foi verificada resisténcia a Gentamicina em um (25%) isolado.

Nao houve deteccdo de Pseudomonas aeruginosa multirresistente frente aos
antibioticos testados (Apéndice 2).

ALLYDICE-FRANCIS e BROWN, 2012, ao analisarem noventa ¢ cinco amostras de
vegetais frescos na Jamaica, dentre os quais 15 amostras eram de alface, isolaram Pseudomonas
aeruginosa de sessenta amostras de vegetais e catorze amostras de alface. Dentre os isolados
obtidos de vegetais, verificaram cepas que apresentam resisténcia a trés (23%), quatro (35%) e
cinco (20%) antibioticos. Dois isolados apresentaram resisténcia a seis antimicrobianos, ambos

foram isolados de alface.

5.3.3 Perfil de sensibilidade de Acinetobacter sp a antibioticos

Nenhum dos isolados de Acinetobacter sp foi sensivel a Tobramicina (Tabela 10).

Foi verificada resisténcia frente aos antibioticos Ampicilina, Amoxicilina/ Acido
Clavulanico e Gentamicina em um isolado (50%) (Apéndice 3).

Carvalheira e colaboradores (2017), verificaram que aproximadamente 29.8% das cepas
de Acinetobacter sp isoladas de alfaces e frutas comercializadas em Portugal eram

multirresistentes.
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Tabela 9. Perfil de sensibilidade antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

alfaces minimamente processadas comercializadas na cidade de Niter6i/RJ
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Tabela 10. Perfil de sensibilidade antimicrobiana de Acinetobacter sp. isolados de
alfaces minimamente processadas comercializadas na cidade de Niter6i/RJ
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5.4 PERFIL DE SENSIBILIDADE AO HIPOCLORITO DE SODIO

5.4.1 Determinacao do teor de cloro ativo na agua sanitaria comercial utilizada

para preparo da solucio de hipoclorito de sodio

A tabela 11 mostra os volumes obtidos em triplicata na titulagdo iodométrica da agua

sanitaria utilizada para preparo da solucao mae.

Tabela 11. Volumes de titulante consumidos na titulacao iodométrica

Ensaio Volume (mL)
1 14,35
2 14,40
3 14,40
Média 14,38

Calculo:

Dados: MM Cl, = 70,906 g/mol
mEg = MM /2000 = 0,035453

% cloro ativo = 100 x [Na2S203]x Vit x meg Clo X Vpalio
% cloro ativo = 100 x 0,09706 x 14x 0,035453 x 250
25xVo

% cloro ativo = 2,47%
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5.4.2 Perfil de sensibilidade de Enterobacteriaceae ao hipoclorito de sodio

Entre os isolados de Enterobacteriaceae, houve elevada verificacdo de resisténcia a
concentracdo de 50 ppm de cloro ativo com 10 minutos de contato (Tabela 12) e ainda se
verificou isolados que apresentaram resisténcia 8 mesma concentragdo com 15 minutos e até 20
minutos de contato.

Também verificou-se resisténcia em alguns isolados a 100 ppm de cloro ativo com 10
minutos, 15 minutos e 20 minutos (Tabela 12).

A concentracdo de cloro ativo de 200 ppm mostrou-se eficaz contra todos os isolados
de Enterobacteriaceae nos tempos 10, 15 e 20 minutos (Tabela 12).

Um isolado de Enterobacter cloacae, multirresistente, apresentou resisténcia ao
hipoclorito de sddio na concentragdo de 100 e 50 ppm nos tempos 10, 15 ¢ 20 minutos. A
sensibilidade foi verificada somente frente a 200 ppm nos trés tempos distintos.

Nascimento e colaboradores, 2003 relataram reducgdo de coliformes totais de 1,91 log

UFC/g ap6s sanitizagdo de alface com hipoclorito de sédio 200 ppm por 15 minutos.

5.4.3 Perfil de sensibilidade de Pseudomonas sp ao hipoclorito de sodio

Todos os isolados de Pseudomonas putida revelaram-se sensiveis a exposi¢ao ao cloro
ativo nas concentragoes 50 ppm, 100 ppm e 200 ppm pelos tempos de contato de 10, 15 e 20
minutos. Verificou-se que dois isolados de Pseudomonas aeruginosa revelaram elevada
resisténcia ao hipoclorito de sddio, mostrando-se sensiveis somente a concentragao de 200 ppm

por 15 e 20 minutos (Tabela 13).
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Tabela 12. Perfil de sensibilidade de enterobactérias isoladas de alfaces minimamente processadas

comercializadas em Niterdi/RJ ao hipoclorito de sédio

ISOLADO

TESTE DE SUSPENSAO
10 minutos 15 minutos 20 minutos
200 100 50 200 100 50 200 100 50

Enterobacter cloacae
Klebsiella variicola
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter freundii
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Citrobacter braakii
Escherichia coli
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Raoultella ornithinolytica
Citrobacter braakii
Leclercia adecarboxylata
Enterobacter asburiae
Raoultella terrigena
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Leclercia adecarboxylata
Pantoea agglomerans
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Hafnia alvei
Citrobacter braaki
Citrobacter freundii
Klebsiella oxytoca
Citrobacter braaki
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Tabela 13. Perfil de sensibilidade de Pseudomonas sp isoladas de alfaces minimamente

processadas comercializadas em Niterdi/RJ

TESTE DE SUSPENSAO
ISOLADO 10 minutos 15 minutos 20 minutos
200 100 50 200 100 50 200 100 50

9]
w2
w2
w2
w2
w2
w2
w2

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas fulva
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
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Pseudomonas aeruginosa

5.4.4 Perfil de sensibilidade de Acinetobacter sp ao hipoclorito de sodio

Um dos isolados de Acinetobacter johnsonii revelou-se resistente a concentracao de 50

ppm por 10 minutos (Tabela 14).

Tabela 14. Perfil de sensibilidade de Acinetobacter sp isolados de alfaces minimamente

processadas comercializadas em Niter6i/RJ ao hipoclorito de sédio

TESTE DE SUSPENSAO
ISOLADO 10 minutos 15 minutos 20 minutos
200 100 50 200 100 50 200 100 50
Acinetobacter johnsonii S S S S S S S S S
Acinetobacter johnsonii S S R S S S S S S

5.5 CORRELACAO DOS PERFIS DE SENSIBILIDADE DE ANTIBIOTICOS E
HIPOCLORITO DE SODIO

Entre os dez isolados de enterobactérias que apresentaram alguma resisténcia ao cloro,
oito (80%) evidenciaram também resisténcia a, pelo menos, um dos antibioticos testados.
Quatro isolados (40%), das espécies Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Citrobacter

braakii e Enterobacter cloacae que apresentaram resisténcia ao cloro, evidenciaram
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multirresisténcia a antibioticos (Tabela 15). Este resultado corrobora o relatado por Verraes e
colaboradores, 2013 de que células estressadas ou danificadas subletalmente, apds serem
submetidas ao processamento minimo podem ser induzidas a expressao de resisténcia
antimicrobiana.

Entre os isolados de Pseudomonas aeruginosa ndo foi observada correlagdo direta entre
a resisténcia ao hipoclorito de sdédio e aos antibidticos testados, visto que, os isolados que
revelaram elevada resisténcia ao cloro ativo, ndo evidenciaram resisténcia a nenhum dos
antibioticos testados (Tabela 16). Este resultado vai ao encontro do relatado pelo Organizagao
Mundial da Saude, que considera P. aeruginosa um microrganismo moderadamente resistente
ao cloro (WHO, 2003 apud MEDEIROS et al., 2007), entretanto, ndo corrobora a teoria de que
bactérias que sobrevivem a cloragao apresentam uma relagdo com multirresisténcia, indicando
que o cloro pode selecionar as linhagens mais resistentes a antibidticos (Pellegrino ef al., 2002
apud MEDEIROS et al., 2007).

Um isolado de Acinetobacter johnsonii que apresentou resisténcia a concentragao de 50
ppm por 10 minutos evidenciou multirresisténcia antimicrobiana, revelando-se resistente aos
antibidticos Ampicilina, Amoxicilina + Acido Clavulanico ¢ Ertapenem e ainda sensibilidade
intermediaria a Ceftazidima e a Tobramicina (Tabela 17). Este resultado permite que se faga a

correlagdo entre a resisténcia ao hipoclorito de sddio e aos antibidticos testados.

57



Tabela 15. Correlacio do perfil de resisténcia a antibioticos e a hipoclorito de sédio de Enterobacteriaceae

isoladas de alfaces minimamente processadas comercializadas em Niteroi/RJ

ANTIBIOTICOS TESTE DE SUSPENSAO
o o o
AT AT AT
O O O
. « o o o »
@ Q < 9} o 38 o
o S 2 e | £ o o | e8] e 2 5 g g g 3
£ g8 sl & ® m ol *1El8| 5 2 E £ £ g
5 S g 5| © : : s | S| € S ke £ £ £
AMOSTRA ISOLADO .g g % E g g g g vg é :1%»_ Fo" g g g g
5 = = = = kS
a —g © @ = § § § S| < kel g 3 S a 8
8 = S 8 8 S 3=
£ o £
() () ()
O O O
AMP | APS AMC PIT | TET | ATM | CFO CRX |CTX CAZ|CPM |CIP | CLO | ERT IPM | GEN TOB SUT [200 100 50|200 100 50 (200 100 50
025  Enterobacter cloacae
Alfzj\ce 026  Klebsiella variicola
americana
027  Enterobacter cloacae
028 Citrobacter freundii
Alface 029 Citrobacter freundii
crespa
030 Enterobacter cloacae
032  Klebsiella pneumoniae
Alfa.ace 034 Citrobacter freundii
americana
035 Klebsiella pneumoniae
065  Citrobacter freundii
066  Enterobacter cloacae
067  Escherichia coli
Alface 068 Citrobacter freundii
roxa
069 Enterobacter cloacae
070 Citrobacter freundii
072  Escherichia coli
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ANTIBIOTICOS TESTE DE SUSPENSAO
o o o
AT AT AT
. « E § ] v
@ Q 7} o 9} 38 o
L wn © 2 a0 a0 oo %) " Q o @ 0 0 0
2 o 8 £ | E & ) - £ 2 b= S e 8
E S E 5| B © © e | 2| 2 e 8 £ 2 2 2
AMOSTRA ISOLADO § R: 3| 2 z 2 zle £ 2 B g £ g g
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(@} &) (@)
AMP | APS AMC PIT | TET | ATM | CFO CRX | CTX CAZ|CPM | CIP | CLO | ERT IPM |GEN TOB SUT [200 100 50|200 100 501|200 100 50

074  Citrobacter braakii | | | |
Alface | 075 Escherichia coli
crespa 076  Escherichia coli | |

077  Enterobacter cloacae | | |

078 Enterobacter cloacae | | |
Alface lisa | 081 Enterobacter cloacae |

083  Citrobacter freundii |

103  Raoultella ornithinolytica
106 Citrobacter braakii | |

Alface lisa
109 Leclercia adecarboxylata | | | |
110 Enterobacter asburiae | | | | |
101 Raoultella terrigena
111 Citrobacter freundii |
Alfzj\ce 112  Enterobacter cloacae | | | |
americana
115  Citrobacter freundii |
117  Leclercia adecarboxylata
Alface 132 Pantoea agglomerans | | |
americana | 168 Enterobacter cloacae | | |
orgénica

172  Enterobacter cloacae | | |
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ANTIBIOTICOS TESTE DE SUSPENSAO
o o o
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137  Hafnia alvei

Alface 179  Citrobacter braaki
americana
180 Citrobacter freundii

organica

181 Klebsiella oxytoca
AIfacAe _I|sa 183  Citrobacter braakii
organica
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Tabela 16. Correlacio do perfil de resisténcia a antibiéoticos e a hipoclorito de sédio de Pseudomonas aeruginosa

isoladas de alfaces minimamente processadas comercializadas em Niter6i/RJ

AMOSTRA

ISOLADO

TESTE DE SUSPENSAO

M

Alface lisa organica

184
185
186
189

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
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o o
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PIT | ATM | CAZ | CPM | CIP | IPM | GEN TOB | 200 100 50 | 200 100 SO0 | 200 100 50
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Tabela 17. Correlacio do perfil de resisténcia a antibioticos e hipoclorito de sédio de Acinetobacter sp

isolados de alfaces minimamente processadas comercializadas em Niterdi/RJ

ANTIBIOTICOS TESTE DE SUSPENSAO
(o] o o
AT AT AT
O O O
N " © © © " "
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(© © (©
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O (@) O
AMP | APS AMC PIT | TET | ATM | CFO CRX | CTX CAZ|CPM | CIP | CLO | ERT IPM|GEN TOB|SUT |200 100 50|200 100 50 |200 100 50
?rzasgz 052 Acinetobacterjohnsonii S |'S s s|s|s|s s|s s|s|s|s|s s|[s 1[s|s s s|[s s s|s s s
Alface . . .
lisa 042 Acinetobacter johnsonii | R S R S S S S S S | S S S R S S | S S S R S S S S S S
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CONCLUSAO

o As espécies predominantemente isoladas foram Enterobacter cloacae e Citrobacter
freundii;

. Ha necessidade de maior vigilancia quanto ao controle de temperatura na cadeia
produtiva;

. Piperaciclina + Tazobactam, Tetraciclina, Cefuroxima, Ceftazidima, Ciprofloxacina,

Cloranfenicol, Gentamicina e Trobramicina foram eficazes contra todas os isolados de enterobactérias;

o Piperaciclina + Tazobactam, Ceftazidima, Cefepime, Ciprofloxacina, Imipenem e
Trobramicina foram eficazes contra todos os isolados de Pseudomonas aeruginosa;

. Tobramicina ndo foi eficaz contra nenhum dos isolados de Acinetobacter sp;

o Multirresisténcia antimicrobiana foi evidenciada por espécies de Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter braakii e Acinetobacter johnsonii;

o O bindémio concentragdo de cloro ativo x tempo de contato eficaz contra todos os
isolados foi 200 ppm por 20 minutos;

. As alfaces minimamente processadas analisadas caracterizam-se pela presenga de
isolados bacterianos de Enterobacteriaceae € Acinetobacter sp. com elevada correlacdo entre a
resisténcia ao hipoclorito de sodio e aos antibidticos testados.

o A mesma correl¢ao ndo foi verificada entre os isolados de Pseudomonas aeruginosa.
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