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RESUMO

TERSAROTTO, C. H. Adesao, internalizagao e sobrevivéncia de Salmonella spp.
e Listeria monocytogenes em mangas (Mangifera indica), variedade ‘Tommy
Atkins’. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2020.

Surtos de salmonelose e listeriose associados ao consumo de frutas inteiras ou
minimamente processadas ocorrem com frequéncia. O objetivo deste estudo foi
investigar a capacidade de adesao e internalizagdo de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes em mangas (Mangifera indica) variedade Tommy Atkins, em
diferentes condi¢cdes de contaminagao experimental e tratamento hidrotérmico, bem
como avaliar a multiplicagdo dos patdégenos internalizados na polpa das frutas durante
armazenamento em refrigeragéo (8°C ) e temperatura ambiente (25°C). O estudo foi
conduzido com as cepas S. Enteritidis ATCC 13076, S. Thyphimurium ATCC 14028,
L. monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes Scott A. Inicialmente as cepas
foram avaliadas segundo o indice de hidrofobicidade e capacidade de formacéo de
biofilme em poliestireno. A adesdo a superficie da manga foi avaliada por técnicas
microbiolégicas e também pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura. A
internalizagao foi avaliada a partir de inoculagdo na cicatriz do pedunculo (6 log
UFC/mL) e apds tratamento hidrotérmico e imersdo em solugdo contaminada (6 log
UFC/mL), mantidas a 8 °C e a 25 °C por 24h, 5 e 10 dias. A sobrevivéncia foi avaliada
através da inoculacdo em regido demarcada, em cenario de baixo (2 log UFC/mL) e
alto nivel de contaminagéao (6 log UFC/mL), a 8 °C e 25 °C, nos tempos 0,1, 2, 3,5 e
10 dias. A adesao foi observada nos dois patdgenos, mesmo apds sucessivas
lavagens, com diferenga significativa (p<0,05) apds 1h de exposi¢ao e observou-se
presenca de estruturas exopolissacaridicas em diferentes tempos e condicbes de
temperatura. A internalizagdo ocorreu em todas as amostras avaliadas e a regido do
pedunculo foi a mais afetada pela contaminacgao, diferindo significativamente na
comparagao com a regido blossom end (p<0,05) a 8 °C e 25 °C. A sobrevivéncia foi
observada nas duas temperaturas até o décimo dia. A multiplicagdo a 8°C foi
significativamente mais baixa (p<0,05). Os resultados demonstraram que a
Salmonella spp e L. monocytogenes sao capazes de aderir a superficie, de internalizar
e se alastrar pela polpa e ainda sobreviverem por periodos consideraveis, em 8 °C e
25 °C. Esses dados poderdao auxiliar produtores e o6rgaos de saude no
desenvolvimento de avaliagdes quantitativas de risco e no estabelecimento de
medidas adequadas para evitar surtos.

Palavras-chave: manga, adesdo, internalizacdo, sobrevivéncia, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp



ABSTRACT

TERSAROTTO, C. H. Adhesion, internalization and survival of Salmonella spp.
and Listeria monocytogenes in mangoes (Mangifera indica), variety ‘Tommy
Atkins’. Dissertation (MSc). Food Science Graduate Program. Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil, 2020.

Outbreaks of salmonellosis and listeriosis associated with the consumption of
whole or minimally processed fruits occur frequently. The aim of this study was to
investigate the ability of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes to adhere and
internalize in mangoes (Mangifera indica) variety Tommy Atkins, under different
conditions of experimental contamination and hydrothermal treatment, as well as
evaluate the multiplication of the internalized pathogens in the fruit pulp during storage
under refrigeration (8°C) and room temperature (25°C). The study was conducted with
the strains S. Enteritidis ATCC 13076, S. Thyphimurium ATCC 14028, L.
monocytogenes ATCC 7644 and L. monocytogenes Scott A. Initially the strains were
evaluated according to the hydrophobicity index and capability to form biofilms on
polystyrene surface. Adhesion to the mango surface was evaluated by microbiological
techniques and also by scanning electron microscopy. Internalization was evaluated
by inoculating the peduncle scar (6 log CFU / mL) and immersion of the fruits in
contaminated solution (6 log CFU / mL) after hydrothermal treatment, during storage
at 8 °C and 25 °C for 24h, 5 and 10 days. Survival was assessed by inoculation in a
demarcated region, using low (2 log CFU / mL) and high level of contamination (6 log
CFU / mL), and storage at 8 °C and 25 °C during 0, 1, 2, 3, 5 and 10 days. Adhesion
was observed for both pathogens, even after successive washes, with a significant
difference (p <0.05) after 1 h of exposure. Adhesion was mediated by
exopolysaccharide structures, observed at different times and temperature conditions.
Internalization occurred in all samples and the peduncle region was the most affected
by the contamination, differing significantly in comparison with the blossom end region
(p <0.05) at 8 °C and 25 °C. Survival was observed at both temperatures until the tenth
day. The multiplication at 8 °C was significantly lower than at 25 °C (p <0.05). The
results showed that Salmonella spp and L. monocytogenes were able to adhere to the
surface, to internalize and spread through the pulp and still survive for considerable
periods, at 8 °C and 25 °C. This data may help producers and health agencies to
develop quantitative risk assessments and to establish appropriate measures to
prevent outbreaks.

Keywords: mango, adhesion, internalization, survival, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estadios de maturagcdo de mangas de acordo com a cor da casca 15

Figura 2: Estadios de maturacdo de mangas de acordo com a cor da

polpa 15

Figura 3: Representacéo grafica das regides avaliadas — Pedunculo (P), Meio (M) e
Blossom end (BE) 32

Figura 4. Adesao de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a fragmentos de casca
de manga, apdés armazenamento a 25°C por 24h (A), 48h (B) e 72h
(C) 38

Figura 5. Adesao de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a fragmentos de casca
de manga, apdés armazenamento a 8°C por 24h (A), 48h (B) e 72h
(C) 39

Figura 6. Detalhes das estruturas caracteristicas de biofiime de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 em fragmentos da casca de manga apds armazenamento
a25°Cpor72h 40

Figura 7. Adesao de Listeria monocytogenes ATCC 7644 a fragmentos de casca de
manga, apos armazenamento a 25°C por 24h (A), 48h (B) e 72h (C) 41

Figura 8. Adesao de Listeria monocytogenes ATCC 7644 a fragmentos de casca de
manga, apos armazenamento a 8°C por 24h (A), 48h (B) e 72h (C). 42

Figura 9. Detalhes das estruturas caracteristicas de biofilme de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 em fragmentos da casca de manga apds armazenamento
a25°Cpor72h 43




8

Figura 10. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 na polpa das mangas, para cenario de baixo nivel de
contaminacgao (2 log UFC/mL), de acordo com o estadio de maturagédo (M — madura e
NM - ndo madura) e temperatura (8 e 25°C), por até 10 dias de

armazenamento. 49

Figura 11. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 na polpa das mangas, para cenario de alto nivel de
contaminacgao (6 log UFC/mL), de acordo com o estadio de maturagado (M - madura e
NM — n&o madura) e temperatura (8 °C e 25 °C), por até 10 dias de

armazenamento 52

Figura 12. Ajustes das equacdes aos dados experimentais — cenario baixo nivel de

contaminacéao 55

Figura 13. Ajustes das equagdes aos dados experimentais — cenario alto nivel de
contaminagao 56




LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Teores de pH e SST nas mangas utilizadas como controle de

maturagao 35

Tabela 2. indice de hidrofobicidade (IH) e formagdo de biofime das cepas

empregadas no estudo 36

Tabela 3. Adesao apdés inoculagao spot a superficie da manga (fragmentos da casca),
de acordo com o tempo de exposigdo, avaliada pela contagem na suspensao

bacteriana final 37

Tabela 4. Internalizagado de Salmonella spp. apds contaminagao direta na regido do

pedunculo - spot inoculation 44

Tabela 5. Internalizagao de L. monocytogenes apds contaminagao direta na regidao do

pedunculo - spot inoculation 45

Tabela 6. Internalizacdo de Salmonella spp. apdés imersdao em solugao

contaminada 45

Tabela 7. Internalizacdo de L. monocytogenes ap6s imersao em solugao

contaminada 46

Tabela 8. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 na polpa das
mangas, para cenario de baixo nivel de contaminagao (2 log UFC/mL), nas condigbes
estadio de maturagédo (M - madura e NM — ndo madura) e temperatura (8 e 25°C), por

até 10 dias de armazenamento 47

Tabela 9. Sobrevivéncia de Listeria monocytogenes ATCC 7644 na polpa das
mangas, para cenario de baixo nivel de contaminagao (2 log UFC/mL), nas condigbes
estadio de maturagédo (M - madura e NM — ndo madura) e temperatura (8 e 25°C), por

até 10 dias de armazenamento 48




10

Tabela 10. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 na polpa das
mangas, para cenario de alto nivel de contaminacéao (6 log UFC/mL), nas condigdes
estadio de maturagéo (M - madura e NM — ndo madura) e temperatura (8 e 25°C), por
até 10 dias de armazenamento 50

Tabela 11. Sobrevivéncia de Listeria monocytogenes ATCC 7644 na polpa das
mangas, para cenario de alto nivel de contaminacéao (6 log UFC/mL), nas condi¢des
estadio de maturagdo (M - madura e NM — ndo madura ) e temperatura (8 e 25°C),
por até 10 dias de armazenamento 51

Tabela 12. Valor de pH das amostras controle ao longo do estudo 53

Tabela 13. Solidos soluveis totais (SST) nas amostras controle ao longo do
estudo 53

Tabela 14. Equagbes, r» e RMSE - S. Typhimurium (baixo nivel de

contaminacgao) 57
Tabela 15. Equagdes, » e RMSE - L. monocytogenes (baixo nivel de
contaminagao) 57

Tabela 16. Equacdes, r? e RMSE - S. Typhimurium (alto nivel de

contaminagao) 58

Tabela 17. Equagdes, r? e RMSE - L. monocytogenes (alto nivel de
contaminagao) 58




11

Sumario
1 AINTRODUGAO ...t ettt ettt 13
1.1 AFRUTICULTURA BRASILEIRA ... 13
1.2 A MANGA VARIEDADE TOMMY ATKINS ... 14
1.3 SEGURANGCA MICROBIOLOGICA ...ttt 16
1.3.1 SALMONELLA SPP EM FRUTAS . ... .ot 17
1.3.2 LISTERIA MONOCYTOGENES EM FRUTAS ... 19
1.4 ADESAO E INTERNALIZACAO ... 20
2 OBUETIVOS ...ttt e et e e e e e e e e aees 22
2.1 OBUETIVO GERAL ...ttt e e e e e eees 22
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt ee e 22
3 MATERIAL E METODOS ...ttt 23
3.1 SELECAO DAS MANGAS ...ttt 23
3.2 PREPARO DAS CULTURAS MICROBIANAS ... 23
3.3 DETERMINACAO DO PH E TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (SST)
DAS MAN G AS ..o e e e e aaas 24
3.4 PESQUISA DE SALMONELLA SPP E LISTERIA MONOCYTOGENES NAS
MANGAS, ANTES DA CONTAMINACAO EXPERIMENTAL .......ccoeiiiiieeiieeeeen 24
3.5 AVALIACAO DA HIDROFOBICIDADE DAS CEPAS ..o, 26
3.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE DAS CEPAS FORMAREM BIOFILME EM
POLIESTIRENO ... .ottt e e e e e e e e e e e e eaannas 27
3.7 AVALIACAO DA ADESAO DOS PATOGENOS A SUPERFICIE DAS MANGAS ...
.................................................................................................................................... 28
3.7.1 AVALIACAO DA ADESAO POR CONTAGEM DE MICRORGANISMOS. ....... 28
3.7.2 AVALIACAO DA ADESAO IRREVERSIVEL POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURAL. ...ttt et 29
3.8 AVALIACAO DA INTERNALIZACAO DOS PATOGENOS NAS MANGAS......... 30
3.8.1 AVALIACAO DA INTERNALIZACAO POR SPOT INOCULATION .................. 30
3.8.2 AVALIACAO DA INTERNALIZACAO POR IMERSAO EM SUSPENSAO
BACTERIANA APOS TRATAMENTO HIDROTERMICO ......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeee. 31

3.9 AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA DOS PATOGENOS NO INTERIOR DAS
MANGAS .o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea 33



ESTUDO .. e e e e e e e e e e e e e 35
4.2 OCORRENCIA DOS PATOGENOS NA SUPERFICIE DAS MANGAS............... 35
4.3 HIDROFOBICIDADE E FORMAGAQ DE BIOFILME ........ccovoiiiiiieeieiceeeeeeee 35
4.4 CAPACIDADE DE ADESAOQ ......ooiiiiiieieieieesiee et 36
4.5 CAPACIDADE DE INTERNALIZACAO .......cooiiieeiieeeeeeeeeeeeee e 44
4.6 SOBREVIVENCIA NO INTERIOR DAS MANGAS...........cooieeeeereeeeeeeeeeeee e 46

4.7 VALOR DE PH E TEOR DE SST NAS MANGAS EMPREGADAS COMO
CONTROLE AO LONGO DOS TESTES DE SOBREVIVENCIA DOS PATOGENOS

.................................................................................................................................. 53
4.8 MODELAGEM DA RELACAO ENTRE AS VARIAVEIS ESTUDADAS ............... 54
5 DISCUSSAOD.........coouiiiiiitieiieieieieee ettt e st s et sees 59
B CONCLUSAO ..ottt sens 64



13

1. INTRODUGAO

1.1 A fruticultura brasileira

A fruticultura € um dos setores mais promissores do agronegdécio brasileiro.
Com uma grande variedade de culturas produzidas em todas as regides do pais e em
diversos climas, conquista resultados expressivos e gera oportunidades para o
mercado brasileiro (CNA, 2017). O Brasil ocupa a terceira posigdo no ranking mundial
de producdo de frutas, atrds apenas da China e India. Juntos, os trés paises
respondem por 459% do total mundial e tém suas produgdes destinadas
principalmente aos seus mercados internos. A presenca brasileira no mercado
externo, com a oferta de frutas tropicais e de clima temperado durante boa parte do
ano, € possivel pela extenséao territorial do pais, posigao geografica e condi¢gdes de
clima e solo privilegiadas (ANDRADE, 2017).

As principais frutas cultivadas no pais sdo bananas, macgas, uvas, meldes e
frutas tropicais, particularmente manga, abacate, abacaxi e mamao papaia. O volume
exato de produgéo é dificil de mensurar, devido ao grande numero de pequenos
produtores destinados ao consumo familiar ou para o mercado local (OECD/FAO,
2015).

Em relacdo a exportacdo, a manga possui grande importancia para o
agronegocio brasileiro. Segundo dados da Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentagao (FAOSTAT, 2019) o Brasil esta em sétimo lugar no ranking
dos grandes produtores de manga do mundo. Por questdes sazonais, as exportagoes
de mangas brasileiras tiveram significativo incremento no segundo semestre de 2018.
Foram exportadas mais de 65 mil toneladas em 2018, 20% do total das frutas
exportadas, o que coloca a manga como lider do ranking (ABRAFRUTAS, 2018). A
producao brasileira de manga padrao exportacdo estd quase toda concentrada na

regido nordeste, em especial na microrregiao Juazeiro-Petrolina (CODEVASF, 2016).

Segundo HOJO et al., 2009, a competitividade no mercado de exportagédo de
frutas esta relacionada a capacidade de produgdo em épocas adequadas a
comercializagéo e a adequacgao aos padrdes de qualidade e seguranga exigidos pelos
importadores. A escolha da variedade a ser cultivada esta diretamente relacionada ao

mercado consumidor a que sera destinada e é um fator econdbmico de grande
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importancia, pois a variedade deve apresentar boa produtividade, resisténcia ao
manuseio e as pragas. A variedade Tommy Atkins é a mais produzida e
comercializada no Brasil e no mundo, por suas caracteristicas de aceitabilidade e
resisténcia ao transporte para mercados distantes. Essa variedade responde por 80%
das plantacdes de manga em solo brasileiro (MOUCO, 2010).

Cerca de 10% da manga produzida no Brasil € exportada para os Estados
Unidos e Europa (OECD/FAOQO, 2015). Por outro lado, a manga brasileira representa
6% do volume importado pelos Estados Unidos, ocupando a quarta colocacéao, atras
do Meéxico, Peru e Equador (MANGO.ORG, 2017). Esse segmento do agronegodcio
brasileiro apresenta uma série de desafios a serem superados, sobretudo para
adequacgao aos padrbes de qualidade dos grandes mercados importadores em
relacédo a pragas, disturbios fisiolégicos e contaminantes (SEBRAE, 2015; TREICHEL
et al., 2016).

1.2 A manga variedade Tommy Atkins

A manga Tommy Atkins é originaria da Florida (Estados Unidos) e possui
frutos com comprimento aproximado de 12 cm e peso entre 400 e 700 gramas. Tem
formato oval alongado, casca grossa, lisa, coloragdo amarela alaranjada contendo
manchas nos tons vermelho claro ou escuro. E resistente ao transporte e
armazenamento. Quando em processo de maturacdo sua coloracido se torna
arroxeado-purpura e vermelho-amarelo-brilhante, quando madura. Sua polpa é
amarela-escura com textura firme e representa 80% do peso da fruta, sendo destes,
aproximadamente 15% de solidos soluveis (SANTOS, 2003).

As mudancas fisicas e quimicas que ocorrem nos frutos durante o
amadurecimento podem afetar sua qualidade e conservacdo. No entanto, um unico
padrao de amadurecimento ndo pode ser aplicado a todos os frutos. Muitos indices
de maturacdo foram testados como o numero de dias a partir da floragdo, tamanho,
firmeza, formato, cor da casca, cor da polpa, teor de amido, sdlidos totais, sélidos
soluveis e acidez titulavel. No entanto, devido as diferencas entre cultivares e
condi¢des de producgédo, ndo ha consenso sobre os indices de maturagdo (MITRA,

1997). E importante o conhecimento dessas alteragdes, visando estabelecer
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tecnologias mais adequadas de manuseio e tratamento pds-colheita. Tais indicadores
servem como parametro de qualidade da fruta (CRUZ, 2010).

A cor da casca € a principal transformacéao fisica associada ao estadio de
maturacao e a mais perceptivel pelo consumidor. A alteracdo mais comum consiste
no desaparecimento da cor verde e o surgimento de coloragdo que varia do amarelo
ao vermelho (AWAD, 1993). Uma escala de cor foi proposta pela Embrapa (MOUCO,

2010) para auxiliar na identificacao do estadio de maturacéo (Figuras 1 e 2):

Figura 1: Estadios de maturagdo de mangas de acordo com a cor da casca

I Il i IV \'

Fonte: MOUCO, 2010

Figura 2: Estadios de maturagdo de mangas de acordo com a cor da polpa

Fonte: MOUCO, 2010

O teor de sodlidos soluveis totais (SST) expresso em °Brix € uma medida
relacionada com a quantidade de agucares presentes na fruta. Com o
amadurecimento, ocorre uma elevagao nos valores de SST, em virtude do aumento
do teor de agucares soluveis, sendo, portanto, um bom indicador de maturagao (DE
LIMA; CHITARRA; CHITARRA, 2001). Quando as mangas s&o colhidas com 7 a
8°Brix, as frutas podem amadurecer normalmente, porém, é preferivel que sejam
colhidas com 12 a 15 °Brix, pois assim possuem maior valor comercial. A variedade

Tommy Atkins, quando madura, pode apresentar teores entre 15,6 a 16,24% de
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sélidos soluveis totais (MANICA et. al, 2001), sendo que no inicio da maturagao o teor
médio é de 12% (COCOZZA, 2003). Durante o amadurecimento, ocorre diminuigao
da acidez e consequentemente aumento do pH. A manga € considerada um fruto
acido na maioria dos cultivares, pois apresenta valores de pH abaixo de 6,0. A
variedade Tommy Atkins apresenta valores de pH que podem variar de 3,23 a 4,51
para os estadios | aV (ROCHA et al., 2001) até 4,6 para frutas maduras (MANICA et.
al, 2001).

1.3Segurang¢a microbiolégica

Os principais atributos que influenciam a decisdo de compra do consumidor
estdo associados ao grau de frescor e a composi¢ao natural do produto. No entanto,
aspectos de praticidade de uso sao igualmente relevantes (SANTOS et al., 2012). No
caso de frutas, o processamento minimo, que compreende selecdo, limpeza,
desinfecgdo, descascamento, corte e embalagem, facilita o uso, mas deve também
garantir a manutengao do frescor e propriedades nutricionais da fruta original. No
entanto, o processamento minimo ndo garante a eliminagcdo de microrganismos
presentes (BASTOS, 2006). As frutas apresentam algumas caracteristicas intrinsecas
favoraveis a multiplicagdo microbiana, como nutrientes e agua abundantes, fazendo
com que o setor enfrente grandes desafios para minimizar os impactos de uma
possivel contaminagao microbiana indesejada (SILVA et al., 2011).

Durante as operagdes de colheita e processamento, as frutas podem sofrer
danos mecanicos que potencializam o risco de contaminagao cruzada (QADRI;
YOUSUF; SRIVASTAVA, 2015). Ferimentos na casca representam um risco a entrada
de microganismos e o elevado teor de agua e nutrientes permite sua sobrevivéncia e
multiplicagdo. Também a agua utilizada no processo de lavagem das frutas pode
causar a contaminacdo cruzada da superficie. A posterior internalizagdo dos
microrganismos nos espagos intercelulares pode comprometer a seguranga
microbiolégica das frutas. Estudos realizados em diferentes vegetais submetidos a
tratamentos hidrotérmicos (imersdo em agua quente) comprovaram o risco de
internalizagado de microrganismos presentes na superficie das frutas para seu interior
(RYSER; HAO; YAN, 2009).
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Os mamiferos, aves, répteis e insetos sdo potenciais fontes de contaminagao
ambiental e podem ser vetores de uma variedade de patégenos, como Salmonella
spp e Listeria monocytogenes (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1998).
Entre todos os fatores a serem considerados quando se abordam questbes de
segurancga de vegetais frescos, estes agentes patogénicos recebem grande atencéo,
devido aos varios casos notificados de salmonelose e listeriose causados pelo
consumo de frutas e vegetais contaminados (QADRI; YOUSUF; SRIVASTAVA, 2015).
Compreender as circunstancias que levam a contaminagdo microbiolégica requer
atencdo cuidadosa sobre como esses alimentos sdo colhidos, transportados e
processados (CHEN et al., 2016; EBLEN et al., 2004).

1.3.1 Salmonella spp em frutas

O primeiro registro de surto de salmonelose relacionado ao consumo de
mangas in natura ocorreu em 1999 nos Estados Unidos, com 78 casos em treze
estados americanos e dois obitos. Investigagdes epidemiolégicas identificaram
mangas importadas do Brasil como veiculos de Salmonella spp. O sorotipo Salmonella
Newport foi isolado de varias amostras clinicas dos pacientes acometidos pelo surto
(SIVAPALASINGAM et al., 2003). Em 2001, mangas importadas do Peru foram
identificadas como responsaveis por outro surto de salmonelose, também nos Estados
Unidos. O sorotipo Salmonella Saint Paul foi identificado nos isolados clinicos. Nos
dois casos, as investigagdes epidemioldgicas indicaram que a agua utilizada no
tratamento hidrotérmico foi a fonte de contaminacgao. Os inspetores da US Animal and
Plant Health Inspection Service — APHIS que visitaram os locais de producgio
observaram que a agua utlizada na ultima etapa do tratamento térmico ndo era
clorada. Apds o surto de 1999, a APHIS recomendou que os produtores utilizassem
agua tratada com cloro a 50-200 ppm para a imersdo das frutas no tratamento
hidrotérmico (BEATTY et al., 2004).

Em 2012, ocorreu outro surto relacionado ao consumo de mangas, em quinze
estados americanos, no qual 127 pessoas foram infectadas por Salmonella
Braenderup. As vitimas adoeceram depois de consumirem mangas importadas do
México. Trinta e trés pessoas foram hospitalizadas, mas nenhuma morte foi reportada

(CDC, 2012). No mesmo ano, 16 pessoas foram infectadas por Salmonella
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Worthington, em trés estados americanos. O CDC identificou possivel conexao entre
os dois surtos. No Canada, houve registro de surto relacionado as mangas importadas
do México do mesmo produtor, investigado pela Canadian Food Inspection Agency.
Vinte e trés pessoas foram infectadas, em dois estados (CANADA, 2012)

Além das mangas, outras frutas também estiveram envolvidas em surtos de
salmonelose, como o ocorrido em 2011, causado por mamao papaia importado do
México, contaminado com Salmonella Agona. Os casos foram reportados em 25
estados americanos, com 106 individuos afetados, nos quais 10 foram hospitalizados,
sem mortes (MBA-JONAS et al., 2018). Em 2017, houve quatro surtos multiestaduais
de salmonelose, associados a mamao papaya variedade Maradol, provenientes de
quatro fazendas do México. O sorotipo identificado nesse caso foi Salmonella Anatum
(CDC, 2017).

Um surto envolvendo meldes processados atingiu nove estados americanos
em 2018. Setenta e sete pessoas foram infectadas, 36 foram hospitalizadas e
nenhuma morte foi reportada. As investigagbes epidemioldgicas concluiram que as
pessoas foram infectadas apdés consumir saladas de frutas contendo o melao
contaminado. O sorotipo Salmonella Adelaide foi identificado como agente causador
do surto (CDC, 2018a).

Em 2018, dois surtos envolvendo coco ralado foram investigados pelo CDC.
Um dos surtos, ocorrido em nove estados americanos, envolveu coco ralado
congelado, com 27 pessoas infectadas por Salmonellal 4,[5],12:b:
e Salmonella Newport (CDC, 2018b). Seis pessoas foram hospitalizadas, mas n&o
foram reportadas mortes. O outro surto foi causado por coco ralado seco contaminado
com Salmonella Typhimurium: 14 pessoas foram infectadas e trés foram
hospitalizadas, mas ndo houve mortes (CDC, 2018c).

A preocupacao quanto ao risco de surtos de salmonelose associado ao
consumo de alimentos acidos deve-se a capacidade de adaptagao da Salmonella spp.
a acidez, conhecida como ATR (acid tolerance response). Muitos estudos foram
conduzidos nos ultimos anos para compreensao dos mecanismos ATR, concluindo-
se que os fatores ambientais tém grande influencia nessa adaptagdo, com varios
mecanismos moleculares envolvidos na complexa resposta adaptativa de Salmonella
spp. (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2012).
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1.3.2 Listeria monocytogenes em frutas

Os registros de surtos de listeriose causados por frutas contaminadas tem se
intensificado nos ultimos anos. Estudos mostram que Listeria monocytogenes pode
contaminar vegetais frescos por contaminagdo cruzada, se estiver presente no
ambiente, solo ou agua. Devido a persisténcia de L. monocytogenes no ambiente,
associada a capacidade de formacdo de biofilmes em superficies, sdo necessarias
medidas eficazes de combate a contaminacido em todas as etapas de producéo,
distribuicdo e comercializagdo dos alimentos (ZHU; GOONERATNE; HUSSAIN,
2017).

Nos Estados Unidos, em 2011, um surto ocorreu por consumo de melao
cantaloupe contaminado com L. monocytogenes, afetando 147 pessoas em 28
estados, com 33 mortes reportadas (MCCOLLUM et al., 2013).

Em 2014 e 2015, nos Estados Unidos, foi registrado um surto envolvendo
macas caramelizadas contaminadas com L. monocytogenes, com a identificacado de
35 casos em 12 estados, com 34 hospitalizagdes e sete mortes. As mesmas cepas
isoladas no surto foram detectadas em amostras ambientais obtidas nas instalagdes
de embalagem do produtor e macgas inteiras da cadeia de distribuicdo (ANGELO et
al., 2017). Um estudo avaliou o efeito do revestimento convencional com cera sobre a
sobrevivéncia de cepas de L. monocytogenes e constatou que este procedimento
pode favorecer sua sobrevivéncia por tempos prolongados (MACARISIN et al., 2019).

Em 2014, no estado americano da Califérnia, ocorreu o primeiro surto de
listeriose associado a frutas com carogo, conhecidas como “stone fruits”. O surto
envolveu péssegos inteiros, nectarinas e ameixas (CDC, 2015). Foram quatro casos
reportados e identificados. Resultados da analise de sequenciamento do genoma
completo (WGS) indicaram que estas frutas eram as provaveis responsaveis pelo
surto (CHEN et al., 2016Db).

A Australia registrou um surto de listeriose associado ao consumo de meldo
cantaloupe, de uma fazenda produtora local. As autoridades australianas reportaram
esse surto para a OMS (Organizagdo Mundial da Saude) em margo de 2018, apos
identificar que o produtor exportava seus produtos para varios paises. Vinte pessoas
foram infectadas e hospitalizadas e sete mortes foram registradas. Analises

laboratoriais identificaram presenca de L. monocytogenes nas amostras de meléo e
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também nas areas de producdo. As cepas encontradas na fazenda possuiam a
mesma sequéncia genética das amostras clinicas isoladas dos pacientes acometidos
pelo surto. As investigagdes epidemiologicas identificaram como possivel causa da
contaminagado uma combinacao de fatores ambientais e climaticos que contaminaram
a superficie da fruta, e que persistiram mesmo apds o processo de lavagem (WHO,
2018).

A capacidade de adaptacgéo e sobrevivéncia de L. monocytogenes em baixas
temperaturas e a possibilidade de formagao de biofilmes em diferentes superficies sdo
grandes preocupagdes para a industria de alimentos (BONSAGLIA, 2012; TRAVAGIN,
2010; LEE et al., 2013). Além disso, L. monocytogenes apresenta tolerancia a valores
de pH mais baixos, o que possibilita sua ocorréncia em frutas e sucos acidos (KIM;
CHO, 2010).

1.4 Adesao e Internalizagao

A adesao de microrganismos a uma superficie € um fenébmeno resultante de
interacoes fisico-quimicas entre as bactérias e a superficie. A adesao envolve duas
etapas: a primeira, denominada adesé&o reversivel, consiste numa interagcdo fraca
entre as bactérias e a superficie, sendo as bactérias aderidas facilmente removiveis.
Na segunda etapa, conhecida como adeséo irreversivel, as células bacterianas unem-
se por meio de seus exopolissacarideos (EPS), formando microcoldnias, e adquirem
maior resisténcia a agao de sanitizantes e detergentes. A hidrofobicidade da superficie
celular e da superficie de contato tem forte influéncia na adesao dos microrganismos,
que aderem mais facilmente as superficies hidrofobicas do que as hidrofilicas
(STOODLEY et al.,, 2002; LIU et al., 2004; UKUKU; FETT, 2002; GARRETT;
BHAKOO; ZHANG, 2008; COLLIGNON; KORSTEN, 2010).

Paises importadores exigem que mangas sejam submetidas a tratamentos pés-
colheita que garantam sua fitossanidade, impedindo a entrada de doengas e pragas
em seus territorios. Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, as
mangas importadas devem ter sido submetidas a um tratamento hidrotérmico, que
consiste na sua imersdo em agua a 46,1 °C por 75 a 90 min, a uma profundidade
minima de 12 cm em relagédo a superficie da agua (USDA, 2017). Esse tratamento
nao afeta as frutas, que mantém suas caracteristicas originais por até 20 dias, se

mantidas em temperatura de até 11 °C. O custo de implantagédo e manutencgao deste
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tratamento é baixo, mas exige rigoroso controle e padronizacédo do estadio de

maturagdo no momento da colheita e do peso das frutas (CEINFO, 2000).

Merker et. al, (1999) avaliaram a internalizacdo de microrganismos em laranjas
e toranjas causada pelo diferencial de temperatura durante o tratamento hidrotérmico,
empregando solu¢des com corantes. O estudo mostrou que ha uma contragao dos
gases presentes no interior das frutas quando sdo aquecidas e posteriormente
imersas em agua fria, resultando em um diferencial de presséo, que pode resultar na
infiltracdo de bactérias. Buchanan et al., (1999) observaram resultados similares ao
realizarem um estudo de internalizacdo em macas submetidas ao tratamento

hidrotérmico.

A reciclagem da agua, pratica comum nas etapas de lavagem e resfriamento
das frutas, pode resultar em contaminagdo cruzada devido a penetragdo da agua
pelas lenticelas, estdmatos e lesdes durante e apos a colheita. A redugao do risco de
contaminagao cruzada durante o manuseio pds-colheita depende da compreensao
dos processos envolvidos na adesdo das bactérias nas superficies (REINA;
FLEMING; BREIDT, 2002). Portanto, € de grande importancia conhecer o
comportamento dos patdogenos nas diferentes situagdes que possam ocorrer durante
todas as fases de producgdo, distribuicdo e estocagem, essencial para evitar a
contaminacgao, proliferacao e consequentemente os surtos alimentares (FDA, 1998).

A identificagdo dos riscos potenciais de contaminagcdo por patdégenos na
producdo das mangas, bem como a compreensao dos mecanismos de agdo dos
microrganismos sao ferramentas essenciais no combate de possiveis surtos
associados ao consumo da fruta. Visto que as mangas sao largamente consumidas
pela populagdo em sua forma in natura, € necessario avaliar a capacidade de adesao
e internalizagcdo dos patdgenos na manga, a fim de estabelecer procedimentos

adequados para reduzir ao maximo 0s riscos ao consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

O obijetivo geral do presente trabalho foi avaliar a capacidade de cepas de Salmonella

spp. e Listeria monocytogenes aderirem a superficie de mangas, internalizarem-se

sobreviverem na polpa de mangas (Mangifera indica) variedade ‘Tommy Atkins’

durante armazenamento em refrigeragao (8°C) e em temperatura ambiente (25°C) por

10 dias, apos terem sido submetidas ao tratamento hidrotérmico recomendado pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2017).

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

Determinar os indices de hidrofobicidade e capacidade de formagao de
biofiime das cepas de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
selecionadas para o estudo.

Verificar a existéncia de alguma relagao entre os parametros estadio de
maturacéo, valor de pH e teor de so6lidos soluveis totais (SST) nas mangas.
Avaliar a capacidade de adesdao de Salmonella spp e Listeria
monocytogenes a superficie de mangas, através da contaminagao
experimental da superficie das frutas;

Avaliar a capacidade de internalizagdo destes patdgenos nas mangas
durante armazenamento a 8 °C e 25 °C por até 10 dias apds contaminacao
direta na cicatriz do pedunculo e apdés imersao das mangas em solugao
contaminada, previamente submetidas a tratamento hidrotérmico por
imersdo em agua destilada a 46,1°C por 90 minutos.

Observar a sobrevivéncia dos patdégenos internalizados na polpa das
mangas, durante o armazenamento a 8 °C (condigao de refrigeracéo), e a

25 °C (condigao ambiental), por até 10 dias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selegao das mangas

O estudo foi desenvolvido com mangas (Mangifera indica), variedade ‘Tommy
Atkins’, adquiridas em centros de abastecimento localizados em diferentes regides da
cidade de Sao Paulo, no periodo de outubro de 2017 a junho de 2019. Foram
selecionadas frutas intactas, sem danos fisicos ou sinais de deterioragdo. As mangas
foram classificadas quanto a cor da casca segundo o Manual de Cultivo da Mangueira
(MOUCO, 2010), que define os seguintes estadios de maturagéo para mangas: | -
fruto verde; Il - verde com tragos de vermelho; Ill - mais verde que vermelho; IV - mais

vermelho que verde; e V - tragos de verde.
3.2 Preparo das culturas microbianas

O estudo foi desenvolvido com as cepas de referéncia Salmonella Enteritidis
ATCC 13076, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC
7644 e Listeria monocytogenes Scott A, pertencentes a biblioteca de culturas do
laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da USP. As cepas foram cultivadas separadamente em 10mL de caldo Brain Heart
Infusion — BHI (Oxo0id®, Basingstoke, Inglaterra) para Salmonella spp. e Tryptic Soy
Broth (TSB) suplementado com 0,6% de extrato de levedura - TSB-YE (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra) para Listeria spp, a 37°C por 24 h. As culturas foram
centrifugadas a 8°C por 10min, a 2810 x g (6-16K Centrifuge — Sigma, Osterode am
Harz, Alemanha). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram lavados
trés vezes com solugao de agua peptonada 0,1%. Para os experimentos com pool de
microrganismos, o inéculo foi preparado a partir da mistura de volumes iguais de cada
suspensao bacteriana. A densidade 6ptica foi medida a 630 nm (Ultrospec 2000 -
Pharmacia Biotech, Nova Jersey, EUA), ajustada para atingir o valor correspondente
a 108 UFC/mL e em seguida diluida em agua peptonada 0,1% conforme o experimento
a ser realizado. A concentragao do inéculo foi confirmada por semeadura em placas

contendo Agar Tripticase de Soja (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra).
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3.3 Determinacgao do pH e teor de sélidos soluveis totais (SST) das mangas

As mangas nos estadios de maturacéo I, Ill, IV e V (n=5 para cada estadio)
foram submetidas a determinac¢do do pH (IAL, 2008) e teor de sdlidos soluveis totais
(AOAC, 1995), empregando-se um pHmetro de bancada (Modelo PHS3BW - Bel
Engineering, Monza, Italia) e um refratdmetro analdgico (Modelo RHB 32 ATC - AKSO,

Sao Leopoldo-RS, Brasil), respectivamente.

3.4 Pesquisa de Salmonella spp e Listeria monocytogenes nas mangas, antes

da contaminacao experimental

Antes de utilizadas nos testes, as mangas foram avaliadas quanto a presenca
de Salmonella spp e Listeria monocytogenes na superficie, empregando-se a técnica
de esfregaco (APHA, 2001) e as metodologias ISO 6579:2002/Corr 1:2004/Amd
1:2007 (ISO, 2007) e ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004 (1SO, 2004) respectivamente.
Cotonetes esterilizados e umedecidos por imersao em agua peptonada 0,1% (Oxoid®,
Basingstoke, Inglaterra) foram aplicados vigorosamente em toda a superficie das
frutas, transferidos para tubos contendo 10mL de agua peptonada 0,1% (Kasvi®,
Padova, Italia) e agitados em vortex por um minuto, para liberagdo das células
aderidas. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para dois tubos contendo 10 mL de
caldo de enriquecimento primario [Agua Peptonada Tamponada - BPW (Kasvi®,
Padova, Italia) para Salmonella spp. e caldo Half Fraser — HF (Oxoid®, Basingstoke,
Inglaterra) para Listeria monocytogenes]. Os tubos de BPW foram incubados a 37 +
1°C/18h £ 2 h, e os tubos com caldo HF foram incubados a 30 £ 1°C/24h £ 2 h.

Na etapa de enriquecimento seletivo para Salmonella spp., aliquotas de 0,1
mL e 1 mL das amostras pré-enriquecidas em BPW foram transferidas para dois tubos,
um contendo 10 mL de Caldo Rappaport-Vassilidis Soja Broth — RVS (Difco®, Detroit,
EUA) e outro contendo 10 mL de Caldo Muller Kauffmann Novobiocina MKTTn
(Oxo0id®, Basingstoke, Inglaterra). Os tubos com caldo RVS foram incubados a 41,5 +
1°C/24 + 3 h e os com caldo MKTTn a 37 + 1°C/24 £ 3 h. Os caldos foram estriados
na superficie de placas contendo meios seletivos Agar Xilose Lisina Desoxicolato —
XLD (Kasvi®, Padova, Italia) e Agar Hektoen Enterico — HE (Difco®, Detroit, EUA). As

placas foram incubadas invertidas a 37 = 1 °C/24 + 3 horas. Colbnias suspeitas de
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Salmonella spp. foram submetidas aos testes de confirmacgéo bioquimica em Agar
Triplice Agucar Ferro — TSI (Difco®, Detroit, EUA) e em Agar Lisina Ferro — LIA (Difco®,
Detroit, EUA). Tubos com reacéo tipica foram submetidos a prova de soro-aglutinagao
em lamina com soro polivalente para Salmonella spp. (Probac, Sdo Paulo, Brasil).
Colbnias que apresentaram soro-aglutinagdo foram confirmadas através do kit de
confirmagao API 20E (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca).

As cepas identificadas como Salmonella spp. pelos testes bioquimicos e de
soro-aglutinagao foram também testadas por PCR convencional. Apds a cultura em
caldo BHI por 18-24 h, a suspensao bacteriana foi centrifugada a 13000 x g por 5
minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em PBS (tampao
fosfato alcalino) e submetido ao processo de extragcdo do DNA bacteriano com o kit
comercial mericon DNA Bacteria (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo-se as
instrugdes do fabricante. O volume utilizado para o mix da reagéo (25 L) foi composto
por 12,5 L de 2x Qiagen Taq PCR Master mix [Tris—HCI, KCI e (NH4)2SO4 buffer, pH
8.7; 3 mM MgClz, 400 uL de cada dNTP e 0.05 U/ uL de Taq polimerase], 1 uL do
iniciador senso (25 pL de concentragédo) e 1 pL do iniciador anti-senso (25 uL de
concentragao), 9,5 uL de agua ultrapura e 1 yL de DNA extraido. A amplificagc&o foi
realizada em termociclador (Veriti 96, Applied Biosystems, Thermofischer), com uma
etapa de desnaturagao a 95 °C durante 1 min, seguida de 35 ciclos a 95 °C durante
20 s, anelamento a 55 °C durante 20 seg, extensdo a 72 °C durante 2 min e a extens&o
final do DNA a 72 °C por 4 min. Em todas as amplificacdes, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 foi utilizada como controle positivo e agua ultra-pura como
controle negativo. Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores para o gene invA,
com os primers senso (F): 5 TAT CGC CAC GTT CGG GCA A-3' e anti-senso (R): &'
TCG CAC CGT CAA AGG AAC C-3', que delimitam um fragmento de 275 pb (NAYAK
et al., 2004). Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2,0% a 100V por 45 minutos e corados com Syber Safe (1 yL/10 mL) em
tampédo TBE 0,5X (pH 8,0). A leitura do resultado foi feita em transiluminador ultra-
violeta a 320 nm (Bio-rad Laboratories Inc. Hercules, USA) e os resultados das bandas
foram comparados com o marcador de peso molecular DNA ladder de 100 pb
(Invitrogen, Carlsbad, USA).

Na etapa de enriquecimento seletivo ou secundario para L. monocytogenes,

aliquotas de 0,1 mL das amostras pré-enriquecidas em caldo HF foram transferidas
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para tubos contendo 10 mL de caldo Fraser e incubados a 37 £ 1 °C/48 + 2 h. Os
caldos HF e Fraser foram transferidos para placas com Agar Listeria Ottaviani &
Agostini — ALOA (Merck, Darmstadt, Alemanha) e Agar Oxford (Oxoid®, Basingstoke,
Inglaterra) por estrias de esgotamento e incubadas a 37 + 1 °C/24 + 3 h. Colbnias
suspeitas de Listeria monocytogenes (tipicas e atipicas) foram selecionadas, estriadas
em placas com Agar Tripticase de Soja com 0,6% de extrato de levedura — TSA-YE
(Oxo0id®, Basingstoke,Inglaterra) e incubadas a 37 + 1 °C/18-24 h. As placas foram
observadas sob iluminagéo obliqua transmitida (técnica de Henry), e as coldnias que
apresentaram coloragao azulada tipica foram submetidas aos testes de produc¢ao de
catalase, coloragdo de Gram e motilidade ao microscopio (Axio Observer - Zeiss,
Gottingen, Alemanha), verificagdo de B-hemdlise e fermentacao de dextrose, xilose,
ramnose, maltose e manitol. A cepa de Listeria monocytogenes ATCC 7644 foi

utilizada como controle positivo.

3.5 Avaliagao da hidrofobicidade das cepas

O teste de hidrofobicidade foi realizado de acordo com Rosenberg et al, 1980.
As cepas foram cultivadas separadamente em caldo BHI a 37°C por 24h,
centrifugadas a 8°C por 10 min a 2810 x g (6-16K Centrifuge — Sigma, Osterode am
Harz, Alemanha) e os sobrenadantes foram descartados. Os pellets foram lavados
trés vezes com solugdo tampao fosfato salino (PBS 0,01M pH 7,2). Cada suspenséao
bacteriana foi padronizada de forma a apresentar densidade 6ptica proxima a 1.0,
através da leitura por espectrofotometria a 400nm (Ultrospec 2000 - Pharmacia
Biotech, Nova Jersey, EUA). Posteriormente, 3,6mL de cada suspensao bacteriana
foi misturada com 0,4 mL de hexadecano 99% (Sigma-Aldrich, Burlington-MA, EUA)
em vortex por 5min e deixada em repouso por 1 hora, para separacdo das fases
oleosa e aquosa. Apo6s o equilibrio das fases, a densidade 6ptica da camada inferior
foi lida a 400 nm (Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech, Nova Jersey, EUA). A mistura
de PBS e hexadecano sem microrganismo adicionado foi utilizada como controle
negativo.

O indice de hidrofobicidade (IH) foi determinado em porcentagem, de acordo

com a férmula:
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IH = 100 x (DOIi-DOf)/DOi
onde DOi corresponde a densidade Optica inicial e DOf a densidade optica final.
As cepas foram classificadas quanto ao indice de hidrofobicidade de acordo
com Rodrigues et al., (2018):
v IH > 70%: cepa altamente hidrofébica
v" IH < 30%: cepa altamente hidrofilica
v 30% < IH < 70%: cepa com hidrofobicidade média

A determinacao foi repetida trés vezes para cada cepa testada.

3.6 Avaliagao da capacidade das cepas formarem biofilme em poliestireno

Para avaliar a formagéao de biofilme em poliestireno, empregou-se o método
descrito por Stepanovi¢ et al., (2000), com algumas adaptacdes. As cepas foram
cultivadas em caldo BHI a 37°C por 24 h e 200 pyL de cada cultura obtida foram
transferidos para pocos de placas de microtitulacido de poliestireno de fundo chato
(MIDSCI, Saint Louis-MI, EUA), que foram incubadas a 37 °C por 24 h. Apés a adigao
de 200uL de PBS (tampédo fosfato salino), as suspensdes bacterianas foram
removidas dos pog¢os por aspiragédo, adicionando-se 200 pL de metanol (Sigma
Aldrich, Sao Paulo, Brasil) para a fixagao do biofilme formado no fundo dos pogos.
Apds 15 min em temperatura ambiente, removeu-se o metanol dos pocgos, e
adicionou-se 200pL de solug&o de cristal violeta 2% (Labsynth, Diadema-SP, Brasil).
Apds 5 min, o corante for removido e as placas foram lavadas em agua corrente e
secas a temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados 200uL de acido acético
a 33% v/v (Labsynth, Diadema-SP, Brasil), efetuando-se a leitura da densidade 6ptica
a 570nm apdés 30 min, em leitor de microplacas (Multiskan FC Thermo Scientific,
Waltham-MA, EUA). Pogos contendo apenas o caldo BHI foram utilizados como
controle negativo. Cada teste foi realizado em quintuplicata para cada cepa e o
procedimento repetido trés vezes.

A Densidade Optica medida (DOa) correspondeu & média aritmética das
densidades Opticas obtidas nas trés repeticbes e esse valor foi comparado com a
média dos resultados dos controles negativos (DOcn). A capacidade de formagao de

biofilme foi determinada segundo a classificacao de Stepanovic et al. (2000), ou seja,
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e DOa = DOcn =cepa nao formadora de biofilme,
e DOcn < D0Oa =2xDOcn = cepa fracamente formadora de biofilme,
e 2xDOcn < DOa < 4xD0Ocn = cepa moderadamente formadora de biofilme,

e DOa > 4xDOcn = cepa fortemente formadora de biofilme.

3.7 Avaliagao da adesao dos patogenos a superficie das mangas

A capacidade de Salmonella spp e Listeria monocytogenes aderirem a
superficie das mangas foi avaliada por dois procedimentos: por inoculagado spot em
fragmentos da casca seguida de contagem microbiana e por imersdo da frutas
seguida de acompanhamento por microscopia eletronica de varredura. Os testes
foram realizados com mangas maduras, previamente sanitizadas por imersdo em
solugao clorada (SUMAVEG, Johnson Diversey, Fort Mill-SC, EUA) a 200 ppm e
enxaguadas em agua destilada. A eficacia da sanitizagao foi avaliada através da
técnica de esfregaco com cotonetes estéreis umedecidos em agua peptonada 0,1%
(Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) e semeados em Agar Tripticase de Soja — TSA

(Oxo0id®, Basingstoke, Inglaterra).

3.7.1 Avaliagao da adesao por contagem de microrganismos.

Empregou-se o procedimento de Mathew et al. (2018) e Collignon; Korsten,
(2010), com adaptagdes para avaliagao da adesao reversivel na superficie da manga.
Vinte fragmentos de casca (5x5 cm) de mangas maduras (estadio IV) obtidos com um
bisturi estéril foram submetidos a uma leve raspagem para retirada da polpa aderida,
sanitizados por imersdo em solugao clorada (SUMAVEG, Johnson Diversey, Fort Mill-
SC, EUA) a 200 ppm e enxaguados com agua destilada. Os fragmentos foram
transferidos para placas de petri vazias e a superficie dos fragmentos foi inoculada
com 50uL da suspensao bacteriana em teste contendo 7 log UFC/mL. Imediatamente
apos a inoculagao (tempo 0), e apds 30 seg, 60 seg e 1 h de contato a temperatura
ambiente, as suspensdes inoculadas foram aspiradas e a regido coberta com 100uL
de PBS para rinsagem. O PBS foi aspirado com o auxilio de uma pipeta e descartado,
repetindo-se o procedimento cinco vezes. Os fragmentos de casca inoculados e
lavados com PBS foram transferidos para tubos Falcon contendo 50 mL de agua
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peptonada 0,1%, agitados em vortex por 60 seg. Os tubos foram mantidos em banho
de ultrasom (USC 700 - Unique, Indaiatuba-SP, Brasil) por 5 minutos, para liberar as
células aderidas. A suspensao obtida foi submetida a diluicdes decimais seriadas em
agua peptonada 0,1% e semeadas em Agar XLD (Kasvi®, Padova, ltalia) para
Salmonella spp. e Agar ALOA para Listeria monocytogenes (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Cada cepa foi testada individualmente, repetindo-se os

experimentos trés vezes.

3.7.2 Avaliacao da adesao irreversivel por Microscopia Eletronica de Varredura

Para avaliacdo da adesao irreversivel, caracterizada pela formacdo de
estruturas de biofilme, foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de varredura.
Para o teste foram selecionadas as duas cepas com melhor performance nos testes
de hidrofobicidade, formac&o de biofime e adesdo. As cepas de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram testadas
individualmente.

Fragmentos da casca (0,5x0,5mm) de mangas maduras (estadio 1V) foram
imersos na suspensao bacteriana em teste contendo 6 log UFC/mL, por uma hora.
Apds o periodo de exposig¢ao, a suspenséao foi descartada e os fragmentos lavados
com PBS por cinco vezes para retirada das células ndo aderidas a superficie. Os
fragmentos foram separados e identificados, de acordo com o patégeno, temperatura
(8 °C e 25 °C) e tempo de incubacdo (24 h, 48 h e 72 h), totalizando assim 12
amostras. Fragmentos n&o inoculados foram utilizados como controles negativos.

As amostras devidamente identificadas foram imersas em solugéo de fixacao
glutaraldeido 5% (Dindmica Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil) por 2 horas, novamente
lavados com PBS para retirada do excesso de glutaraldeido e submetidas ao processo
de desidratagcdo em série ascendente de etanol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
através da imersao dos fragmentos em concentragbes de 70, 80, 90 e 100%, por
quinze minutos em cada etapa. Apos a desidratacdo, as amostras foram submetidas
ao processo de secagem em aparelho de ponto critico (Bal-tec CPD 030 Critical Point
Dryer, Balzers, Liechtenstein) em COz liquido, e fixadas em suportes metalicos (stubs)

com fitas condutivas de carbono (Ted Pella Inc, Redding-CA, EUA). Em seguida foram
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revestidas com uma camada de platina em equipamento de revestimento (Bal-tec Med
020 Coating System, Balzers, Liechtenstein).

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Caracterizagcdo de Materiais da
POLI-USP. Utilizou-se microscopio eletronico de varredura ambiental (ESEM) Quanta
650 FEG (FEI, Hillsboro-OR, EUA), com sistemas de microanalise por EDS Quantax

(Bruker Nano GmbH, Berlim, Alemanha).

3.8 Avaliagao da internalizagao dos patégenos nas mangas

A internalizagao de Salmonella spp e Listeria monocytogenes nas mangas foi
avaliada por dois procedimentos: por contaminagéo direta na regido do pedunculo
(spot inoculation) e por imersao das frutas em uma suspensao bacteriana. As mangas
foram previamente submetidas a tratamento hidrotérmico por imersdo em agua
destilada a 46,1°C por 90 minutos.

Os testes foram realizados com mangas maduras, previamente sanitizadas
por imersao em solugéo clorada a 200 ppm e enxaguadas em agua destilada estéril
para eliminar possiveis residuos da solucdo clorada. A eficacia da sanitizagédo foi
avaliada através da técnica de esfregago com cotonetes estéreis umedecidos em
agua peptonada 0,1% (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) e semeados em Agar
Tripticase de Soja — TSA (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra).

Para as contaminacdes experimentais optou-se por utilizar a técnica de pool de
microrganismos, para simular um cenario de contaminagcéo mista. Foram elaborados
dois pools:

pool 1: S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium14028

pool 2: L. monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes Scott A.

3.8.1 Avaliagao da internalizagao por spot inoculation

O procedimento foi baseado na técnica utilizada por Chen et al., (2016a), com
algumas modificagdes. Foram utilizadas 18 mangas maduras (estadios IV e V),
organizadas em trés grupos: 6 mangas foram desafiadas com o “pool 1” de Salmonella
spp., 6 mangas foram desafiadas com o “pool 2” de Listeria monocytogenes e 6

mangas foram usadas como controles negativos (amostras ndo contaminadas). Cada
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grupo foi subdivido em amostras representativas de cada tempo (24h, 5 e 10 dias) e
temperatura (8 °C e 25 °C). Para a contaminacéo, a cicatriz do pedunculo foi inoculada
com 100uL de uma suspensédo bacteriana contendo 7 log UFC/mL, de forma a atingir
a concentragao final desejada de 6 log UFC/mL. Ap6s completa absorgéo do inoculo,
as mangas foram transferidas para sacos plasticos estéreis (Nasco, Fort Atkinson,
EUA) e armazenadas a 8 °C e 25 °C por 24h, 5 e 10 dias. Em cada tempo de analise,
as frutas eram novamente higienizadas e testadas quanto a auséncia dos patdégenos,
empregando-se cotonetes estéreis aplicados a superficie. Com auxilio de bisturi
estéril, por¢des de 25 g da polpa das mangas, obtidas em trés diferentes regides das
frutas (Figura 3), foram transferidas separadamente para sacos plasticos (Nasco, Fort
Atkinson, EUA). Em seguida adicionou-se 225 mL de Agua Peptonada Tamponada —
BPW (Kasvi®, Padova, Italia) ou 225 mL de Caldo Half Fraser (Oxoid®, Basingstoke,
Inglaterra) para os sacos, para posterior contagem de Salmonella spp. e L.
monocytogenes, respectivamente. As amostras foram homogeneizadas em
stomacher (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga), submetidas a diluigdes decimais em
agua peptonada 0,1% e semeadas em superficie em meios seletivos Agar XLD
(Kasvi®, Padova, ltdlia) para Salmonella spp. e Agar ALOA para Listeria
monocytogenes (Merck, Darmstadt, Alemanha).

O experimento foi repetido trés vezes. Nas amostras em que nao foi possivel
fazer a contagem microbiana (<1 log UFC/g), considerou-se apenas
presencga/auséncia, a partir de semeadura da primeira diluigdo decimal em agua

peptonada 0,1% no meio seletivo apropriado.

3.8.2 Avaliacao da internalizagao por imersao em suspensao bacteriana apos

tratamento hidrotérmico

Seguiu-se a metodologia utilizada por Penteado; Eblen; Miller (2004), com
adaptagoes. As suspensodes para a imersao das mangas foram preparadas com 5 L
de agua destilada contendo 6 log UFC/mL a partir dos pools 1 de Salmonella spp ou
2 de L. monocytogenes. Foram utilizadas 18 mangas maduras (estadios IV e V),
organizadas em trés grupos, conforme descrito no item 3.8.1.

Inicialmente as mangas inteiras foram submetidas ao tratamento hidrotérmico

através da imersao em agua destilada a 46,1°C por 90 minutos e depois imersas nas



32

suspensdes bacterianas em estudo a 21,1°C, e mantidas a essa temperatura por 10
min. As mangas foram entdo transferidas para uma solugdo clorada por 5 min,
enxaguadas com agua destilada e acondicionadas em sacos plasticos (Nasco, Fort
Atkinson, EUA). Em seguida, as mangas foram armazenadas a 8 °C e 25 °C por 24h
e 5 e 10 dias. A cada tempo de teste, as frutas eram higienizadas por imersdo em uma
solugao clorada e avaliadas quanto a auséncia do patégeno na superficie. Com auxilio
de bisturi estéril, porgbes de 25 g da polpa das mangas, obtidas em trés diferentes
regides das frutas (Figura 3), foram transferidas separadamente para sacos plasticos
(Nasco, Fort Atkinson, EUA). Para a dilui¢do inicial, adicionou-se 225 mL de Agua
Peptonada Tamponada — BPW (Kasvi®, Padova, Italia) aos sacos com as amostras a
serem testadas para Salmonella spp. e 225 mL de Caldo Half Fraser (Oxoid®,
Basingstoke, Inglaterra) para os sacos com as amostras a serem testadas para L.
monocytogenes. As amostras foram homogeneizadas em stomacher (bioMérieux,
Marcy-I'Etoile, Franga), submetidas a diluigdes decimais em agua peptonada 0,1% e
semeadas em superficie em meios seletivos Agar XLD (Kasvi®, Padova, Italia) para
Salmonella spp. e Agar ALOA para Listeria monocytogenes (Merck,
Darmstadt, Alemanha).

O experimento foi repetido trés vezes. Nas amostras em que nao foi possivel
fazer a contagem microbiana (<1 log UFC/g), considerou-se apenas
presencga/auséncia, a partir de semeadura da primeira diluigdo decimal em agua
peptonada 0,1% no meio seletivo apropriado. A populacdo microbiana na solugdes
de imersao foi confirmada através de semeadura nos meios seletivos utilizados nos

testes.

Figura 3: Representagéo grafica das regides avaliadas — Pedunculo (P), Meio (M) e
Blossom end (BE)

Cicatriz do =) ;

pedinculo Vi
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3.9 Avaliagao da sobrevivéncia dos patégenos no interior das mangas

O experimento foi realizado com 55 mangas maduras (estadios IV e V) e 55
mangas ndo maduras (estadios Il e lll), previamente sanitizadas por imersdo em
solugédo clorada a 200ppm, seguida de enxague em agua destilada. A eficacia da
sanitizagdo foi avaliada através da técnica de esfregagco com cotonetes estéreis
umedecidos em agua peptonada 0,1% (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) e semeados
em Agar Tripticase de Soja — TSA (Oxoid®, Basingstoke,lInglaterra). Para as
contaminagdes experimentais, foram empregadas as cepas padréo S. Typhimurium
ATCC 14028 e L. monocytogenes ATCC 7644. Cada lote de 55 mangas foi subdividido
em trés grupos: 22 mangas foram desafiadas com S. Typhimurium ATCC 14028, 22
mangas foram desafiadas com L. monocytogenes ATCC 7644 e 11 amostras foram
usadas como controles negativos, e para determinagdo do pH e teor de sélidos
soluveis totais, conforme descrito no item 3.2. Cada grupo foi subdivido em amostras
representativas para cada tempo (0, 1, 2, 3, 5 e 10 dias), temperatura (8 °C e 25 °C)
e nivel de inéculo (2 log UFC/mL e 6 log UFC/mL).

Nos testes de desafio, as mangas foram puncionadas com uma ponteira
plastica de 200 uL (Labsyinth, Diadema-SP, Brasil) no ponto central de uma regiao
delimitada de 5x5 cm, a uma profundidade aproximada de 0,5 cm e didmetro estimado
de 1 mm. Nos orificios formados, inoculou-se 100 uL da suspensdo bacteriana de
forma a obter os niveis de ino6culo de 2 ou 6 log UFC/mL. As mangas foram mantidas
em capela de fluxo laminar até completa absor¢ado do indculo, e depois transferidas
para sacos plasticos estéreis, protegendo-se a regidao puncionada com um curativo-
adesivo (Micropore 3M, EUA) para evitar exsudagao do indculo e oxidagao excessiva.
As mangas foram armazenadas a 8 °C em geladeira convencional e a 25 °C em estufa.
Imediatamente apos inoculagéo (tempo 0) e apos 1, 2, 3, 5 e 10 dias, removeu-se 25
g da polpa da regido delimitada, adicionando-se 225 mL de Agua Peptonada
Tamponada — BPW (Kasvi®, Padova, Italia) p/ Salmonella spp. ou 225 mL de Caldo
Half Fraser (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) para L. monocytogenes. As amostras
foram homogeneizadas em stomacher (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga),
submetidas a diluicbes decimais em agua peptonada 0,1% e semeadas em superficie
em meios seletivos Agar XLD (Kasvi®, Padova, ltalia) para Salmonella spp. e Agar

ALOA para Listeria monocytogenes (Merck, Darmstadt, Alemanha). O experimento foi
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repetido trés vezes. Mangas n&o contaminadas foram utilizadas como controle

negativo e para medidas de pH e de teor de SST.

3.10 Analise dos dados

Os valores obtidos nas contagens de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
nos testes de adesao e internalizagdo foram transformados em logaritmos e expressos
como meédia + desvio padrdo, considerando-se as trés repeticdes realizadas. Os
valores de pH e teor de SST para as mangas nos diferentes graus de maturagao foram
expressos como meédia * desvio padrdo, considerando-se as quintuplicatas
realizadas. Os dados foram submetidos a teste estatistico ANOVA - Teste de Tukey
para verificar a significancia de diferenga entre as médias, com intervalo de confianga
de 95% e a = 0,05 como nivel de significancia. Os testes foram realizados com o

software Minitab™ versao 19 (Pennsylvania, EUA).

Para os testes de sobrevivéncia dos patégenos no interior das mangas, aplicou-
se analise de regressao a fim de estabelecer modelos matematicos que expressem a
relagdo entre as variaveis, e que possam ser utilizados para estimacgao e predicao.
Foram selecionadas equacbes matematicas lineares, exponenciais, polinomiais e
logaritmicas para ajuste aos dados obtidos experimentalmente. As equagdes e curvas
foram geradas no programa Excel 2013 (Microsoft - Washington, EUA). Para
comparagao do ajuste das equagbes aos dados experimentais foram utilizados o
coeficiente de determinacéo (r?) e o RMSE (raiz do erro quadratico médio).
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4 RESULTADOS

4.1 Estadios de maturagao das mangas Tommy Atkins utilizadas no estudo

A correlagéo do estadio de maturagdo das mangas com pH e teor de SST esta
apresentada na Tabela 1. Observou-se que os valores de pH diferiram
significativamente de acordo com o estadio de maturagao (p<0,05), mas para os
teores de SST, n&o houve diferenga significativa para os estadios Il e Ill (p>0,05). Os
teores de SST foram significativamente mais elevados nas mangas nos estadios de
maturacao IV e V (p<0,05).

Tabela 1. Valores de pH e de teor de SST nas mangas em diferentes estadios de

maturagao
Estadio (médizHi DP)* (médiSaSI DP)*
I 3,6 0,12 10,4 £ 0,47
I 3,840,1° 11,0 £ 0,37
IV 4,5+0,1° 13,2+ 0,98
Y 4,8+0,19 14,7 + 0,6

*médias que ndo compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes (p<0,05)

4.2 Ocorréncia dos patégenos na superficie das mangas

Das 450 amostras de superficie avaliadas, apenas duas (0,4%) foram positivas
para Salmonella spp; confirmado pelos testes bioquimicos, sorolégicos e moleculares
utilizados. Oito amostras apresentaram resultado indicativo de Listeria spp, porém nao
houve deteccdo de Listeria monocytogenes conforme os resultados das provas

bioquimicas realizadas.
4.3 Hidrofobicidade e formagao de biofilme

Os resultados para os indices de hidrofobicidade (IH) e capacidade de
formacgao de biofilme em placas de poliestireno das cepas empregadas no estudo
estdo descritos na Tabela 2. Salmonella ATCC 13076 e 14028 apresentaram
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hidrofobicidade média, com diferenga significativa entre elas. Listeria monocytogenes
ATCC 7644 apresentou hidrofobicidade alta, enquanto L. monocytogenes Scott A
apresentou hidrofobicidade média, porém nao houve diferenga significativa entre os
resultados (p>0,05). Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e Listeria monocytogenes
ATCC 7644 apresentaram capacidade moderada de formagao de biofilmes nas placas

de poliestireno, enquanto as duas outras cepas apresentaram capacidade baixa.

Tabela 2. indice de hidrofobicidade (IH) e capacidade de formagao de biofiime pelas
cepas empregadas no estudo

Cepas avaliadas (mééli-lao{; DP) Formacao de biofilme
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 42,1+ 542 Fraca
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 62,6 + 8,0° Moderada

L. monocytogenes ATCC 7644 70,0 £5,32 Moderada

L. monocytogenes Scott A 68,1+ 2,12 Fraca

*médias que nao compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes (valor p<0,05)

4.4 Capacidade de adesao

Os resultados de adesdo das duas cepas de Salmonella spp e de L.
monocytogenes a superficie das mangas, em fungao do tempo de exposi¢ao, avaliada
pela técnica de spot inoculation, estdo descritos na Tabela 3. E possivel observar que
a adesao detectada apds exposicao de 1h diferiu significativamente da observada
para os demais periodos avaliados (0, 30 e 60 segundos), para todos os
microrganismos testados.

Na comparagao entre os resultados para cada par de patogenos (Salmonella
ATCC 13076 x ATCC 14028 e L. monocytogenes ATCC 7644 x Scott A), ndo houve

diferenga na adesao observada, independente do tempo de contato.
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Tabela 3. Ades&o das cepas de acordo com o tempo de contato, medida por spot
inoculation na superficie de fragmentos da casca das mangas

log UFC/mL
Cepa Tempo de contato (média % DP)
0 3,52
o 30 seg 3,6%
S. Enteritidis ATCC 13076
60 seg 3,7 +0,1°
1h 4,2 £0,1¢
0 3,4 £0,12
o 30 seg 3,6 0,12
S. Typhimurium ATCC 14028
60 seg 3,7 +0,1°
1h 4,3 £0,1¢
0 3,4 £0,12
30 seg 3,6 0,12
L. monocytogenes ATCC 7644
60 seg 3,8 +0,1b¢
1h 4,3 £0,3¢
0 3,0 £0,22
30 seg 3,4 +0,1°
L. monocytogenes Scott A

60 seg 3,6 +0,1°
1h 4,0 £0,1¢

*médias que ndo compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes (valor p<0,05)

Os resultados de adesao dos dois pools de cepas de Salmonella spp e de L.
monocytogenes a superficie das mangas, em fungdo do tempo de contato, avaliada
por microscopia eletrénica de varredura, estdo apresentados nas Figuras 4 a 9. E
possivel observar a presenca de estruturas caracteristicas de adesao irreversivel nas
amostras armazenadas a 25 °C para os dois patdégenos (Figuras 4, 6, 7 € 9). Apos 72
horas, € possivel observar células agrupadas, que indicam colonizagao da superficie
da fruta e formacao de biofilme. As Figuras 6 e 9, relativas a Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 e a Listeria monocytogenes ATCC 7644, respectivamente, indicam
claramente a presenca de exopolissacarideos microbianos. E possivel observar que
as quantidades de microrganismos aderidos a superficie das mangas armazenadas a
8 °C (Figuras 5 e 8) sao consideravelmente menores que as observadas a 25 °C
(Figuras 4 e 7).
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Figura 4. Ades&o de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a fragmentos de casca
de manga, apds armazenamento a 25°C por 24h (A), 48h (B) e 72h (C).
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Legenda: adesdo de Salmonella Typhimurium a superficie da manga a 25°C: A — superficie apos
24h; B — superficie apds 48h;; C — superficie apds 72h
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Figura 5. Ades&o de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a fragmentos de casca
de manga, apos armazenamento a 8°C por 24h (A), 48h (B) e 72h (C).

N [ SN0 __ e
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High vacuum | 10.00kV | ETD | 8.6 mm | 3.0 | 5000 x | 82.9 pym LCT - POLI_USP

Legenda: adesdo de Salmonella Typhimurium a superficie da manga a 8°C: A — superficie apés
24h; B — superficie apds 48h;; C — superficie apds 72h
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Figura 6. Detalhes das estruturas caracteristicas de biofilme de Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 em fragmentos da casca de manga apds armazenamento
a 25°C por 72 h.

vac mode HV det WD spot mag [ HFW

10 pm
Jinh varuum inNNkV | FTND | RO mm 2N 10000 ¥ | 41 4 um
A S

10T - POIT_| =
>

® .
vac mode HV

spot mag [] HFW

S pm
High vacuum | 10.00kV | ETD | 16.7 mm | 3.5 | 20000 x | 20.7 ym

LCT - POLI_USP
Legenda: adesdo de S. Typhimurium a superficie da manga a 25 °C por 72 h A —

formacdo de micro-colénias B —vista ampliada da estrutura, com forte presenca de
exopolissacarideos.
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Figura 7. Adesao de Listeria monocytogenes ATCC 7644 a fragmentos de casca de
manga, apos armazenamento a 25°C por 24h (A), 48h (B) e 72h (C).

10 pm
LCT - POLL_USP

.

£ j E ~
N ‘ P ol S Y . y

vac mode HV \.".;D spotr makgr O | HF\.’\./A 5wum
High vacuum | 10.00kV | ETD | 9.1 mm | 3.0 | 20000 x | 20.7 ym LCT - POLI_USP
Legenda: adesao de Listeria monocytogenes a superficie da manga a 25°C: A — superficie apés
24h; B — superficie apds 48h;; C — superficie apds 72h
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Figura 8. Adesao de Listeria monocytogenes ATCC 7644 a fragmentos de casca de

manga, apos armazenamento a 8°C por 24h (A), 48h (B) e 72h (C).

A /e
vac mode HV det WD spot | mag [J HFW S5pum
High vacuum | 10.00kV | ETD | 15.7 mm | 3.5 | 20000 x | 20.7 pm LCT - POLI_USP

Legenda: adesao de Listeria monocytogenes a superficie da manga a 8°C: A — superficie apos
24h; B — superficie apds 48h;; C — superficie apds 72h
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Figura 9. Detalhes das estruturas caracteristicas de biofime de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 em fragmentos da casca de manga apds armazenamento
a 25°C por 72 h.

\.:ac mode HV det WD spot mag [ HFW — 30 ym
10.00 kv | ETD | 9.3 mm | 3.0 | 5000 x 82.9"[”11 | LCT - POLIiUSP

High vacuum

.

vac n:.cde T HV det ] WD spot A mag [ HFW
High vacuum | 10.00kV | ETD | 9.3 mm | 3.0 | 20000 x | 20.7 ym LCT - POLI_USP

Legenda: adesdo de Listeria monocytogenes a superficie da manga a 25 °C por 72h A —
formacdo de micro-colénias B —vista ampliada da estrutura, com forte presenca de
exopolissacarideos.
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4.5 Capacidade de Internalizagao

Os resultados dos experimentos de internalizagdo de Salmonella spp e de L.
monocytogenes pela cicatriz do pedunculo estdo descritos nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. Verificou-se que a internalizagdo na regido do pedunculo foi maior
guando comparada as demais regides, com diferenca significativa entre a capacidade
de internalizagao na regiao do pedunculo e no blossom end, para ambos os patégenos
estudados.

As Tabelas 6 e 7 descrevem os resultados dos experimentos de internalizagao
por imersdo em suspensdo contaminada apods tratamento hidrotérmico. A
internalizagao foi detectada apds 24h na regido do pedunculo para os dois patégenos.
No quinto dia, foi possivel quantificar os microrganismos presentes em todas as
regides e nas duas temperaturas (8°C e 25°C) para Salmonella spp. Para L.
monocytogenes nao foi possivel quantificar todas as regides apds o quinto dia, mas a
presenca da bactéria foi detectada. Houve diferencas significativas entre os resultados

obtidos na regido do pedunculo e na regiao blossom end.

Tabela 4. Internalizacdo de Salmonella spp. nas mangas apos contaminagao direta
na regidao do pedunculo - spot inoculation, de acordo com o tempo de
armazenamento

Contagens™*
(média log UFC/g * DP)
arrr-lr:znt:rﬁ:r::nto Regiao analisada* 8°C* 25°C*
P 3,2 +0,22 3,7 £0,12
24 h M 2,3b 2,9 +0,2P
BE D*** 2,5 +0,2°
P 3,3 0,22 5,8 +0,12
5d M 2,3 +0,4P 5,2 +0,1b
BE 2,0 +0,2 4,2 +0,3¢
P 3,9 £0,22 6,2 +0,22
10d M 2,8 +0,1 5,8 +0,1
BE 2,1 +0,1° 4,1 +0,2¢

* P = cicatriz do pedunculo, M = meio, BE = blossom end

** médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes
(p<0,05)

***ndo quantificado mas presencga detectada em 25g.
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Tabela 5. Internalizacdo de L. monocytogenes nas mangas apds contaminacao
direta na regido do pedunculo - spot inoculation, de acordo com o tempo de
armazenamento

Contagens™*
(média log UFC/g * DP)
Tempo de
armazenamento Regido analisada* 8°C* 25°C*
P 3,0 £0,12 3,3 +0,22
24 h M 2,6 £0,22 2,8 £0,32
BE D*** 2,0 +0,3°
P 3,4 +0,22 4,9 +0,1°@
5d M 3,0 £0,12 3,2 +0,2°
BE 2,4 +0,3° 2,5 10,2¢
P 4,1 +0,22 5,6 £0,12@
10d M 3,7 +0,2° 5,2 +0,2°
BE 3,0 £0,1°¢ 3,6 £0,1¢

* P = cicatriz do pedunculo, M = meio, BE = blossom end

** médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes
(p<0,05)

***ndo quantificado mas presencga detectada em 25g.

Tabela 6. Internalizacdo de Salmonella spp. nas mangas apds imersao na suspensao
bacteriana, de acordo com o tempo de armazenamento

Contagens™*
(média log UFC/g £ DP)
arrr-lraeznejrﬁgrr(:;to anz?igslzga* 8°C* 25°C*

P D*** D***
24 h M <1 <1

BE <1 <1

P 3,2 +0,22 3,6 0,12
5d M 2,3 0,3 2,8 0,1

BE 2,1 +0,2P 2,5 +0,2P

P 4,2 +0,32 4,5 0,12
10 d M 3,5 +0,3P 4,0 +0,1P

BE 3,1 +0,1P 3,5 +0,2¢

* P = cicatriz do pedunculo, M = meio, BE = blossom end
**meédias que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes (p<0,05)
***nao quantificado mas presenca detectada em 25g.
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Tabela 7. Internalizacdo de L. monocytogenes nas mangas apds imersao na
suspensao bacteriana, de acordo com o tempo de armazenamento

Contagens™*
(média log UFC/g * DP)
arrr-ll-:zn;rﬁ:r::nto anz?igslzga* 8°C* 25°C*
P D*** D***
24h M <1 <
BE <1 <1
P 3,1 40,22 3,2 +0,22
5d M 2,2 +0,2b 2,7 +0,2b
BE D*** D***
P 4,5 +0,22 4,5 +0,42
10d M 2,9 +0,1° 2,9 +0,3°
BE D*** 2,2 +0,3°

* P = cicatriz do pedunculo, M = meio, BE = blossom end
**médias que ndo compartilham a mesma letra sao significativamente diferentes (p<0,05)
***nao quantificado mas presenca detectada em 25g.

4.6 Sobrevivéncia no interior das mangas

As Tabelas 8 e 9 descrevem os resultados dos testes de sobrevivéncia de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria monocytogenes ATCC 7644 na
polpa das mangas, de acordo com a temperatura, estadio de maturagdo e tempo de
armazenamento, num cenario de baixo nivel de contaminacéo (2 log UFC/mL). A
analise estatistica foi aplicada a fim de comparar as contagens de cada condigéo
(estadio de maturacéo e temperatura) em cada tempo observado.

Foi possivel observar que a contagem nas mangas n&o maduras mantidas a
8°C apresentaram diferengas significativas a partir do segundo até o décimo dia de
estudo para Salmonella Typhimurium, na comparagao com as demais condigdes, para
cada tempo avaliado. Para Listeria monocytogenes, mangas nao maduras mantidas
a 8°C apresentaram diferengas significativas nas contagens a partir do terceiro até o

décimo dia, para cada tempo avaliado.
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Com relacdo ao estadio de maturacdo é possivel observar que a diferenca
significativa foi mais acentuada a partir do quinto dia para Salmonella Typhimurium e
no décimo dia para Listeria monocytogenes. Todos 0s cenarios comparativos
apresentaram diferengas significativas no décimo dia de incubagao, na comparagéo

entre temperaturas e estadio de maturacéo.

Tabela 8. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 na polpa das
mangas, para cenario de baixo nivel de contaminacao (2 log UFC/mL), nas condigbes
estadio de maturagcédo (M - madura e NM — ndo madura) e temperatura (8 e 25°C),
por até 10 dias de armazenamento (tempo em dias e resultados expressos em média
log UFC/g £ DP)

Tempo Condicao Contagens*
0 M-25°C 2,1 +0,12
NM -25 °C 1,8 £0,32
M-8°C 2,4 +0,23b
M-25°C 2,5 0,12
1 NM -8 °C 2,0 +0,1°
NM = 25 °C 2,1 +0,23b
M-8°C 3,1 +0,32
M-25°C 3,0 £0,12
2 NM -8 °C 2,2 +0,1°
NM = 25 °C 3,0 £0,22
M-8°C 3,2 0,12
M-25°C 3,5 +0,12
3 NM -8 °C 2,5 +0,1°
NM = 25 °C 3,5 +0,12
M-8°C 3,5 +0,22
M-25°C 4,5 +0,2°
5 NM — 8 °C 2.8 +0.1°
NM — 25 °C 4,2 +0,2°
M-8°C 3,7 0,22
M-25°C 5,0 +0,1b
10 NM -8 °C 2,9 +0,1¢
NM = 25 °C 4,5 +0,1d

*Médias que ndo compartiiham a mesma letra s&o significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabela 9. Sobrevivéncia de Listeria monocytogenes ATCC 7644 na polpa das
mangas, para cenario de baixo nivel de contaminagao (2 log UFC/mL), nas condi¢des
estadio de maturacédo (M - madura e NM — ndo madura) e temperatura (8 e 25°C),
por até 10 dias de armazenamento (tempo em dias e resultados expressos em meédia

log UFC/g £ DP)

Tempo Condicgao Contagens
0 M-25°C 1,8 +0,22
NM - 25 °C 1,8 0,22
M-8°C 2,1 +0,2ab
1 M-25°C 2,4 +0,32
NM — 8 °C 1,8 +0,2°
NM — 25 °C 2,1 +0,12b
M-8°C 2,8 +0,1°
M-25°C 3,1 +0,1°
2 NM -8 °C 1,9 £0,1¢
NM = 25 °C 2,2 +0,1¢
M-8°C 2,9 +0,32
M-25°C 3,4 +0,22
3 NM — 8 °C 2,1 +0,2°
NM = 25 °C 3,0 +0,12
M-8°C 3,2 0,22
M — 25 °C 3,9 +0,1°
5 NM -8 °C 2,4 +0,1¢
NM = 25 °C 3,2 +0,12
M-8°C 3,5 40,12
M-25°C 4,6 +0,1°
10 NM — 8 °C 2.8 0,1
NM — 25 °C 4,0 +0,1d

*Médias que ndo compartiiham a mesma letra s&o significativamente diferentes (p<0,05)

A Figura 10 representa graficamente o comportamento dos patégenos no
cenario de baixo nivel de contaminagao, onde é possivel observar que a multiplicagcao
foi maior nas mangas maduras (M) a 25°C, seguida pelas mangas ndo maduras a
25°C, para os dois patdgenos. A menor multiplicagcdo ocorreu nas mangas nao
maduras (NM) armazenadas a 8°C. A multiplicagdo dos dois patégenos foi maior nas

mangas maduras do que ndo maduras, armazenadas a mesma temperatura.
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Figura 10. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 na polpa das mangas, para cenario de baixo nivel de
contaminacgao (2 log UFC/mL), de acordo com o estadio de maturagao (M - madura e
NM — n&o madura) e temperatura (8 e 25°C), por até10 dias de armazenamento.

Cenario baixo nivel de contaminac&o — S. Typhimurium (ATCC 14028)
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Os resultados do teste de sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC
14028 e de Listeria monocytogenes ATCC 7644 na polpa das mangas, de acordo com
a temperatura, estadio de maturagao e tempo de armazenamento, num cenario de
alto nivel de contaminacéo (6 log UFC/mL), estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11,
respectivamente. A analise estatistica foi aplicada a fim de comparar as contagens de

cada condigao (estadio de maturacao e temperatura) em cada tempo observado.

Tabela 10. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 na polpa das
mangas, para cenario de alto nivel de contaminacéo (6 log UFC/mL), nas condi¢des
estadio de maturacado (M - madura e NM — ndo madura) e temperatura (8 e 25°C),
por até 10 dias de armazenamento (tempo em dias e resultados expressos em média

log UFC/g £ DP)

Tempo Condicgao Contagens
0 M- 25°C 5,4 +0,22
NM - 25°C 5,1 +0,1°
M-8°C 5,6 £0,1°
M — 25°C 5,7 +0,12
1 NM — 8°C 5,1 +0,2°
NM = 25°C 5,7 +0,12
M-8°C 5,7 +0,1°
M- 25°C 6,0 +0,1°
2 NM - 8°C 5,2 £0,1¢
NM = 25°C 5,7 £0,12
M-8°C 5,7 +0,2ab
M —25°C 6,4 +0,1¢
3 NM — 8°C 5,5 +0,12
NM = 25°C 6,0 +0,1°
M-8°C 5,8 £0,12
M- 25°C 7,6 +0,2b
5 NM — 8°C 5,8 40,12
NM = 25°C 6,3 +0,1¢
M-8°C 6,0 £0,12
M- 25°C 8,3 +0,2°
10 NM — 8°C 6.0 +0,12
NM = 25°C 6,4 +0,2¢

*Médias que ndo compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabela 11. Sobrevivéncia de Listeria monocytogenes ATCC 7644 na polpa das
mangas, para cenario de alto nivel de contaminacéao (6 log UFC/mL), nas condicbes
estadio de maturagédo (M — madura e NM - ndo madura) e temperatura (8°C e 25°C),
por até 10 dias de armazenamento (tempo em dias e resultados expressos em meédia

log UFC/g £ DP)

Tempo Condigao Contagens

0 M - 25°C 5,3 +0,22
NM - 25°C 5,6 +0,1°
M-8°C 5,32

1 M - 25°C 5,9 +0,1b
NM - 8°C 5,7 +0,1°
NM — 25°C 5,7 +0,1
M- 8°C 5,6 £0,1°

5 M - 25°C 6,1 +0,1°
NM - 8°C 5,8 +0,13ab
NM - 25°C 5,8 +0,2ab
M-8°C 5,8 0,22

3 M - 25°C 6,3 +0,1°
NM - 8°C 5,82
NM = 25°C 6,0 0,12
M- 8°C 6,0 £0,12
M — 25°C 7,1 £0,2°

5 NM — 8°C 5,8 £0,12@
NM = 25°C 6,4 +0,1¢
M-8°C 6,2 +0,12b
M - 25°C 7,4 £0,4¢

10 NM — 8°C 5,9 +0,1°
NM = 25°C 6,6 0,12

*Médias que ndo compartiiham a mesma letra séo significativamente diferentes (p<0,05).

Foi possivel observar diferengas significativas nas contagens a partir do terceiro

dia para as mangas maduras mantidas a 25°C para Salmonella Typhimurium e Listeria

monocytogenes, na comparagao com as demais condigoes.

A Figura 11 representa graficamente o comportamento dos patéogenos no

cenario de alto nivel de contaminacédo. Avaliando-se as informacgdes representadas

na Figura 11, é possivel observar maior multiplicagdo nas mangas maduras (M)

armazenadas a 25°C, seguida das mangas nao maduras (NM) também armazenadas

a 25°C. Mangas maduras e ndao maduras armazenadas a 8°C apresentaram

comportamento similar e menor multiplicagdo para os dois patégenos.
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Figura 11. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 na polpa das mangas, para cenario de alto nivel de
contaminacgao (6 log UFC/mL), de acordo com o estadio de maturagéo (M - madura e
NM — n&o madura) e temperatura (8 °C e 25 °C), por até 10 dias de armazenamento
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4.7 Valor de pH e teor de SST nas mangas empregadas como controle ao longo

dos testes de sobrevivéncia dos patégenos

As Tabelas 12 e 13 descrevem os valores de pH e do teor de sdlidos soluveis
totais (SST) das mangas utilizadas como controles nos testes de sobrevivencia de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria monocytogenes ATCC 7644. Foi
possivel observar que nas amostras maduras o pH no 10° dia foi significativamente
superior ao mensurado no dia 0, para as duas temperaturas observadas. Para as
amostras ndo maduras, ndo houve variagao significativa do pH ao longo do estudo.
Nao foram observadas diferengas significativas no teor de SST ao longo do estudo

em nenhuma das condi¢cdes de temperatura e estadio de maturacao.

Tabela 12. Valores do pH das mangas maduras (M) e ndo maduras (NM)
empregadas como controles nos testes de sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 e de Listeria monocytogenes ATCC 7644 (tempo em dias, resultados
expressos em meédia £ desvio padrao)

Tempo M-8°C M - 25°C NM - 8°C NM - 25°C
0 - 4,3 +0,12 - 3,6 0,12
1 4,6 +0,22° 4,5 +0,13bc 3,7 +0,22 3,7 0,12
2 4,5 +0,12b 4,7 +0,23bc 3,6 +0,22 3,9 +0,32
3 4,7 +0,32° 4,5 +0,12b 3,7+0,3°2 3,9 £0,12
5 4,8 +0,22b 4,8 0,3 3,8 +0,22 4,0 0,22
10 4,9 +0,1° 5,0 +0,2° 3,9 +0,22 3,9 0,12

*médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela 13. Teores de soélidos soluveis totais (SST) nas mangas maduras (M) e nao
maduras (NM) empregadas como controles nos testes de sobrevivéncia de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e de Listeria monocytogenes ATCC 7644
(tempo em dias, resultados expressos em média °Brix + desvio padrao)

Tempo M - 8°C M - 25°C NM - 8°C NM - 25°C
0 - 13,20,3° - 10,7 £0,4%
1 13,60,7  14,210,5°  10,9:0,8®  10,90,12
2 13,60,1°  14,5%0,9°  10,8:0,3*  11,0£0,32
3 13,606  13,8%0,2¢  10,8:0,3*  10,80,22
5 13,8:0,32  14710,8° 1081020  11,1£0,1°
10 142042  14,90,9° 11,1020  11,2:04°

* Médias que nao compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes (p<0,05)
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4.8 MODELAGEM DA RELAGAO ENTRE AS VARIAVEIS ESTUDADAS

As Figuras 12 e 13 representam os ajustes das curvas lineares, exponenciais,
polinomiais e logaritmicas aos dados observados nos experimentos de sobrevivéncia,
para os diferentes cenarios avaliados (nivel de contaminagéao, estadio de maturagao,
temperatura e tempo de armazenamento).

As Tabelas 14 e 15 descrevem as equacdes, o coeficiente de determinagéo (r?)
e o0 RMSE para o cenario de baixo nivel de contaminagdo das mangas com S.
Typhimurium e L. monocytogenes, respectivamente. Foi possivel verificar que as
equacodes polinomiais apresentaram maior r2 e menor RMSE quando comparadas as
demais equagodes avaliadas, indicando melhor ajuste aos pontos observados.

A equagao logaritmica apresentou resultados mais dispersos e pior ajuste aos
dados observados em todos os cenarios na comparagdo com as demais equagoes
avaliadas.

As Tabelas 16 e 17 descrevem as equacdes, o coeficiente de determinagéo (r?)
e o0 RMSE para o cenario de baixo nivel de contaminagdo das mangas com S.
Typhimurium e L. monocytogenes, respectivamente. As equagbes polinomiais
apresentaram maior r* e menor RMSE, indicando melhor ajuste aos pontos
observados quando comparadas as demais equacbes avaliadas. A equagao
logaritmica apresentou resultados mais dispersos e pior ajuste aos dados observados

em todos os cenarios na comparagao com as demais equacdes avaliadas.
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Figura 12. Ajustes das equagdes aos dados experimentais para cenario de baixo nivel

de contaminacgao
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Legenda: ajuste da equacdo linear (triGngulo preto), exponencial (circulo vermelho),
logaritmica (losango verde) e polinomial (linha amarela).
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Figura 13. Ajustes das equagdes aos dados experimentais — cenario alto nivel de

contaminacéao

Cenario alto nivel de contaminagao— S. Typhimurium (ATCC 14028)
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Legenda: ajuste da equacdo linear (triGngulo preto), exponencial (circulo vermelho),
logaritmica (losango verde) e polinomial (linha amarela).
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Tabela 14. Equacdes e valores de r? e RMSE para os experimentos com S.
Typhimurium, com baixo nivel de contaminagao

Condi¢cdes Ajuste Equacao* r*  RMSE
Linear y=0,1023x + 2,042 0,816 0,161
Ndo Madura Exponencial y = 2,0434e0,0424x 0,786 0,183
a8°C Polinomial  y =-0,016x%+ 0,2667x + 1,8364 0,985 0,046
Logaritmica y = 0,0697In(x) + 2,4408 0,535 0,255
Linear y =0,2618x + 2,3002 0,815 0,161
N3do Madura Exponencial y = 2,2924e0,083x 0,748 0,183
a25°C Polinomial y =-0,0413x?+ 0,6875x + 1,7681 0,988 0,046
Logaritmica y =0,1822In(x) + 3,3231 0,557 0,255
Linear y =0,1504x + 2,4903 0,716 0,313
Madura Exponencial y =2,4693e0,0513x 0,668 0,355
agd°C Polinomial  y =-0,0308x? + 0,4674x + 2,0939 0,971 0,099
Logaritmica y =0,1214In(x) + 3,0876 0,658 0,463
Linear y =0,2947x + 2,402 0,895 0,341
Madura Exponencial y = 2,442e0,0843x 0,839 0,478
a25°C  Polinomial y=-0,0323x?+ 0,6271x + 1,9864 0,986 0,101
Logaritmica y =0,1877In(x) + 3,543 0,512 0,712

Tabela 15. Equacbes, e valores de r° e RMSE para os experimentos com L.
monocytogenes, com baixo nivel de contaminagao

Condigdes Ajuste Equacéo r* RMSE
Linear y=0,1084x + 1,7539 0,970 0,063
Ndo Madura Exponencial y = 1,7789¢e0048x 0,955 0,076
a8°C  Polinomial y =-0,0024x2 + 0,1333x + 1,7228 0,974 0,058
Logaritmica y =0,0524In(x) + 2,1639 0,319 0,300
Linear y =0,2206x + 1,9445 0,925 0,208
Nao Madura Exponencial y = 1,98956¢0.076x 0,872 0,281
a25°C  Polinomial y =-0,0153x2 + 0,3781x + 1,7476 0,962 0,147
Logaritmica y=0,1313In(x) + 2,7934 0,462 0,556
Linear y=0,1573x + 2,183 0,752 0,298
Madura Exponencial y =2,1631e00593x 0,687 0,349
a8°C  Polinomial y =-0,0282x2 + 0,4475x + 1,8201 0,958 0,123
Logaritmica y =0,124In(x) + 2,8058 0,659 0,350
Linear y =0,2565x + 2,3356 0,863 0,338
Maduraa Exponencial y = 2,3316¢0%0808x 0,756 0,458
25 °C Polinomial y =-0,0333x2 + 0,56991x + 1,9072 0,987 0,106
Logaritmica y =0,1908In(x) + 3,3448 0,673 0,521
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Tabela 16. Equacdes e valores de 2 e RMSE para os experimentos com S.
Typhimurium, com alto nivel de contaminagéo

Condicdes Ajuste Equacéo r*  RMSE
3 Linear y=0,1x+ 5,1 0,891 0,115

Ma d"l'J?ga g Exponencial y = 5,1059¢0,0181x 0,882 0,122
oG Polinomial y =-0,0083x2 + 0,185x + 4,9937 0,943 0,084
Logaritmica y =0,0534In(x) + 5,4812 0,359 0,280

5 Linear y =0,1229x + 5,4532 0,793 0,208
Maﬁi‘:a , Exponencial y = 5,452¢0,0209 0,764 0,220
25 0C Polinomial y =-0,0192x2 + 0,3203x + 5,2063 0,957 0,095
Logaritmica y =0,1008In(x) + 5,9422 0,751 0,228

Linear y = 0,0466x + 5,56537 0,958 0,032

Madura Exponencial y = 5,56553¢0,0081x 0,952 0,034
a8°C  Polinomial y =-0,0024x2 + 0,0711x + 5,5231 0,979 0,023
Logaritmica y =0,0298In(x) + 5,7341 0,553 0,105

Linear y =0,3023x + 5,642 0,918 0,299

Maduraa Exponencial y = 5,5902¢0.044x 0,906 0,347
25°C Polinomial y =-0,0206x2 + 0,5148x + 5,2763 0,954 0,223
Logaritmica y =0,1644In(x) + 6,6961 0,383 0,819

Tabela 17. Equacdes e valores de 7 e RMSE para os experimentos com L.
monocytogenes, com alto nivel de contaminacéo

Condicoes Ajuste Equacéo r? RMSE
5 Linear y =0,0244x + 5,6812 0,733 0,049
Maﬁi‘:a _ Exponencial  y=5,681160%042 0,726 0,049
8°C Polinomial y =-0,0035x2 + 0,0603x + 5,6363 0,860 0,035
Logaritmica y =0,0212In(x) + 5,779 0,776 0,045

5 Linear y=0,1038x + 5,67 0,913 0,106
Maﬁi‘:a , Exponencial y = 5675660077 0,905 0,114
250C Polinomial y =-0,0096x2 + 0,2029x + 5,5461 0,980 0,051
Logaritmica y =0,0623In(x) + 6,0698 0,464 0,410

Linear y =0,087x + 5,4288 0,836 0,127

Maduraa Exponencial y = 5,43150,015x 0,826 0,132
8°C Polinomial y =-0,0092x2 + 0,1819x + 5,3102 0,916 0,091
Logaritmica y =0,0498In(x) + 5,7624 0,385 0,247

Linear y =0,1954x + 5,6827 0,883 0,235

Madura Exponencial y = 5,69530,0302x 0,863 0,263
a25°C  Polinomial y =-0,022x2 + 0,4224x + 5,3989 0,978 0,101

Logaritmica y =0,1321In(x) + 6,4439 0,569 0,451
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam haver uma relagdo entre a
coloragao da casca, o valor de pH, o teor de sdlidos soluveis totais (SST) e o estadio
de maturacdo. A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que o estadio de
maturagcao mais elevado apresenta valores de pH e SST mais elevados quando
comparados aos estadios mais baixos de maturacido. Os valores obtidos para pH e
SST foram préximos aos relatados em outros trabalhos para mangas variedade
Tommy Atkins. Cocozza (2003) observou que esta variedade de manga apresenta
aproximadamente 12,0% de SST no inicio da maturacdo. Martim (2006) obteve
valores de 14,13 °B +0,61 para SST e 4,41+0,10 para pH enquanto Santos (2003)
encontrou valores de 15 °B para SST e 4,11 para pH, em mangas maduras (estadio
4). Rocha et. al (2001) avaliaram o pH de mangas Tommy Atkins nos estadios ‘verde’
a ‘tracos de verde’, obtendo valores entre 3,23 a 4,51.

Santos et. al (2008) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas de mangas
variedade Tommy Atkins dos estadios | a V e encontraram valores de pH entre 2,84 e
4,59 e teor de SST entre 7,4 a 15,7 °B. Importante observar que durante o
amadurecimento da manga ha diminuicdo da acidez e consequentemente aumento
do pH, pois os acidos organicos volateis e ndo volateis sdo constituintes celulares
metabolizados durante o processo de amadurecimento (COCOZZA, 2003). A
elevacao do teor de SST esta associada a hidrolise dos agucares complexos, como
amido, que sao transformados em acucares simples durante o processo de maturagao
(SANTOS et. al, 2008).

A presenca de Salmonella spp. na superficie de duas mangas empregadas
no estudo evidencia falhas de higiene. Como as frutas foram adquiridas em centros
de abastecimento, € importante destacar a possibilidade de ocorréncia de
contaminagao cruzada. A contaminacdo de uma unica fruta pode se espalhar para
outras frutas e superficies, o que é agravado pelo habito de muitos consumidores no
Brasil selecionarem manualmente as frutas que pretendem comprar. Bordini et al.
(2007) avaliaram a incidéncia de Salmonella spp em 100 mangas variedade Tommy
Atkins (33 destinadas a exportagédo e 67 ao mercado interno) detectando o patégeno
em duas mangas destinadas ao mercado interno. Bairros (2018) avaliou 100 amostras

de manga variedade Tommy Atkins adquiridas no municipio de Vigosa/MG, mas néo
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observou presenga de Salmonella spp. Embora nenhuma das mangas utilizadas no
presente estudo tenham sido positivas para Listeria monocytogenes, é importante
destacar que outras espécies de Listeria sp. poderiam estar presentes, indicativos do
risco potencial de contaminagdo do ambiente, além de refletir procedimentos de
sanitizagdo inadequados (NALERIO et al., 2009).

O indice de hidrofobicidade encontrado para Salmonella Typhimurium ATCC
14028 foi proximo aos relatado por Reina et. al (2002), 63,2% + 3,2. Para Listeria
monocytogenes, o mesmo estudo encontrou o valor de 23% + 5,4 para a cepa
identificada como NCK 157. Importante ressaltar que o tipo de hidrocarboneto utilizado
nos testes e as condigdes de cultivo das cepas podem influenciar a comparacao dos
resultados obtidos em outros estudos (ROSENBERG; GUTNICK; ROSENBERG,
1980). Vasquez-Armenta et al.,, (2018) associaram as caracteristicas de
hidrofobicidade de Listeria monocytogenes a energia superficial da célula, observando
gue quanto menor a energia superficial maior a hidrofobicidade. Briandet et al., (1999)
demonstraram que a temperatura de cultivo influencia a hidrofobicidade da Listeria
monocytogenes Scott A. Em temperaturas préximas a 37 °C a bactéria pode assumir
um perfil mais hidrofilico, enquanto que em temperaturas mais baixas (8, 15 e 20 °C),
pode assumir um carater hidrofébico. Segundo o estudo, a mudangca no
comportamento pode estar associada a sintese de flagelos, que sofre uma inibigéo a
37 °C. Takahashi et al., (2010) reportaram que a Listeria monocytogenes apresentou
um carater hidrofobico a temperatura de 20°C.

Quanto a capacidade de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e Listeria
monocytogenes ATCC 7644 de formarem biofilme em poliestireno, ambas foram
classificadas como “moderadas” segundo o critério utilizado nesse estudo. Stepanovic
et al., (2004) observaram que todos os 170 isolados de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes estudados foram capazes de produzir biofilme em superficie plastica,
em maior ou menor quantidade, dependendo das condi¢cdes de cultivo observadas.
De modo geral, mais cepas de Salmonella spp. foram capazes de produzir biofilme
quando comparadas as cepas de Listeria monocytogenes. Borges et al., (2018)
avaliaram a capacidade de formacao de biofiime de 243 isolados de Salmonella
enterica de 11 diferentes sorotipos, em quatro condigdes de temperaturas, concluindo
que 92,2% das cepas avaliadas foram capazes de produzir biofilme em pelo menos
uma das condi¢des de temperatura avaliadas: 71,6% produziram biofilme a 37°C, 63%
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a 28°C, 52,3% a 12°C e 39,5% a 3°C. Blackman e Frank (1996) ja haviam reportado
que Listeria monocytogenes era capaz de produzir biofilmes em diferentes materiais,
incluindo poliestireno. Di Bonaventura et al., (2008) testaram 44 cepas de Listeria
monocytogenes quanto a produgcdo de biolmes em vidro, laminas de ago e
poliestireno, em diferentes condigdes de cultivo e temperatura, observando que todas
deram resultados positivos nas condi¢cdes experimentais avaliadas.

A adesao das cepas utilizadas no estudo a superficie das mangas foi observada
em todos os tempos avaliados, apés inoculagao spot. O tempo de contato teve papel
importante na adesdo, sendo que adesdo apds uma hora de contato foi
significativamente (p <0,05) mais alta que a observada para os demais tempos de
contato (0, 30 e 60 segundos). A medida em que o tempo de exposi¢do aumentava
ocorreu um aumento gradativo nas contagens. A microscopia eletrénica de varredura
identificou estruturas caracteristicas de adesao irreversivel em todas as temperaturas
e tempos avaliados. A presenca de estruturas exopolissacaridicas a 25 °C em maior
quantidade que a observada a 8 °C demonstra que a temperatura e o tempo de
incubacdo influenciaram a capacidade de adesdo dos patdgenos e producédo de
biofiilme na superficie das mangas. Collignon e Korsten (2010), ao avaliar a
capacidade de adesdo de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus a superficie de “stone fruits”
(péssegos e ameixas), observaram que Salmonella Typhimurium foi capaz de aderir
imediatamente a superficie das duas frutas e que Listeria monocytogenes apresentou
adesao imediata em ameixas, mas em péssegos ela ocorreu somente apos 60
segundos de exposi¢cao. Esses autores relataram que a adesdo néao reversivel foi
caracterizada pela produgao de estruturas exopolissacaridicas (EPS), detectadas por
microscopia eletrénica de varredura, observadas apos 30 segundos para ameixas e
ap6és uma hora para péssegos, para Salmonella Typhimurium e Listeria
monocytogenes. Mathew et al., (2018) também avaliaram a capacidade de ades&o de
Salmonella Newport a superficie de mangas, empregando microscopia eletrbnica de
varredura, observando que Salmonella Newport foi capaz de aderir imediatamente e
que, apos dois minutos de exposi¢ao, formaram-se estruturas caracteristicas de
adesao irreversivel, que ficaram mais evidentes apds uma hora de exposigao.
Fernandes et al., (2014) avaliaram a influéncia da hidrofobicidade e rugosidade na

adesao de Salmonella Typhimurium a superficie de mangas e tomates e na eficiéncia
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da higienizagdo com surfactantes. Por ser a superficie da manga hidrofilica, esperava-
se baixa ou mesmo auséncia de adesdao mas os resultados obtidos por técnicas
microbioldgicas e por microscopia eletrénica de varredura comprovaram a ocorréncia
de adesdo. Segundo o estudo, a alta rugosidade da superficie da manga pode ter
contribuido para o processo de adeséo.

Os resultados obtidos nos experimentos de internalizagdo identificaram a
regidao do pedunculo como a mais afetada pela contaminagdo, com contagens mais
elevadas na comparagdo com as outras regides avaliadas (meio e blossom end).
Segundo os resultados, a entrada do patégeno no interior das frutas pode ter ocorrido
pelo orificio resultante do corte do pedunculo, espalhando-se pela polpa durante o
armazenamento, atingindo toda a fruta, conforme evidenciado pela detecgao dos dois
patégenos na regiao oposta ao pedunculo (blossom end). Foi possivel comprovar que
a regiao da cicatriz do pedunculo (stem scar) € a mais susceptivel a entrada de
patégenos, conforme ja havia sido demonstrado em outros estudos (Chen et al.,
(2016a), Eblen et al. (2004) e Penteado; Eblen; Miller, (2004).

As diferengas entre as contagens observadas a 8 °C e a 25 °C indicam haver
influéncia direta da temperatura na velocidade com que os patdgenos se alastram por
toda a polpa das mangas e se multiplicam. Para o teste realizado por inoculagao
“spot’, as diferengas entre as duas temperaturas foram significativas para a maior
parte dos tempos de armazenamento estudados. No caso do teste por imerséao, foram
observadas diferengas nas contagens, mas as diferengas para alguns dos tempos de
armazenamento ndo apresentaram significancia. E possivel que a concentracdo de
microrganismos internalizados pelo processo de imersdo tenha influenciado as
contagens observadas, dificultando a comparagao entre as temperaturas estudadas.
E importante ressaltar que houve internalizacdo e multiplicacdo dos microrganismos
em toda a polpa das frutas nas duas temperaturas estudadas. No estudo de Penteado;
Eblen; Miller (2004), a internalizagdo de Salmonella Enteritidis em mangas maduras e
nao maduras apos tratamento hidrotérmico, durante armazenamento a 10, 20 e 30
°C), ocorreu em 80% das mangas n&o maduras e 87% das mangas maduras. A
ocorréncia do patégeno na regido do meio da fruta foi observada em 19% das mangas,
enquanto em 8% ela foi detectada na regido blossom end. Bordini et al., (2007), em
estudo semelhante com uma cepa de Salmonella isolada de manga brasileira,

também identificou internalizagdo apos tratamento hidrotérmico.Chen et al., (2016a)
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investigaram a internalizagdo de Listeria monocytogenes em avocados, através de
inoculagao spot na regido da cicatriz do caule (stem scar) e de imersao em solugao
experimentalmente contaminada, reportando a internalizagdo nas duas situagoes
avaliadas.

Os experimentos de sobrevivéncia dos patdogenos no interior das frutas
mostraram que ambos foram capazes de sobreviver nas condicbes de temperatura
avaliadas, tanto em mangas maduras como nas ndo maduras. Penteado; de Castro;
Rezende (2014) também relataram a sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis e Listeria
monocytogenes em polpas de manga armazenadas a -20, 4, 10 e 25 °C, relatando
6timo crescimento de ambos a 25°C e sobrevivencia por 8 diasa 4 °C. A 10 °C, apenas
Listeria monocytogenes foi capaz de se multiplicar nas polpas.

As equacbes matematicas foram utilizadas para descrever o fenbmeno de
multiplicagdo bacteriana e a influéncia dos fatores temperatura e estadio de
maturacdo. Os dados experimentais apresentaram bom ajuste na comparagdo com
os dados obtidos nas equacdes lineares, exponenciais e polinomiais, indicando a
existéncia de relagao funcional entre as variaveis. O r? € uma medida estatistica que
representa a propor¢cado da variancia para uma variavel dependente que é explicada
por uma ou mais variaveis independentes em um modelo de regressao. Um valor alto
calculado para o r? € uma indicagéo de que o modelo se ajusta muito bem aos dados.
O RMSE calcula o quéo préximo os pontos de dados reais estdo dos valores previstos
pelo modelo e € usado para medir o desvio padréo dos residuos. O RMSE serve para
agregar esses residuos em uma unica medida de capacidade preditiva. Quanto menor
o RMSE, melhor ajuste do modelo. (ZOU et. al, 2003). Valores de r? mais proximos de
1 indicaram que o modelo polinomial proposto é o mais adequado para descrever o
fendmeno estudado, ou seja, a influéncia da temperatura e do estadio de maturagao
sobre o crescimento da Salmonella spp. e da Listeria monocytogenes em condi¢des
experimentais. Valores de RMSE mais baixos evidenciaram o quao proximo os dados
reais estdo proximos aos valores previstos para o modelo polinomial. Esse critério é
muito importante quando o principal objetivo & usar o modelo para fins de previs&o. E
importante ressaltar que a analise de regressao linear apresenta limitacbes para
determinar predicdes. E necessario avaliar todas as variaveis aleatérias que exercem
influéncia sobre a variavel resposta devem ser estudadas a fim de estabelecer um

modelo matematico preditivo do comportamento dos microrganismos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que cepas de Samonella spp e Listeria
monocytogenes utilizadas no estudo foram capazes de aderir a superficie das
mangas, através da formacao de estruturas caracteristicas de adesao irreversivel
(exopolissacarideos), detectadas por microscopia eletrénica de varredura. Além de
aderirem, os dois patdgenos apresentaram internalizagcdo nas mangas, observada
tanto apds inoculacdo na regido do pedunculo como apds imersao em solugao
contaminada, em intensidade dependente do grau de maturacédo das frutas e do
tempo e temperatura de armazenamento. A internalizagao pela cicatriz do pedunculo
foi mais evidente que a ocorrida por outras partes da fruta. Também foi possivel
observar que os patégenos, uma vez internalizados, se espalharam por toda a polpa,
atingindo até a extremidade oposta das mangas (blossom end). Importante destacar
que as amostras submetidas a tratamento hidrotérmico e imersas em solugao
contaminada apresentaram contaminacao na polpa, indicando que este procedimento
representa um risco potencial para internalizagdo dos patégenos. A sobrevivéncia e
multiplicagdo dos patégenos ao longo do armazenamento foram afetadas pela
temperatura e estadio de maturagdo das frutas. Os dados gerados por este estudo
poderdo auxiliar produtores de mangas e o6rgaos de saude no desenvolvimento de
avaliacbes quantitativas de risco e no estabelecimento de medidas preventivas
adequadas para evitar surtos causados por mangas contaminadas por Samonella spp
e Listeria monocytogenes.
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