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Resumo 

Introdução: Os vegetais minimamente processados são cada vez mais reconhecidos como importantes veículos para a 

transmissão de patógenos humanos. A importância clínica de S. maltophilia, P. aeruginosa e Salmonela spp. tem sido 

reconhecida por serem relevantes microrganismos patógenos oportunistas. Sabe-se que a alimentação é a principal 

forma para a entrada de bactérias no trato gastrointestinal humano, e as bactérias com genes de resistência a 

antibióticos ingeridas poderiam transferir tais genes às bactérias patogênicas ou oportunistas do trato gastrointestinal. 

Objetivo: O objetivo do trabalho foi pesquisar a presença de Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas 

aeruginosa e Salmonella spp. em vegetais minimamente processados e comercializados no município do Rio de 

Janeiro através do método de reação em cadeia da polimerase. Metodologia: Foram coletadas 30 amostras de vegetais 

minimamente processados de diferentes tipos, no período de março de 2017 a março de 2018. Para identificar a 

presença das bactérias nas amostras foi realizada a extração de DNA com posterior análise de Reação em Cadeia da 

Polimerase e visualização no gel de agarose. Resultados e Discussão: No presente estudo em nenhuma das 30 

amostras analisadas por PCR foi encontrada a presença de Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa e 

Salmonella spp. Conclusão: O resultado encontrado não descarta a presença dessas bactérias em vegetais 

minimamente processados, que já foram encontrados em diversos estudos. Os vegetais minimamente processados 

possuem uma grande microbiota com diferentes gêneros de bactérias e essas com resistência aos antibióticos, podendo 

se tornar um risco aos consumidores. 

Palavras-chave: Bactérias; Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa; Salmonella spp; Vegetais 

minimamente processados. 

 

Abstract 

Introduction: Ready to eat vegetables are increasingly recognized as important vehicles for the transmission of human 

pathogens. The clinical importance of S. maltophilia, P. aeruginosa and Salmonella spp. has been recognized as being 

relevant pathogenic opportunistic mioorganisms. It is common knowledge that eating is the main way for bactéria to 

enter the human gastrointestinal tract, and bacteria with antibiotic resistant genes might transfer these genes to 

opportunistic pathogenic bacteria in the gastrointestinal tract. Objective: This work’s objective was to research the 

presence of S. maltophilia, P. aeruginosa e Salmonella spp. ready to eat vegetables marketed in Rio de Janeiro city, 

by the molecular method of polymerase chain reaction. Methodology: 30 samples of ready to eat vegetables of 

different types, were collected between March 2017 and March 2018. To detect the presence of bacteria in the 

samples, DNA were extracted and a polymerase chain reaction analyses made afterwards, complemented with 

visualization on agarose gel. Results and Discussion: In this study, in none of the 30 samples, the presence of the S. 
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maltophilia, P. aeruginosa and Salmonella spp was detected. Conclusion: This result does not preclude the presence 

of these bacteria in ready to eat vegetables as they were detected in many other studies. Ready to eat vegetables have a 

great microbiota, with different types of bacteria, many of them antibiotic resistant, with a potential risk for 

consumers. 

Keywords: Bacteria; Stenotrophomonas maltophilia; Pseudomonas aeruginosa; Salmonella spp; Ready to eat 

vegetables. 

 

Resumen 

Introducción: Los vegetales mínimamente procesados se reconocen cada vez más como vehículos importantes para la 

transmisión de patógenos humanos. La importancia clínica de S. maltophilia, P. aeruginosa y Salmonela spp. ha sido 

reconocido por ser un importante microorganismo patógeno oportunista. Se sabe que la alimentación es la principal 

vía para que las bacterias ingresen al tracto gastrointestinal humano, y las bacterias con genes de resistencia a los 

antibióticos ingeridos podrían transferir tales genes a bacterias patógenas u oportunistas en el tracto gastrointestinal. 

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue investigar la presencia de Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas 

aeruginosa y Salmonela spp. en vegetales mínimamente procesados y comercializados en la ciudad de Río de Janeiro 

por el método de reacción en cadena de la polimerasa. Metodología: Fueron colectadas 30 muestras de vegetales 

mínimamente procesados de diferentes tipos desde marzo de 2017 hasta marzo de 2018. Para identificar la presencia 

de bacterias en las muestras se realizó extracción de ADN con posterior análisis de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa y visualización en gel de agarosa. Resultados y Discusión: En el presente estudio, ninguna de las 30 

muestras analizadas por PCR contenía Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa y Salmonela spp. 

Conclusión: El resultado encontrado no descarta la presencia de estas bacterias en vegetales mínimamente procesados, 

que ya han sido encontrados en varios estudios. Los vegetales mínimamente procesados tienen una gran microbiota 

con diferentes géneros de bacterias y estas con resistencia a los antibióticos, lo que puede convertirse en un riesgo 

para los consumidores. 

Palabras clave: Bacterias; Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa; Salmonella spp; Vegetales 

mínimamente processados. 

 

1. Introdução 

Os vegetais minimamente processados são aqueles que passaram por operações como, pré-seleção, classificação, 

lavagem, corte, sanitização, enxágüe, centrifugação, embalagem e armazenamento refrigerado. Devem ter boa consistência, 

frescor e coloração aceitável, além de ser livre de microrganismos patogênicos ao ser humano, resultando em um produto 

100% aproveitável que oferece aos consumidores, conveniência e qualidade nutricional (Santos et al., 2010). Segundo a 

Associação Internacional dos Produtos Minimamente Processados (Internacional, 2007), produtos minimamente processados 

(“fresh cut”, levemente processados ou parcialmente processados) são definidos como qualquer fruta ou hortaliça, ou ainda 

qualquer combinação delas, que foi alterada fisicamente a partir de sua forma original, embora mantenha seu estado fresco. 

Já se sabe que as frutas e hortaliças são de grande importância na alimentação e prevenção de doenças, devido ao seu 

grande potencial antioxidante, protegendo as células contra danos oxidativos e inibindo a síntese de substâncias inflamatórias, 

além de terem pouca densidade energética e serem ricas em fibras. Deste modo, são responsáveis pela proteção contra diversas 

doenças como, osteoporose (Wynn et al, 2010), câncer gástrico (Bastos et al, 2009), doenças neurodegenerativas e declínios 

cognitivos relacionados à idade (Joseph et al, 2009), hipertensão (Alonso et al, 2004), doenças cardiovasculares (Voutilainen et 

al, 2006), linfomas (Zhang et al, 2000), diabetes tipo II (Van dam et al, 2002) e obesidade (Tamers et al, 2009).Vegetais e 

legumes em especial as folhas que são consumidas cruas, são cada vez mais reconhecidos como importantes veículos para a 

transmissão de patógenos humanos (Lynch et al., 2009).  

O gênero Stenotrophomonas faz parte da família Xanthomonadaceae, juntamente com Xanthomonas e Xylella. É um 

gênero de bactérias bacilares, gram negativas, aeróbicas, não fermentadoras, que possuem espécies que são comuns no solo, na 

água, em plantas e uma única espécie patogênica para os humanos a Stenotrophomonas maltophilia (La Sala et al. 2007). A S. 

maltophilia não é considerada um patógeno altamente virulento, mas se tornou na última década um importante patógeno 

hospitalar, sendo associado a um grande número de caso/fatalidade principalmente em pacientes gravemente debilitados ou 
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imunodeprimidos, apresentando taxas de mortalidade que variam de 14 a 69% em pacientes com bacteremia (Jang et al, 1992; 

Victor et al, 1994). 

O gênero Pseudomonas constitui a família denominada Pseudomonadaceae, a espécie Pseudomonas aeruginosa é, 

uma bactéria em forma de bastonete gram-negativa, aeróbica (e, por vezes, facultativamente anaeróbias), com motilidade 

unipolar. (Koneman et al, 2001; Winn et al, 2009). Tem sido identificado como um agente patogénico oportunista de seres 

humanos e plantas. Possuem necessidades nutricionais mínimas, sobrevivendo em uma grande variedade de ambientes. 

Encontram-se amplamente distribuídas no solo e na água, e podem também fazer parte da microbiota normal do trato intestinal 

e pele de 3 a 5 % da população (Kerr, 2009) 

 Pseudomonas aeruginosa é uma das espécies mais frequentemente associada a doenças em seres humanos, onde ela 

atua como um agente patogénico oportunista, com o potencial de causar infecções em quase qualquer órgão ou tecido, 

especialmente em pacientes comprometidos por uma doença subjacente, de idade ou de deficiência imunitária. Seu 

crescimento ótimo ocorre a 37◦C, mas também pode crescer a 42◦C, tem tendência de se desenvolverem bem em ambientes 

úmidos, talvez um reflexo da sua ocorrência natural no solo e água (Germiller, 2005). Possui uma elevada resistência a fatores 

ambientais, crescendo rapidamente sobre uma vasta gama de substratos, sendo tolerante a desinfetantes químicos, incluindo o 

cloro (Craun et al. 2005). A Pseudomonas aeruginosa é um agente patogênico em humanos e plantas, e um dos principais 

microrganismos nosocomiais. (Aloush, 2006; NNIS, 2004; Wisplinghoff, 2004). A capacidade do microrganismo P. 

aeruginosa para causar a doença é reforçada tanto pela resistência inata e adquirida a muitos antimicrobianos e desinfetantes, 

fatores de virulência e capacidade de se adaptar vários ambientes. (Kerr, 2009). Segundo o European Centre for Disease 

Prevention and Control (ECDC, 2013) os principais microorganismos associados às IRAS (Infecções Relacionadas a 

Assistência a Saúde) incluem: Escherichia coli (15.9%), Staphylococcus aureus (12,3%), Enterococcus spp. (9,6%), 

Pseudomonas aeruginosa (8,9%), e Klebsiella spp. (8,7%). 

O gênero Salmonella spp. pertence à família Enterobacteriaceae, são bactérias em forma de bastonete (bacilo) Gram-

negativo, não-esporuladas e anaeróbios facultativos. (Fortuna e Franco, 2005). Existem seis subespécies de Salmonella, com 

uma variedade de 2500 sorotipos. A Salmonella spp. pode sobreviver bastante tempo fora de um hospedeiro, o que aumenta a 

taxa de transmissão (Alves, 2012). Podem estar presentes no solo, no ar, na água, em águas residuais, nos seres humanos, em 

animais, nos alimentos, nas fezes, nos equipamentos. Entretanto, o seu habitat natural é o trato intestinal dos seres humanos e 

de outros animais. São patógenos intracelulares que invadem a membrana mucosa do trato intestinal, e são transmitidas de 

forma fecal-oral aos seres humanos principalmente através da água, da carne, dos ovos e dos produtos das aves domésticas 

contaminados (Kottwitz et al. 2008). Segundo Von Rückert et al. 2006, a incidência de salmoneloses continua aumentado 

significativamente em todo o mundo. Geralmente, os humanos são infectados por Salmonella spp. através de água e alimentos 

contaminados, sendo as aves e os bovinos indicados como as principais origens dessa bactéria. 

Ao longo dos últimos anos, tem havido um aumento significativo na oferta de produtos minimamente processados em 

serviços de varejo e alimentos. Este aumento pode ser ligado à crescente demanda de alimentos práticos e convenientes para os 

consumidores urbanos, tendo em conta a necessidade de economia de tempo e esforço associado ao estilo de vida moderno. Do 

ponto de vista tecnológico, a produção desses produtos constitui um enorme desafio para a indústria alimentícia, considerando 

as dificuldades associadas com as boas práticas no processamento (Denoya, 2015). A importância clínica de S. maltophilia, P. 

aeruginosa e Salmonela spp. tem sido reconhecida por serem relevantes microrganismos patógenos oportunistas e sabe-se que 

a alimentação é a principal forma para a entrada de bactérias no trato gastrointestinal humano e as bactérias com genes de 

resistência a antibióticos ingeridas poderiam transferir tais genes às bactérias patogênicas ou oportunistas do trato 

gastrointestinal (Rossi et al., 2014). Neste aspecto, o objetivo do trabalho foi pesquisar a presença de Stenotrophomonas 
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maltophilia, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp. em vegetais minimamente processados e comercializados no 

município do Rio de Janeiro através do método de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

    

2. Metodologia 

2.1 Amostras 

Para a aquisição das Amostras foram visitados 22 estabelecimentos comerciais formais no município do Rio 

de Janeiro, incluído supermercados e “hortifrutis” sendo coletadas 30 amostras de vegetais minimamente processados 

de diferentes tipos. No período de março de 2017 a março de 2018. 

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusão de produtos e estabelecimentos, respeitando-se os requisitos da 

Resolução RDC no 331, de 23 de dezembro de 2019. 

a) Embalagem: Original e não violada; 

b) Temperatura na superfície: Menor ou igual a 8 ºC; 

c) Carimbo de Inspeção: Presença de carimbo de inspeção do Serviço de Inspeção Federal (SIF), Estadual (SIE) ou 

Municipal (SIM); 

d) Data de Validade: Produtos dentro do período de validade; 

e) Produto visualmente não alterado e não deteriorado; 

f) Estabelecimento comercial devidamente formalizado. 

A temperatura de armazenamento no balcão refrigerado foi verificada com termômetro de infravermelho Skill-Tec 

SKTI-550, precisão ±1,5%, no momento de aquisição. As amostras foram acondicionadas em caixa de isopor com gelo durante 

a condução ao laboratório e armazenadas em geladeira a 8 ºC até o momento de análise, no máximo 24 horas após a coleta, 

garantindo a manutenção da temperatura de refrigeração.  

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Controle Microbiológico de Alimentos da Escola de Nutrição 

(LACOMEN) da Unirio. 

 

2.2 Preparo Das Amostras 

Foi realizada a assepsia da embalagem com etanol 70%. Dentro da cabine de biossegurança, com o auxílio de tesoura 

previamente esterilizada. Em seguida foi feito o corte da embalagem e pesagem, assepticamente, em balança analítica BG 200 

(Gehaka, Brasil) de 25,0 ± 0,2 g de amostra, colhida de vários pontos com auxílio de colher estéril, procedendo à sua 

homogeneização em erlenmeyer estéril com 225 mL de caldo GN (HiMedia, Índia), meio seletivo para bactérias Gram-

negativas. 

O erlenmeyer com o caldo GN foi incubado a 35 ºC por 24 horas na incubadora B.O.D. SL 200/334 (Solab, Brasil) 

para a recuperação e pré-enriquecimento de células bacterianas Gram-negativas estressadas. Foram então coletadas alíquotas 

de 1,0 mL do caldo GN para a extração do DNA total. (Okuno et al,2018; Choi et al, 2013; Babu et al.,2013) 

 

2.3 Extração De DNA  

A extração de DNA é o primeiro passo na utilização de técnicas moleculares. Este processo é parte fundamental para 

se obter alta eficiência de amplificação nos protocolos que usam a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). A análise foi 

baseada nos estudos de Okuno et al (2018), Choi et al. (2013) e Babu et al. (2013). A extração e a purificação de DNA foram 

realizadas com o kit comercial de extração GeneJET Genomic DNA Purification KIT (ThermoScientific, Lituânia) de acordo 

com as instruções do fabricante para extração de DNA genômico de bactérias Gram-negativas, conforme descrito abaixo. A 

alíquota de 1,0 mL de caldo GN, contendo os microrganismos, foi centrifugada a 5000 x g por 10 minutos, descartando-se o 
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sobrenadante. Para realizar a pré-lise das células, o pellet foi ressuspendido em 180 µL de Solução de Digestão e adicionados 

20 µL de solução de Proteinase K, procedendo à homogeneização através de pipetagens sucessivas até se obter uma solução 

homogênea. A solução foi então incubada a 56ºC por 30 minutos, com homogeneização manual a cada 10 minutos. Para 

eliminar o RNA contaminante, foram adicionados 20 µL de solução de RNAse A, homogeneizando com o agitador de tubos e 

incubando a mistura por 10 minutos à temperatura ambiente. Para a lise das células, foram adicionados 200 µL de Solução de 

Lise, homogeneizando a mistura por 15 segundos no agitador de tubos. Para a precipitação do DNA, foram adicionados 200 

µL de etanol 99,5% à solução, com homogeneização no agitador de tubos. Para purificação do DNA, a alíquota de 620 µL de 

amostra lisada foi transferida para uma Coluna de Purificação de DNA Genômico GeneJET previamente inserida em um tubo 

coletor. A coluna foi centrifugada a 6000 x g por 1 minuto e a solução contida no tubo coletor foi descartada. Foi então 

adicionado 500 µL do Tampão de Lavagem I à coluna, centrifugando por 1 minuto a 8000 x g e descartando a solução do tubo 

coletor. Em seguida, foram adicionados 500 µL do Tampão de Lavagem II à coluna, centrifugando por 3 minutos a 12000 x g. 

O tubo coletor foi descartado e a coluna inserida em um microtubo tipo Eppendorf. Para eluir o DNA purificado da coluna, 

foram adicionados 200 µL de Tampão de Eluição à coluna, deixando em incubação por 2 minutos à temperatura ambiente e 

centrifugando a 8000 x g por 1 minuto. A coluna foi descartada e o DNA, no microtubo tipo Eppendorf, foi congelado para 

utilização posterior na reação em cadeia da polimerase (PCR).  

 

2.4 Reação em Cadeia da Polimerase 

Foi realizado nesse estudo a Reação de Cadeia da Polimerase para procurar qualitativamente a presença de 3 

bactérias: S. maltophilia, P. aeruginosa e Salmonella spp. Na Tabela 1 podemos identificas os primers e respectivos 

protocolos, mostrando o gene o tamanho e a sequência para cada bactéria analisada de acorso com os estudos de Okuno et al 

(2018), para identificação de S. maltophilia, de Choi et al. (2013) para identificação de P. aeruginosa e de Babu et al. (2013) 

para o gênero Salmonella spp.  

 

Tabela 1 - Protocolos de PCR – primers. 

  Microrganismo Autores Gene  Tamanho Sequência     

       (pb)        

  S. maltophilia 

Okuno et al 

(2018) Sme1 192  Direto (Forward)     

            GCATGATCTCCATSGTYTTG 

            Reverso (Reverse)     

            GGCACTTCAAGAACAAGAGC    

         

 

    

  P. aeruginosa Choi et O-antígeno 232  Direto (Forward)     

    al. (2013) acetilase   5′CTGGGTCGAAAGGTGGTTGTTATC3′ 

         Reverso (Reverse)     

         

5′GCGGCTGGTGCGGCTGAGTC3′ 

   

   Salmonella spp. 

Babu et al 

(2013) invA  1,067  

Direto (Forward) 

5′GCTCTTTCGTCTGGCATTATC 

Reverso (Reverse) 

5′GCATCAAATCAAAATAGACCG    

Fonte: Autores. 

 

Na Tabela 2 se encontram os protocolos utilizados na reação de cadeia da polimerase em relação a tempo e temperatura de 

cada ciclo de análise. E na Tabela 3 se encontram o protocolo das concentrações e volumes dos reagentes que serão utilizados.  
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Tabela 2 - Protocolos de PCR - tempos e temperaturas. 

 S. maltophilia P. aeruginosa Salmonella spp. 

 Okuno et al (2018) Choi et al. (2013) Babu et al (2013) 

DEsnaturação Inicial 94 ºC / 5 min 95 ºC / 3 min 94 ° C / 4 min 

Ciclos 30 35 30 

Desnaturação 94 ºC / 45 s 95 ºC / 60 s 94 ° C / 30 s 

Anelamento 68 ºC / 45 s 63 ºC / 30 s 60 ° C /30 s 

Extensaõ 72 ºC / 45 s 72 ºC / 60 s 72 ° C /1 min 

Extensão Final 72 ºC / 10 min 72 ºC / 10 min 72 ºC / 8 min 

Fonte: Autores. 

 

Tabela 3 - Protocolos de PCR – concentrações/volumes de reagentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autores. 

 

As cepas da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária – CRMVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio 

de Janeiro, RJ, S. maltophilia INCQS 00103 (ATCC 13637) (Palleroni; Bradbury, 1993) e P. aeruginosa INCQS 00099 (ATCC 

27853) (Anuj et al., 2009), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis INCQS 00258 (ATCC 13076) foram 

utilizadas como controles positivos e água estéril como controle negativo da reação em cadeia da polimerase (PCR). 

 Foram utilizados o kit da Invitrogen (EUA) contendo tampão de PCR 10X, MgCl2 e Taq DNA polimerase 

recombinante, o conjunto de deoxinucleotídeo trifosfato (dNTP) da Ludwig Biotec (Brasil) e os primers sintetizados pela 

Integrated DNA Technologies (EUA). As amplificações de DNA serão realizadas no termociclador LifeTouch Thermal Cycler 

(BIOER, China). 

 

2.5 Eletroforese em Gel de Agarose  

Foi preparada uma solução de gel de agarose (concentração de 0,9%) e adicionado 5μl de DS View Nucleic Acid 

Stain, 20.000X à solução de gel. Todos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,9% com 

uso de corante não mutagênico safer (K9-16C, KASVI) e marcadores de peso molecular (100 pb Plus II DNA Ladder – 

TransGen Biotech). O 100bp DNA Ladder é um marcador de peso molecular pré-misturado, contendo oito fragmentos lineares 

de DNA de fita dupla. O DNA Ladder é adequado para uso como padrões de peso molecular para eletroforese em gel de 

agarose. A escada de DNA contém fragmentos de DNA de 100 pb -1,5 kb. A banda de 500bp (100 ng/5 μl) dobrou a 

 S. maltophilia P. aeruginosa Salmonella spp. 

 Okuno et al (2018) Choi et al. (2013) Babu et al (2013) 

Volume reacional 25,0 µL 25,0 µL 20,0 µL 

DNA 2,0 µL 2,0 µL 5,0 µL 

dNTP 200 µM de cada 200 µM de cada 100 µM de cada 

Tampão PCR 10X 2,5 µL 2,5 µL 2,5 µL 

MgCl2 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 

Taq DNA polim. 1,0 U 2,0 U 1,0 U 

Primers (de cada) 2,0 µM 0,8 µM 5,0 µM 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35534


Research, Society and Development, v. 11, n. 13, e367111335534, 2022 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35534 
 

 

7 

intensidade de outras bandas para servir como banda de referência. A visualização do gel foi realizada em transiluminador de 

UV acoplado a fotodocumentador (Forlab, Brasil) (Okuno et al,2018; Choi et al, 2013; Babu et al.,2013). 

 

3. Resultados e Discussão 

As 30 amostras de vegetais minimamente processados selecionadas no estudo foram compradas nas regiões da zona 

norte, zona sul e zona oeste da cidade do Rio de Janeiro. No Quadro 1 é possível identificar o tipo de vegetal minimamente 

processado de cada amostra. Todas as amostras selecionadas são de vegetais que são comumente consumidos em sua forma 

crua.  

Quadro 1 - Tipo de vegetal minimamente processado em cada amostra. 

Amostras Vegetal Minimamente Processado 

1 Alface, repolho roxo, repolho verde e cenoura 

2 Agrião 

3 Couve 

4 Beterraba 

5 Alface 

6 Cenoura 

7 Cenoura e repolho verde 

8 Repolho roxo 

9 Repolho verde 

10 Pepino 

11 Tomate cereja 

12 Pimentão 

13 Alface, agrião cenoura e cebola 

14 Cenoura 

15 Cebola 

16 Tomate 

17 Pimentão 

18 Acelga 

19 Cenoura e beterraba 

20 Repolho verde 

21 Espinafre 

22 Agrião 

23 Repolho verde e cenoura 

24 Couve, cenoura, repolho roxo 

25 Couve 

26 Cenoura 

27 Beterraba 

28 Acelga repolho e beterraba 

29 Agrião, couve e repolho verde 

30 Acelga e agrião 

Fonte: Autores. 

 

O consumo de vegetais minimamente processados tem sido aumentando porque as pessoas têm menos tempo para 

comer, juntando então a conveniência com benefícios a saúde. Além disso, este setor tem apresentado importantes avanços 

devido aos atributos semelhantes aos vegetais in natura (Putnik et al. 2017; Cole e Singh 2018; Schuh et al. 2020). Os 

alimentos minimamente processados apresentam vida de prateleira reduzida devido às etapas de processamento. Assim, é 

necessário controlar o crescimento de bactérias mesófilas aeróbicas. Além disso, as condições inadequadas de armazenamento 

contribuem para as altas contagens observadas nestes produtos. Várias bactérias patogênicas transmitidas por alimentos são 

mesofílico; portanto, altas contagens desse grupo patogênico podem predizer condições favoráveis para crescimento, o que traz 
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riscos à saúde dos consumidores (Maistro et al. 2012). Dados coletados de 2008 a 2014 mostraram que surtos associados a 

ingestão de frutas e hortaliças resultou em 2.926 casos da doença e levou a 347 internações no Brasil (Elias et al. 2018). 

Autoridade Europeia de Segurança Alimentar (EFSA, 2013) e a legislação europeia colocaram os vegetais verdes 

folhosos (em particular alface e espinafre) nos níveis mais elevados de um grupo prioritário por seu forte envolvimento em 

surtos de doenças em nível mundial. A legislação Europeia também está colocando diversos critérios microbiológicos como 

índices do processo higiênico e de segurança, propondo que a recuperação de E. coli em VMP é um índice do processo 

higiênico sob o qual são produzidos, e a recuperação de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes é um índice de segurança. 

Salmonela spp. e alguns sorotipos de Escherichia coli são os principais microrganismos patogênicos associados à 

contaminação de vegetais frescos. Esses micro-organismos desempenham um papel significativo em vários surtos alimentares 

registrados em todo o mundo (Gurler et al. 2015).  

Os vegetais frescos são colonizados por milhares de espécies microbianas que podem ou não fazer parte do seu 

microbioma natural. Microrganismos estranhos podem ser encontrados associados a plantas devido a contaminação de 

diferentes fontes, como água de irrigação impura, fertilizantes orgânicos, animais e dejetos humanos (Holden et al, 2009). Se 

patogênicos, esses microrganismos podem influenciar a saúde humana de várias maneiras e portanto, apresentam sérios 

desafios de segurança alimentar. Vários estudos já exploraram novos patógenos humanos específicos associados a plantas 

(Berger et al, 2010; Schikora et al, 2012) 

Patógenos humanos verdadeiros ou oportunistas foram encontrados e relatados com surtos de origem alimentar devido 

à sua adaptação ao solo e à superfície das plantas (Holden et al, 2009). Eles podem ser altamente competitivos por nutrientes e 

produzir agentes antimicrobianos para suprimir a microflora nativa e colonizar as superfícies das plantas. Por exemplo, cepas 

patogênicas de Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas maltophila estão bem documentadas colonizando trigo e 

morangos, respectivamente (Suckstorff et al, 2003). Uma capacidade semelhante de Burkholderia cepacia para causar 

infecções em plantas e humanos também foram relatadas (Bernier et al, 2003). Além dos verdadeiros patógenos humanos 

(Escherichia coli e Salmonella enterica), uma série de potenciais patógenos humanos, como Achromobacter xylosoxidans, 

Janthinobacterium lividum, Alcaligenes xylosoxidans, Alcaligenes faecalis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, 

Enterobacter amnigenus, Bacillus cereus e Stenotrophomonas maltophilia foram relataram estar presentes em ambientes 

associados a plantas (Teplitski et al, 2011; Mendes et al, 2013). 

As técnicas de detecção de microorganismos em alimentos que tem uma ação mais rápida, especifica, sensível e 

eficiente, podem ser classificadas em técnicas baseadas em sequências de ácidos nucleicos (como reação em cadeia da 

polimerase (PCR), multiplex-PCR, PCR em tempo real, amplificação isotérmica mediada por loop, sequência de ácido 

nucleico, tecnologia baseada em biossensores e métodos imunológicos (Law, Ab Mutalib, Chan, & Lee, 2015). 

Saladas pré-embaladas e prontas para consumo, como os examinados neste estudo, são lavados em água clorada, esta 

medida já foi demonstrada insuficiente para remover S. maltophilia desses itens, possivelmente porque pode existir biofilmes. 

A S. maltophilia é capaz de formar biofilmes em vários materiais (Brooke, 2012). 

Na análise de PCR realizada nesse estudo não foi possível identificar a presença da bactéria S. maltophia em nenhuma 

das 30 amostras, o que corresponde a 100% das amostras analisadas. Em contra partida em um estudo realizado por Qureshi et 

al. (2005), S. maltophilia foi encontrada em 14 (78%) das 18 saladas analisadas de manjericão doce, couve e salsa. Além disso 

foram coletadas colônias e 11 dos 12 isolados analisados confirmaram ser de S. maltophilia e demonstraram resistência a 

antibióticos e/ou habilidades de formação de biofilme indicando que são linhagens diferentes com variabilidades genéticas. No 

presente estudo também foi analisado amostras de couve, que é um alimento que frequentemente é utilizado sem ser cozido, 

por exemplo em sucos e saladas, mas ao contrário do estudo de Qureshi et al. (2005) não foi encontrado a bactéria.  
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Karumathil et al., 2016 encontrou em 6% das batatas e 2% das amostras de alface testadas a presença de S. 

maltophilia, que é comumente encontrados associados com a rizosfera de plantas, como batata, trigo e pepino. Não se sabe ao 

certo se a contaminação ocorreu em alguma etapa do processamento ou se já estava no vegetal. como em um  um estudo 

realizado por Berg et al. em que foram encontrados vários isolados de S. maltophilia de rizosferas de plantas e estes 

apresentaram resistência a vários antibióticos, incluindo imipenem. 

A S. maltophilia resistente a medicamentos também foi recuperada de alimentos, incluindo gelo comestível (Gaglio et 

al, 2017; Nakayama et al, 2017), alimentos de rua prontos para consumo (Lin et al, 2017), vegetais minimamente processados 

(Ali, 2019; Gaglio et al, 2017; Karumathil et al, 2016; Li et al, 2019) e queijos (Okuno et al, 2018; Todaro et al, 2011) 

A S. maltophilia foi um dos seis principais patógenos isolados de pacientes com pneumonia em unidades de terapia 

intensiva (UTIs) dos EUA durante 2015 a 2017, entre os 10 principais patógenos causadores pneumonia em pacientes em 

centros médicos latino-americanos durante 2008 a 2010. Como poucos novos antimicrobianos estão disponíveis para tratar 

essa doença intrinsecamente resistente, há uma necessidade crítica de compreender as interações de S. maltophilia com seu 

ambiente e desenvolver novas estratégias de intervenção. (Brown et al, 2012; Suckstorff et al, 2003) 

Recentemente, Apisarnthanarak et al., em estudo prospectivo de pacientes hospitalizados pacientes oncológicos, 

identificou colonização intestinal por S. maltophilia em 4 (9,5%) de 41 pacientes, o que enfatiza que os alimentos podem ser 

uma fonte potencial desta bactéria para alguns pacientes. 

A importância de S. maltophilia em saladas prontas, que são comercializadas de forma que produto não precisa de 

lavagem antes o consumo é desconhecido; apesar da presença da bactéria esses produtos servem para destacar recomendações 

que esses itens devem ser evitados por pessoas gravemente imunocomprometidas, especialmente aquelas com neutropenia 

(Berg & Martinez, 2015). 

Pseudomonas aeruginosa é um bastonete Gram-negativo e tem sido implicado em várias infecções humanas e foi 

relatada como responsável para até 10% de todas as infecções humanas e é um dos importantes patógenos bacterianos 

comumente isolados de várias amostras clínicas e ambientais. Suas infecções em indivíduos saudáveis incluem foliculite, 

endocardite, osteomielite e escleroceratite (Doustdar et al., 2019; Radford et al., 2000; Tate et al., 2003). Invadem o tecido do 

hospedeiro e causam infecção e septicemia em hospedeiros imunocomprometidos, como pacientes portadores de HIV/AIDS, 

fibrose cística, bronquiectasias e pulmonares obstrutivas crônicas graves, queimaduras ou pacientes após remoção maligna ou 

urinária. Em relação ao trato gastrointestinal, P. aeruginosais está ligada à gastroenterite em lactentes e crianças 

imunocomprometidos e saudáveis, causando a febre de Xangai com enterite necrosante e sepse e, embora rara, enterite 

necrosante em adultos (Cheng et al., 2009; Victorica e Galván, 2001). 

Surtos de P. aeruginosa em hospitais geralmente estão ligados à contaminação cruzada entre pacientes e reservatórios 

ambientais comuns - água da torneira, pias e bebedouros (Costa et al., 2015; Zhou et al., 2016). No entanto, quando não há 

amostras positivas no ambiente da enfermaria, alimentos e drogas podem ser as possíveis fontes de P. aeruginosa. De acordo 

com o International Nosocomial Infection Control Consortium (INICC), a P. aeruginosa está entre os patógenos adquiridos em 

hospitais que levam a infecções associadas a ventiladores, implantes cirúrgicos, cateteres centrais e cateteres urinários 

(Rosenthal et al., 2020). Por causa de sua patogenia recalcitrante e resistência a medicamentos, esse organismo é listado como 

um patógeno de séria ameaça pelos Centros dos EUA para Controle de Doenças (CDC) e Organização Mundial da Saúde 

(OMS) (CDC AR, 2019; Talebi Bezmin Abadi et al., 2019). 

A PCR tem sido amplamente empregada como um método rápido e específico para a detecção de P. aeruginosa em 

uma variedade de alimentos e ambientes de processamento devido à sua alta especificidade, sensibilidade, economia de tempo 

e fácil operação. A maioria dos métodos baseados em PCR relatados para identificar e caracterizar genes de virulência 

bacteriana alvo de P. aeruginosa usam os genes de rRNA 16S e 23S (Wei et al., 2015; Wang et al., 2016). 
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No estudo de Odumosu et al, 2016 foi encontrada uma maior porcentagem de P. aeruginosa em vegetais prontos para 

o consumo do que em isolados de animais e fontes humanas. A porcentagem da presença de P. aeruginosa nas amostras foi de 

aves 100%, legumes 54/82 (66%), isolados clínicos 22/112 (19,6%) e esterco de vaca 7/41 (17%). Um isolamento semelhante 

de alta prevalência em vegetais também foi relatado por Oluyege et al. 2015 e Sabry et al. 2011. P. aeruginosa em vegetais 

prontos para o consumo já foi encontrada em supermercados, cozinhas hospitalares, cantinas e vendedores ambulantes 

(Allydice- Francis & Brown, 2012; Nithya & Babu, 2017; Viswanathan & Kaur, 2001). Tais contaminações podem ter 

ocorrido por diferentes exposições durante o manuseio, processamento, embalagem, transporte ou armazenamento. 

No presente estudo em nenhuma das 30 amostras, correspondendo a 100% das amostras de vegetais minimamente 

processados analisadas foi encontrada a bactéria P. aeoruginosa pelo método de PCR. Outros estudos porém, demonstram que 

essa bactéria já foi encontrada em diferentes tipos de vegetais prontos para o consumo como por exemplo: pimentão (Linu et 

al., 2019), pimenta (Kumar et al., 2013), tomate (Iasur- Kruh et al., 2020). A presença de P. aeruginosa em fezes de animais 

que é intencionalmente usado como fertilizantes ou involuntariamente na forma de excrementos de animais criados ao ar livre 

no solo sugere uma possível fonte de contaminação dos vegetais crus. (Odumosu et al, 2016). De acordo com Kominos et al. 

(1972), se uma pessoa consumir uma porção média de salada de tomate ela pode ingerir até 5.103 UFC de P. aeruginosa. 

Historicamente, Correa et al. 1991 relataram que pacientes oncológicos foram alimentados com amostras de vegetais prontos 

para o consumo e 19% dessas amostras estavam contaminadas com P. aeruginosa, mesmo sendo utilizado o hipoclorito a 1% 

como desinfetante.  

Essa resistência a agentes sanitizantes é um grande problema para garantir a segurança do consumo de vegetais 

minimante processados. Sabendo que a Pseudomonas são a comunidade bacteriana mais abundante no solo (Janssen, 2006), e 

em algumas áreas, quase 78% delas são P. aeruginosa, os vegetais poderiam ser então um dos alimentos que mais teriam 

contaminação e a suposição inicial de que P. aeruginosa habita plantas e humanos são duas espécies diferentes foi 

defenestrada pela demonstração da capacidade da P. aeruginosa clínica de colonizar plantas (Schroth et al., , 2018). Além 

disso, Alonso et al. (1999) demonstraram que isolados ambientais de solo contaminado apresentam virulência e resistência a 

antibióticos semelhantes às cepas clínicas de P. aeruginosa. Uma vez que o consumidor for um individuo saudável, esse 

consumo não tem demonstrado nenhum risco, mas o mesmo não acontece em indivíduos imunocomprometidos. 

A literatura contém estudos da qualidade microbiológica de vários vegetais minimamente processados em países ao 

redor do mundo, e a Salmonella spp. é uma das bactérias mais procuradas nesses estudos. Ela é responsável por muitos surtos 

de origem alimentar. em todo o mundo, com milhões de casos, mais de 100.000 mortes, e a maior taxa de hospitalização de 

qualquer doença bacteriana transmitida por alimentos (CDC, 2020; OMS, 2020). Relatos de salmonelose relacionados ao 

consumo de produtos minimamente processados têm crescido nos últimos anos (CDC, 2020; EFSA, 2019). 

A salmonela é o mais importante patógeno de origem alimentar no Brasil (Gomes et al., 2013). A presença de 

salmonella em produtos frescos é favorecida em condições de alta (>80%) umidade relativa (UR) (Lopez-Galvez,  ́ Gil, & 

Allende, 2018; Williamson et al., 2018) e que sobrevivem em frutas minimamente processadas em temperaturas de 

refrigeração (Guo, Li, Han, & Cai, 2016; Tian, Bae, & Lee, 2013). Como vegetais minimamente processados sofrem cortes e 

serem alimentos com grande quantidade de água, se torna um ambiente propicio para seu crescimento (Kang, Kim, Jeong, 

Park, & Seo, 2018). A água de lavangem desses produtos também foi descrita como uma fonte de contaminação cruzada, caso 

o vegetal não seja bem higienizado. (Holvoet et al., 2014; Jensen, Friedrich, Harris, Danyluk, & Schaffner, 2015; Perez-

Rodriguez et al., 2014;). Ceuppens et al. (2014) realizaram uma qualidade microbiológica de alface durante a produção 

primária no Brasil e constataram a presença de Salmonella e E. coli de 260 amostras, das quais apenas uma era alface e as 

demais eram esterco, solo e água. A prevalência de Salmonella foi de 5,6% no esterco, 2,6% no solo, 1,9% na água e 1,3% na 

alface. 
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No presente estudo nenhuma das 30 amostras analisadas por PCR foi encontrada a presença de Salmonella spp. A 

identificação presuntiva dos isolados pertencentes ao género Salmonella foi avaliada através da amplificação do gene invA, 

localizado na ilha de patogenicidade 1 que codificam as proteínas do sistema de secreção de tipo III, descritas como essenciais 

para a invasão das células epiteliais por Salmonella. A patogenicidade da salmonela depende de uma variedade de fatores de 

virulência que auxiliam o patógeno nos mecanismos de adesão e invasão. O gene de invasão (invA) existe na maioria das cepas 

de Salmonella. (Chuanchuen et al., 2010). 

Em outro estudo realizado no Brasil, Brandão et al. (2014), também não encontrou Salmonella spp. em qualquer 

alface analisada. Smanioto et al (2009) não encontraram Salmonella spp. em nenhuma das 15 amostras vegetais analisadas em 

Bauru, São Paulo, e Prado et al. (2008) não encontraram Salmonella sp. em VMP comercializados em Ribeirão Preto, SP. Em 

um Estudo realizado com 512 amostras de vegetais minimamente processados em São Paulo, Brasil encontrou menos de 1% (n 

= 4) de contaminação com Salmonella spp. (Sant'ana et al. 2011). No entanto, Ferreira e cols. (2016) e Oliveira et al. (2011) 

encontraram Salmonella sp. em 50% (n = 6) e 1,2% (n = 2) das amostras vegetais analisadas, respectivamente. Gurrador et al. 

(2015) encontraram o patógeno em 8% (n = 14) das amostras de salada analisadas. Schuh et al. (2020) enfatizam que a 

qualidade e a vida útil de vegetais minimamente processados dependem justamente da cadeia produtiva, desde a aquisição da 

matéria-prima, até o processamento e marketing. Segundo Cruz et al. (2019), vegetais minimamente processados são 

vulneráveis a deterioração e, em seguida, deve ser armazenado a 1-5°C. 

Este estudo mostrou uma notável ausência da salmonella, ao mesmo tempo, Araújo et al. (2011) obtiveram uma 

prevalência de 100% de Salmonella spp. dentro saladas cruas de restaurantes de Pombal, na Paraíba. Oliveira et al. testaram 

162 amostras de vegetais folhosos minimamente processados no Brasil e relataram que 53,1% continham E. coli, 3,7% de 

Listeria spp. e 1,2% de Salmonella spp. Outros estudos realizados na UAN por Fröder et al. (2007), Dias et al. (2011) e 

Maistro et al. (2012), a prevalência de Salmonela spp. nas amostras de salada foi de 3, 28,57 e 16,86%, respectivamente. A 

presença de Salmonella spp. também foi observada em saladas de restaurantes no México, onde Gómez‐aldapa et al. (2013) 

encontraram prevalência de 6,8% em saladas cruas, enquanto Leon et al. (2013) encontraram prevalência de 1% em saladas 

cozidas. 

 

4. Conclusão 

O presente estudo não encontrou S. maltophilia, P. aeruginosa e Salmonella spp. nas amostras analisadas. Esse 

resultado não descarta a presença dessas bactérias em vegetais minimamente processados, que já foram encontrados em 

diversos estudos, como os aqui citados. Os vegetais minimamente processados possuem uma grande microbiota com diferentes 

gêneros de bactérias e essas com resistência aos antibióticos, podendo se tornar um risco aos consumidores. Apenas alguns 

Estados Federativos brasileiros possuem uma estrutura de sistema de vigilância de doenças transmitidas por alimentos e 

relatórios regulares as autoridades sanitárias, consequentemente não é possível determinar o grau de risco dos resultados 

obtidos que podem estar superestimados ou subestimados (Gomes, Franco, & Martinis, 2013). Seria de grande importância 

uma maior investigação de casos e surtos de doenças transmitidas por alimentos pelas autoridades e mais estudos que analisem 

a qualidade microbiológica dos vegetais minimamente processados no Brasil, e estudos que possam vir a desenvolver métodos 

práticos, rápidos e eficazes para melhor detecção dessas bactérias em alimentos, facilitando a fiscalização do controle higiênico 

sanitário desses produtos.  
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