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O tomate é um dos frutos mais consumidos no mundo. Bactérias da familia Enterobacteriaceae séo
responsaveis pelos grandes surtos de gastrenterites. A irradiacdo consiste num método fisico que reduz as
perdas eliminando organismos deteriorantes de alimentos. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi
identificar e determinar o perfil de resisténcia de bactérias da familia Enterobacteriaceae a partir de
tomates irradiados. Para isto, utilizaram-se trés lotes contendo 80 tomates, divididos em controle e
irradiados. As amostras foram embaladas e devidamente identificadas quanto a dose de irradiagdo
aplicada. O material foi irradiado em fonte de cobalto-60 (6,060 kGy/h) com doses de 1,0; 1,5 e 2 kGy.
Para a andlise microbioldgica os tomates foram cortados, sendo retiradas as cascas a fim de obter
amostras pesando 25g. Cada amostra foi transferida a um Erlenmeyer contendo dgua esterilizada, o
conjunto foi agitado mecanicamente. Aliquotas das aguas de lavagem foram semeadas em meios seletivos
e diferenciais. Apos reisolamento, as colbnias foram submetidas ao método de coloragdo de Gram, em
seguida realizados os testes bioquimicos para identificacdo classica. As provas de susceptibilidade a
antibidticos foram realizadas segundo o CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute). Foram isoladas
trés cepas de Enterobacter cowanii nas amostras de tomate irradiados com 1,0 kGy, ndo havendo
presenca de isolados nos tomates submetidos as demais doses. Quanto ao perfil de resisténcia, as
linhagens identificadas foram resistentes & Ampicilina. A irradiacdo gama na dose de 1,5 e 2 kGy em
tomates foi eficiente como também o micro-organismo isolado ap6s irradiacéo néo apresentou perfil de
multirresisténcia.
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Isolation of Enterobacter cowanii in tomatos after gamma irradiation

The tomato is one of the most consumed fruit in the world. Bacteria of the family Enterobacteriaceae are
responsible for large outbreaks of gastroenteritis. Irradiation is a physical method which reduces waste by
eliminating spoilage organisms in foods. The objective of this study was to identify and determine the
resistance profile of micro-organisms of the family Enterobacteriaceae from irradiated tomatoes. Were
used three batches each containing 80 tomatoes, and divided in control and irradiated. The samples were
individually properly identified as the irradiation dose applied. The material was subjected to irradiation
with gamma rays, for irradiating with a cobalt-60 source, using doses: 1.0, 1.5 and 2 kGy (6,060 kGy/h).
For microbiological analysis tomatoes were cut out, and removing the shells to obtain samples weighing
25g. Each sample was transferred to an Erlenmeyer containing sterilized water, stirring the assembly
mechanically. Aliquots of the wash waters were sown in differential and selective media. After
reisolation, the colonies were subjected to Gram staining then performed biochemical tests for
identification. The antibiotic susceptibility tests were performed according to CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute). It was isolated three strains of Enterobacter cowanii in tomato samples irradiated with
a dose of 1.0 kGy, without isolating the other doses. As for the resistance profile, the strains were
resistant to Ampicillin identified. Gamma irradiation at a dose of 1.5 and 2 kGy was effective in tomatoes
as well as the micro-organism isolated after irradiation showed no profile of multidrug resistance.
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1. INTRODUCAO

O tomate € um dos frutos mais consumidos e plantados, ndo sé no Brasil, como em todo
mundo . Este fruto esta entre os produtos agricolas recordistas em perdas, em razdo da sua
elevada perecibilidade. Sua contaminacdo da-se desde o periodo pré-colheita até o pos-colheita.
Os estudos referentes a conservacao pds-colheita de tomates sdo escassos por isso, nesta etapa,
ainda ndo foram definidas as tecnologias e o tempo de vida util para os diferentes cultivares
desse fruto #34°°,

A producdo industrial brasileira de tomates teve inicio no século XX. Todavia, a cultura do
tomate teve grande impulso apenas na década de 50, no Estado de S&o Paulo, o que viabilizou a
implantacdo de diversas agroindustrias. Na década de 80, a expansdo alcangou o Nordeste,
especialmente Pernambuco e o norte da Bahia. Nessas regides o cultivo do tomate foi
favorecido face as condi¢6es climaticas existentes durante a maior parte do ano. Porém, a partir
de 1991, ocorreu uma reducdo da area plantada, provocada pela maior oferta de polpa no
mercado internacional e pelo ataque severo da traca-do-tomateiro, cientificamente chamada de
Tuta absoluta ’. Segundo a EMBRAPA, em 2010 foram cultivados no Brasil cerca de 18 mil
hectares de tomateiros rasteiros, cuja producédo € toda destinada a industria, com uma producéo
anual em torno de 1.284 toneladas, concentradas principalmente na regido dos cerrados do
(l:entro-oeste e também no oeste de Sdo Paulo, onde séo cultivados cerca de quatro mil hectares

Apesar da evolugdo tecnologica das ultimas décadas, quanto as técnicas de conservacao e
higiene dos alimentos, as doencas por eles transmitidas tém sido consideradas um grave
problema de satide ptblica em escala mundial ®. A microbiota dos vegetais frescos é originria
principalmente do solo, das formas de cultivo (convencional ou hidropdnica), da agua de
irrigacdo, do ar, dos insetos e animais silvestres. E representada basicamente pelas espécies da
familia Enterobacteriaceae, que sdo responsaveis por grandes surtos de gastroenterites nos seres
humanos °.

Os métodos de preservacao dos alimentos empregam processos fisicos ou quimicos. Dentre
tais métodos, a irradiacdo de alimentos consiste num método preventivo de seguranca alimentar.
Com o descobrimento e desenvolvimento de técnicas utilizando material radioativo, muitos
setores foram beneficiados. Um deles foi o setor alimenticio que através do emprego das
radiacOes ionizantes conseguiu obter resultados, que podem amenizar e até mesmo evitar uma
série de problemas, quanto as enfermidades de origem alimentar *°.

A irradiacdo pode reduzir as perdas do pos-colheita matando pragas de insetos em frutas,
gréos, ou temperos, reduzindo organismos deteriorantes de alimentos, inibindo o brotamento de
vegetais e retardando o amadurecimento de frutas *.

O processo de irradiagdo pode ser usado como uma medida de salide publica de intervencéo
para o controle de doencas de origem alimentar ***3. Isto é extremamente importante uma vez
que nas Ultimas duas décadas, doencas de etiologia microbiana tornaram-se um problema
crescente de sadde publica em todo o mundo **.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo identificar e determinar o perfil de resisténcia das
bactérias da familia Enterobacteriaceae em tomates irradiados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecéo das amostras

Foram utilizados trés lotes de tomates maduros, integros, sem danos a casca ou interior,
comercializados em diferentes boxes na feira-livre do CEAGEPE (Companhia de Armazéns
Gerais do Estado de Pernambuco), Recife-PE. Cada lote foi composto por oitenta frutos,
divididos em quatro grupos (controle e as doses de 1,0; 1,5 e 2,0 kGy). Cada ensaio foi
realizado em triplicata.
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2.2 Analise microbioldgica

O procedimento experimental foi composto por duas séries de andlises microbioldgicas. A
primeira foi feita com as amostras do produto in natura e a segunda com amostras do produto
apos a irradiacdo. Os tomates foram assepticamente acondicionados em embalagens fechadas e
conduzidos até o laboratério de Farmacos e Ensaios Antimicrobianos no Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

2.3 Isolamento e identificacdo de Enterobactérias

Em um frasco contendo 225 mL de agua destilada esterilizada foram adicionados 25g da
casca da fruta que correspondem em média a cinco tomates. O conjunto foi agitado
mecanicamente por 15 minutos °. Ap6s o periodo de agitacdo, aliquotas da agua de lavagem
foram retiradas com alca de platlna calibrada (1pL) e semeadas utilizando a técnica de
esgotamento em triplicata nos meios: Agar Sangue de Carneiro, Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB), Agar entérico de Hektoen (HE), Agar Salmonella-Shigella (SS) e Agar Manitol. As
placas foram incubadas a 35° C por 24 horas. Ap6s incubacéo, as col6nias foram reisoladas para
posterior identificacdo *°. Todo o ensaio foi realizado em triplicata, para as amostras do grupo
controle e irradiadas.

2.4 ldentificagdo dos isolados

Apos reisolamento, as col6nias foram submetidas a técnica de coloracdo de Gram para
separacdo dos micro-organismos em Gram-positivos e Gram-negativos, e observacdo da
morfologia. As coldnias caracteristicas que se apresentaram Gram-negativas e na forma de
bacilos foram submetidas aos seguintes testes bioquimicos para identificacdo: Teste de
utilizacao fermentativa da glicose, lactose e sacarose (meio TSI); Teste de motilidade, avaliacéo
da produgdo de Indol e produgdo de H,S (meio SIM); producdo de Urease (caldo uréia de
Stuart); e teste de utilizacdo de Citrato de Sodio ou Citrato de Simmons e prova da utilizacdo de
carboidratos ***’

2.5 Analise do perfil de sensibilidade dos micro-organismos identificados frente a
diferentes antibiodticos

Para o teste de susceptibilidade antimicrobiana das colénias isoladas a partir das amostras do
grupo controle e das irradiadas foi utilizado o procedimento adotado pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) *®, que consiste em transferir trés a cinco colénias de cada
micro-organismo identificado de uma cultura de 16 a 18 horas a 35 °C, para um tubo com 5 mL
de &gua esterilizada. Apés a turvacdo da solucdo a um valor correspondente ao tubo 0,5 de
turbidez da Escala de McFarland (+ 10° UFC), a suspenséo foi semeada, utilizando-se “swab”
esterilizado embebido em solugdo em placa contendo o Agar Miieller Hinton em trés sentidos
diferentes, girando-se a placa num angulo de 60° apds cada aplicacdo. Os discos de antibidticos
foram colocados sobre a superficie do meio semeado assepticamente, obedecendo a uma
distancia minima de 15 mm. Para as enterobactérias os antibiéticos utilizados foram: Ampicilina
(10ug), Cefalotina (30pg), Cefoxitina (30pg), Cefotaxima (30ug), Cefepime (30ug),
Gentamicina (10pg), Tetraciclina (30pg), Ciprofloxacina (5ug), Amoxicilina + Ac. Clavulanico
(20/10ug) e para os Staphylococcus spp.: Ciprofloxacina, Clindamicina, Cloranfenicol,
Eritromicina, Gentamicina, Linezolida, Oxacilina, Tetraciclina e Penicilina. As placas assim
preparadas foram incubadas a 35 + 2 °C. Apds um periodo de 16 a 18 horas de incubacdo, as
placas foram examinadas e os diametros das zonas de inibicdo foram medidos e classificados de
acordo com a Tabela M100/S20 do CLSI.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas trés cepas de Enterobacter cowanii nas amostras de tomate irradiados
somente na dose de 1,0 kGy, que nos testes bioquimicos apresentaram produgdo de H,S
negativa, citrato positivo, ureia negativa e TSI (Agar Triple Sugar Iron) &cido/acido (Figura 1).
Para as doses de 1,5 e 2 KkGy, a irradiacdo foi eficiente e por isso ndo houve isolamento de
cepas.

Figura 1: Testes bioquimicos para identificagédo de Enterobacter cowanii: A. producéo de H,S
negativa; B. Citrato positivo C. Uréia D.TSI acido/acido.

Dussault et al. *°, em trabalho com cenouras, encontraram Pantoea agglomerans apds 0 uso
da radiagdo com doses de 1 e de 3-5 kGy. Avaliaram também o efeito da irradiacdo-y sobre os
acidos graxos e muropeptideos de duas cepas de Pantoea agglomerans e concluiram que os
efeitos da irradiagdo na membrana bacteriana sdo notados, e que poderiam desempenhar um
papel importante na resposta celular e na capacidade de sobrevivéncia desse micro-organismo
nesse ambiente rigido.

Solidénio %, avaliando amostras de camomila irradiadas com a dose de 5 kGy, observou a
presenca de Serratia ficaria, Pantoea aglomerans e Pseudomonas aeruginosas. Assim como no
presente estudo houve isolamento de membros da familia Enterobacteriaceae apoés irradiacéo,
representados pelas espécies dos géneros Serratia e Pantoea.

Das 94 cepas de Staphylococcus (coagulase positiva e negativa), isoladas em Jerked Beef,
24% ou 22 cepas foram isoladas ap6s o uso da radiacéo nas doses de 2, 4 e 6 kGy %, resultados
diferentes dos encontrados neste trabalho.

Quanto ao perfil de resisténcia aos antibioticos, as linhagens identificadas se apresentaram
resistentes apenas & Ampicilina (Figura 2).

Figura 2- Resisténcia de Enterobacter cowanii a Ampicilina como indicado na seta vermelha. 1.
ampicilina, 2. cefalotina, 3. cefoxitina, 4. cefotaxima, 5. cefepime, 6. gentamicina, 7.ciprofloxacina, 8.
tetraciclina, 9. amoxicilina+&cido clavulanico.
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O uso indiscriminado de antibidticos em vérias préaticas, incluindo as praticas medicas,
veterinarias e agricolas, resultam em uma pressao seletiva sobre as bactérias, contribuindo para
a selecdo de micro-organismos com o0s padrfes de resisténcia aos antibiéticos. A presenca de
bactérias resistentes aos antibidticos tem sido descrita em diversos ambientes, incluindo solos,
em aguas superficiais e de consumo e em alimentos, representando um problema crescente de
salide publica %

Tais fatores poderiam justificar a presenca de micro-organismos resistentes verificada nos
tomates analisados. Neste trabalho, ndo foi estabelecida uma relacéo entre as doses de radiacéo
utilizadas e o perfil de resisténcia a antibiéticos nos micro-organismos estudados.

4, CONCLUSAO

A irradiacdo gama na dose de 1,5 e 2 kGy em tomates foi eficiente. Nas amostras de tomate
irradiadas com 1 kGy, as cepas de Enterobacter cowanii ndo apresentaram perfil de
multirresisténcia. Assim, o processo de irradiacdo pode ser usado como uma medida de saude
publica de intervencéo para o controle de doengas de origem alimentar.
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