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(Os vegetais frescos na sua quasi totalidade s80 ingeridos cris
com pequeno ou nenhum preparo prévio. O exame periddico e sis-
tematizado dos vegetais crils apresenta um interésse especial para
a safide pablica. A importéneia désses exames sdmente é igualada.
pelos exames didrios a que s80 submetidos o leite e a Agua.

Ag informactes fornecidag por 8sses exames periddicos e siste-
matizados dos vegetais erds, sio da maximsa utilidade para os ser-
vieos do policlamento da alimentacio plblica, assim como para o8
servicos de higiene e de satide publica em geral. Os resultados dos
exames dos vegefals frescos permitem aos servicog de satde pd-
blica controlarem o estado sanitidrio désses alimentos e, em todos
0s ¢usos, permitem: um contrdle refrospectivo sébre quais as eondi-
¢Oes em que foram cultivados. Permitem, obter dados sbbre a pos-
gibilidade de terem sido cultivados em zonas onde existe o hibito
de serem os vegetais irrigados com aguas poluidas.

A circunstineia de serem ingerides crts, com pouco ou nenhum
preparo prévio, permite compreender como os vegetais frescos po-
derfio ser os velculos transmissores de infestacdes, de infeccdes e
concorrer para a difusfo de surtog epidémicos de gravidade variivel,
sempre eondicionada ao agente etioldogico e as condicdes peculiares a.
cada ocurréncia.

Em regides em que estd arraigade, entre os horticultores, o
habito da irrigacio dasg hortalicas com dguas poluidas e, em muijtos
casos, intencionalmente misturadas com excrementos humanoes ou
animais, é ficilmente compreensivel o interésse da constante e indis-
pensavel vigildncia sanitaria.

Com efeito, Aguas muito poluidas oferecam sempre perigo po-
tencial de contaminaclo por agentes patogénicos causadores de gra-
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ves surtos de epidemias ou, de, pelo menog, de endemias periédicas.
Indices de poluicio muito elevados condicionam, em todos os easos,.
uma flora extremamente complexa, donde resulta maior possibili-
dade da presenca dos agentes disenterigénicos.

E logico que essa possibilidade da ineluséio de agentes patogéni--
cos pode falhar na andlise quantitativa, onde o carater de estreita
proporcionalidade ndo existe ou pode variar em escala ampla, daf
o interfsse capital sbbre os dados mais precisos, que 86 o exame
qualitativo podera fornecer e com a mintcia desejada.

Embora permaneca obscura a explicacfo do fato, ja de longa
data é conhecida a possibilidade dos s6los de certas regides pode-
rem abrigar germes ausentes em outros. A FE. coli & mais fre-
quente nas terras cultivadas e nas terras de pasiagens onde estdo
os animais, do qgue nas terrag virgens onde pode nfio existir.

As pesquisas de Meyer demonstram que nos sélos da Califérnia
o Cl. botulinum é muito frequente. As observagfes de Ten Broek
e Bauer ! demonstram a frequéneia de Clost, fefani nog sélog da
China. Os trabalhos de Zeisler e Rassfeld ¥ com relacio ao sdlo-
de muitas zonas de combate da Europa, demonstraram a presenca do
Cl. Welelhii em 100% de amostras de terra examinadas, e que exis-
tem zonas mais ricas em determinados germes do gue outras.
Regides com uma flora muito pobre, foram encontradas por Boyd
e Mae Lennan!, examinando as terras dos deserios do Norte da.
Africa.

% muito grande a sobrevivéneia de germes patogénicos ne sélo.
Murilo 8 irrigando o s6lo com suspens8o de Salmonella typhose, con-
seguiu isolar amostras de germes altamente virulentos até 36 dias
dencis e Melick 7 encontrou amostras vivas e virulentas até 58 dias
depois do primeiro exame das amostras de terra experimentalmente.
contaminada. Da mesma maneira Parr 4 evidenciou a considerdvel
sobrevivénecia da F. coli no sélo.

A Seccao de Contrdle Bioldgicos do Imgtituto Adalfo Lutz
realiza periddicamente analises de contrdle sanitiric dos vegetais.
frescos visando um triplice objetivo:
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1.2} determinar a interrelacfio entre condicdes em gue 08 ve-
_getais foram cultivados e a flora que apresentam, assim como as con-
taminactes decorrentes do seu manuseio pelos intermediarios.

2.°) evidenciar os perigos que adviria para a saidde puablica
da presenca de agentes produtores de infeccles, de intoxicacdes e
de infestacBes, nesses vegetais frescos; e finalmente,

3.% determinar a correlaco entre a flora e os problemas
-da preservaciio alimentar.

Procura-se ainda estudar experimenialmente a econtaminacio
dos vegetais por meio de dguas poluidas.

No exame qualitative e gquantitativo das &dguas de irrigacio
fomamos como critéric para apreciacio do estade sanitario a veri-
ficacho do seu contetdo em germes do grupo coliforme 1,

Examinando vegetais frescos e tomando também comeo critéric
nesses exames, o teor em germes do grupo coliforme, Slocum!’ de-
monstrou a presenca de Escherichio coli, ou de alta percentagem de
germes  do  grapo coliforme, em 38 amostras de vegelals
irrigados com Adguas peluidas nas hortas. Nos vegetals nfio irrigados
com &guas poluidas Slocum!® nfo encontrou a E. coli donde sua
conclusao: “It appears from these results that the presence of
E. coli or of large members of coliform bacteria on vege:té,bles wWas
Aindication of fecal pollution.” Os exames de Slocum!’ foram reali-
zados s6bre um total de 92 amostras de vegetals de diferentes re-
gides, Nio fol verificado se aumentava 2 incidénecia do grupo coli-
forme hos vegetais adguirides no mercado relativamente aog vege-
tais colhidos nas zonas de cultivo. Isto &, se o manuseio poderia ser
responsabilizado pelo aumento dos germes coliformes.

Os germes do grupo coliforme sao comuns no solo dasg regides
onde habita 0 homem e ausentes nas regides onde nfo existe vida
animal.

De acordo com as conclusdes de Thorn ¥ a presenca do grupo
coliforme mno sb6lo é devida & contaminacio fecal. O germe
do grupo coliforme mais comum do sclo é o A. aerogenes dai a
sua maior percentagem nas anélises de terras. Embora ¢ E. coli
pogsa sobreviver por periodos muito longos no solo, conforme poude
verificar Parr®, na agua nio existem ordinidriamente germes coli-
formes citralo redutores excelo nos cases de coniaminagdes por ma-
térias fecals humanas ¢ animais,
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1 - PARTE EXPERIMENTAL

N.Y de gmostros examinades: Foram examinadas 252 amos-
tras de verduras de espéeies diferentes e adquiridas também em
lugares diferentes, a saber:

Jactueat a8 .. iiianna Alfage ... ... . .ot 90 amosiras
Nasturtium of ficinale .......... Agrido ... oo . 26 amostras
Carum. petroselinum ........... Salsa ... i 20 amostras
Brassice gp ...ooiiniiiii i - Repolho ......... hranens i8 smostras
Brossico oleracea ... ... ... COUVE ... .iveinrrrenarnes 18 amostras
Cichorium endivie . ............. Chicdfrea .., ccricennecnses 14 amostras
Lyeopersietst 8D «.vie e TOMBRER v vr e 12 amostras
Spingcea oleraces .............. Espinafre ..., ... ..., 11 amostras
CRehoPiUMIN 8D it ein s ianinn HEseavola ........ ... ..., 11 amostras
Alliwm eepa ... .o ievin. Cabola  ..... ..o ... 11 amostras
Capsieum QU ... .vveveenn.. Pimentho ............00, 5 amostras
Ruphanus sativug .. ... ... Rabanete ................ 4 amosiras
Cichoriwm tnfybus ... ... ... Almelrfio ... ... i 8 amosiras
Dawens cavofa ... . .. Cenolira  ...v.vvvvrrnnnnns 3 arnosiras
Sinapis nigret . .oorini Mostarda ... ... eiiinn 12 amostras
SORCAUE 8P v Qerralha ... ... ... I amostra
Petroselinum sp ... ... . ..., Salsfo .o, 1 amostra
Brassico $P .. i Bréocoll . ......iiiniiii.n 1 amostra

Total 282 amostras

Téenica: Fol empregada a técnica aconselhada por Slocum?!?
gue consiste em pesar o vegetal picado, em balfo esteril, adicionando
depois 100 cm.® de 4gua da torneira, préviamente esterilizada, para
cada grama de verdura. Com o auxilio de pérolag de vidro, também
estérels, agitar céres de 5 miutos e proceder depois a semeadura
nos meiog de cultive adeguados,

Meijos empregedos: Os meiog empregados foram os usados
por Slocum: caldo lactosado, o0 mesmo empregado para o exame
de dguas; verde brilhante ecom 29% de bile e caldo formiato rici-
noleato. Foi introduzida uma pequena modificacdio: aos 100 cm.?
vestantes no balfio foi adicionada bile nutrose, como meio de enri-
quecimento para pesguisar germes do grupo tifico-paratifico. Se-
meadura: A semeadura foi feifa do seguinte modo: apds a agita-
cho do material em exame, com pérolas de vidros, semeava-se uma
gérie de tubos com pipeta estéril, com quantidades de: 0,1 em.? —
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0,2 em.d — 0,50 em.* — B cm. e 10 em.? A quantidade restante no
baldo juntava-se a hile nutrosada. Semeava-se também um tubo
com meio Kauffmann para a pesquisa de germes do grupe de
Salmonella.

Leitura: Procedia-se & leitura ao fim de 24 e de 48 horas
apds a semeadura, mantendo o material incubado a 37° (U, durante
todo @sse periodo. Do tubo semeado com a menor quantidade de
material e que apresentava formaclo de gas retirava-se uma alca
bem carrvegada, transplaniando-a para placas contendo dgar-lacio-
gado-acido-rosélico e para placas contendo meio de Teague. Do
mesmo modo era ressemeado o material eultivado no balao com bile
nutrosada e o material do meio de Kauffmann, sendo que 8ste ul-
timo ressemeado sémente depois de 4 dlas de incubacdo, a
37° C.

Identificacdo: As placas foram examinadas apds incubaclo
por 24 horas 4 37° C, sendo as colonias suspeitas transpilantadas
para o melo de Krunwiede (triplice ag¢lcar) de acdhrdo eom o scu
comportamento, Foi feita a pesquisa do dndel, do V. P, do V. M.,
da acko sbbre a lactose, da aclo sbbre 0 meio de Simon e da Koser
{utilizacdio do citrato comp forfe de carbono) e também sbbre a
sHeerina e a gelatina.

Protozodrios: Para a pesquiza de protozoérios fol usade o
processo seguinte: o material, pesado em haldo estéril, era agitado
com pérolas de vidro e Agua esterilizada, uma guantidade maior de
Agua permitia lavar melhor a verdura. O liguido ers colocado em
tubos de eentrifugader com a capacidada de 200 cm.’, centrifugado
por 2 horas, com velocidade de 2.000 voltas por minute: o liquide
sobrenadante era retirade com o auxilio de pipeta, examinando-se
o sedimente ao microscopie, Em virtude dos resultados serem fre-
guentemente negativos fol experimentada a centrifugaciio em tem-
pos menores de 15, de 10 e de 5 minutos, com a mesma velocidade
de 2.000 rotacfes por minufo, sem haver modificacfio nos resuifa-
dos obtidos.



INVEST. MICROB. E MICROSC, SOBRE VEGETAIS FRESCOS 347

RESULTADOS
. . N.c de . Fyre- ‘_4' a A. clo-
Especie amesiras - 008} % windd % rgg;- % aeae %
Allace............ 06 28 40 40 28
Agrifie ..., i) i3 5 11 5
Salsa.. ... 2 3 7 10 &
Repolho.. vee 18 4 4 9 7
Couveiniivninrn 15 10 7 ] 7
Chicdrea.,......., 14 4 5 8 4
Tomate e 12 e i 7 3
Espinafre, ... ... 12 2 4 3 7
Esgcarola... ..., 11 3 3 9 3
Cebola. .o, ..o 11 1 1 8 5
Pimentdo. . ..., . [53 i} 2 3 1i
Rabanete. ... ..... 4 2 2 i 2
Almeirdo 4 3 i 1 &
Cengura....... 3 ) 2 4 1]
Mostarda....... . 2 b4 1} G (]
Serralha.... ..., i i} H g 0
Salsfio....... ... 1 4 3 1 ]
Brocolio...on. 3 ] i 4 1}
Total covvvrr oo 252 TA ) 8% ] 88 | 3% | 1w | Araon] sa | snev

DISCUSSA0

O estude comparativo dos 3 meiog {verde brilhante, caldo ri-
cinoleato e caldo standard) demonstrou diferenca apenas aprecii-
vel nos resultados cbtides, razdo pela gual, nos dltimos exames,
foram abandonadeos o caldo ricinoleato e o calde lactosado standard,
sendo usado somente o verde brilhante que apresentoy resultados
uniformemente mais econstantes.

Alids, Slecum 9 nas conclusfes de seu trabalho escreveu que:
O verde brilthanfe com Z9 de hile foi um pouco mais eficaz do
que o calde formiato — ricinoleato, como meio presuntivo para a
verificacfio da presenca da Fscherichkic coli e dos outros germes
do grupo coliforme,

Esse A, examinou 92 amostras de vegetais diversos proveni-
entes de 10 localidades diferentes,

Encontrou a Escherichia eoli em 31, 5% das amostras exa-
minadas e ouiros germes do grupe coliformes em 78,3% das amos-
tras examinadas. Verificou Slocum que a incidéncia da Escheri-
chia coli era malor nos vegetaiy euja porgao utilizavel estava mals
préxima do sélo.
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Nio fol observada diferen¢a aprecidvel entre as amostras pro-
venientes de lugares diferentes, Segundo Slocum !* a combinacio
dos meios verde-brithante e calde lactosado standard, fornece re-
sultados muito satisfatérios para a verificachio da presenca dos
germes do grupo coliforme nos produtes alimenticios.

Stark ¥ prefere o caldo-formiato ricinoleato para a verifica-
cdo dos germes do grupo coliforme porque &ste meio impede o
crescimento de todos os germes responsaveis pelas “falsas provas”
e também porque acelera o crescimento dos germes pertencentes
ao grupo HEscherichie-Aerobacter,

Isse mesmo A, em colaboraciio com Curtis !’ estudando outros
meios para a determinacio dos germes do grupo coliforme no leite
e na agua, criticou o emprégo do caldo lactosado sftandard, por-
que &sse meio permite o erescimento de muitos germes que produ-
zem gis e ndo oferecern nenhum interésse sob o ponto de vista
ganitirio.

No presente trabalho, foram estudados de preferéneia os ve-
getais que, entre nds, sdo ingerides criis, tais como: alface, agrido,
tomate, salsa, ete.; alimenios esies considerados como as fontes
principais da vitaminas.

fisses alimentos, no Brasil, sfo adguiridos prineipalmente em
mercados, feiras Hvres, quitandas e similares onde sofrem grande
manuseio, por parie dog vendedores e dos compradores, sem o mi-
nimo cuidado e, sem & menor protecio, permanecem expostos as
poeirag, quandoe nfo & Agua das sargetas, fornando-se depdsito e
veiculo de bactérias e de parasitas em grande quantidade,

No Brasil, particularmente em S#&c Paulo, as chécaras forpe-
cedoras de hortalicas embora sob constante vigilineia sanitaria,
mantém o habito muito generalisado de empregar o adubo animal
e, mesmo humano recente, como fertilizante do solo onde séio culti-
vados o¢ vegetais. C(Citam-se mesmo casos em que as hortalicas sdo
irrigadas permanentemente com agua de esgoto e até mesmo de
fossas,

Warry ® durante uma epidemia de febre entérica, investi-
gando a causa da infecelo, examinou amostras de dgua, de leite,
de gelados, de mariscos, ete. Como nfo obtivesse resuliado salis-
fatdério e tendo conhecimento de que 64,4% dos pacientes haviam
ingerido agrifio 3 semanas antes da moléstia, resplveu examinar
&szes vegetais & chegou a iscolar o germe produtor da epidemia de
todas as amostras, e de uma amostra de Agua examinada chegou
5 izolar 50 germes por cm.’,
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Nag 252 amostras examinadas, encontramos a Escherichia
coli, T4 vézes ou seja em 29,3% das amostras, a Escherichio
Freundii em 86 vezes cu seja em 34,1%; o Aercbacter aerogenes
em 119 amostras ou 47,2% ; o Aerchacter clacese em 83 amosiras
cu 32,9%. Em 9 amostras, ou 3,6% o3 germes nfo foram iden-
tificados por motivos varios., Com relacio & incidéncia da Esche-
richie coli nos vegetals frescos os nossos dados sdo inferiores aos
de Slocum (31,6%), de Bessel (59,6%) e de Kurk (75,8%).

Em nenhuma das amostras isolamos representanies do grupo
tifico-para-tifico, apesar de havermos procedide com o malor cui-
dado nesse sentido, empregande melos especiais de enriquecimento
e analisando minuciosamente todos os germes isclados e suspeitos
de pertencerem a 8sse grupo.

Nio logramos observar diferenca significativa com relacie a
incidéneia dos germes coliformes quanto as zonas de onds provi-
nha o vegetal, Igualmente nfo pudemos demonstrar si foram os ve-
getais que durante o erescimento estiveram mais em contato com o
solo, o8 que apresentaram maior Incidéncia da FEscherichio
eolt e do grupo coliforme em relacdio zos outros vegetals gque nio
eresceram em contato com o solo.

As nove amostras mencionadas como ndo identificadas e que
foram negativas na laciose e no indel, possuiam motilidade nos
meios de agar rosblico e de Krumwiede tendo se comportado como
Selmonetle. Fntretanto as provas de aglutinacfo foram negati-
vas, paraz todos os tipos patogénicos de Salmonelle. Chegamos &
eonclusdo de gua se iratava de zalmonelas banais nfo incluidas no
grupo das pafogdnicas para o homem. Si existissem germes désse
erupe, 05 mesmos seriam encontrados com relativa facilidade, pois
sho bagtante resistentes, sobrevivendo por longo tempo, mesmo em
alimenfos enlatados, segundo observou Doyle?,

Conforme Doyle? a Salmonella @rirycke, no espinafre, em
conserva, sobrevivew por 3 anos. As substincias aglutinogenas
das Salmonellas ariricke e entferitidis foram encontradas no mi-
tho, no espinafre e na ervitha apés ® anos de infeccio experimen-
tal. A Salmonella aertrycke sobreviveu nos vegeiais apds agqueci-
mento moderado.

Mills ¢ estudou a contaminaciio dos frutos ¢ dos vegetals, por
bactérias e por protozodrios e os virios métodos de desinfecdo
dos mesmos. Esse A, eoncluiu ser dificil uma infeeciio por Bsses
alimentog, desde gue oz mesmos sejam submetidos a um trata-
mento prévio adeguado.
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Thom V admite gue os vegetals frescos do mercado podem ser
a causa de infecgdes entéricas. Hssa opinifio é compartilhada por
Rosenau ® que ndo considera tal fato como de grande importdncia,
em vista do grande numero de exames por &le procedidos e nos
quais nao eneontrou nenhum germe patogenico pertencente ao grupo
eoli-tifico. Rosenau® chama a atenciic para o fato de ter encontra-
do o bacilo coli em certo nlimero de amosiras analisadas.

Meliek 7 verificou que a longevidade do baeile tifico no szolo é
muito variavel, sendo que racas recentemente isoladas sobreviviam
de 32 a 43 dias. Suas observaces nio permifiram verificar si o
bacilo tifico penetrava no interior do vegetal; verificon porém que
08 germes permsaneciam na superficie do vegetal em contato com
o solo donde ndo podiam ser retivados pela lavagem usual. Dai
Melick” admitir que os vegeiais que crescem em contacto com o
sole adubado com exerementos contendo bacilo tifico, podem cons-
tituir uma fonte de infeccho.

Mils® verificou tamhém que os frutos e os vegetaiz intaetos,
nio contfm germes vivos em seus teeidos e gue quando os germes
penetram no interior dos frutos ou dos vegetais, através de al-
guma porcio cstragada, espalham-se em extensfio mauito limitada,
onde permanscem vivos de 7 g 42 dias.

Podem também contaminar a parie inferior dog vegetais mais
préximos de solo e al permanecem vives por longo tempo. A so-
brevivéncia das bacterias patogénicas na superficie dos vegetais
exige condicbes ftimas de umidade.

Oz exames procedides para verificacio de protozoidrios, de-
monstram que a sua frequéneia ndo fol tdo grande como esperava-
mos, dado o grande nimero de exames de fézes positivos para a
presenca de protozoirios, na Capital de 8. Paulo.

Das 756 amestras por nés examinadas, somente 10 foram posi-
tivas ou sejam 13,29, 1 duvidoza e 64 foram negativas ou se-
jam R85,39% das amostrag analisadas. Das 10 amosiras positivag
apenag uma correspondey a um cisto de Glardin infestinalis, sendo
as 9 amostrag restantes de especies ndo patogénicas,

Nas condicdes em que trabalhamos nenhuma contribuicfio po-
demos trazer com relacio 4 possibilidade dos vegetais serem os
agentes de transmissores de protozodrios. Tal fato nfo corre por
conta do cloro da agua pois segundo Mills ¢ o clore que tem acdo
sdbre as bactérias patogénicas da superficie dos vegetais, nio fem
qualguer acfio s6bre os cistos ou protozoirios,

* * ES
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RESUMO

1% Foram examinadas 252 amostras de vegetals frescos
encontrados & venda, em diferentes mercados da capital do Hstado
de S#o Paulo.

2.%) Foram c¢xaminadag 18 variedades diferentes de vegetais
frescos.

3.°} N&o fol encontrada nenhuma correlaciio entre varieda-
des do vegetal e a frequéncia qualitativa ou guantitativa dos ger-
mes do grupo coliforme.

4.7} Nao foi verificada nenhuma corvrelacio entre a prove-
niéncia do vegetal fresco e seu teor em germes do grupo coliforme.

5.2y O fato do vegetal crescer dentro da terra, sdbre a terra ou
sem contacto com a terra, nio influin sbbre o seu teor em germes
do grupo coliforme.

8.y A presenca da Fscherichie eoli fol constada em 74 das
252 amostras analisadag ou seja em 29,3%,

7.0) A presenca da Fseherichio freundii fol constada em 86 dasg
252 amostras analisadas ou seja em 34,1%.

© 8.9} A presenca do Aevchacter cloacs foi constada em 83 das
252 amostras analisadas ou seja 32,9%,

9.9 A presenca do Aerobacter srogenes foi constada em 119
das ZB2 amostras analisadas ou seja em 47,2%. Esta maior por-
centagem & devida aop fato déste germe ser o mais constunte nas
andlises de terra.

10.°) A porcentagem de E. coli encontrada nos vegetais fres-
eos vendidos nos mercados de 3. Paulo, é menor do que a porcan-
tagem referida pelos autdres norte americanos.

11.%) A presenca de protozoarios fol constada em 10 amos-
tras das 252 analisadas ou seja em 13,3%,

12.9) E baixa a porcenfagem de vegetais contendo protozoa-
rios, em relagdo & alfa porcentagem da presenca désses microorga-
nismos emcontrados nos exames das fezes dos habifantes da Ca-
pital de S&o Paulo.
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13.°) Nao foi consiada a presenca de germes do grupo tifi-
co-paratifico nos vegetais frescos examinados.

14.°)  As amostras no genero Solmonelle, isoladas, demons-
traram pertencer a espécie nfo elassificiveis, provavelmente apa-
togénicas.

15.9) No estudo comparativo dos 8 meios de cultivo utilizados
no decorrer dessas provas — verde brilhante, caldo ricinoleato e
caldo “standard™ — o0 meio de verde brithante apresentou resul-
tados uniformemente mais constantes.
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