UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

NAYARA BENEDITO MARTINS DA SILVA

AVALIACAO DA MICROBIOTA DE ALFACE (Lactuca sativa)
COMERCIALIZADA NO MUNICIPIO DE ALEGRE-ES

ALEGRE - ES
JULHO - 2013



NAYARA BENEDITO MARTINS DA SILVA

AVALIACAO DA MICROBIOTA DE ALFACE (Lactuca sativa)
COMERCIALIZADA NO MUNICIPIO DE ALEGRE-ES

Dissertacdo apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo, como parte
das exigéncias para obtencédo do Titulo
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Wilmer Edgard Luera Pefia
Coorientador: Profé. DSc. Raquel Vieira de Carvalho
Coorientador: Prof2. DSc. Patricia Campos Bernardes

ALEGRE - ES
JULHO - 2013



Dados Internacionais de Catalogac¢éo-na-publicagéo (CIP)

(Biblioteca Setorial de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

Silva, Nayara Benedito Martins da, 1988-

S586a Avaliacdo da microbiota de alface (Lactuca sativa) comercializada no
municipio de Alegre-ES / Nayara Benedito Martins da Silva. — 2013.

52f. il

Orientador: Wilmer Edgard Luera Pefia.
Coorientadores: Patricia Campos Bernardes ; Raquel Vieira de Carvalho.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias.

1. Alface. 2. Alface — Comercializagdo — Alegre (ES). 3. Salmonella spp.
3. Alimentos contaminados — Prevencdo. 4. Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) I. Pefia, Wilmer Edgard Luera. Il. Bernardes, Patricia
Campos. lll. Carvalho, Raquel Vieira de. IV. Universidade Federal do Espirito
Santo. Centro de Ciéncias Agrarias. V. Titulo.

CDU: 664




AVALIACAO DA MICROBIOTA DE ALFACE (Lactuca sativa)
COMERCIALIZADA NO MUNICIPIO DE ALEGRE-ES

Nayara Benedito Martins da Silva

Aprovada em 29 de julho de 2013.

Prof. DSc. Elisabete Fantuzzi
Universidade Federal do Espirito Santo
(Membro Externo)

Prof. DSc. Raquel Vieira de Carvalho
Universidade Federal do Espirito Santo
(Membro Interno)

Dissertacdo apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo, como parte
das exigéncias para obtencéo do Titulo
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Prof. DSc. Patricia Campos Bernardes
Universidade Federal do Espirito Santo

(Membro Interno)

Prof. DSc. Wilmer Edgard Luera Pefia
Universidade Federal de Vigosa
(Orientador)



“... E vocé aprende que realmente pode
suportar... que realmente é forte, e que
pode ir muito mais longe depois de pensar

que nao se pode mais...”

William Shakespeare



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a DEUS, pelas oportunidades, forca e coragem
para seguir em frente e ndo desanimar.

A minha familia, principalmente meus pais que tanto se esforcaram para
gue eu chegasse até aqui.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do
Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes),
pela concessao da bolsa de estudo.

Ao professor Wilmer Edgard, pela orientacdo, pelo desafio proposto, pelos
ensinamentos e paciéncia.

As professoras Patricia e Raquel pela participacdo, paciéncia,
disponibilidade, apoio e ensinamentos.

Ao professor Séergio Saraiva pelo auxilio na definicdo da analise estatistica.

A toda familia PCTA: amigos, professores e “agregados”, pela boa
convivéncia, alegrias e até mesmo dificuldades compartilhadas.

A amiga Lorane pela companhia nos inGmeros finais de semana e
madrugadas em que passamos no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos.

Aos estagiarios Leticya, Ana Lucia, Sérgio e Erick pela ajuda na execucéo
do projeto.

As amigas de Republica, Leticia, Rena, Livinha, Rayana, Amanda, Tais,
Flavia Baioco, Flavia Compassi e Fernanda pelos bons momentos durante esses
dois anos.

A professora Regina pela disponibilidade de uso do Laboratério de Analises
Microbiolégicas de Patégenos de Origem Animal e Hidrica do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Federal de Vicosa.

E a todas as pessoas que de certa forma contribuiram para que esse

trabalho pudesse ser realizado.



SUMARIO

RESUMO ... vii
AB ST RA CT oottt viii
1. INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ettt et e et e e teeraeseeateereenee e, 1
2. REVISAO DE LITERATURA ....oooiiiee ettt 3
2.1, HORT ALIGAS. .ottt e e e e e e e e et e e ae e e es s s snnrereaeeeeeeeanes 3
2.1.1. Consumo de hortaligas frescas e beneficios a salde..............ccvvvveeeenn. 3
2.1.2. Alface (LACtUCA SALIVA)......cuuriiieiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeieeee ettt e e eeeeees 4
2.1.3. Amicrobiota das hortaliGas............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeee e 5
2.1.3.1. Patogenos em hortaliGas ...........ooocuuiriiiiieeiiiiiiieeeee e 6
2.1.3.2 SAIMONENA SPP. . ceeeeeeeiiee et 8
2.2. METODOS DE IDENTIFICACAO DE Salmonella spp. EM ALIMENTOS.......10
3. MATERIAL E METODOS... .ot eoteeeeeeeeeeee ettt e ettt ettt ee e 15
3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA DOS
7N D 1 1 T PSSP 15
3.2. ANALISES MICROBIOLOGICAS DAS AMOSTRAS DE ALFACE.................... 16
3.2.1. Contagem de aerdobios mesoOfiloS ....cccoeeiiieiiiiiiiiiii e 16
3.2.2. Contagem de fungos filamentosos e leveduras..........cccccceveeeiiiieeieennnnns 17
3.2.3. Determinacdo de coliformes totais e termotolerantes.................cc........ 17
3.2.4. Avaliacao da presenca de Salmonella Spp......cccceevvieeiiiiiiiiiiiiin e, 17
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cceoiiiiiitiiieieieiesisiete st 20
4.1. AVALIACAO DA MICROBIOTA NATURAL DA ALFACE CRESPA................... 20
4.2. AVALIACAO DA PRESENCA DE Salmonella spp. EM ALFACE
CRESPA . ..t e et ae e nnneeas 28
5. CONCLUSOES.......cooiiiiitietsiet ettt ettt 32
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccoeiieeiteetecteeeeeeee e en e, 33

Vi



RESUMO

SILVA, Nayara Benedito Martins da. Avaliacdo da microbiota de alface
(Lactuca sativa) comercializada no municipio de Alegre-ES. 2013.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof. DSc. Wilmer Edgard
Luera Pefia. Co-orientador (es): Prof. DSc. Patricia Campos Bernardes. Prof.
DSc. Raquel Vieira de Carvalho.

As hortalicas sdo uma fonte importante de vitaminas, minerais e fibras, que sao
essenciais para o bom funcionamento do organismo, por isso cada vez mais
cresce 0 seu consumo. A alface é uma das hortalicas mais consumidas no Brasil,
principalmente na sua forma crua, entretanto nos ultimos anos tem sido associada
a surtos alimentares. Varias metodologias podem ser utilizadas para
determinacdo de micro-organismos em alimentos. No entanto, € crescente a
necessidade da utilizacdo de métodos que proporcionem resultados mais rapidos.
Dessa forma a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem se
mostrado uma ferramenta eficaz para tal finalidade. Este trabalho objetivou em
avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em alface (Lactuca sativa) do tipo crespa,
comercializada no municipio de Alegre-ES. Para realizacdo do estudo foram
utilizadas 60 amostras de alface do tipo crespa e cultivo convencional
comercializadas na feira livre e outros estabelecimentos da cidade. Foi realizada a
determinacdo dos seguintes grupos microbianos nas amostras avaliadas:
mesofilos aerdbios, fungos filamentos e leveduras, coliformes totais e
termotolerantes. A determinacdo da ocorréncia de Salmonella spp. ocorreu por
meio das seguintes etapas: pré-enriguecimento, enriqguecimento seletivo,
plagueamento seletivo-diferencial e para confirmacédo foi utilizada a técnica de
PCR. Foram avaliados 11 estabelecimentos, incluindo a feira livre. As amostras
analisadas apresentaram contagens médias de mesofilos aerébios de 6,80 log
UFC.g* e fungos filamentosos e leveduras de 4,07 log UFC.g™. Foi constatado
que 100 % das amostras apresentaram coliformes totais e, com relacdo a
presenca de coliformes termotolerantes, 58 % das amostras apresentaram
valores < 3 NMP g, 30 % entre 4 e 21 NMP g%, e 12 % entre 43 e 93 NMP g™.
Pela técnica de PCR, 21,66 % (n = 13) das 60 amostras de alface avaliadas foram
consideradas positivas para Salmonella spp. As amostras positivas para
Salmonella spp. foram provenientes de oito dos 11 estabelecimentos avaliados. A
partir dos resultados obtidos ressalta-se a importancia da adocado de medidas
preventivas para reduzir a contaminacdo da alface in natura e demais hortalicas
ao longo de toda cadeia produtiva, como uma forma de reduzir os riscos a saude
associados ao consumo deste alimento.

Palavras-chave: alface, Salmonella spp., reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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ABSTRACT

SILVA, Nayara Benedito Martins da. Evaluation of the microbiota of lettuce
(Latuca sativa) commercialized in the city of Alegre-ES. Dissertation (MSc in
Food Science and Technology) - Federal University of Espirito Santo, Alegre-ES.
Advisor: Prof. Dr. Wilmer Edgard Luera Pefa. Co-advisor(s): Prof. Dr. Patricia
Campos Bernardes. Prof. Dr. Raquel Vieira de Carvalho.

Vegetables are an important source of vitamins, minerals and fibers, which are
essential for good functioning of the organism; therefore its consumption has been
grow. Lettuce is one of the most consumed vegetables in Brazil, especially raw,
however in the recent years it has been associated to food outbreaks. Several
methods can be used to determine micro-organism in food. Thus, the use of
effective methods are increasing and can simultaneously provide faster results.
The technique of polymerase chain reaction (PCR) has shown to be an effective
tool for this purpose. The objective of this study was to evaluate the occurrence of
Salmonella ssp. in lettuce (Lactuca sativa) type crisp, commercialized in the city of
Alegre-ES. For this study, 60 samples of crisp type lettuces and conventional
cultivation commercialized in outdoor markets, supermarkets and produce stores
in the city were used. The determination of the presence of Salmonella ssp. was
accomplished through the following steps: pre-enrichment, selective enrichment,
selective-differential plating and to confirm the results, the PCR technique was
utilized. Eleven establishments were evaluated. Furthermore, determinations of
the following microbial groups in the tested samples were done: aerobic
mesophilic, filaments fungi and yeast, total and thermotolerant coliforms. The
samples analyzed presented average counts of aerobic mesophilic of 6.80 log
CFU. g* and filaments fungi and yeast of 4.07 log CFU. g™. It was found that 100
% of the samples presented total coliform and in relation to the presence of
thermotolerant coliforms 58 % of the sampled showed values <3 MPN g, 30 %
between 4 and 21 MNP g™, and 12 % between 43 and 93 MPN g-1. Through the
PCR technique, 21,66 % (n=13) of the 60 samples of lettuce evaluated was
considered positive for Salmonella spp. Salmonella spp. positive samples were
obtained from 8 of the 11 establishments evaluated. From these results it is
noteworthy the importance of adopting preventive measures to reduce the
contamination of lettuce in natura and other fresh vegetables throughout the
production chain as a way to reduce health risk associated with the consumption
of this food.

Keywords: lettuce, Salmonella spp., polymerase chain reaction (PCR)
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos patogénicos e deterioradores ainda s&o um
problema mundial no que diz respeito a seguranca do alimento, mesmo com o
desenvolvimento e a utilizacdo de préaticas de conservacdo de alimentos
(JUNEJA; HUANG; YAN, 2011). Além disso, os patdgenos de origem alimentar
j& bem conhecidos como Salmonella ssp. e Escherichia coli, parecem ter
evoluido para explorar novos nichos como os alimentos frescos, e até mesmo
gerar novos desafios para saude publica, como a resisténcia antimicrobiana
(NEWELL et al., 2010).

As préticas alimentares saudaveis tém sido associadas a promocao da
saude. Nos Ultimos anos, iniameros tem sido os relatos da associacdo do
consumo de hortalicas e seu beneficio a saude. As hortalicas sado importantes
fontes de vitaminas, sais minerais e fibras, portanto seu consumo tem
aumentado entre aqueles que buscam uma alimentacdo mais saudavel.
Todavia, a falta de capacitacdo dos produtores e dos manipuladores de
alimentos, a escassez de recursos e de informacdes muitas vezes impede que
as boas praticas de producdo sejam realizadas, 0 que pode comprometer a
gualidade higiénico-sanitaria dos alimentos.

Apesar dos beneficios para a saude, as hortalicas tém sido associadas
as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) e surtos alimentares. Diversos
fatores tém influenciado o aumento dos surtos alimentares ocasionados por
produtos frescos, por exemplo, aumento do consumo de produtos organicos,
aléem de mudancas nas praticas agronémicas, de processo e de distribuicdo
(ROEVER, 1998; NACMCF, 1999; PARISH, et al. 2003; NUORTI, et al. 2004;
BERGER et al., 2010).

O excesso de manipulacédo, desde a producdo até a chegada a mesa
do consumidor, pode aumentar as chances das hortalicas serem contaminadas
com micro-organismos deterioradores e/ou patogénicos. Dessa forma, tornam-
se importante a avaliacdo e o monitoramento da qualidade das hortalicas,
principalmente as que sdo consumidas na forma crua.

A alface (Lactuca sativa) esta entre as hortalicas mais comercializadas

no pais. O consumo se da na forma de saladas cruas, mas também pode ser



utilizada em outras preparacbes como sanduiches, além da decoracdo de
pratos.

Diversos métodos podem ser utilizados para determinacdo dos micro-
organismos em alimentos. No entanto, tem se preconizado o desenvolvimento
de metodologias que proporcionem resultados rapidos. Nesse contexto as
técnicas de biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
tém ganhado destaque.

Assim os objetivos deste trabalho foram:

a) Avaliar as condigbes microbiolégicas da alface comercializada no
municipio de Alegre — ES, pela determinagdo dos grupos microbianos

presentes.

b) Avaliar a incidéncia de Salmonella spp. em alface comercializada no
municipio de Alegre — ES pelo método de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HORTALICAS

De acordo com Filgueira (2008), o termo hortalica é referente ao grupo
de plantas que apresentam, em sua maioria: consisténcia tenra, nao-lenhosa;
ciclo bioldgico curto; tratos culturais intensivos; cultivos em areas menores, em
relacdo as grandes culturas; e sua utilizacao na alimentacdo humana néo exige
preparo industrial. As hortalicas sdo popularmente conhecidas como verduras e

legumes.

2.1.1. Consumo de hortalicas frescas e beneficios a saude

De acordo com a World Health Organization (WHO) (2002) o consumo
diario de verduras e frutas pode ajudar na prevencédo de alguns tipos de cancer
e doencas cardiovasculares. Existem varios mecanismos pelos quais estes
efeitos protetores podem ser mediados, envolvendo substancias antioxidantes
e outros nutrientes que podem ser encontrados nas hortalicas, tais como os
flavonoides, carotendides, vitamina C e acido folico. Estas e outras substancias
blogueiam ou suprimem a acdo de substancias cancerigenas e, como
antioxidantes, podem evitar danos oxidativos no DNA.

A ingestdo de hortalicas e frutas contribui para o consumo de uma
alimentacdo saudavel e variada. A recomendacédo é de que sejam ingeridos
diariamente 400 g de frutas e vegetais por dia, excluindo batatas e outros
tubérculos amilaceos (WHO/FAO, 2003). Além disso, 0 baixo consumo de
verduras e frutas € considerado como um dos principais fatores de risco para a
morbidade e mortalidade no mundo (WHO, 2002; WHO, 2006).

Segundo a Pesquisa de Or¢camentos Familiares 2008-2009 (POF 2008-
2009), nesse periodo 3,3 % do orcamento de cada domicilio brasileiro foram
gastos na compra de legumes e verduras. E a média de aquisicao
domiciliar per capita anual de hortalicas no pais, em 2008-2009, foi de 27,1 Kg,
no Espirito Santo a média foi de 24,3 Kg (IBGE, 2010a; IBGE, 2010b).



Algumas pesquisas na area da saude tém apontado o beneficio do
consumo de hortalicas entre elas a alface. Essas pesquisas envolvem desde
estudo com modelo animal sugerindo que a alface parece exercer efeitos
positivos sobre os fatores de risco para doengas cardiovasculares, devido ao
seu alto teor de fibra, e possivelmente por outros micronutrientes, até estudos
gue utilizam a hortalica como fonte de fibras para ser empregada em nutricdo
enteral ou suplemento nutricional oral (NICOLLE, et al., 2004; ARAUJO;
MENEZES, 2007). Além disso, pesquisadores brasileiros tém trabalhado no
desenvolvimento de plantas de alfaces com maior teor de acido fdlico,
substancia essa que pode ter sua baixa ingestdo associada a doencas do
sistema nervoso como depresséao e anencefalia (BEZERRA, 2012).

Uma alimentagdo saudavel envolve alguns atributos basicos como
variedade, acessibilidade fisica e financeira, além de seguranca sanitaria.
(BRASIL, 2006). A garantia da seguranca e qualidade dos alimentos do ponto
de vista sanitario faz parte da Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo
(PNAN) (BRASIL, 2012). Dessa forma os governos devem incentivar a
promocao de uma alimentacdo saudavel, mas que seja de qualidade para que

a mesma nao seja fonte de riscos para a saude da populacéo.

2.1.2. Alface (Lactuca sativa)

A alface € uma planta herbacea, delicada, com caule diminuto, ao qual
se prendem as folhas que podem ter coloracdo em varios tons de verde, ou
roxa, conforme a cultivar (FILGUEIROA, 2008). E uma hortalica de folhas
comestiveis que podem ser lisas ou crespas. A maior producdo ocorre no
periodo de abril a dezembro, mas seu cultivo, dependendo da cultivar, pode ser
realizado durante todo o ano, sendo que a variedade crespa corresponde a 40
% da comercializacdo (MORETTI; MATOS, 2005; EMBRAPA, 2010).

Existem controvérsias sobre o local de origem da alface. Alguns
autores sugerem que sua origem se deu na regido do mediterraneo, mas
existem aqueles que relatam locais como Egito, sudoeste da Asia e Oriente
Médio (VRIES, 1997; RYDER, 2002). A alface foi possivelmente introduzida na

América em 1494, com as expedi¢bes de Cristévdo Colombo para o Novo
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Mundo (RYDER, 2002). J& no Brasil, sua introducao foi feita em 1650, pelos
portugueses (SALA; COSTA, 2012).

Segundo Sala e Costa (2012) a substituicdo do cultivo da alface
crespa, com relagao a tradicional alface lisa, foi uma das grandes mudancas na
alfacicultura brasileira nas ultimas décadas. Até a década de 1980 o sistema de
cultivo de alface no Brasil foi dominado pela variedade lisa. Mas os agricultores
enfrentavam dificuldades de producgéo na regido sudeste. Durante o verao essa
regido € caracterizada por temperaturas elevadas associadas a alta
pluviosidade, o que favorecia a deterioracdo por fungos e bactérias devido a
elevada umidade relativa, levando a perdas de até 60 % da producédo. A partir
da década de 1990 ocorreu uma mudanca de producao para o tipo crespa. A
alface tipo crespa mostrou-se mais adequada ao cultivo no verao, além de se
adequar melhor a forma de comercializacdo que € realizada em caixas de
madeira.

Os diferentes tipos de alface possuem em meédia a cada 100 g: 96 %
de 4gua; 1,1 g de proteinas; 2,1 g de carboidratos; 11,1 g de fibras; e minerais
como calcio, fésforo e potassio, vitaminas A, C e outras, além de baixo valor
caldrico 37,3 kcal (NEPA, 2011). O baixo preco, aliada as propriedades
nutricionais sao caracteristicas que fazem com que a hortalica seja uma das
mais consumidas em todo o Brasil.

Segundo o Censo Agropecuario, referente ao ano de 2006, o Brasil
produziu 525.602 toneladas de alface (IBGE, 2009). E de acordo com a
Pesquisa de Orcamento Familiar (POF 2008-2009), a aquisicdo domiciliar per
capita anual de alface foi de 0,9 kg (IBGE, 2010b).

2.1.3. A microbiota das hortalicas

Os produtos frescos, como as hortalicas, possuem uma microbiota
natural bem diversificada, que normalmente esta relacionada ao ambiente de
cultivo.

As bactérias e os fungos conseguem se desenvolver na superficie das
hortalicas, no entanto, as bactérias se multiplicam mais rapidamente. O tipo de
micro-organismo que poderd se desenvolver e o0 aumento da populacdo

microbiana, vao depender das diversas etapas apdés o processo de colheita. A
5



populacdo de micro-organismos pode chegar a uma contagem entre 6 e 7 log
de Unidades Formadoras de Coldnias por grama (UFC.g?), sem que o produto
apresente sinais de deterioracédo (BRACKETT; SPLITTSTOESSER, 2001).

As bactérias dos géneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella fazem
parte do grupo de coliformes totais, porém estao presentes naturalmente nas
hortalicas o que ndo necessariamente indicara contaminacéo fecal recente
(FRANCO; LADGRAF, 2005).

A determinacdo de mesofilos aerébios, fungos filamentos e leveduras,
coliformes e Salmonella spp., estdo dentre as analises microbioldgicas
recomendadas pela American Public Health Association (APHA) para as
hortalicas. Em relacdo as hortalicas in natura, inteiras, selecionadas ou néo, a
legislagé@o brasileira, por meio da RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determina padrdes
microbiolégicos apenas para Salmonella spp., determinando auséncia deste

micro-organismo em 25 g do produto (BRASIL, 2001).

2.1.3.1. Patogenos em hortalicas

Os beneficios a saude, associados a ingestdo de hortalicas, tém
contribuido para o aumento do seu consumo, 0 que tem levado a preocupacao
com a qualidade desses produtos. Essa qualidade esta relacionada com as
caracteristicas nutricionais, sensoriais e microbiolégicas (SAO JOSE;
VANETTI, 2012).

A morfologia, a composicdo e o metabolismo das hortalicas podem
proporcionar condicdes favoraveis para que diferentes tipos de micro-
organismos possam se desenvolver. Os fatores extrinsecos e intrinsecos séo
determinantes para o tipo de micro-organismo e, consequentemente, o tipo de
deterioracdo que ocorre em hortalicas (PARISH, et al, 2003; SCF, 2002). Os
riscos biologicos associados com hortalicas folhosas como a alface séo
atribuidos a fatores como curto ciclo de producéo, colheita manual, grande area
superficial da folha e seu consumo na forma in natura (OMAF, 2001).

As hortalicas podem ser fonte de diversos patdgenos como bactérias,

fungos, virus e protozoarios. No entanto, as bactérias sdo o alvo de maior
6



interesse e diferentes espécies sdo comumente associadas a surtos
alimentares, tais como Salmonella, Shigella, E. coli, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Aeromonas ssp, Clostridium
spp, Vibrio cholerae (WHO, 1998; NACMCF, 1999; PARISH et al., 2003).

Nos ultimos dez anos, no Brasil, 0 agente etiolégico mais identificado
em surtos alimentares foi a Salmonella spp. (BRASIL, 2013). Com relagdo as
infeccBes causadas por patdégenos que sao veiculados por alimentos, infecdes
causadas por Salmonella spp. ainda sdo as mais frequentes nos Estados
Unidos, ndo ocorrendo reducdes significativas em mais de uma década (CDC,
2011).

A prevaléncia de bactérias em hortalicas esta relacionada com a
probabilidade de contaminagcdo e a concentracdo de patdogenos, que por sua
vez, estado fortemente associadas com as condicbes ambientais, sobretudo as
alteracoes climaticas. As condi¢gdes meteoroldgicas influenciam o transporte e
disseminagdo de patdgenos. As fontes mais provaveis de contaminagao das
hortalicas no campo s&o o solo, o adubo, a agua de irrigacdo, 0 esgoto e 0s
animais silvestres (FRANZ, et al., 2008; LIU; HOFSTRA; FRANZ, 2013).

Alguns pontos, tais como, condicbes do ambiente de producéao,
insumos utilizados (adubo, sementes, agua), equipamentos associados ao
cultivo e a colheita, manuseio poés-colheita, transporte e outros, devem ser
controlados de forma a garantir a producdo de hortalicas de qualidade
(MORETTI, 2003).

No Brasil dados do Ministério da Saude, de 1999 a 2004, mostram a
ocorréncia de 3.410.048 internagcGes por DTAs (BRASIL, 2005). O Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) estima que, por ano, cerca de 48
milhdes de pessoas ficam doentes, e 3.000 pessoas morrem nos Estados
Unidos devido as DVAs (CDC, 2013a). Estima-se que, anualmente, 41 % das
hospitalizacdes, associadas a surtos alimentares nos Estados Unidos, sdo
relacionadas a produtos de origem vegetal, sendo que destes, 14 % sao devido
a hortalicas folhosas (PAINTER et al., 2013). De acordo com a Public Health
Agency of Canada (PHAC, 2013) anualmente quatros milhdes de canadenses,
ficam doentes devido as DVAs. Mas é importante ressaltar que comparacdes

entre as estimativas de diferentes paises sdo dificeis de fazer, devido as
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diferencas inerentes com relagcdo a abordagens metodolégicas e fontes de
dados (THOMAS et al., 2013).

Além de causar prejuizos a saude as DTAs promovem altos custos
para os governos. Do periodo de 1999 a 2004 os custos com casos de
internacdo por DTAs, no Brasil, chegaram a 280 milhdes de reais (BRASIL,
2005). No entanto, esse valor pode estar subestimado, uma vez que, deve-se
considerar que em muitas regides os casos e surtos de DTAs ndo sao
notificados. Essa notificagdo depende da comunicacdo da populacdo, da
capacidade de identificacdo dos profissionais de salde, e da implementacédo de
um sistema de vigilancia epidemiolégica das DTAs (BRASIL, 2011).

Os dados e estatisticas referentes a epidemiologia das doencas
transmitidas por alimentos no Brasil ainda sdo escassos em alguns estados e/
ou municipios (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006). E importante ressaltar
gue a subnotificacdo dos surtos de origem alimentar pelos servicos de
vigilancia epidemiolégica é uma realidade mundial, paises desenvolvidos como
Canada, também chamam a atencéo para esse processo de subnotificacdo
(SHINOHARA, 2008; NEWELL, et al. 2010; PHAC, 2013)

No Brasil entre o periodo de 2000 a abril de 2013, 110 surtos
alimentares foram relacionados com o consumo de hortalicas. Dos nove surtos
de DVAs ocorridos entre janeiro a abril de 2013, em um deles o alimento
envolvido foi uma hortalica (BRASIL, 2013).

O consumo da alface tem sido, nos ultimos anos, relacionado com
alguns surtos alimentares que envolvem diversos patdgenos, entre eles,
Salmonella spp. (ACKERS, et al., 1998; HEATON; JONES, 2007). Alguns
estudos desenvolvidos com alface no Brasil detectaram a presenca deste
patégeno (TAKAYANAGUI, et al., 2006; ARBOS, et al., 2010; SANT'ANA, et
al., 2011).

2.1.3.2. Salmonella spp.

Os micro-organismos do género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram-negativos, nédo esporulados,

anaerobios facultativos e oxidase negativos. O pH 6timo de crescimento €
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préximo a neutralidade, a temperatura de crescimento varia entre 5 e 45°C e a
atividade de 4gua minima para o crescimento é de 0,94 (JAY, 2005; SILVA et
al., 2007).

A nomenclatura do género Salmonella é complexa, muitas vezes
combina vérios sistemas dividindo o género em espécies, subespécies,
subgéneros, grupos, subgrupos e sorovares, 0 que pode gerar confusdo. Os
sorovares existentes sdo agrupados em duas espécies: S. enterica e S.
bongori. A espécie S. enterica por sua vez, é dividida em seis subespécies: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp.
arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae and S.
enterica subsp. indica (BRENNER et al., 2000; GRIMONT;WEILL, 2007). De
acordo com o Institut Pasteur (Franca), centro de pesquisa e referéncia em
Salmonella, até 2007 ja haviam sido identificados 2.579 sorovares
(GRIMONT;WEILL, 2007).

Dependendo do sorotipo as espécies do género Salmonella podem
causar dois tipos de infeccbes: (1) as febres tifoide e paratiféide provocadas
por S. sorovar Typhi e S. Paratyphi A, B e C, e (2) as gastroenterites causados
pelos demais sorotipos. Os sorotipos da febre tiféide e paratiféide sé&o
encontrados apenas em humanos, com efeito, mesmo apos o tratamento com
alguns individuos podem se tornar portadores assintomaticos (FDA, 2012). A
gravidade e duracdo dos sintomas dependem de fatores como sorotipo, dose
ingerida e caracteristicas do hospedeiro.

Os principais sintomas da salmonelose sao diarreia, febre, colicas
abdominais, em casos mais graves os individuos podem desenvolver artrite
crbnica ou um quadro de septicemia. Na maioria dos casos, as pessoas hao
precisam de tratamento para se recuperar, mas nos Estados Unidos,
anualmente, cerca de 400 pessoas morrem devido a salmonelose aguda (CDC,
2012). Normalmente, ocorre a colonizacdo do intestino pela adesédo das
bactérias as células epiteliais. As células bacterianas invadem a mucosa
intestinal e se multiplicam no tecido linféide associado ao intestino (GALT).
Salmonella spp. abriga grandes aglomerados de genes de viruléncia,

denominados ilhas de patogenicidade, estas ilhas contém genes necessarios



para os diferentes papéis na patogénese gastrointestinal e sistémica (FORTES,
et al., 2012).

Os reservatérios naturais deste micro-organismo sdo 0S animais, no
entanto alimentos com baixo teor de umidade como especiarias e chocolate,
além de hortalicas, como a alface, podem transmitir este patdégeno e serem
associados com surtos de salmoneloses, (HARRIS, et al. 2003; HEATON;
JONES, 2007; WHO, 2007; MACEDO, 2012).

De acordo com o relatério sobre surtos de origem alimentar que
ocorreram na Ultima década (2001 — 2010) nos Estados Unidos, divulgado pelo
Center For Science in the Public Interest, Salmonella spp. esteve envolvida em
dois dos quatros maiores surtos desse periodo (DeWAAL; GLASSMAN, 2013).
Entre os sorotipos de Salmonella spp. isolados dos casos de infec¢des, nos
Estados Unidos em 2012, o sorotipo Enteritidis foi o mais frequente (GOULD, et
al. 2013).

2.2. METODOS DE IDENTIFICACAO DE Salmonella spp. EM ALIMENTOS

O método tradicional de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos
tem a finalidade de determinar o micro-organismo mesmo em condi¢des
desfavoraveis. As etapas recomendadas pelos mais diversos 0Orgaos
reguladores, sado basicamente quatro (ANDREWS et al., 2001; BRASIL, 2003;
SILVA et al., 2007):

Pré-enriquecimento: é realizado em caldo ndo seletivo e tem por
objetivo recuperar as células injuriadas, o meio pode ser determinado de
acordo com o tipo de alimento analisado, no entanto, os mais utilizados sao
Caldo Lactosado e Agua Peptonada Tamponada.

Enriquecimento seletivo: tem por objetivo inibir a multiplicacdo da
microbiota competidora e promover multiplicacdo das células de Salmonella
spp. E recomendada a utilizacdo de dois meios diferentes, devido & variacéo
gue cada cepa de Salmonella spp. pode apresentar aos agentes seletivos.
Caldo Tetrationato, Caldo Selenito Cistina, Caldo Rappaport-Vassiliadis

Modificado ou Rappaport-Vasiliadis Soja sdo os meios recomendados para
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essa etapa. No Caldo Tetrationato os coliformes e outras enterobactérias que
nao reduzem o tetrationato séo suprimidas, o verde brilhante e o desoxicolato
de sdédio inibem as bactérias gram positivas. No Caldo Selenito Cistina a L-
cistina melhora a recuperacao da Salmonella spp. e o selenito de sédio inibe os
coliformes e enterococos. No caldo Rappaport-Vasiliadis a seletividade é
devido a presenca de verde de malaquita, a alta pressdo osmotica (alta
concentracdo de cloreto de magnésio) e pH relativamente acido que atuam
sobre a microbiota acompanhante, ja a digestdo papaica da farinha de soja
estimula o crescimento de Salmonella spp.

Plagueamento seletivo diferencial: objetiva promover a multiplicacao
das colbénias de Salmonella spp. em meios diferenciais que possam diferencia-
las da microbiota acompanhante. E recomendada a utilizagdo de dois ou mais
meios. Alguns dos meios que podem ser utilizados nessa etapa incluem: Agar
Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose, Agar Hektoen Entérico,
Agar Salmonella Diferencial, Agar Verde Brilhante, Agar Bismuto Sulfito, Agar
Rambach, Agar Xilose Lisina Desoxicolato, Agar Salmonella Shigella. Os meios
mais utilizados sdo os que diferenciam a Salmonella por meio da nao
fermentacdo da lactose e da producdo de H,S, no entanto, como existem
colénias que podem apresentar caracteristicas atipicas, recomenda-se que 0
segundo ou terceiro meio néo seja baseado nessas duas caracteristicas.

Confirmacdo por meio de testes bioquimicos e soroldgicos: A
confirmacédo bioquimica € baseada na evidenciacédo do perfil caracteristico das
cepas de Salmonella spp. Nessa etapa os meios comumente utilizados em
laboratorio podem ser substituidos por kits bioquimicos comerciais. Podem ser
utilizados diversos testes como: Teste de crescimento em Agar Triplice Acucar
Ferro (TSI), Teste de descarboxilacdo da lisina (LIA), Teste de urease, Teste
de citrato, Teste de Indol e Teste de crescimento em KCN (caldo cianeto de

potassio) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas tipicas de Salmonella

Teste N o
bioguimico Reacéo positiva
Rampa alcalina (vermelha), fundo acido (amarelo), com producéo
TSI de gés (bolhas ou rachaduras no meio de cultura), com ou sem
producéo de H,S (escurecimento ou ndo do meio)
LIA Base e apice cor purpura, presenca ou auséncia de H2S.
Teste de urease Alteracdo da cor do meio de péssego para cor de rosa
Teste de citrato Alteracdo da cor do meio de verde para azul
Teste de indol Anel vermelho—violeta na superficie do meio
KCN Turvagado do meio, indicando crescimento positivo

Fonte: Silva, et al. 2007.

Como algumas espécies podem produzir reagdes bioquimicas atipicas
se faz necesséaria a utlizacdo da sorologia. O género Salmonella é
sorologicamente caracterizado por componentes antigenos especificos. Esses
antigenos séo classificados em somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi).

No entanto, o método tradicional pode demandar muito tempo para ser
realizado e ser trabalhoso. Além disso, estes métodos sofrem de baixa
especificidade, devido, por exemplo, a dificuldades na recuperacdo de células
lesadas ou problemas na identificagdo de colonias atipicas (LOFSTROM,
2010).

Devido a gravidade da Salmonella, como um agente patogénico
transmitido por alimentos, muito esforco tem sido dedicado ao desenvolvimento
e melhoria dos métodos de deteccdo. Além disso, o0 aumento dos surtos de
origem alimentar tem destacado a importancia do desenvolvimento de métodos
rapidos e especificos na deteccdo dos micro-organismos patogénicos de
origem alimentar (ELIZAQUIVEL, 2012).

Diversos métodos baseados na deteccdo de macromoléculas
intracelulares tais como proteinas, DNA e RNA tém sido desenvolvidos, e para
ganhar aceitacdo, os métodos devem apresentar resultados semelhantes
agueles obtidos com os métodos tradicionais baseados nos meios de cultura.
Para a escolha do método é importante considerar diversos fatores, tais como,
baixo limite de deteccao, custos, rapidez, facilidade de manuseio e aceitacao

12



internacional. Os métodos moleculares utilizados para deteccdo de Salmonella
spp. podem ser divididos em duas categorias principais: (1) técnicas
imunolégicas, como por exemplo, os ensaios de ELISA e (2) ensaios baseados
em acidos nucléicos, como por exemplo, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e microarranjos (LOFSTROM, 2010)

Neste sentido, as técnicas baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase (em inglés, Polymerase Chain Reaction — PCR), tém demonstrado
ser uma ferramenta valiosa para detectar bactérias em diferentes matrizes
alimentares. Os resultados podem ser obtidos em cerca de um dia,
dependendo do patégeno, tempo bem menor do que o exigido pelos métodos
tradicionais que podem demorar varios dias. Isto é particularmente importante
para as hortalicas que sé@o produtos altamente pereciveis (MALORNY et al.,
2003). A técnica € rapida, tem bom limite de deteccao e seletividade (AABO et
al., 1993). Outra vantagem da técnica é a capacidade de deteccdo de células
mortas ou viaveis mais nao cultivaveis, e a possibilidade de eliminar etapas de
plagueamento seletivo, identificacéo bioquimica e sorologica
(CANDRIAN,1995; POSTOLLEC, 2011).

A técnica de PCR é baseada em uma amplificacdo enzimatica de
sequéncias alvo de acidos nucléicos utilizando um par de oligonucleotideos
especificos e uma DNA polimerase termoestavel. Os produtos replicados
normalmente sdo detectados por meio de eletroforese em um gel de agarose
(LANTZ; HAGERDAL; RADSTROM, 1994). Inicialmente na técnica de PCR,
para catalisar a reacao de extensdo do DNA, foi utilizada uma DNA polimerase
extraida de E. coli. Porém essa enzima era desnaturada ao final do processo
devido as altas temperaturas utilizadas, necessitando assim a adicdo de uma
enzima fresca a cada ciclo. Atualmente, a DNA polimerase utilizada foi isolada
de uma bactéria terméfila Thermus aquaticus, e esta enzima suporta as altas
temperaturas exigidas para a desnaturacdo da cadeia dupla de DNA (HARRIS;
GRIFFITHS, 1992).

Vérias abordagens de diagndéstico molecular para a deteccao e analise
de patdégenos em alimentos tém sido desenvolvidas (PERELLE et al., 2004;
O'GRADY et al., 2009; KIM; CHO, 2010). Nesse contexto, diversos estudos
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estdo utilizando a técnica de PCR para identificagdo de Salmonella spp. isolada
de alimentos.

Alcocer et al. (2006) utilizaram PCR para caracterizar molecularmente os
sorotipos de Salmonella spp. isolados de carcacas de frango. Durante um
estudo que objetivou monitorar a contaminacédo de hortalicas por Salmonella
PCR foi utilizada para confirmar isolados tipicos do patdogeno (AYTAC, et al.,
2010). A técnica de também ja foi utilizada para deteccao de Salmonella spp.
em agua de lavagem de carcacas de frango (RISSATO et al., 201). Osman et
al. (2011) utilizaram a técnica de PCR para identificacdo dos genes que
determinam a sobrevivéncia de S. Enteritidis and S. Typhimurium em ovos de
galinha. A caracterizacdo de Salmonella encontrada em amostras de varios
tipos de alimentos, em um estudo na Nigéria, foi realizada por PCR (SMITH et
al., 2012)
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3. MATERIAL E METODOS

As andlises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCA - UFES). A analise de PCR foi realizada no
Laboratorio de Analises Microbiologicas de Patdgenos de Origem Animal e
Hidrica (LAMPOH) do Departamento de Tecnologia da Universidade Federal
de Vigosa (DTA — UFV).

3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA DOS
DADOS

Inicialmente foi realizado um levantamento dos estabelecimentos que
comercializam alface e eram cadastrados na Vigilancia Sanitaria do municipio.
ApOs esse levantamento inicial, foi realizada uma visita aos estabelecimentos
para saber quais deles comercializava alface crespa. Para avaliacdo das
condi¢Bes higiénico-sanitarias as amostras foram obtidas em 11 pontos de
coleta, sendo: dez estabelecimentos comerciais e um produtor que
comercializava a hortalica na feira livre da cidade.

Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). As
amostras foram coletadas sempre no periodo da manha, entre os meses de
novembro de 2012 e marco de 2013. Foram analisadas 60 amostras de alface,
do tipo crespa e de cultivo convencional (Tabela 2). Como unidade amostral
utilizou-se trés unidades de alface. Os resultados obtidos foram comparados
com os padrées microbiolégicos definidos na RDC n® 12 de 02 de janeiro de
2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001).

Tabela 2. Numero de coletas realizadas por estabelecimento

Estabelecimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

NUmeros de 6 6 3 6 8 6 6 6 7 2 4
Amostras
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A andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de probabilidade foi
realizada para interpretacdo das analises microbioldgicas obtidas no
experimento, com excecdo dos resultados para coliformes. O programa
Sistema para Analises Estatisticas - SAEG (2007) foi utilizado para realizar as
andlises estatisticas.

3.2. ANALISES MICROBIOLOGICAS DAS AMOSTRAS DE ALFACE

As amostras de alface foram coletadas assepticamente e de forma
aleatoria. Em seguida foram acondicionadas em sacolas plasticas individuais
esterilizadas e transportadas em caixas de isopor com gelo até o Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos do CCA-UFES para a realizacdo das analises
microbiolégicas. Foram utilizadas para as analises apenas as folhas integras.
As folhas de alface foram lavadas em agua destilada esterilizada para remocao
das sujidades.

As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo a metodologia
da American Public Health Association (APHA) e descrito no Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (ANDREWS et al., 2001).

Foram preparados homogenatos, utilizando-se 25 g da amostra
adicionados a 225 mL de agua peptonada 0,1 %. Do homogenato foram

preparadas as diluicbes decimais subsequentes.
3.2.1. Contagem de mesofilos aerdbios

Para enumeracdo de mesofilos aerdbios utilizou-se o método de
plagueamento em profundidade em meio de cultivo Agar Padrdo para
Contagem (PCA) (Himedia®). Foi transferido 1 mL em triplicata, das respectivas
diluicdes para placas de Petri esterilizadas e adicionados cerca de 15 mL de
PCA (Himedia®). As placas foram incubadas a 35 + 1 °C / 48 + 2h. Os

resultados foram expressos em UFC.g ™.
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3.2.2. Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Para enumeracdo de fungos filamentosos e leveduras, foi utilizado o
plagueamento em superficie. As placas incubadas foram incubadas a 22 — 25
°C / 5 dias. Foi inoculado 0,1 mL, das respectivas diluicdes sobre a superficie
do meio Agar Batata Dextrose (BDA) (Himedia®) acidificado com &cido tartarico
(pH entre 3,5 e 3,7) em triplicata. Com auxilio de uma algca de drigalski, o
in6culo foi espalhado por toda a superficie do meio, até sua completa

absorcdo. Os resultados foram expressos em UFC.g™.
3.2.3. Determinagéo de coliformes totais e termotolerantes

Coliformes totais e termotolerantes foram enumerados com o auxilio
da técnica do Numero Mais Provavel (NMP). No teste presuntivo, aliquotas de
1 mL das trés diluicbes da amostra foram inoculadas em uma série de trés
tubos Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (Himedia®) por diluicdo. Os tubos
foram incubados a 35 £ 0,5 °C / 24 — 48 + 2h. Os tubos com producéo de gas
foram considerados suspeitos. Uma alcada de cada tubo suspeito foi
transferida para tubos com Caldo Verde Brilhante Bile 2 % (VB) (Himedia®) que
foram incubados a 35 = 0,5 °C / 48h £ 2h para confirmacéo da presenca de
coliformes totais. Para confirmagcdo de coliformes termoteralantes uma alcada
de cada tubo suspeito foi transferida para tubos com Caldo EC (Himedia®) e,
posteriormente, incubados a 45, 5 °C / 24h. Os resultados foram expressos em
NMP por grama (NMP.g ™).

3.2.4. Avaliacao da presenca de Salmonella spp.

A determinacdo da presenca do género Salmonella spp. foi realizada
conforme metodologia descrita abaixo:

Pré-enriquecimento: amostras de 25 g da amostra foram
homogeneizadas com 225 mL de Caldo Lactosado (CL) (Himedia®) e os
homogenatos foram incubados a 35 °C/ 24 + 2h.

Enriquecimento seletivo: aliquotas de 1 mL do pré-enriquecimento
foram inoculadas, em tubos contendo 10 mL de Tetrationato Verde Brilhante e

em tubos contendo 10 mL de Selenito Cistina (Himedia®), e posteriormente
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incubados a 35 °C / 24 + 2h.

Plaqueamento seletivo-diferencial: a partir dos caldos de
enriquecimento seletivo, foi realizado o isolamento das colonias suspeitas por
meio de estrias na superficie dos meios agar Entérico Hectoen (HE)
(Himedia®), Agar Salmonella Diferencial Modificado (Himedia®) e &gar Verde
Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BPLS) (Himedia®). As placas
com o0 meio seletivo foram incubadas a 35 °C / 24 + 2h. As colbnias com
caracteristicas de Salmonella spp. que cresceram em cada meio seletivo foram
cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia® a 35 °C / 24h e
mantidas a — 80 °C, em caldo BHI contendo 20 % de glicerol até o momento
da andlise de PCR.

Andlise da reacdo em cadeia em polimerase (PCR): Antes da
extracdo os isolados foram preparados por meio da inoculacdo de 100 pl da
cultura congelada em tubos contendo 5 mL de caldo BHI, incubados a 37 °C /
24h, e posteriormente estriados em PCA.

Extracdo do DNA: Foram ressuspendidas de 3 a 5 col6nias em 500 pL
de agua ultra-pura esterilizada. A suspensédo foi fervida a 100 °C por 10
minutos e centrifugada por 2 minutos a 13.000 g. O sobrenadante (150 pL) foi
recolhido e transferido para um novo microtubo.

Condicdes da PCR: Para a reacdo em cadeia da polimerase foram
preparadas solucées de 25 pL contendo: 2,5 pL de tamp&o 10x (Sigma®); 0,5
UL de dNTP (concentracdo de 2,5 mM de cada dNTP), 1 uL de cada
oligonucleotideo; 0,2 pL de Taq polimerase (5U / pL) (Sigma®); 3 puL do DNA e
o volume foi completado com agua ultra-pura esterilizada. O par de
oligonucleotideos utilizados foi ST11 (AGCCAACCATTGCTA AATTGGCGCA)
e ST15 (GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTG), com capacidade de amplificar
um fragmento de 429 pb especifico para o género Salmonella (Aabo et al.,
1993). Como controle positivo foram utilizadas duas cepas de Salmonella (S.
enterica sorovar Enteritidis ATCC 14028 e S. enterica sorovar Typhimurium
ATCC 13076), para controle negativo foi utilizada uma cepa de E. coli (EPEC)
086: H35.

O material foi amplificado em um termociclador (Axygen®) programado

para uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de
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desnaturacdo a 95 °C por 50 segundos, anelamento a 50 °C por 1 min e
extensdo a 72 °C por 1 minuto, com uma extensao final a 72 °C por 10 min.

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel
de agarose (Sigma®) 1,2 % corado com brometo de etidio na concentragéo
final de 0,5 pg / mL. Para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, foi
utilizado o marcador 100 pb DNA Ladder (Promega®). A corrida de eletroforese
foi realizada em cuba horizontal a 70 V / 1 hora em TBE 1X (Tris-Borato-
EDTA). A visualizacdo foi realizada em um aparelho fotodocumentador
(Quantum ST4®). Os resultados foram expressos na forma de presenca e
auséncia de Salmonella spp. em 25 g de alface.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AVALIACAO DA MICROBIOTA NATURAL DA ALFACE CRESPA

A partir das analises realizadas, encontrou-se uma média das

contagens de mesdfilos aerébios nas amostras de 6,81 log UFC.g™ (Tabela 3).

Tabela 3. Médias e desvio padrdo da contagem (log UFC.g ) da microbiota
presente em alface crespa

Microbiota Média DP* (1)
Contagem Total de aerébios mesofilos 6,81 0,29
Fungos filamentosos e leveduras 4,06 0,60

*DP: Desvio padrao

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) ndo determina limites de
tolerancia para contagem total de mesofilos, fungos filamentosos e leveduras
para hortalicas in natura. Normalmente a contagem de aerébios mesofilos
mantem-se na faixa de 4 a 6 log UFC.g™*, mas pode atingir contagens elevadas
em torno de 9 log UFC.g™* (SANTOS; SILVA, 2010). Diversos fatores podem
contribuir para uma elevada contagem de mesofilos, tais como, ambiente de
cultivo, praticas adotadas durante a colheita e poés-colheita, forma de
transporte, além da forma de armazenamento nos locais de comercializacao.

Durante as coletas foi observado que a alface nos locais de venda néo
era armazenada sob refrigeracdo o que pode contribuir para o aumento da
microbiota presente. Dessa forma o produto poderd chegar a casa do
consumidor com uma quantidade elevada de micro-organismos, e 0S
procedimentos normalmente utilizados para sanitizacdo no ambiente doméstico
podem néo ser suficientes para promover uma reducédo da microbiota a valores

nao prejudiciais a saude, podendo colocar em risco a saude do consumidor.
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Entre os locais de coleta a variacdo na contagem de mesdéfilos aerébios
ndo foi maior que um ciclo logaritimo. O maior valor de contagem verificado foi
de 7,02 log UFC.g™ (local 5), e o menor foi de 6, 65 log UFC.g* (local 1)
(Tabela 4). Os fungos filamentosos e leveduras apresentaram contagens
menores do que as bactérias mesofilas aerobias. A média das contagens
variou de 3,73 a 4,43 log UFC.g™* (Tabela 4).

Tabela 4. Médias e desvio padrdo da contagem (log UFC.g ™) da microbiota
presente em alface crespa nos locais de coleta

Microbiota (média + DP)

Locais de coleta Con,ta_gem Totg! de Fungos filamentosos e

aerobios mesofilos leveduras
1 6, 65 + 0,27 4,17 £ 0,77
2 6,66 + 0,26 3,73+0,36
3 6, 75+ 0,29 3,76 £ 0,10
4 6,69 + 0,35 4,16 + 0,79
5 7,02 +£0,34 3,89 +0,19
6 6,83 +0,24 4,05+0,48
7 6,75+ 0,32 4,18 + 0,68
8 6,93 + 0,22 4,40 + 0,69
9 6,80 + 0,32 4,07 £ 0,26
10 6,85+ 0,28 4,43 + 0,06
11 6,87 +£0,17 3,93+041

*DP: Desvio padrao

Em alguns

locais de coleta, a alface ficava disponivel

comercializacdo durante dois dias, e nem sempre era armazenada sob
refrigeracdo. Segundo a maioria dos comerciantes a hortalica era transportada
até os pontos de venda por meio de caminhdes fechados, e a maioria néo
conhecia os locais onde a alface era produzida. Os comerciantes também
relataram nado receber orientacbes por parte da Vigilancia Sanitaria do
municipio, sobre a forma correta do armazenamento e comercializacdo das

hortalicas.
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De acordo com os resultados obtidos na ANOVA (Tabela 5), com
relagdo a contagem de mesofilos aerdbios, ndo existe diferenca significativa ao
nivel de 5 % de significancia, entre os locais de coleta avaliados (Figura 1).

Tabela 5. Andlise de Variancia (ANOVA), da contagem de mesofilos aerébios
em alface crespa

Fonte de Grau de Somade Quadrados

o _ o Teste F p
variagao liberdade Quadrados Meédios
Local 10 0,852 0,085 1,02 0,444348
Residuo 49 4,112 0,084
Total 59 4,964
"S: n&o significativo a 5 % de significancia (p>0,05);
7,4
7,3
7,2
7,1
7.0 S
3 69 ) ]
L q
?n 6.8 ) g
S b q
6,7 q
q [«
6,6
6,5
6,4
6,3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Locais de coleta

Figura 1 — Logaritmo do numero de unidades formadoras de colbnia por grama
de alface (UFC/g), referente a analise de mesofilos aerdbios, para os diferentes
locais de coletas. Barras verticais correspondem ao intervalo de confianca a 95
% de probabilidade para a média de cada local de coleta.
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A contagem de mesodfilos ndo esta diretamente relacionada com a
presenca de patdgenos e toxinas. Porém, uma alta contagem de mesofilos
pode ser um indicador de condi¢des insatisfatorias durante a producdo dos
alimentos, e também que o produto foi mantido em condi¢bes que poderiam
permitir a multiplicacdo de patdbgenos caso estes estivessem presentes
(MORTON, 2001; MACEDO, 2012). As caracteristicas visuais das hortalicas
sdo um importante critério no momento da compra e as contagens microbianas,
gue podem provocar altera¢des sensoriais, estdo em torno de 7 e 8 log UFC.g"
!, No entanto valores acima desses limites podem n&o resultar em alteracdes
visuais (RAGAERT; DEVLIEGHERE; DEBEVERE et al., 2007).

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com amostras
de alface, avaliadas durante a entrega em restaurantes de Vigosa-MG, com
variacdo na contagem de mesoéfilos entre 6,7 e 7,4 log UFC.g* (ANTUNES,
2009). Em uma analise da qualidade microbiolégica de alface de cultivo
convencional na cidade de Araraquara-SP, o resultada da contagem de
mesdfilos da maioria das amostras ficou entre 6 e 7 log UFC.g" (MAFFEI;
SILVEIRA; CATANOZI, 2013). Mesmo amostras de alface minimamente
processada, que passam por processo de sanitizagdo apresentam alta
contagem de mesoéfilos, aproximadamente 6 log UFC.g?, no final do
processamento (CRUZ; CENCI; MAIA, 2008; ABADIAS, et al., 2008).

Embora as leveduras e fungos filamentosos estejam mais associados
com a deterioracdo de alimentos, algumas espécies isoladas de hortalicas
frescas e minimamente processadas podem produzir micotoxinas colocando
em risco a saude do consumidor (TOURNAS, 2005; ABADIAS, 2008). Seow et
al. (2012) observaram uma variacdo na contagem de fungos e leveduras entre
3,2 e 52 log UFC.g* em amostras de alface coletadas no comércio de
Cingapura. A partir da analise de amostras de cultivo convencional na
Espanha, verificou-se uma contagem de média de fungos de leveduras de 4,21
log UFC.g™* (OLIVEIRA, et al., 2010).

Segundo os resultados obtidos na ANOVA (Tabela 6) ndo existe
diferenca significativa ao nivel de 5 % de significancia, com relacédo a contagem
de fungos filamentosos e leveduras, entre os locais de coleta avaliados (Figura

2).
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Tabela 6. Andlise de Variancia (ANOVA), da contagem de fungos filamentosos
e leveduras em alface crespa

Fontede Graude Somade Quadrados

o _ o Teste F p
variacdo liberdade Quadrados Médios
Local 10 2,3768 0,2377 0,617" 0,791804
Residuo 49 18,8718 0,3851
Total 59 21,2486
"S: ndo significativo a 5 % de significancia (p>0,05);
6,0
55t}
50t}
45|
{o q
e
-]
o 40} ]
S
3,5}
3,0}
2,5 A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Local de coleta

Figura 2 — Logaritmo do numero de unidades formadoras de colbnia por grama
de alface (UFC/g), referente a andlise de fungos filamentosos e leveduras, para
os diferentes locais de coletas. Barras verticais correspondem ao intervalo de
confianca a 95 % de probabilidade para a média de cada local de coleta.
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Foi constatada a presenca de coliformes totais em 100 % das
amostras, sendo que 12 % delas apresentaram uma concentragao de 2,4 x 102
NMP g*, 15 % de 1,1 x 103 NMP g™ e 73 % superior a 1,1 x 103 NMP/g (Tabela
7). Com relagdo aos coliformes termotolerantes 58 % das amostras
apresentaram valores < 3 NMP g™, 30 % valores entre 4 e 21 NMP g, e 12 %
valores entre 43 e 93 NMP g (Tabela 8).
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Tabela 7. Resultado das andlises de coliformes totais em amostras de alface crespa expressos em NMP. g *

RepeticOes
1 ) 3 4 5 6 . 8 Intervalo dos 1 .
resultados (NMP.g™)
Local de coleta
1 >1,1x10° >1,1x10° 1,1x10° >1,1x10° >1,1x10° >1,1x10° - - 1,1x10°->1,1x10° 6
2 1,1x10° 24x10° >11x10° >1,1x10° >1,1x10° 24x10° - 24x10°->1,1x10° 6
3 >1,1x10° 1,1x10° >1,1x10° - - - - 1,1x10° >1,1x10° 3
4 >1,1x10° 1,1x10° >1,1x10° >1,1x10° >1,1x10° 1,1x10° - 1,1x10°->1,1x10° 6
5 >1,1x10° >1,1x10° >11x10° >11x10° >11x10° >1,1x10° 24x10° >11x10° 24x10°->11x10° 8
6 >1,1x10° >11x10° 1,1x10° 1,1x10° >1,1x10° 2,4x10° 24x10°->1,1x10° 6
7 >1,1x10° >11x10° >11x10° >11x10° >1,1x10° >1,1x10° >1,1x 10° 6
8 >1,1x10° >11x10° >11x10° >11x10° >1,1x10° >1,1x10° >1,1x 10° 6
9 2,4 x 10° 1,1x 10° 24x10° >11x10° 24x10° >11x10° >11x10° 24x10°->1,1x10° 7
10 >1,1x10° >1,1x10° - - - - - - >1,1x 10° 2
11 >1,1x10° >1,1x10° >11x10° >1,1x10° - - - - >1,1x 10° 4
Total de
amostras 60
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Tabela 8. Resultado da andlise de coliformes termotolerantes em amostras de alface crespa expressos em NMP. g ™

RepeticOes
Intervalo dos
1 2 3 4 5 6 7 resultados n
(NMP.g™)
Local de coleta
1 <3 <3 <3 <3 <3 <3 - <3 6
2 <3 <3 <3 9 4 9 - <3 6
3 <3 <3 93 - - - - <3 3
4 <3 <3 4 93 <3 - <3 6
5 <3 <3 15 <3 <3 <3 <3 8
6 <3 <3 <3 <3 <3 <3 - <3 6
7 <3 <3 <3 9 43 - <3 6
8 21 4 75 <3 - <3 6
9 <3 15 1,1x 10° 21 <3 <3 7 <3 7
10 <3 <3 - - - - - <3 2
11 93 <3 75 21 - - - <3 4
Total de
amostras %0
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Hortalicas comercializadas em Recife, também tiveram a presenca de
coliformes totais detectada em 100 % das amostras (SILVA; ANDRADE;
STAMFORD, 2005). Durante a determinacdo de coliformes totais em amostras
de alface na cidade de Araraquara-SP, a média da contaminacao foi de 1,0 x
103 NMP g (BONILHA, 1992).

Santos et al. (2010) encontraram para amostras de alface de cultivo
convencional, comercializadas em Botucatu-SP, uma contaminagao de 1,1 X
103 NMP g' para coliformes termotolerantes. Por meio da andlise
microbiologica de amostras de alface de diferentes variedades e sistemas de
cultivo, comercializadas em hipermercados da cidade de Joao Pessoa,
verificou-se que em todas as amostras avaliadas foram encontrado coliformes
termotolerantes (NETO et al., 2012)

A relacéo direta entre coliformes e a contaminacao de origem fecal néo
€ correta, uma vez que, algumas bactérias presentes normalmente nos
vegetais, que ndo tem como habitat primario o intestino humano e de animais,
fazem parte desse grupo de micro-organismos (SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA,
2006).

No entanto, € importante fazer a caracterizacdo da microbiota presente
naturalmente nas hortalicas, como forma de estabelecer sua relacdo com os
patdogenos que podem estar presentes. Por meio dos resultados de um estudo
desenvolvido por Macedo et al. (2012), foi verificado que a microbiota natural
de alface crespa pode influenciar na adesdo de Salmonella Enteritidis nas
folnas da hortalica, sendo observado que a microbiota nativa pode ter

propriedades inibitorias contra a adesao de patégenos.

4.2. AVALIACAO DA PRESENCA DE Salmonella spp. EM ALFACE CRESPA

No presente estudo foram encontradas colbnias suspeitas de
Salmonella spp., em 98,33 % (n=59) das amostras avaliadas, quando utilizado
o plaqueamento diferencial por meio dos meios seletivos: Hektoen Entérico®,
(Figura 4), Agar Salmonella Diferencial Modificado® (Figura 5), e BPLS® (Figura
6). Foram consideradas como suspeitas as colénias com caracteristicas tipicas

em pelo menos um dos meios de cultura utilizados.
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Salmonella spp. esta entre os patégenos quem tém sido identificados
em hortalicas folhosas, principalmente na alface (SANTOS et al., 2010). Em
relacdo as hortalicas in natura, a legislacdo brasileira determina padrdes
microbiologicos apenas para Salmonella spp., determinando auséncia deste
micro-organismo em 25 g do produto (BRASIL, 2001). Nos ultimos anos tem
aumentado os relatos e estudos da contaminacdo de produtos de origem
vegetal por Salmonella spp., além disso, tem-se verificado um aumento nos
surtos alimentares associados a esses produtos.

A composicao dos alimentos, bem como, a microbiota acompanhante
pode influenciar o resultado do isolamento de Salmonella spp. realizado em
meios seletivos (BUSSE, 1995). Um bom meio de isolamento é aquele com
elevado grau de sensibilidade e especificidade. Dependendo da seletividade
dos meios utilizados no isolamento de Salmonella spp. outras bactérias como
os géneros Citrobacter, Proteus podem aparecer como colbnias presuntivas
deste micro-organismo, uma vez que, que sdo lactose negativas e sulfeto
positivas, assim como a Salmonella spp., 0 que pode levar a resultados falso
positivos quando sdo utilizados os meios comercialmente disponiveis.
(RAMBACH, 1990; RALL et al., 2005; CARRIQUE-MAS et al., 2009). Além
disso, col6nias atipicas que ndo apresentam caracteristicas de Samonella spp.
nos meios de cultivo comumente utilizados, podem ser descartadas quando
utilizada a metodologia convencional (BENNETT et al., 1998).

Pela técnica de PCR 21,66 % das amostras (n = 13) foram
consideradas como positivas para Salmonella spp. (Figura 7), podendo ser
consideradas como produtos em condi¢cdes sanitarias insatisfatorias de acordo
com os padrdes microbiologicos da legislacdo vigente. As amostras positivas
foram provenientes de oito dos onze pontos de coleta.

Durante a avaliacdo da contaminacdo de hortalicas na Turquia, Aytac e
colaboradores (2010) por meio da técnica de PCR detectaram a presenca de
Salmonella spp. em 14,0 % das amostras de alface. A presenca de Salmonella
spp. foi verificada em 20 % das amostras de alface orgéanica analisadas por
Arbos (2010). Durante a avaliacdo microbiologica de hortalicas comercializadas
em Ribeirdo Preto-SP, 9 % dos estabelecimentos avaliados apresentaram
hortalicas contaminadas por Salmonella spp. (TAKAYANAGUI, 2000). Abadias

et al. (2008) durante a investigacdo da qualidade microbiol6gica de hortalicas
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comercializadas na Espanha encontraram Salmonella spp. em 1,3% das
amostras.

Estudos demonstram uma boa especificicidade e sensibilidade dos
métodos moleculares ao serem comparados com 0os métodos convencionais e
para identificacdo de Salmonella spp. Em um estudo realizado, para avaliar a
eficiéncia do um método molecular (sistema BAX®) em relacdo & metodologia
oficial adotada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, para
identificacdo de Salmonella spp. em carne de frango, verificou-se que a
sensibilidade e especificidade do método molecular foram de 100 % e 92,3 %
respectivamente (FRAUSTO; ALVES; OLIVEIRA, 2013). Durante a avaliacao
de trés métodos para determinacdo de Salmonella em carcagas de frango
verificou-se que a PCR e o método de imunoanalise foram mais sensiveis,
rapidos e praticos em relacdo ao método convencional (RUCKERT, et al.,
2008).

As metodologias tradicionais para determinagdo de micro-organismos
em alimentos sdo consideradas como métodos oficiais por diversos 6rgaos. No
entanto, as metodologias convencionais podem ser demoradas e trabalhosas,
além de serem mais propensas a gerar resultados falso positivos. Isso pode
levar a uma carga de trabalho desnecessaria e aumentos no custo associado
aos testes. Dessa forma a técnica de PCR tem se mostrada promissora, pois
aléem de ser mais rapida, seus resultados ndo estdo relacionados com
caracteristicas bioquimicas nas quais se baseiam os métodos tradicionais, o
gue pode reduzir os resultados falso positivos.

As boas praticas agricolas devem ser adotas de forma a garantir a
producdo de hortalicas seguras do ponto de vista microbiol6gico, mas vale
ressaltar que somente elas ndo garantem a qualidade higiénico-sanitaria
durante todo o processo de distribuicdo, até a chegada a mesa do consumidor.
Mesmo com o avanco das tecnologias que pretendem garantir a producéo de
alimentos mais seguros, a educacdo do produtor e do manipulador de
alimentos é uma medida simples que pode auxiliar na reducdo das DTAs.

Foi verificada auséncia de trabalhos sobre a contaminacao de hortalicas
no estado do Espirito Santo para comparacdo dos resultados determinados no
presente estudo. Isso demonstra a necessidade da realizacdo de mais

trabalhos relacionados a este tema nesta regiao.
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Figura 7 — Produtos da amplificacdo obtidos da reacdo de PCR separados por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, corado com
brometo de etideo. Marcador 100pb DNA Ladder (1 e 19); produto da amplificacdo a partir do DNA de S. enterica sorovar
Typhimurium (ATCC 13076) e S. enterica sorovar Enteritidis (ATCC 14028) como controle positivo (16 e 17); produto da
amplificacdo da reacdo de PCR sem amostra de DNA (15); produto da amplificacdo a partir de DNA de E. coli (EPEC) O86: H35
como controle negativo (18); produto da amplificacdo a partir do DNA das coldnias isoladas das amostras de alface (2 a 14).
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5. CONCLUSOES

Todas as amostras avaliadas no presente estudo apresentaram
coliformes totais. No entanto, uma vez que, esse grupo de micro-organismos
faz parte da microbiota natural das hortalicas sua presenca nao
necessariamente indica contaminagéo fecal, mas pode indicar condi¢coes de
manejo inadequadas. Com relagdo aos coliformes termotolerantes a maioria
das amostras (58 %) apresentaram valores < 3 NMP.g™.

Pela técnica de PCR foi determinada a ocorréncia de Salmonella spp.
em 21,66 % das amostras de alface (n=13), 0 que ndo est4 em de acordo com
a legislacdo vigente, uma vez que esta determina auséncia desse micro-
organismo em 25g de produto. Essas amostras foram provenientes de oito dos
11 estabelecimentos avaliados. A contaminacdo de hortalicas por Salmonella
spp. pode ter diversas origens, tais como, o tipo de adubacéo utilizada, a
origem da agua de irrigacdo e até mesmo manipuladores que podem ser
portadores assintomaticos deste micro-organismo, além das praticas adotas
apos a colheita.

A presenca de Salmonella spp. em amostras de alface analisadas
neste trabalho pode representar riscos a saude do consumidor. Sao
necessarios mais estudos que possam verificar a possivel origem da
contaminacao da alface por Salmonella spp. Desse modo torna-se importante a
adocdo de medidas preventivas para reduzir a contaminacdo da alface in
natura e demais hortalicas ao longo de toda cadeia produtiva, como uma forma

de reduzir os riscos a saude associados ao consumo deste alimento.
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