Avaliacdo da cor "::u ] 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

RAYANA DE OLIVEIRA

w'/',.x,".'.'»

; [
R E o
153 S 4 |4
b \ % L
y "'ﬂ' A: It \
1

s

=

)

S

e %

- T —— _— p— 255
e el el = |“
- iy >

CURITIBA
2009



RAYANA DE OLIVEIRA

Avaliacdo da contaminac¢édo microbiolégica durante as etapas do ciclo de

producdo do morangueiro

Monografia apresentada a
disciplina de Estagio em Patologia
(BP024), como requisito parcial a
conclusdo do curso de Ciéncias
Biologicas, Setor de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal
do Parana.

Orientadora; Prof2. Dr2. Patricia do
Rocio Dalzoto.

CURITIBA

2009



AGRADECIMENTOS

A0S meus pais, pessoas que sempre me incentivaram, acreditaram,
investiram, torceram e sonharam por mim.

Ao meu irmao por sempre acreditar e me ajudar.

Aos meus avOs que sempre tiveram a certeza de me ver chegar longe,
dando-me forcas para conseguir tudo o que almejavam para mim. V6 Wilma e
V6 Judith, onde estiverem, espero que figuem orgulhosas. Saudade de vocés.

Ao meu namorado, amor da minha vida, pela forca, pelo entusiasmo,
pela crenca nos nossos sonhos, pela ajuda, pelo amor.

A professora orientadora Patricia do Rocio Dalzoto pela paciéncia, pela
oportunidade, pelos ensinamentos e pela forca.

A professora Ida Chapaval Pimental pelo seu bom-humor, colaboracéo e
ensinamentos.

A professora Maria Aparecida C. Zawadneak pela total ajuda,
empolgacéo e dedicacao.

A todos os meus amigos, companheiros de laboratério, pelas ajudas,
pela forga, pelas alegrias, pelo divertimento e por acreditarem em mim.

Aos amigos de toda uma vida, que sempre estiveram perto, nas horas
mais dificeis e mais divertidas.

Ao professor Luis Felipe Caron por ter me cedido os meios de cultura
seletivos para a realizacéo desse trabalho.

Aos colegas da graduacao que conviveram intimamente comigo durante
€sses anos e gue me mostraram a verdadeira importancia de uma amizade
genuina. Especialmente para a Rafa, amiga querida que compartilha gostos e

sonhos comigo.


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.jsp?id=K4785822H6

RESUMO

O morangueir pertence a familia Rosaceae, sendo as cultivares mais
difundidas comercialmente pertencentes ao hibrido Fragaria x Ananassa. A
implementacéo da producéo integrada no cultivo do morangueiro, segundo as
Normas Técnicas Especificas, em regiées nas quais o sistema ainda ndo esta
difundido, exige adequacdes; tendo como o contexto microbiolégico um dos
fatores a ser considerado. Para que o produto apresente-se dentro das normas,
a Embrapa Clima Temperado, conjuntamente com outras Instituicdes de
Pesquisa do Sul e Sudeste do Pais, estdo implementando a Producgéo
Integrada de Morango (PIMo), visando estimular a adoc&o de boas praticas,
com foco na prevencéo e controle dos riscos a saude humana.

O presente trabalho teve como objetivos analisar a qualidade
microbiolégica da agua de irrigacdo, bem como investigar a microbiota
presente nas maos dos agricultores e nos utensilios usados nas etapas de
producdo do morango, para a obtencédo de um fruto como alimento seguro. A
agua de duas propriedades de S&o José dos Pinhais foi coletada e analisada
conforme os critérios estabelecidos pela Portaria N° 518 (25/03/2004) da
ANVISA. Bactérias isoladas das maos dos produtores foram identificadas em
meios seletivos e os fungos, por macro e micromorfologia. O alcool 70% foi
testado como agente sanificante para assepsia das maos dos produtores apos
o procedimento de colheita. De acordo com os testes estatisticos, na
propriedade 1, existe diferenca significativa no numero de UFC de bactérias, os
quais foram muito maiores antes do uso do &lcool 70%. Os fungos foram
completamente eliminados apds a aplicacéo do alcool 70%. Ja na propriedade
2, foi possivel observar que n&o houve diferenca significativa no nimero de
UFC de bactérias antes e ap0os o uso do alcool (p>0,1). Em relacdo aos fungos,
observou-se que o niumero de UFC aumentou ap6s a aplicacao do acool 70%
(p>0,1). As 2 propriedades apresentam agua imprépria para a irrigacéo de
hortalicas, de acordo com a resolucao N° 357 (17/03/2005) do CONAMA. A
bactéria identificada, isolada das maos de um dos produtores pertence a
espécie Staphylococcus aureus. Os fungos identificados, provenientes das
maos dos agricultores, pertencem aos géneros Penicillium sp e Aspergillus
sp.O fungo identificado, proveniente da 4gua de irrigacédo das duas
propriedades pertence a espécie Aspergillus niger. Os resultados obtidos
permitirdo formular propostas para que novas praticas sejam aplicadas, de
modo que o produto final, destinado a mesa dos consumidores, tenha melhor
qualidade.

Palavras-chave: Monitoramento microbioldgico. Producdo Integrada de

Morango. Fragaria X Ananassa.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva de pequenas frutas tem no morango a espécie de
maior expressdo em area cultivada e em valor econémico, envolvendo Vvarios
municipios da regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Fruta muito apreciada pelo
consumidor, apresenta, em seu sistema de producdo, uma série de gargalos que
dificultam a obtencdo de uma fruta de qualidade, sem contaminantes quimicos
ou microbioldgicos (GOMES et al., 2005).

No Brasil, a atividade de producdo de morangos apresenta consideravel
importancia e se expande a cada ano. Durante as primeiras décadas do século
XX, a cultura recebeu grande incentivo no Rio Grande do Sul (PADOVANI,
1991), onde é plantado, principalmente, nos municipios do vale do rio Cai.
Introduzido em Sé&o Paulo, o cultivo do morangueiro desenvolveu-se
comercialmente a partir de 1960, primeiro em Suzano e Itaquera, depois em
Jundiai e Vinhedo, e mais tarde em Piedade, Atibaia e Campinas. Desde entéo,
esta em constante expansdo. No Parand, Pinhaldo e Curitiba se destacam
(RONQUE, 1999).

Diante da exposicdo frequente de questbes relativas a seguranca
alimentar e preservacdo ambiental, novas exigéncias de mercado, como a
rastreabilidade, passaram a influir na competitividade de produtos agricolas. Isso
reflete especialmente nos produtos consumidos in natura, como 0 morango, cuja
comercializacdo é afetada, por vezes, pela contaminacdo com residuos de
agrotoxicos (BRASIL, 2008). Soma-se a isso, a fragilidade na producéo de
morango quanto a sustentabilidade sécio-ambiental, por se tratar de um cultivo
com grande demanda de insumos e necessidade de controle fitossanitario
constante (DIAS, COSTA, CANUTO, 2007).

O morango sempre foi muito bem quisto pelos consumidores devido a suas
particularidades como cores vibrantes, aroma, paladar e valor nutricional
excelentes. Devido a isso, os produtores de morango sempre estdo investindo
para encantar ainda mais o olfato, paladar e a visao de seus consumidores. Para
iISso a busca por procedimentos seguros torna-se constante. O uso demasiado
de agrotoxicos e a possibilidade de contaminacdo durante o processamento do

fruto estdo sempre sendo evitados, 0 que aumenta a rentabilidade e a qualidade
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do fruto. Se ha falhas durante o processo o produto estard mais suscetivel a
contaminacgao por agentes patogénicos, como fungos e bactérias, prejudicando a
qualidade da producdo. Esses microrganismos trazem danos a plantacao,
deteriorando os frutos e diminuindo a produtividade da colheita. Alguns destes,
ainda podem ser patogénicos ao homem, influenciando, assim, na saude do
mesmo. Com isso o controle fitossanitario deve ser cada vez mais rigoroso.

A implementacdo do sistema de producgéo integrada e o desenvolvimento
da cadeia produtiva do morango no Estado do Parana, baseados em Normas
Técnicas Especificas da Producédo Integrada do Morango (NTEPI-Morango), ira

favorecer a intensificacdo de seu cultivo e comércio de forma sustentavel.
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto € monitorar a microbiota presente
durante o ciclo do cultivo do morangueiro.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a qualidade microbiol6gica da agua de irrigagdo, por meio do
exame colimétrico da agua;

¢ Identificar bactérias e fungos isolados da agua de irrigacdo e das maos
dos produtores;

e Testar a eficiéncia do alcool 70% como agente sanificante para ser usado

nas maos dos produtores durante o processo de colheita.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Morango

O morango (Fragaria sp) € uma planta herbacea, rasteira e perene da
familia Rosaceae, propagada por via vegetativa, através de estolhos. Em geral,
a cultura para producéo de frutos € renovada anualmente. A parte comestivel é
um pseudofruto, originario do receptaculo floral que se torna carnoso e
suculento. Seu cultivo € bastante desenvolvido em varios paises do mundo,
especialmente nos de clima temperado (FERLA, MARCHETTI, GONCALVES,
2007).

No Brasil, a cultura do morangueiro € uma importante atividade de
familias de pequenos e médios agricultores. No Estado do Rio Grande do Sul,
embora cultivado ha muitos anos, a partir da década de 1990 passou a ter
importancia comercial, ocupando grande contingente de méo de obra, sendo de
grande importancia econdmica e social. Normalmente é feita por produtores
estabelecidos em minifandios que utilizam a mao de obra familiar para a
producdo (GARCIA; CHIAVEGATO, 1997).

O morangueiro é tradicionalmente cultivado em campo, em canteiros
geralmente cobertos com plastico preto. O espacamento entre as plantas fica,
em geral, entre 30x30cm e 30x35 cm, resultando no plantio de 65 a 80 mil
plantas/ha, de acordo com o0 espacamento e a area de carreadores. A irrigacao é
imprescindivel e geralmente realizada por aspersdo. Doencas associadas ao
solo, causadas por fungo ou bactéria, tem constituido a principal causa de
perdas para a cultura (FERNANDES et al., 2002).

A cultura do morango, Fragaria x ananassa Duchesne, é muito difundida
no Brasil, principalmente nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Rio Grande
do Sul, Parand, Santa Catarina, Espirito Santo, Distrito Federal e Goias, devido
a sua alta rentabilidade. A produtividade e a qualidade dos frutos de morango
sdo muito influenciadas pelo fotoperiodo, temperatura, periodo de dorméncia,
pragas, doencas, condi¢cdes do solo, adubacao, flutuacbes na umidade do ar e
de solo, entre outros. Consequentemente, cultivares de morangueiro diferem
muito de acordo com a sua adaptacdo condicdo regional e ambiental, fazendo

com que uma cultivar que se desenvolve satisfatoriamente em uma regidao nao
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apresente 0 mesmo desempenho em outro local com condicbes ambientais
diferentes (2° SIMPOSIO NACIONAL DO MORANGO, 2004).

2.2 Micro-organismos associados a contaminagcdo do morango

A contaminacédo de alimentos tem aumentado a cada ano, e atualmente
representa um risco potencial para a saude humana. Os alimentos séo passiveis
de contaminacdo por diferentes agentes etiol6gicos, que podem levar ao
desenvolvimento de doencas, afetando a salde humana, desencadeada por
micro-organismos patogénicos ou suas toxinas (PASSOS, KUAYE, 1996).

Todos os alimentos devem ser objeto de exames microscopicos e
microbiologicos para elucidar a ocorréncia de enfermidades transmitidas por
alimentos. Estes exames refletem as condi¢cdes higiénicas que envolvem a
producdo, armazenamento, transporte e manuseio do alimento. Os problemas
encontrados podem ser minimizados através de sistematico controle de
qualidade e programas de educacdo sanitaria (LIVERA et. al.; TAVARES,
LOBANCO, SAKUMA, 1996).

As alteracdes microbiolégicas que ocorrem em vegetais variam segundo a
composicdo da microflora de cada alimento, que por sua vez esta relacionada
com outros fatores. O ambiente, a manipulacéo, a agua disponivel e a umidade,
a temperatura, a atmosfera e a acidez sdo os mais importantes. De maneira
geral, as alteracbes sdo causadas por: mesofilos, bactérias acidas lacticas,
coliformes totais e fecais, bactérias pectinoliticas, leveduras e fungos (WATADA,
KO; MINOTT, 1996).

O ambiente é o primeiro fator contaminante dos alimentos. O solo, por
exemplo, é rico em bactérias Gram positivas e fungos, que podem contaminar 0s
alimentos diretamente ou ser transportados pelo vento ou por insetos. O ar serve
mais como veiculo do que como meio de crescimento. A chuva pode arrastar
terra para produtos cultivados préximo ao solo e elevar sua carga microbiana,
além de aumentar a umidade e favorecer o crescimento de fungos em até 72%
(BRACKETT, 1997).

Segundo Brackett (1997), a temperatura €, provavelmente, o fator mais

importante que afeta o crescimento de micro-organismos. Como as frutas e



14

hortalicas sao cultivadas e colhidas em temperatura ambiente, nos paises de
clima quente como o Brasil, € comum a predominéancia de bactérias mesofilicas.

Entretanto, o tratamento de refrigeracdo que ocorre na maioria dos
alimentos minimamente processados pode modificar este quadro, contribuindo
para a predominancia de psicrofilos. Temperaturas de refrigeracdo exercem
efeito de reducdo da proliferacdo microbiana em frutas e hortalicas
(VAROQUAUX; WILEY, 1997).

Entre os patdgenos entéricos, as bactéricas Shigella sp e Salmonella sp
podem ser veiculadas por frutas e hortalicas, mas encontram dificuldade para
crescer sob refrigeracdo, podendo sobreviver por longos periodos nestas
temperaturas. Assim, é importante evitar variacdes de temperaturas durante o
armazenamento, pois temperaturas mais elevadas podem permitir o crescimento
destes patdgenos. No caso de Shigella sp. apenas 10 células sédo suficientes
para causar enfermidade (BRACKETT, 1997).

A espécie Escherichia coli € um psicotréfico patogénico entérico que
pode, tal qual Salmonella sp levar o individuo a morte (BRACKETT, 1997).
Outros dois psicotréficos importantes sdo Aeromonas hydrophila e Listeria
monocytogenes (BRACKETT, 1997; NGUYENTHE; CARLIN, 1994).

2.2.1 Staphylococcus aureus e a contaminagdo do morango

A qualidade da matéria prima alimentar, as condicdes do ambiente de
trabalho, as caracteristicas do equipamento e dos utensilios e as condi¢cdes
técnicas do material de limpeza tém sua importancia, mas nada suplanta o papel
da manipulacdo e a propria saude dos manipuladores na epidemiologia das
doengas transmitidas pelos alimentos (MEYER et al.,, 2005). A manipulagao
permite a contaminacéo cruzada pelos trabalhadores e determinados recipientes
com superficies desiguais ou salientes podem rasgar hortalicas e cascas de
frutas (BRACKETT, 1997).

Algumas caracteristicas dos estafilococos respondem por sua
patogenicidade, que se apresenta de varias formas. Eles crescem
comparativamente bem sob condicbes de alta pressdo osmotica e pouca
umidade, o que, parcialmente explica, como Staphylococcus aureus podem

crescer em alguns alimentos que apresentam alta pressdo osmoética (tais como
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presunto e outras carnes curtidas) ou em alimentos com pouca umidade que
tendem a inibir o crescimento de outros micro-organimos. Além disso o pigmento
amarelo provavelmente confere alguma protecdo para os efeitos anti-
microbianos do sol (TORTORA, 2005).

Staphylococcus aureus produz muitas toxinas que contribuem para a
patogenicidade da bactéria, aumentando sua habilidade de invadir o corpo e
danificar tecidos. A infeccdo de cortes cirdrgicos por Staphylococcus aureus €
um problema comum em hospitais; e a habilidade de desenvolver resisténcia
rapidamente aos antibidticos como penicilina contribui para seu perigo para
pacientes em ambientes hospitalares. Staphylococccus aureus produz a toxina
responsavel pela sindrome do choque toxico, uma infeccdo grave caracterizada
por febre alta e vomitos, algumas vezes ocasionando a morte. Também produz
uma enterotoxina que causa vOmitos e nauseas quando ingerida; esta € uma
das causas mais comuns da intoxicag&o alimentar (TORTORA, 2005).

Esta bactéria se apresenta como um coco Gram positivo, imovel, medindo
de 0,5 a 1,0 microbmetro, agrupando-se em massas irregulares que lembram
cachos de uvas. S&o anaerobios facultativos, mesofilos, com temperatura 6tima
de crescimento em torno de 30 a 37°C (WILLIAMS; WILKINS, 1994).

A intoxicacdo alimentar causada por este micro-organismo € devida a
contaminacdo de alimentos pelas exotoxinas (enterotoxinas) produzidas pela
bactéria. Estas sdo termoestaveis e podem permanecer no alimento mesmo
apos o cozimento. Dentre as intoxicacfes alimentares de origem bacteriana no
mundo, cerca de 45% estdo relacionadas com Staphylococccus aureus
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Apds um curto periodo de incubacgéo, de 1 a 6 horas apés a ingestao do
alimento, estas intoxicacdes sao caracterizadas por nauseas, vomitos, dores
abdominais e diarréia (PASSOS; KUAYE, 1996).

2.2.2 Salmonella sp, Shigella sp e Escherichia coli e a contaminacdo do

morango

Thunberg et. al. (2002) afirma que o aumento da demanda por produtos
frescos organicamente cultivados tem aumentado o risco de contaminag&o por

coliformes fecais. Segundo o autor, a contaminagdo pode ocorrer N0 pProcesso
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de producdo, no processamento, ou até mesmo por contaminacéo cruzada, sem
que a qualidade aparente do produto seja prejudicada. Varios sao os fatores que
podem ocasionar a contaminacdo em alguma fase do processo, que vai do
plantio na fazenda até a mesa do consumidor: agua usada na irrigacao,
fertilizantes de origem animal, m&o contaminada do trabalhador rural, ou, na fase
de processamento, desinfeccao ineficiente, entre outros.

Cerca de 200 doencas podem ser transmitidas ao homem pelos
alimentos. Os agentes etioldégicos podem ser: bactérias, fungos, virus, parasitas,
agentes quimicos e substancias toxicas de origem animal e vegetal. No caso dos
organicos, se houver contaminacgdo, é pelo grupo das enterobactérias: Shigella
(shigelose), Salmonella (salmonelose, febre tifoide, febre paratifoide), Yersinia
enterocolitica (yersiniose), Escherichia coli, dentre outras. No caso dos
organicos, se houver contaminacéo, é pelo grupo das enterobactérias: Shigella
(shigelose), Salmonella (salmonelose, febre tifoide, febre paratifoide), Yersinia
enterocolitica (yersiniose), Escherichia coli, dentre outras.

Os micro-organismos patogénicos ndo sao facilmente detectados no
processo produtivo; seus efeitos na salude do consumidor sdo, na maioria das
vezes, de dificil identificacdo apds 0 consumo, pois 0s sintomas apresentados se
relacionam com diversos quadros clinicos (SILVA, 1997).

A qualidade microbiolégica de alimentos que sofreram processamento
minimo esta relacionada a presenca de micro-organismos deteriorantes que irdo
influenciar as alteracfes sensoriais do produto durante sua vida atil. Contudo, a
maior preocupacao esta relacionada a sua seguranca, ndo apresentando
contaminacao por agentes quimicos, fisicos e microbiol6gicos em concentragdes
prejudiciais a saude (VANETTI, 2004).

A produgéo e o consumo de morangos indcuos para 0 consumo humano,
livres de contaminacdes microbiologicas e de residuos de agrotoxicos,
produzidos com uma clara consciéncia de respeito a0 homem e aos recursos
naturais converte-se em uma oportunidade viavel para a fruticultura. O
significativo aumento da demanda por esse tipo de produto, reflete uma nova
orientacdo nas preferéncias dos consumidores, para morangos gerados com
técnicas ndo agressivas ao meio ambiente e seguros para a saude. E evidente
que o sistema de producdo agricola convencional ndo atende a demanda
crescente por este tipo de fruta. Dentro desse novo cenario, o sistema de
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producdo integrada de morango vem satisfazer as demandas exigidas pelos
consumidores  (3° SIMPOSIO NACIONAL DO MORANGO, 2007).

Os coliformes sdo micro-organismos indicadores de condi¢des sanitarias
indesejaveis. A presenca destes micro-organismos ndo indica necessariamente
contaminacao fecal, uma vez que a maioria dos coliformes € encontrada no
ambiente. Este tipo de contaminacdo s6 € confirmado com a presenca de
Escherichia coli, que esta presente no intestino do homem e é resistente fora
dele. A presenca de Escherichia coli indica contaminacdo fecal recente
(TORTORA, 2005). Além disso, segundo Siqueira (1995), indicam condicdes
sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento,
e altas contagens podem significar contaminacao pés-processamento, limpezas

e sanitiza¢cBes deficientes e tratamentos térmicos ineficientes.

A espécie Salmonella spp € um micro-organismo amplamente difundido
na natureza, sendo 0 homem e 0s animais seus principais reservatorios naturais.
Barros, Pavia e Panetta (2002) confirmam que os mais variados tipos de
alimentos estdo envolvidos em surtos de infeccdo alimentar com Salmonella,
mas ela é encontrada, principalmente, em alimentos de origem animal, como
ovos e carnes de aves e seus derivados.

O género Salmonella é um patdgeno importante que causa doencas
veiculadas por alimentos e é um dos principais agentes de doencas
gastrointestinais (TORTORA, 2005). Levantamentos epidemioldgicos realizados
em Varios paises situam as salmonelas entre os agentes patogénicos mais
frequentemente encontrados em surtos de toxi-infeccdo de origem alimentar,
tanto em paises desenvolvidos, como em desenvolvimento (GALLO; AVILA,
1996).

As doencas causadas por Salmonella se subdividem em trés grupos : a
febre tifdide, causada por Salmonella typhi, as febres entéricas, causadas pela
Salmonella paratyphi (A, B e C) e as enterocolites ou salmoneloses, causadas
pelas demais salmonellas (FRANCO; LANDGRAF ,1996).

O reservatério dos integrantes do género Salmonella sp é o trato
gastrointestinal de animais de sangue frio e quente. Fontes de infec¢do incluem
solo contaminado, vegetacdo, agua e componentes de racdes animais (tais

como farinhas de peixe, carne e 0sso0s), particularmente aquelas contendo
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derivados de leite, carne e ovos, e fezes de animais infectados (HIRSH; ZEE,
2003).

A incidéncia de salmonelose humana vem aumentando em vérias partes
do mundo, mesmo com todo o desenvolvimento tecnoldgico utilizado na
producdo de alimentos e a adocdo de melhores medidas higiénicas. A
preocupacdo com a qualidade dos alimentos envolve ndo s6 os riscos de
veiculacdo de enfermidades para o consumidor, mas também perdas
econbmicas devidas as alteracbes microbianas ocorridas no alimento. Os surtos
de salmonelose humana podem ter um custo bastante elevado, pois devem ser
computados 0s custos médicos e as perdas de produtividade (GUIMARAES et.
al, 2001).

De acordo com Guimardes et al. (2001), Salmonella sp é um dos
principais agentes envolvidos em surtos de origem alimentar, sendo um
problema de salde publica, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
subdesenvolvidos, porém nem sempre sdo notificados, pois, geralmente ela é
mal diagnosticada pelo paciente ou mesmo pelo médico. Apenas 10% do
namero real de surtos de toxi-infeccbes alimentares sdo confirmados, devido ao
atual estado de desenvolvimento dos servigos de vigilancia epidemiolégica e a
falta de conscientizacao da populacéo frente ao problema.

Segundo Jay (1994), o género Shigella sp pertence a familia
Enterobacteriaceae. Sado descritas quatro espécies: Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella sonneii. O homem pode ser afetado
pelas quatro espécies (HIRSH; ZEE, 2003).

A doenca bacteriana aguda, causada por Shigella, envolve o intestino
delgado e é conhecida como disenteria bacilar (CVE, 2003).

O reservatério de Shigella é o intestino grosso de animais ou humanos
clinicamente doentes, convalescentes ou assintomaticos (HIRSH; ZEE, 2003).

De acordo com Centro de Vigilancia Epidemiolégica (CVE) (2003), as
medidas de controle sdo: 1) notificacdo de surtos. 2) medidas preventivas —
educagcdo sanitéria; saneamento basico; higiene rigorosa pessoal para 0s
manipuladores de alimentos, com énfase na lavagem das méaos e procedimentos
rigorosos de limpeza em ambientes/instituicbes fechadas. 3) medidas em
epidemias — investigacdo do surto e deteccdo da fonte de transmisséo.
OrientagOes béasicas sobre higiene pessoal e medidas sanitarias gerais.
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Na PIMo, foi investigada a presenca de bactérias da Familia
Enterobacteriaceae, como 0s géneros Escherichia sp, Salmonella sp e Shigella
sp, juntamente com outras enterobactérias e o grupo de coliformes totais que é
usado como indice para avaliar as condicbes higiénicas. Altas contagens
significam contaminacdo pos-processamento; limpezas e sanificacdes
deficientes; tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o
processamento ou estocagem (3°SIMPOSIO NACIONAL DO MORANGO, 2007).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001),
estabelece, na resolucdo (RDC) n° 12, de 2 de janeiro de 2001, os padrdes
microbioldgicos sanitarios para alimentos. Conforme a ANVISA, para morangos
frescos, in natura, inteiros, selecionados ou ndo, ndo é permitida a presenca de

Salmonella sp. em amostras de 25 g.
2.2.3 Fungos associados ao morango

Os fungos sdo seres eucaridticos, heterotroficos, aclorofilados e
quimiotroficos, obtendo energia através de reacdes quimicas, nas quais
substratos adequados sdo oxidados (TORTORA et al.,, 2005). Ubiquos, sdo
encontrados no ar, no solo, na agua, nos vegetais e nos animais. Formam um
grupo complexo e divergente de micro-organismos constituidos por centenas de
espécies (APHA, 2001).

A porcdo do micélio que penetra no substrato e € responsavel pela
absorcdo de agua e nutrientes € o micélio vegetativo; a por¢do projetada acima
do substrato € o micélio aéreo, também denominado de micélio reprodutivo, pois
a partir dessa porgcao sao originados os corpos de frutificacdo portadores dos
conidios (KONEMAN; ROBERTS, 2001).

Os fungos constituem um grupo diversificado de organismos que
apresentam grande importancia ecoldgica e econdmica. Cerca de 70.000
espécies de fungos ja foram descritas, entretanto, estima-se que o numero total
seja de aproximadamente 1,5 milhdo. Esses organismos sao considerados de
grande importancia por varias razdes: sdo o0s decompositores primarios em
todos o0s ecossistemas terrestres, constituem importantes associacfes
simbidticas com plantas vasculares (micorrizas), constituem a avassaladora

maioria dos patdgenos de plantas, oferecem sistemas genéticos para 0s
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biologistas moleculares, e sdo cruciais para a biotecnologia industrial (LI;
MARQUARDT; ABRAMSON, 2000).

Todavia, sé@o indesejaveis nos alimentos porque sdo capazes de produzir
uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre os alimentos, provocam a
sua deterioracdo. Além disso, muitos fungos podem produzir metabalitos toxicos
quando estdo se multiplicando nos alimentos. Estes metabdlitos recebem a
denominagdo genérica de “micotoxinas”, e correspondem a produtos
metabdlicos secundarios que, quando ingeridos com os alimentos, causam
alteracdes biologicas prejudiciais tanto no homem quanto nos animais
(micotoxicoses) (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A producéo de micotoxinas esta ligada ao crescimento do fungo, uma vez
que sem o crescimento, geralmente a producdo ndo ocorre. Entretanto, a
presenca do fungo produtor ndo indica a presenca da micotoxina, especialmente
se 0 crescimento n&o ocorrer. Portanto, o entendimento dos fatores que
permitem o crescimento do fungo e a producdo de micotoxinas € de grande
importancia para o desenvolvimento de métodos de controle (BULLERMAN,
SCHROEDER, PARK, 1984).

A contaminacao de alimentos por micotoxinas pode ocorrer no campo, na
colheita, no transporte, no armazenamento e/ou na manufatura dos produtos
(SMITH; HENDERSON, 1991). Alguns fatores que influenciam a producéo de
micotoxinas sdo: composi¢do do substrato, temperatura, teor de agua, umidade
relativa do ar, atividade de agua, pH, atmosfera, competicdo microbiana, danos
causados por insetos, linhagem do fungo contaminante e estresse da planta
(BULLERMAN et al., 1984; COULOMBE, 1991; FRISVAD; SAMSON, 2004;
SCUSSEL, 1998; WATSON, 1987), sendo que a temperatura, umidade e tipo de
substrato sdo os mais importantes (MALLOZZI; CORREA, 1998).

Os fungos toxigénicos pertencem basicamente aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, os quais sao responsaveis pela producdo da maioria das
micotoxinas até hoje conhecidas e estudadas. As espécies de Fusarium séo
patégenos de plantas, produzindo micotoxinas antes ou imediatamente apos a
colheita (SWEENWEY; DOBSON, 1998).

A oferta de alimentos isentos de agentes patogénicos, que possam por
em risco a saude do consumidor, assumiu mundialmente uma grande relevancia

em saude publica. Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento das
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doencas transmitidas por alimentos, relacionado a varios fatores, tais como: 0
desenvolvimento econbmico, a globalizacdo do comércio de alimentos, a
intensificacdo da urbanizacdo e as modificacdes dos habitos alimentares dos
consumidores, o aumento do consumo de alimentos frescos ou "in natura”, a
preferéncia por alimentos prontos ou semi-prontos e o consumo de refeicdes
fora do domicilio (ORLANDI et al., 2002)

2.2.4 Boas Préaticas

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), "a alimentacdo deve
ser disponivel em quantidade e qualidade nutricionalmente adequadas, além de
ser livre de contaminagcBes que possam levar ao desenvolvimento de doencas
de origem alimentar”. Alimentos contaminados sdo nocivos a saude das pessoas
gue os consomem, provocando diversas enfermidades. Dados demonstram que
0S agentes etioldgicos sdo, na maioria das vezes, micro-organismos, e a
contaminacdo pode ocorrer em diversas fases do processamento do alimento.
Dessa forma, sdo necessarias medidas de controle em todas as etapas do
processamento: colheita, conservagao, manipulacéo, transporte,
armazenamento, preparo e distribuicdo dos alimentos (BOULOS, 1999).

As Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) sdo um conjunto de normas
empregadas em produtos, processos, servicos e edificacdes, visando a
promocao e a certificacdo da qualidade e da seguranca do alimento. No Brasil,
as BPF sao legalmente regidas pelas Portarias 1428/93-MS (BRASIL, 1993) e
326/97-SVS/MS (BRASIL, 1997). A qualidade da matéria-prima, a arquitetura
dos equipamentos e das instalagfes, as condi¢cBes higiénicas do ambiente de
trabalho, as técnicas de manipulacdo dos alimentos, a saude dos funcionarios
sdo fatores importantes a serem considerados na producdo de alimentos
seguros e de qualidade, devendo, portanto, serem considerados nas BPF
(ARRUDA, 1996).

Para atender a legislacdo em vigor (BRASIL, 2001) e nao colocar em risco
a saude dos usuarios, com a veiculacdo de micro-organismos patogénicos,
deve-se controlar a contaminacdo, a multiplicacéo e a sobrevivéncia microbiana

nos diversos ambientes, tais como: equipamentos, utensilios e manipuladores, o
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qgue contribuird para a obtencdo de alimentos com boa qualidade microbiolégica
(HAZELWOOD, 1994).

Dentre as doencas transmitidas pelos alimentos, tém-se as de origem
fisica, quimica e microbiolégica (GERMANO, GERMANO, KAMEI, 2000). As
toxi-infeccbes alimentares de origem microbiana tém sido reconhecidas como o
problema de salde publica mais abrangente no mundo atual e causa importante
na diminuicdo da produtividade, das perdas econémicas que afetam os paises,
empresas e simples consumidores (MICHELOTTI, 2002).

Em Unidade de Alimentacdo e Nutricdo (UAN), € reconhecida a
transferéncia de micro-organismos aos comensais, via alimentagao, proveniente
de diversas fontes, além do préprio alimento, principalmente por aqueles que
nao ganharam tratamento térmico ou ndo o receberam adequadamente. Os
funcionéarios destas Unidades podem estar infectados e contaminar o alimento
pelo uso de técnicas de processamento inadequadas, transferindo micro-
organismos ao comensal, possibilitando, com isso, uma toxi-infecgao alimentar
(SOUSA,; SALLES; MORMELLO, 2001).

Nos aerossois utilizados nos ambientes de processamento, encontram-se,
principalmente, esporos de bactérias e fungos e, ainda, leveduras. Por outro
lado, quando os manipuladores sdo a principal causa da contaminacéo
microbiana desses ambientes, h4 predominancia de formas vegetativas de
bactérias, entre as quais estdo incluidas as espécies dos géneros
Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Micrococcus sSp e outros organismos
relacionados com o trato respiratério, com a pele e com o cabelo (SVEUM et al.,
1992; SALUSTIANO, BRABES, ANDRADE, 2001).

Em varias pesquisas, tem-se demonstrado a relacdo existente entre
manipuladores de alimentos e doencas bacterianas de origem alimentar. Podem
ser manipuladores doentes, ou portadores assintomaticos, ou que apresentem
habitos de higiene pessoal inadequados, ou ainda que usem métodos anti-
higiénicos na preparacdo de alimentos (CARDOSO et al.,, 1996). Mesmo o0s
manipuladores sadios abrigam bactérias que podem contaminar os alimentos
pela boca, nariz, garganta e trato intestinal.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os
manipuladores sé@o responsaveis direta ou indiretamente por até 26% dos surtos
de enfermidades bacterianas veiculadas por alimentos (FREITAS, 1995).
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Equipamentos e utensilios com higienizacdo deficiente tém sido
responsaveis, isoladamente ou associados a outros fatores, por surtos de
doencas de origem alimentar ou por alteragcdes de alimentos processados
(ANDRADE; MACEDO, 1996). Ha relatos de que utensilios e equipamentos
contaminados participam do aparecimento de aproximadamente 16% dos surtos
(FREITAS, 1995). Cortadores de frios, cortadores de legumes, bandejas, pratos,
talheres, tabuleiros, placas de altileno, amaciadores de carne, entre outros,
devem passar constantemente por uma avaliagcdo microbiologica para controle
da eficiéncia do procedimento de higienizacao, evitando- se a contaminac¢ao dos
alimentos produzidos (ANDRADE; MACEDO, 1996).

A atuacao dos profissionais responsaveis pela qualidade nas unidades
industriais de alimentacdo e nutricAo deve ser eminentemente preventiva.
Fundamentado em planos de amostragem bem definidos, 0 monitoramento por
meio da avaliacdo microbiolégica do ambiente, dos equipamentos, dos utensilios
e dos manipuladores pode melhorar sensivelmente a qualidade dos alimentos
servidos aos usuarios (ANDRADE et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETAS

Foram realizadas, durante o periodo da colheita do morango (de
novembro a janeiro) 3 visitas durante o processo de colheita em duas
propriedades produtoras de morango em S&o José dos Pinhais, Regido
Metropolitana de Curitiba (Figura 1-APENDICE). Uma das propriedades
pertence a colénia Rio Pequeno (area experimental PIMo 03 - Coordenadas
UTM 686331, 7173501) e a outra pertence a Gamelas (area experimental
PIMo 04 - Coordenadas UTM 691000,7167513).

A analise laboratorial foi realizada no Laboratério de Microbiologia e
Biologia Molecular do Departamento de Patologia, do Setor de Ciéncias
Bioldgicas, da Universidade Federal do Parana.

3.2 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

3.2.1 Caldo Lauril Sulfato Triptose (MALLMANN & DARBY, 1941)

Composigéo Concentragéao (g/L)

1 01002 20,0
0 To1 (0 1] T TSP TRPP 5,0
(04 o] 1] (0 Jo [ IKSTo Lo [ o JU U UUP PR 50
0 1S] =1 (o B ] o] t= 1S3 (o] o J USRS 2,75
(015 =1 (0 1Y, (o] pTeT oo ¢= 151 (ol o J P PPPRRST 2,75
Lauril SUIfato de SOUIO.........ccuiiiiieieee e 0,1

pH Final (a 25°C): 6.8 £ 0.2.

Foram dissolvidos 35.6 gramas em 1000mL de agua destilada. O
conteudo foi distribuido em tubos, contendo tubos invertidos de Durham, e
esterilizado na autoclave sob temperatura de 121°C por 20 minutos.

3.2.2 Caldo Lactosado Verde Bile Brilhante

Composigao Concentragéao (g/L)



Digestéo péptica de tecido animal..............cccceeeiiiiiiieeeecieeeeeeeee 10,0
= Vo 0 5T TR PP 10,0
Y1 TST0 [T o 1o 20,0
Verde BrilNANTE.........oooiiii e 0,0133

pH Final (a 25°C): 7.2 £ 0.1.

Foram dissolvidos 40 gramas em 1000mL de agua destilada e aquecido
até ferver para dissolver o meio completamente. O conteudo foi distribuido em
tubos, contendo tubos de Durham invertidos, e esterilizado em autoclave a
121°C por 20 minutos.

3.2.3 Caldo EC

Composigéo Concentragao (g/L)
Caseina enzimatica hidroliSAda............ovvveeiiiiiii e 20,0
e To1 (0 1] T PP PPPTRPR PRI 5,0
Mistura de SaiS DIlIAIES.........cuuiiiiiiie e 15
oY £= 1 (o I B ] oo r= K1 o o SRR SUS 40
FOSfato MONOPOLASSICO. .......cceeeeiiei e e e e e e e e e ae s 15
(04 o] 1] (o Jo [=IKSTo Lo [ o JA PSR UR TSR 50

pH Final (a 25°C): 6.9 £ 0.2.

Foram dissolvidos 37 gramas em 1000mL de agua destilada e aquecido
até ferver para dissolver o meio completamente. O conteudo foi distribuido em
tubos, contendo tubos de Durham invertidos, e esterilizado em autoclave a
121°C por 20 minutos.

3.2.4 Caldo Simples

Composigao Concentragéao (g/L)
EXIrato 0@ CAINE ..o e e e e e e e e e e 0,3
P EPIONA e 1,0
(@4 (o] =110 Jo [ 1Ko o [ To PR UR R STR 0,5

Yo [V E= e L= 11 =T - WO 100,0 mL
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Todos os compostos foram misturados, sendo esterilizados em autoclave

a 121°C por 20 minutos.

3.2.5 Agar Simples

Composigao Concentragéao (g/L)
Peptona ESPECIAI .......uuuiiiiiiiiiieiieeie e 23,0
11T [ J P PPPPUPPPPRPRR 1,0
(04 o] 1] (o Jo (=270 To | [0 PR PRPRR 50
0 = | PP 10,0

pH Final (a 25°C): 7.3 £ 0.2.

Todos os compostos foram misturados, sendo esterilizados em autoclave

a 121°C por 20 minutos.
3.2.6 Meio de cultura Agar Teague (Levine) (Traduzido de ATLAS, 1999)

Composicéo por litro

= PSP 15.0g
0= o (0 1S 10.0g
=T 0] (0] 1 = VPSP 10.0g
(1024 o 1= SO 2.0g
EOSINA Y e a e e 0.4g
AZUl de MELIENO... ..o 0.065mg

pH final (a 25°C): 7.1 + 0.2.

Os componentes foram adicionado em 1000 mL de &agua destilada,

aquecidos e autoclavados a 121°C por 20 minutos.
3.2.7 Meio de cultura Agar Baird Parker
Composicao Concentracdo [g/L]

I 10 o - VPP 10,0
EXIFAIO 0@ CAINC. ... e e 50



EXIrato de I@VEAUIA.......coooieiiiie e 1,0
T AVZ= 1 (o 0 (ST Yo [ o T 10,0
] [ ox 10 = 12,0
Cloreto de litio hexahidratado...............ueueiiiiiiiiiiiiii e 5,0
0 = U RO PP 15,0

ph final (a 25°C): 7,0 £ 0,2.
O meio foi autoclavado a 121°C por 20 minutos. Resfriado a 45°C e foi
adicionado, para cada 950 mL de meio, 50 mL de emulsdo gema de ovo e 10

mL de uma solucédo de Telurito de Potassio a 1%.

3.2.8 Meio de cultura Agar Manitol

Composigéo Concentragéo [g/L]

Caseina enzimatica hidrolisada...............ciiieiiiiiiiiiiiee e 10,0
NItrato dE POLASSIO........ciiiiiiiiiiiiiiti ettt e e e e e e e e e e e e e e e ea s e anns 1,0
1= T a1 (o) ST 7,5
Vermelno de fENOL.... ... e e e e 0,04

pH Final (a 25°C): 7.6+ 0.2.

Os componentes foram adicionado em 1000 mL de éagua destilada,

aguecidos e autoclavados a 121°C por 20 minutos.

3.2.9 Meio de cultura Agar SS (Salmonella Shigella) (Traduzido de ATLAS,
1999)

Composicéo por litro

= PP 13,59
0= o (0 1S 10,09
SAIS DIHAIES ... 8,59
NB2S203 ...ttt e e e e e e ra e e e e e e e e e e e raareaaaaans 8,5¢
(@311 =1 (0 0 {80 Yo [0 T PRSP 8,50

EXIrAt0 08 CAIME....ueieiiii et e e e e e e e e e e 5.0g
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(O 17T - TSP 2.59
Peptidio digerido de tecido animal.............ccoooiiiiiiiieiiiie e 2.59
L= G PR 65.0g
LI 00 2= 10.0g

pH (a 25°C): 7.4  0.2.

Os componentes foram adicionado em 1000 mL de &agua destilada,

aguecidos e autoclavados a 121°C por 15 minutos.

3.2.10 Meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar)

Composicéao Concentracao [g/L]
2] 0PRSS 39,09
AQUA ESHIATA.........c.ecveieeeee et 1000mL

O meio foi preparado conforme indicacdo do fabricante, sendo entédo

esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos.

3.2.11 Lactofenol de Amann (CRUZ, 1981)

Composicao Concentracgéao [g/L]
ACTHO TALICO. ettt ettt e e et e et e e e et e 10,09
ACIHO FBINICO. ..ottt ettt et e et e e e e e et e e et e e eeeeee e, 10,09
(€] Tt ] = T EPPPPRP 20,9
AQUA JESHIATAL ... .ottt 10,0mL

3.2.12 Alcool 70%

Alcool absoluto diluido em agua.

3.3 EXAME COLIMETRICO DA AGUA DE IRRIGACAO

Amostras da agua de irrigagdo das duas propriedades foram
coletadas em frascos de vidro previamente esterilizados e processadas
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imediatamente no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular do
Departamento de Patologia, do Setor de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade
Federal do Parana.

A contagem de coliformes totais e fecais foi realizada através da Técnica
dos Tubos Mdltiplos. A contagem dos coliformes totais foi realizada em Caldo
Lauril Sulfato Triptose (item 3.2.1.). Foi feito o teste presuntivo que consiste na
semeadura de volumes determinados da amostra em 5 tubos de Caldo Lauril
Sulfato Triptose (item 3.2.1.), que sao incubados a 35°+0,5°C durante 24 horas,
ocorrendo uma selecao inicial de organismos que fermentam a lactose com
producdo de gas. Portanto, a formacdo de gas (detectada através do tubo de
Durham invertido) a partir da fermentacédo da lactose é prova presuntiva para a
presenca de bactérias do grupo coliforme.

Depois, foi feito o Teste Confirmatério que consiste na transferéncia de
cultura de todos os tubos positivos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (item 3.2.1.),
incubados durante 24 horas a 35+0,5°C para tubos contendo C.L.V.B.B. (Caldo
Lactosado Verde Brilhante Bile) (item 3.2.2.), que sdo incubados durante 24
horas.

A confirmacéo de coliformes termotolerantes foi feita em caldo EC (Difco)
(item 3.2.3.). Esse teste consiste na transferéncia das culturas de todos os tubos
positivos de Caldo Lactosado Verde Brilhante Bile (item 3.2.2.) incubados
durante 24 horas a 35+0,5° C para tubos contendo Caldo E.C (item 3.2.3.). Os
tubos foram incubados durante 24 horas a 44,5+0,2° C em banho-maria com
agitacao e temperatura constantes. Havendo turvacéo e producéo de gas neste
meio o resultado sera positivo.

A determinacdo quantitativa foi realizada de acordo com a técnica do
NMP (Numero Mais Provavel), recomendada pela American Public Health
Association (VANDERZANT; SPLITTSTOESSER, 1992). O resultado é expresso

como numero de células por 100 mL de amostra.
3.3.1 Pesquisa de Escherichia coli
A pesquisa da bactéria Escherichia coli para a 4gua de irrigacdo foi feita

através da inoculacdo e espalhamento, com alca de Drigalski, de 0,1 mL do
caldo EC (item 3.2.3.), proveniente da andlise de 4gua das duas propriedades,
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em placas contendo Agar Teague (item 3.2.6.). Sendo resultado positivo a
presenca de coldnias bacterianas com caracteristicas sugestivas de Escherichia
coli. As placas foram incubadas a 44,5 +/- 0,2 por 24 horas. A partir das
coldnias sugestivas de Escherichia coli crescidas no meio Agar Teague (item
3.2.6.), foram realizadas as provas bioquimicas de IMViC (Indol, Vermelho de
Metila/ Voges-Proskauer e Citrato), de acordo com a técnica descrita por
VANDERZANT; SPLITTSOESSER, 1992.

3.3.2 Pesquisa de Salmonella sp e Shigella sp

A pesquisa de Salmonella sp e Shigella sp na agua de irrigacao foi feita
através da técnica de esgotamento da alca de niquel cromo, do material
proveniente do Caldo Lauril Sulfato Triptose (item 3.2.1.), com resultado positivo,
proveniente da andlise de agua das duas propriedades, em &gar SS (item
3.2.9).

Com o aparecimento de colbnias suspeitas de Salmonella sp. e Shigella

sp. o resultado foi considerado positivo.

3.3.3 Provas bioquimicas (IMViC)

Série de provas que permite diferenciar os principais grupos de
Enterobacteriaceae, baseando-se nas suas propriedades bioguimicas e nas
reacoes enzimaticas na presenca de substratos especificos.

Estas provas seguiram a metodologia descrita pela APHA (1998).

3.4 ISOLAMENTO DE FUNGOS DA AGUA DE IRRIGACAO

Para a pesquisa de fungos da agua de irrigagéo foi inoculado 1,0 mL da
amostra de agua coletada nas duas propriedades, em placas contendo meio
BDA (Meio Batata Dextrose Agar- Item 3.2.10), e espalhado, com o auxilio da

alca de Drigalski. As placas foram incubadas em estufa a 28°C por 7 e 14 dias.
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Apoés o periodo de incubacédo realizou-se o isolamento dos fungos em
placas contendo Meio BDA (Meio Batata Dextrose Agar- Item 3.2.10). Os
isolados novamente foram incubados em estufa a 28°C por 7 dias. Os isolados

foram, entéo, agrupados de acordo com sua morfologia colonial.

3.5 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

A identificacdo dos isolados foi feita pela técnica do microcultivo (KERN;
BLEVINS, 1999), em que placas de Petri com uma lamina e um pedaco de
algodao foram esterilizadas em autoclave por 40 minutos sob pressao de 1 atm
e temperatura de 121°C. Um cubo de aproximadamente 1 cm3 de meio de
cultura BDA foi cortado e colocado sobre um Iamina contida no interior da placa.
Repicou-se o isolado nos quatro lados do cubo, o qual foi posteriormente coberto
por uma laminula esterilizada. O algod&o no interior foi umedecido com &agua
destilada esterilizada e a placa foi incubada em estufa por 7 a 14 dias, a
aproximadamente 28°C. ApoOs o tempo determinado, a laminula foi retirada e
colocada sobre outra lamina limpa contendo uma gota de Lactofenol de Amann
(tem 4.2.11.), sendo as bordas vedadas com esmalte incolor. As laminas
preparadas foram observadas em microscoépio éptico.

A identificacdo foi realizada através de observacbes de corpos de
frutificacdo em laminas apds incubacéo por 7 e 14 dias, respectivamente, a 27°C
aproximadamente, ao microscopio 6ptico (HAZEN; GORDON; REED, 1973,
BARNETT; HUNTER, 1987; LARONE, 1987; KERN, 1988; KLICH; PITT, 1988;
HERRERA; ULLOA, 1990; MENEZES; OLIVEIRA, 1993).

3.6 ISOLAMENTO DE BACTERIAS E FUNGOS DAS MAOS DOS
PRODUTORES E TESTE DA EFICIENCIA DO AGENTE SANIFICANTE
ALCOOL 70%

Apbs os procedimentos rotineiros de colheita realizados pelos produtores,
friccionou-se um swab nas maos destes, contemplando as seguintes regides:
palmas das méaos, dedos e entre os dedos. Estes swabs foram imersos em tubos
contendo Caldo Simples (item 3.2.4) para que fosse feita, posteriormente, em

laboratorio, a contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) em Agar



32

Simples (item 3.2.5) para o isolamento de bactérias e BDA (item 3.2.10) para o
isolamento de fungos.

Em seguida, foi aplicado nas maos dos produtores o agente sanificante
Alcool 70% (item 3.2.12) e procedeu-se a metodologia descrita acima para o
isolamento de bactérias e fungos.

As bactérias isoladas foram identificadas por meio das metodologias
descritas abaixo. Os fungos foram identificados conforme descrito no item 3.5.

O procedimento de contagem das UFC, em Agar Simples e em BDA, foi
realizado em 10 repeticbes. Realizou-se, entdo, a contagem de UFC de cada
repeticdo e os dados foram transformados para log (x+1). O experimento
consistiu de um delineamento inteiramente casualisado e os dados foram
analisados por meio de uma analise de variancia, seguida do teste de Tukey
para comparacdo de meédias a 5%, por meio do software Assistat 7.5 2008
(SILVA; AZEVEDO, 2006).

3.6.1 Pesquisa de Staphylococcus aureus

A pesquisa de Staphylococcus aureus proveniente das maos dos
produtores foi feita através do estriamento, com o auxilio da alga de niquel
cromo, em meio Manitol (item 3.2.8), do material proveniente do Caldo Simples
(tem 3.2.4.), com resultado positivo, onde foi imerso o swab proveniente da
analise das maos dos produtores das duas propriedades. Foi considerado
resultado positivo o aparecimento de colbnias tipicas de Staphylococcus aureus
em meio manitol (item 3.2.8), e a mudanca de cor do meio, de vermelho para
amarelo.

Essas colonias suspeitas foram isoladas e repicadas em placas contendo
meio Baird Parker (BP) (item 3.2.7) e incubadas a 36x1°C, por 24 horas. Foi
considerado resultado positivo o0 aparecimento de colbnias tipicas de
Staphylococcus aureus em meio BP (item 3.2.7).

Para a confirmacdo da suspeita de Staphylococcus aureus também foi

feito o teste da catalase e coagulase em lamina.

3.6.1.1 Teste da catalase em lamina para Staphylococcus aureus
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Fez-se o esfregaco de duas a trés colbnias da bactéria em uma lamina.
Sobre essas colbnias foram pingadas de duas a trés gotas de H,O, (perdxido de
hidrogénio). Esse teste € feito para se diferenciar Streptococcus sp de
Staphylococcus sp e testa a capacidade de algumas bactérias converterem o
peréxido de hidrogénio (H 2O ) em agua (H ,0O) e oxigénio (O,). O teste de

catalase negativo exclui a presenca de Staphylococcus aureus.

3.6.1.2 Teste de coagulase em lamina para Staphylococcus aureus

Utilizou-se o reagente Staphyclin- Slidex Staphclin Latex Agglutination test
(Laborclin, Parand, Brasil).

A coagulase € uma adesina produzida por Staphylococcus aureus e
Staphylococcus intermedius. No laboratério € usada para distinguir diferentes
isolados de Staphylococcus. O teste de coagulase negativo exclui a presenca de
Staphylococcus aureus.

A metodologia foi seguida de acordo com a indicacdo do fabricante.
Reagentes:

- Staphclin latex: Suspensao de particulas de latex réseas, sensibilizadas com
proteinas plasmaticas antigeno-especificas;

- Staphclin controle positivo: Suspensao celular de Staphylococcus aureus néao
viaveis , derivados da cepa ATCC® 25923;

- Staphclin controle negativo: Suspenséao celular de Staphylococcus pidermides
nao viaveis, derivados dacepa ATCC® 12228;

- Solucao salina: Solucao 0,15M de cloreto de sodio.

Observacéao: Todos os reagentes contém azida sodica a 0,1% como

preservativo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Adesina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Staphylococcus_intermedius&action=edit&redlink=1
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA DE IRRIGACAO
POR MEIO DO EXAME COLIMETRICO

De acordo com a Técnica dos Tubos Mudltiplos, considera-se resultado
positivo o tubo que apresentar turvacdo do meio e producdo de gas detectada
através do tubo de Durham. Ambas as propriedades apresentaram resultado
positivo em todos os tubos da analise, apresentando 1600 coliformes totais/100
mL e 1600 coliformes fecais/100 mL de agua.

Bonilha (1986) e Barros et al. (1999) chamaram atencéo para 0s possiveis
riscos a saude publica, uma vez que os coliformes totais, apesar de néao
causarem doencas, também habitam o intestino de animais mamiferos, inclusive
o homem, podendo indicar uma possivel contaminacdo da agua e hortalicas com
bactérias entéricas patogénicas. Embora o uso de coliformes fecais como
indicador de poluicdo sanitaria seja mais significativo que o uso de coliformes
totais, por serem restritos ao trato intestinal de animais endotérmicos, a
utiliz