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RESUMO 

 

SILVA, Nayara Benedito Martins da. Avaliação da microbiota de alface 
(Lactuca sativa) comercializada no município de Alegre-ES. 2013. 

Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) - Universidade 
Federal do Espírito Santo, Alegre – ES. Orientador: Prof. DSc. Wilmer Edgard 
Luera Peña. Co-orientador (es): Prof. DSc. Patrícia Campos Bernardes. Prof. 
DSc. Raquel Vieira de Carvalho.  
 
As hortaliças são uma fonte importante de vitaminas, minerais e fibras, que são 
essenciais para o bom funcionamento do organismo, por isso cada vez mais 
cresce o seu consumo. A alface é uma das hortaliças mais consumidas no Brasil, 
principalmente na sua forma crua, entretanto nos últimos anos tem sido associada 
a surtos alimentares. Várias metodologias podem ser utilizadas para 
determinação de micro-organismos em alimentos. No entanto, é crescente a 
necessidade da utilização de métodos que proporcionem resultados mais rápidos. 
Dessa forma a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) tem se 
mostrado uma ferramenta eficaz para tal finalidade. Este trabalho objetivou em 
avaliar a ocorrência de Salmonella spp. em alface (Lactuca sativa) do tipo crespa, 
comercializada no município de Alegre-ES. Para realização 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 
determinação dos seguintes grupos microbianos nas amostras avaliadas: 
mesófilos aeróbios, fungos filamentos e leveduras, coliformes totais e 
termotolerantes. A determinação da ocorrência de Salmonella spp. ocorreu por 
meio das seguintes etapas: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, 
plaqueamento seletivo-diferencial e para confirmação foi utilizada a técnica de 
PCR. Foram avaliados 11 estabelecimentos, incluindo a feira livre. As amostras 
analisadas apresentaram contagens médias de mesófilos aeróbios de 6,80 log 
UFC.g-1 e fungos filamentosos e leveduras de 4,07 log UFC.g-1. Foi constatado 
que 100 % das amostras apresentaram coliformes totais e, com relação à 
presença de coliformes termotolerantes, 58 % das amostras apresentaram 
valores < 3 NMP g-1, 30 % entre 4 e 21 NMP g-1, e 12 % entre 43 e 93 NMP g-1. 
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 importância da adoção de medidas 
preventivas para reduzir a contaminação da alface in natura e demais hortaliças 
ao longo de toda cadeia produtiva, como uma forma de reduzir os riscos à saúde 
associados ao consumo deste alimento.  

 

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

 

 



viii 
 

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 Espírito Santo, Alegre-ES. 
Advisor: Prof. Dr. Wilmer Edgard Luera Peña. Co-advisor(s): Prof. Dr. Patrícia 
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-1 and filaments fungi and yeast of 4.07 log CFU. g-1. 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-1, 30 % 

between 4 and 21 MNP g-1, 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. INTRODUÇÃO 
 

Os micro-organismos patogênicos e deterioradores ainda são um 

problema mundial no que diz respeito à segurança do alimento, mesmo com o 

desenvolvimento e a utilização de práticas de conservação de alimentos 

(JUNEJA; HUANG; YAN, 2011). Além disso, os patógenos de origem alimentar 

já bem conhecidos como Salmonella ssp. e Escherichia coli, parecem ter 

evoluído para explorar novos nichos como os alimentos frescos, e até mesmo 

gerar novos desafios para saúde pública, como a resistência antimicrobiana 

(NEWELL et al., 2010).  

As práticas alimentares saudáveis têm sido associadas à promoção da 

saúde. Nos últimos anos, inúmeros tem sido os relatos da associação do 

consumo de hortaliças e seu benefício à saúde. As hortaliças são importantes 

fontes de vitaminas, sais minerais e fibras, portanto seu consumo tem 

aumentado entre aqueles que buscam uma alimentação mais saudável. 

Todavia, a falta de capacitação dos produtores e dos manipuladores de 

alimentos, a escassez de recursos e de informações muitas vezes impede que 

as boas práticas de produção sejam realizadas, o que pode comprometer a 

qualidade higiênico-sanitária dos alimentos.  

Apesar dos benefícios para a saúde, as hortaliças têm sido associadas 

às Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs) e surtos alimentares. Diversos 

fatores têm influenciado o aumento dos surtos alimentares ocasionados por 

produtos frescos, por exemplo, aumento do consumo de produtos orgânicos, 

além de mudanças nas práticas agronômicas, de processo e de distribuição 

(ROEVER, 1998; NACMCF, 1999; PARISH, et al. 2003; NUORTI, et al. 2004;  

BERGER et al., 2010).  

O excesso de manipulação, desde a produção até a chegada a mesa 

do consumidor, pode aumentar as chances das hortaliças serem contaminadas 

com micro-organismos deterioradores e/ou patogênicos.  Dessa forma, tornam-

se importante a avaliação e o monitoramento da qualidade das hortaliças, 

principalmente as que são consumidas na forma crua. 

A alface (Lactuca sativa) está entre as hortaliças mais comercializadas 

no país. O consumo se dá na forma de saladas cruas, mas também pode ser 
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utilizada em outras preparações como sanduíches, além da decoração de 

pratos.  

Diversos métodos podem ser utilizados para determinação dos micro-

organismos em alimentos. No entanto, tem se preconizado o desenvolvimento 

de metodologias que proporcionem resultados rápidos. Nesse contexto as 

técnicas de biologia molecular como a reação em cadeia da polimerase (PCR) 

têm ganhado destaque. 

Assim os objetivos deste trabalho foram: 

a) Avaliar as condições microbiológicas da alface comercializada no 

município de Alegre – ES, pela determinação dos grupos microbianos 

presentes. 

b) Avaliar a incidência de Salmonella spp. em alface comercializada no 

município de Alegre – ES pelo método de reação em cadeia da 

polimerase (PCR). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

  

2.1.  HORTALIÇAS 

 

De acordo com Filgueira (2008), o termo hortaliça é referente ao grupo 

de plantas que apresentam, em sua maioria: consistência tenra, não-lenhosa; 

ciclo biológico curto; tratos culturais intensivos; cultivos em áreas menores, em 

relação às grandes culturas; e sua utilização na alimentação humana não exige 

preparo industrial. As hortaliças são popularmente conhecidas como verduras e 

legumes.  

 

2.1.1. Consumo de hortaliças frescas e benefícios à saúde 

  
De acordo com a World Health Organization (WHO) (2002) o consumo 

diário de verduras e frutas pode ajudar na prevenção de alguns tipos de câncer 

e doenças cardiovasculares. Existem vários mecanismos pelos quais estes 

efeitos protetores podem ser mediados, envolvendo substâncias antioxidantes 

e outros nutrientes que podem ser encontrados nas hortaliças, tais como os 

flavonóides, carotenóides, vitamina C e ácido fólico. Estas e outras substâncias 

bloqueiam ou suprimem a ação de substâncias cancerígenas e, como 

antioxidantes, podem evitar danos oxidativos no DNA.  

A ingestão de hortaliças e frutas contribui para o consumo de uma 

alimentação saudável e variada. A recomendação é de que sejam ingeridos 

diariamente 400 g de frutas e vegetais por dia, excluindo batatas e outros 

tubérculos amiláceos (WHO/FAO, 2003). Além disso, o baixo consumo de 

verduras e frutas é considerado como um dos principais fatores de risco para a 

morbidade e mortalidade no mundo (WHO, 2002; WHO, 2006). 

Segundo a Pesquisa de Orçamentos Familiares 2008-2009 (POF 2008-

2009), nesse período 3,3 % do orçamento de cada domicílio brasileiro foram 

gastos na compra de legumes e verduras. E a média de aquisição 

domiciliar per capita anual de hortaliças no país, em 2008-2009, foi de 27,1 Kg, 

no Espírito Santo a média foi de 24,3 Kg (IBGE, 2010a; IBGE, 2010b). 
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Algumas pesquisas na área da saúde têm apontado o benefício do 

consumo de hortaliças 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 doenças cardiovasculares, devido ao 

seu alto teor de fibra, e possivelmente por outros micronutrientes, até estudos 

que utilizam a hortaliça como fonte de fibras para ser empregada em nutrição 

enteral ou suplemento nutricional oral (NICOLLE, et al., 2004; ARAÚJO; 

MENEZES, 2007). Além disso, pesquisadores brasileiros têm trabalhado no 

desenvolvimento de plantas de alfaces com maior teor de ácido fólico, 

substância essa que pode ter sua baixa ingestão associada a doenças do 

sistema nervoso como depressão e anencefalia (BEZERRA, 2012).  

Uma alimentação saudável envolve alguns atributos básicos como 

variedade, acessibilidade física e financeira, além de segurança sanitária. 

(BRASIL, 2006). A garantia da segurança e qualidade dos alimentos do ponto 

de vista sanitário faz parte da Política Nacional de Alimentação e Nutrição 

(PNAN) (BRASIL, 2012). Dessa forma os governos devem incentivar a 

promoção de uma alimentação saudável, mas que seja de qualidade para que 

a mesma não seja fonte de riscos para a saúde da população. 

 

2.1.2. Alface (Lactuca sativa) 

 

A alface é uma planta herbácea, delicada, com caule diminuto, ao qual 

se prendem as folhas que podem ter coloração em vários tons de verde, ou 

roxa, conforme a cultivar (FILGUEIROA, 2008). É uma hortaliça de folhas 

comestíveis que podem ser lisas ou crespas. A maior produção ocorre no 

período 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 comercialização (MORETTI; MATOS, 2005; EMBRAPA, 2010). 

Existem controvérsias sobre o local de origem da alface. Alguns 

autores sugerem que sua origem se deu na região do mediterrâneo, mas 

existem aqueles que relatam locais como Egito, sudoeste da Ásia e Oriente 

Médio (VRIES, 1997; RYDER, 2002). A alface foi possivelmente introduzida na 

América em 1494, com as expedições de Cristóvão Colombo para o Novo 
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Mundo (RYDER, 2002). Já no Brasil, sua introdução foi feita em 1650, pelos 

portugueses (SALA; COSTA, 2012). 

Segundo Sala e Costa (2012) a substituição do cultivo da alface 

crespa, com relação a tradicional alface lisa, foi uma das grandes mudanças na 

alfacicultura brasileira nas últimas 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 produção na região sudeste. Durante o verão essa 

região é caracterizada por temperaturas elevadas associadas à alta 

pluviosidade, o que favorecia a deterioração por fungos e bactérias devido a 

elevada umidade relativa, levando a perdas de até 60 % da produção. A partir 

da década de 1990 ocorreu uma mudança de produção para o tipo crespa. A 

alface tipo crespa mostrou-se mais adequada ao cultivo no verão, além de se 

adequar melhor a forma de comercialização que é realizada em caixas de 

madeira. 

 Os diferentes tipos de alface possuem em média a cada 100 g: 96 % 

de água; 1,1 g de proteínas; 2,1 g de carboidratos; 11,1 g de fibras; e minerais 

como cálcio, fósforo e potássio, vitaminas A, C e outras, além de baixo valor 

calórico 37,3 kcal (NEPA, 2011). O baixo preço, aliada as propriedades 

nutricionais são características que fazem com que a hortaliça seja uma das 

mais consumidas em todo o Brasil.  

Segundo o Censo Agropecuário, referente ao ano de 2006, o Brasil 

produziu 525.602 toneladas de alface (IBGE, 2009). E de acordo com a 

Pesquisa de Orçamento Familiar (POF 2008-2009), a aquisição domiciliar per 

capita anual de alface foi de 0,9 kg (IBGE, 2010b).  

2.1.3. A microbiota das hortaliças 

 

Os produtos frescos, como as hortaliças, possuem uma microbiota 

natural bem diversificada, que normalmente está relacionada ao ambiente de 

cultivo.  

As bactérias e os fungos conseguem se desenvolver na superfície das 

hortaliças, no entanto, as bactérias se multiplicam mais rapidamente. O tipo de 

micro-organismo que poderá se desenvolver e o aumento da população 

microbiana, vão depender das diversas etapas após o processo de colheita. A 
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população de micro-organismos pode chegar a uma contagem entre 6 e 7 log 

de Unidades Formadoras de Colônias por grama (UFC.g-1), sem que o produto 

apresente sinais de deterioração (BRACKETT; SPLITTSTOESSER, 2001). 

As bactérias dos gêneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella fazem 

parte do grupo de coliformes totais, porém estão presentes naturalmente nas 

hortaliças o que não necessariamente indicará contaminação fecal recente 

(FRANCO; LADGRAF, 2005). 

 A determinação de mesófilos aeróbios, fungos filamentos e leveduras, 

coliformes e Salmonella spp., estão dentre as análises microbiológicas 

recomendadas pela American Public Health Association (APHA) para as 

hortaliças. Em relação às hortaliças in natura, inteiras, selecionadas ou não, a 

legislação brasileira, por meio da RDC nº 12 de 02 de janeiro de 2001, da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), determina padrões 

microbiológicos apenas para Salmonella spp., determinando ausência deste 

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

 

2.1.3.1. Patógenos em hortaliças 

 

Os benefícios à saúde, associados à ingestão de hortaliças, têm 

contribuído para o aumento do seu consumo, o que tem levado à preocupação 

com a qualidade desses produtos. Essa qualidade está relacionada com as 

características nutricionais, sensoriais e microbiológicas (SÃO JOSÉ; 

VANETTI, 2012).  

A morfologia, a composição e o metabolismo das hortaliças podem 

proporcionar condições favoráveis para que diferentes tipos de micro-

organismos possam se desenvolver. Os fatores extrínsecos e intrínsecos são 

determinantes para o tipo de micro-organismo e, consequentemente, o tipo de 

deterioração que ocorre em hortaliças (PARISH, et al, 2003; SCF, 2002). Os 

riscos biológicos associados com hortaliças folhosas como a alface são 

atribuídos a fatores como curto ciclo de produção, colheita manual, grande área 

superficial da folha e seu consumo na forma in natura (OMAF, 2001). 

As hortaliças podem ser fonte de diversos patógenos como bactérias, 

fungos, vírus e protozoários. No entanto, as bactérias são o alvo de maior 
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interesse e diferentes espécies são 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 últimos dez anos, no Brasil, o agente etiológico mais identificado 

em surtos alimentares foi a Salmonella spp. (BRASIL, 2013). Com relação às 

infecções causadas por patógenos que são veiculados por alimentos, infeções 

causadas por Salmonella spp. ainda são as mais frequentes nos Estados 

Unidos, não ocorrendo reduções significativas em mais de uma década (CDC, 

2011).  

 A prevalência de bactérias em hortaliças está relacionada com a 

probabilidade de contaminação e a concentração de patógenos, que por sua 

vez, estão fortemente associadas com as condições ambientais, sobretudo as 

alterações climáticas.  As condições meteorológicas influenciam o transporte e 

disseminação de patógenos. As fontes mais prováveis de contaminação das 

hortaliças no campo são o solo, o adubo, a água de irrigação, o esgoto e os 

animais silvestres (FRANZ, et al., 2008; LIU; HOFSTRA; FRANZ,  2013). 

Alguns pontos, tais como, condições do ambiente de produção, 

insumos utilizados (adubo, sementes, água), equipamentos associados ao 

cultivo e a colheita, manuseio pós-colheita, transporte e outros, devem ser 

controlados de forma a garantir a produção de hortaliças de qualidade 

(MORETTI, 2003).  

No Brasil dados do Ministério da Saúde, de 1999 a 2004, mostram a 

ocorrência de 3.410.048 internações por DTAs (BRASIL, 2005). O Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC) estima que, por ano, cerca de 48 

milhões de pessoas ficam doentes, e 3.000 pessoas morrem nos Estados 

Unidos devido as DVAs (CDC, 2013a). Estima-se que, anualmente, 41 % das 

hospitalizações, associadas a surtos alimentares nos Estados Unidos, são 

relacionadas a produtos de origem vegetal, sendo que destes, 14 % são devido 

a hortaliças folhosas (PAINTER et al., 2013). De acordo com a Public Health 

Agency of Canada (PHAC, 2013) anualmente quatros milhões de canadenses, 

ficam doentes devido as DVAs. Mas é importante ressaltar que comparações 

entre as estimativas de diferentes países são difíceis de fazer, devido às 
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diferenças inerentes com relação a abordagens metodológicas e fontes de 

dados (THOMAS et al., 2013). 

 Além de causar prejuízos à saúde as DTAs promovem altos custos 

para os governos. Do período de 1999 a 2004 os custos com casos de 

internação por DTAs, no Brasil, chegaram a 280 milhões de reais (BRASIL, 

2005). No entanto, esse valor pode estar subestimado, uma vez que, deve-se 

considerar que em muitas regiões os casos e surtos de DTAs não são 

notificados. Essa notificação depende da comunicação da população, da 

capacidade de identificação dos profissionais de saúde, e da implementação de 

um sistema de vigilância epidemiológica das DTAs (BRASIL, 2011).  

Os dados e estatísticas referentes à epidemiologia das doenças 

transmitidas por alimentos no Brasil ainda são escassos em alguns estados e/ 

ou municípios (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006). É importante ressaltar 

que a subnotificação dos surtos de origem alimentar pelos serviços de 

vigilância epidemiológica é uma realidade mundial, países desenvolvidos como 

Canadá, também chamam a atenção para esse processo de subnotificação 

(SHINOHARA, 2008; NEWELL, et al. 2010; PHAC, 2013) 

No Brasil entre o período de 2000 a abril de 2013, 110 surtos 

alimentares foram relacionados com o consumo de hortaliças. Dos nove surtos 

de DVAs ocorridos entre janeiro a abril de 2013, em um deles o alimento 

envolvido foi uma hortaliça (BRASIL, 2013).  

O consumo da alface tem sido, nos últimos anos, relacionado com 

alguns surtos alimentares que envolvem diversos patógenos, entre eles, 

Salmonella spp. (ACKERS, et al., 1998; HEATON; JONES, 2007). Alguns 

estudos desenvolvidos com alface no Brasil detectaram a presença deste 

patógeno (TAKAYANAGUI, et al., 2006; ARBOS, et al., 2010; SANT’ANA, et 

al., 2011). 

 

2.1.3.2. Salmonella spp. 

 

Os micro-organismos do gênero Salmonella pertencem à família 

Enterobacteriaceae, são bastonetes Gram-negativos, não esporulados, 

anaeróbios facultativos e oxidase negativos. O pH ótimo de crescimento é 
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próximo a neutralidade, a temperatura de crescimento varia entre 5 e 45ºC e a 

atividade de água mínima para o crescimento é de 0,94 (JAY, 2005; SILVA et 

al., 2007).  

A nomenclatura do gênero Salmonella é complexa, muitas vezes 

combina vários sistemas dividindo o gênero em espécies, subespécies, 

subgêneros, grupos, subgrupos e sorovares, o que pode gerar confusão. Os 

sorovares existentes são 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 (França), centro de pesquisa e referência em 

Salmonella, até 2007 já haviam sido identificados 2.579 sorovares 

(GRIMONT;WEILL, 2007). 

Dependendo do sorotipo as espécies do gênero Salmonella podem 

causar dois tipos de infecções: (1) as febres tifóide e paratifóide provocadas 

por S. sorovar Typhi e S. Paratyphi A, B e C, e (2) as gastroenterites causados 

pelos demais sorotipos. Os sorotipos da febre tifóide e paratifóide são 

encontrados apenas em humanos, com efeito, mesmo após o tratamento com 

alguns indivíduos podem se tornar portadores assintomáticos (FDA, 2012). A 

gravidade e duração dos sintomas dependem de fatores como sorotipo, dose 

ingerida e características do hospedeiro.  

Os principais sintomas da salmonelose são diarreia, febre, cólicas 

abdominais, em casos mais graves os indivíduos podem desenvolver artrite 

crônica ou um quadro de septicemia. Na maioria dos casos, as pessoas não 

precisam de tratamento para se recuperar, mas nos Estados Unidos, 

anualmente, cerca de 400 pessoas morrem devido à salmonelose aguda (CDC, 

2012). Normalmente, ocorre a colonização do intestino pela adesão das 

bactérias as células epiteliais. As células bacterianas invadem a mucosa 

intestinal e se multiplicam no tecido linfóide associado ao intestino (GALT). 

Salmonella spp. abriga grandes aglomerados de genes de virulência, 

denominados ilhas de patogenicidade, estas ilhas contêm genes necessários 
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para os diferentes papéis na patogênese gastrointestinal e sistêmica (FORTES, 

et al., 2012). 

Os reservatórios naturais deste micro-organismo são os animais, no 

entanto alimentos com baixo teor de umidade como especiarias e chocolate, 

além de hortaliças, como a alface, podem transmitir este patógeno e serem 

associados com surtos de salmoneloses, (HARRIS, et al. 2003; HEATON; 

JONES, 2007; WHO, 2007; MACEDO, 2012).  

De acordo com o relatório sobre surtos de origem alimentar que 

ocorreram na última 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 período (DeWAAL; GLASSMAN, 2013). 

Entre os sorotipos de Salmonella spp. isolados dos casos de infecções, nos 

Estados Unidos em 2012, o sorotipo Enteritidis foi o mais frequente (GOULD, et 

al.  2013). 

 

2.2. MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO DE Salmonella spp. EM ALIMENTOS 

 

O método tradicional de detecção de Salmonella spp. em alimentos 

tem a finalidade de determinar o micro-organismo mesmo em condições 

desfavoráveis. As etapas recomendadas pelos mais diversos órgãos 

reguladores, são basicamente quatro (ANDREWS et al., 2001; BRASIL, 2003; 

SILVA et al., 2007): 

Pré-enriquecimento: é realizado em caldo não 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 são 

Caldo Lactosado e Água Peptonada Tamponada. 

 Enriquecimento seletivo: tem por objetivo inibir a multiplicação da 

microbiota competidora e promover multiplicação das células de Salmonella 

spp. É recomendada a utilização de dois meios diferentes, devido à variação 

que cada cepa de Salmonella spp. pode apresentar aos agentes seletivos. 

Caldo Tetrationato, Caldo Selenito Cistina, Caldo Rappaport-Vassiliadis 

Modificado ou Rappaport-Vasiliadis Soja são os meios recomendados para 
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essa etapa. No Caldo Tetrationato os coliformes e outras enterobactérias que 

não reduzem o tetrationato são suprimidas, o verde brilhante e o desoxicolato 

de sódio inibem as bactérias gram positivas. No Caldo Selenito Cistina a L-

cistina melhora a recuperação da Salmonella spp. e o selenito de sódio inibe os 

coliformes e enterococos. No caldo Rappaport-Vasiliadis a seletividade é 

devido a presença de verde de malaquita, a alta pressão osmótica (alta 

concentração de cloreto de magnésio) e pH relativamente ácido que atuam 

sobre a microbiota acompanhante, já a digestão papáica da farinha de soja 

estimula o crescimento de Salmonella spp. 

 Plaqueamento seletivo diferencial: objetiva promover a multiplicação 

das colônias de Salmonella spp. em meios diferenciais que possam diferenciá-

las da microbiota acompanhante. É recomendada a utilização de dois ou mais 

meios. Alguns dos meios que podem ser utilizados nessa etapa incluem: Ágar 

Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose, Ágar Hektoen Entérico, 

Ágar Salmonella Diferencial, Ágar Verde Brilhante, Ágar Bismuto Sulfito, Ágar 

Rambach, Ágar Xilose Lisina Desoxicolato, Ágar Salmonella Shigella. Os meios 

mais utilizados são os que diferenciam a Salmonella por meio da não 

fermentação da lactose e da produção de H2S, no entanto, como existem 

colônias que podem apresentar características atípicas, recomenda-se que o 

segundo ou terceiro meio não seja baseado nessas duas características.  

Confirmação por meio de testes bioquímicos e sorológicos: A 

confirmação bioquímica é baseada na evidenciação do perfil característico das 

cepas de Salmonella spp. Nessa etapa os meios comumente utilizados em 

laboratório podem ser substituídos por kits bioquímicos comerciais. Podem ser 

utilizados diversos testes como: Teste de crescimento em Ágar Tríplice Açúcar 

Ferro (TSI), Teste de descarboxilação da lisina (LIA), Teste de urease, Teste 

de citrato, Teste de Indol e Teste de crescimento em KCN (caldo cianeto de 

potássio) (Tabela 1).   
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Tabela 1. Características bioquímicas típicas de Salmonella 

Teste 

bioquímico 
Reação positiva 

TSI 

Rampa alcalina (vermelha), fundo ácido (amarelo), com produção 

de gás (bolhas ou rachaduras no meio de cultura), com ou sem 

produção de H2S (escurecimento ou não do meio) 

LIA          Base e ápice cor púrpura, presença ou ausência de H2S. 

Teste de urease Alteração da cor do meio de pêssego para cor de rosa 

Teste de citrato Alteração da cor do meio de verde para azul 

Teste de indol Anel vermelho–violeta na superfície do meio 

KCN  Turvação do meio, indicando crescimento positivo 

Fonte: Silva, et al. 2007. 

 

Como algumas espécies podem produzir reações bioquímicas atípicas 

se faz necessária à utilização da sorologia. O gênero Salmonella é 

sorologicamente caracterizado por componentes antígenos específicos. Esses 

antígenos são classificados em somáticos (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 recuperação de células 

lesadas ou problemas na identificação de colônias atípicas (LÖFSTRÖM, 

2010).  

Devido à gravidade da Salmonella, como um agente patogênico 

transmitido por alimentos, muito esforço tem sido dedicado ao desenvolvimento 

e melhoria dos métodos de detecção. Além disso, o aumento dos surtos de 

origem alimentar tem destacado a importância do desenvolvimento de métodos 

rápidos e específicos na detecção dos micro-organismos patogênicos de 

origem alimentar (ELIZÁQUIVEL, 2012). 

 Diversos métodos baseados na detecção de macromoléculas 

intracelulares tais como proteínas, DNA e RNA têm sido desenvolvidos, e para 

ganhar aceitação, os métodos devem apresentar resultados semelhantes 

àqueles 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 detecção, custos, rapidez, facilidade de manuseio e aceitação 
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internacional. Os métodos moleculares utilizados para detecção de Salmonella 

spp. podem ser divididos em duas categorias principais: (1) técnicas 

imunológicas, como por exemplo, os ensaios de ELISA e (2) ensaios baseados 

em ácidos nucléicos, como por exemplo, reação em cadeia da polimerase 

(PCR) e microarranjos (LÖFSTRÖM, 2010) 

Neste sentido, as técnicas baseadas na reação em cadeia da 

polimerase (em inglês, Polymerase Chain Reaction – PCR), têm demonstrado 

ser uma ferramenta valiosa para detectar bactérias em diferentes matrizes 

alimentares. Os resultados podem ser obtidos em cerca de um dia, 

dependendo do patógeno, tempo bem menor do que o exigido pelos métodos 

tradicionais que podem demorar vários dias. Isto é particularmente importante 

para as hortaliças que são produtos altamente perecíveis (MALORNY et al., 

2003). A técnica é rápida, tem bom limite de detecção e seletividade (AABO et 

al., 1993). Outra vantagem da técnica é a capacidade de detecção de células 

mortas ou viáveis mais não cultiváveis, e a possibilidade de eliminar etapas de 

plaqueamento seletivo, identificação bioquímica e sorológica 

(CANDRIAN,1995; POSTOLLEC, 2011). 

A técnica de PCR é baseada em uma amplificação enzimática de 

sequências alvo de ácidos nucléicos utilizando um par de oligonucleotídeos 

específicos e uma DNA polimerase termoestável. Os produtos replicados 

normalmente são detectados por meio de eletroforese em um gel de agarose 

(LANTZ; HÄGERDAL; RADSTROM, 1994). Inicialmente na técnica de PCR, 

para catalisar a reação de extensão do DNA, foi utilizada uma DNA polimerase 

extraída de E. coli. Porém essa enzima era desnaturada ao final do processo 

devido as altas temperaturas utilizadas, necessitando assim a adição de uma 

enzima fresca a cada ciclo. Atualmente, a DNA polimerase utilizada foi isolada 

de uma bactéria termófila Thermus aquaticus, e esta enzima suporta as altas 

temperaturas exigidas para a desnaturação da cadeia dupla de DNA (HARRIS; 

GRIFFITHS, 1992). 

Várias abordagens de diagnóstico molecular para a detecção e análise 

de patógenos em alimentos têm sido desenvolvidas (PERELLE et al., 2004; 

O'GRADY et al., 2009; KIM; CHO, 2010). Nesse contexto, diversos estudos 
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estão utilizando a técnica de PCR para identificação de Salmonella spp. isolada 

de alimentos. 

Alcocer et al. (2006) utilizaram PCR para caracterizar molecularmente os 

sorotipos de Salmonella spp. isolados de carcaças de frango. Durante um 

estudo que objetivou monitorar a contaminação de hortaliças por Salmonella 

PCR foi utilizada para confirmar isolados típicos do patógeno (AYTAC, et al., 

2010). A técnica de também já foi utilizada para detecção de Salmonella spp. 

em água de lavagem de carcaças de frango (RISSATO et al., 201). Osman et 

al. (2011) utilizaram a  técnica de PCR para identificação dos genes que 

determinam a sobrevivência  de S. Enteritidis and S. Typhimurium em ovos de 

galinha. A caracterização de Salmonella encontrada em amostras de vários 

tipos de alimentos, em um estudo na Nigéria, foi realizada por PCR (SMITH et 

al., 2012) 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

As análises microbiológicas foram realizadas no Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos do Centro de Ciências Agrárias da Universidade 

Federal do Espírito Santo (CCA - UFES). A análise de PCR foi realizada no 

Laboratório de Análises Microbiológicas de Patógenos de Origem Animal e 

Hídrica (LAMPOH) do Departamento de Tecnologia da Universidade Federal 

de Viçosa (DTA – UFV). 

 

 

3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS 

DADOS 

 

Inicialmente foi realizado um levantamento dos estabelecimentos que 

comercializam alface e eram cadastrados na Vigilância Sanitária do município. 

Após esse levantamento inicial, foi realizada uma visita aos estabelecimentos 

para saber quais deles comercializava alface crespa. Para avaliação das 

condições higiênico-sanitárias as amostras foram obtidas em 11 pontos de 

coleta, sendo: dez estabelecimentos comerciais e um produtor que 

comercializava a hortaliça na feira livre da cidade.  

Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). As 

amostras foram coletadas sempre no período da manhã, entre os meses de 

novembro de 2012 e março de 2013. Foram analisadas 60 amostras de alface, 

do tipo crespa e de cultivo convencional (Tabela 2). Como unidade amostral 

utilizou-se três unidades de alface. Os resultados obtidos foram comparados 

com os padrões microbiológicos definidos na RDC nº 12 de 02 de janeiro de 

2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2001). 

 

Tabela 2. Número de coletas realizadas por estabelecimento 

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

Números de 
Amostras 

6 6 3 6 8 6 6 6 7 2 4 
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A análise de variância (ANOVA) ao nível de 5 % de probabilidade foi 

realizada para interpretação das análises microbiológicas obtidas no 

experimento, com exceção dos resultados para coliformes. O programa 

Sistema para Análises Estatísticas - SAEG (2007) foi utilizado para realizar as 

análises estatísticas.  

 

3.2. ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS DAS AMOSTRAS DE ALFACE  

 

As amostras de alface foram coletadas assepticamente e de forma 

aleatória. Em seguida foram acondicionadas em sacolas plásticas individuais 

esterilizadas e transportadas em caixas de isopor com gelo até o Laboratório 

de Microbiologia de Alimentos do CCA-UFES para a realização das análises 

microbiológicas. Foram utilizadas para as análises apenas as folhas íntegras. 

As folhas de alface foram lavadas em água destilada esterilizada para remoção 

das sujidades. 

 As análises microbiológicas 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 água peptonada 0,1 %. Do homogenato foram 

preparadas as diluições decimais subsequentes.   

 
3.2.1. Contagem de mesófilos aeróbios  

 

Para enumeração de mesófilos aeróbios utilizou-se o método de 

plaqueamento em profundidade em meio de cultivo Ágar Padrão para 

Contagem (PCA) (Himedia®). Foi transferido 1 mL em triplicata, das respectivas 

diluições para placas de Petri esterilizadas e adicionados cerca de 15 mL de 

PCA (Himedia®). As placas foram incubadas a 35 ± 1 ºC / 48 ± 2h. Os 

resultados foram expressos em UFC.g -1. 

 
 

 

 



17 

 

3.2.2. Contagem de fungos filamentosos e leveduras  

 
Para enumeração de fungos filamentosos e leveduras, foi utilizado o 

plaqueamento em superfície. As placas incubadas foram incubadas a 22 – 25 

ºC / 5 dias. Foi inoculado 0,1 mL, das respectivas diluições sobre a superfície 

do meio Ágar Batata Dextrose (BDA) (Himedia®) acidificado com ácido tartárico 

(pH entre 3,5 e 3,7) em triplicata. Com auxílio de uma alça de drigalski, o 

inóculo foi espalhado por toda a superfície do meio, até sua completa 

absorção.  Os resultados foram expressos em UFC.g-1.   

 
3.2.3. Determinação de coliformes totais e termotolerantes  

 
 Coliformes totais e termotolerantes foram enumerados com o auxílio 

da técnica do Número Mais Provável (NMP). No teste presuntivo, alíquotas de 

1 mL das três diluições da amostra foram inoculadas em uma série de três 

tubos Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (Himedia®)   por diluição. Os tubos 

foram incubados a 35 ± 0,5 ºC / 24 – 48 ± 2h. Os tubos com produção de gás 

foram considerados suspeitos. Uma alçada de cada tubo suspeito foi 

transferida para tubos com Caldo Verde Brilhante Bile 2 % (VB) (Himedia®) que 

foram incubados a 35 ± 0,5 ºC / 48h ± 2h para confirmação da presença de 

coliformes totais. Para confirmação de coliformes termoteralantes uma alçada 

de cada tubo suspeito foi transferida para tubos com Caldo EC (Himedia®) e, 

posteriormente, incubados a 45, 5 ºC / 24h. Os resultados foram expressos em 

NMP por grama (NMP.g -1). 

 
3.2.4. Avaliação da presença de Salmonella spp.  

 
A determinação da presença do gênero 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 ºC/ 24 ± 2h.  

Enriquecimento seletivo: alíquotas 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 ºC / 24 ± 2h. 

Plaqueamento seletivo-diferencial: a partir dos caldos de 

enriquecimento seletivo, foi realizado o isolamento das colônias suspeitas por 

meio de estrias na superfície dos meios ágar Entérico Hectoen (HE) 

(Himedia®), Ágar Salmonella Diferencial Modificado (Himedia®) e ágar Verde 

Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BPLS) (Himedia®). As placas 

com o meio seletivo foram incubadas a 35 ºC / 24 ± 2h. As colônias com 

características de Salmonella spp. que cresceram em cada meio seletivo foram 

cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia®)  a 35 ºC / 24h e 

mantidas à – 80 ºC, em caldo BHI contendo 20  % de glicerol até o momento 

da análise de PCR.  

 Análise da reação em cadeia em polimerase (PCR): Antes da 

extração os isolados foram preparados por meio da inoculação de 100 µl da 

cultura congelada em tubos contendo 5 mL de caldo BHI, incubados a 37 ºC / 

24h, e posteriormente estriados em PCA. 

Extração do DNA: Foram ressuspendidas de 3 a 5 colônias em 500 µL 

de água ultra-pura esterilizada. A suspensão foi fervida a 100 ºC por 10 

minutos e centrifugada por 2 minutos a 13.000 g. O sobrenadante (150 µL) foi 

recolhido e transferido para um novo microtubo.  

Condições da PCR: Para a reação em cadeia da polimerase foram 

preparadas soluções de 25 µL contendo: 2,5 µL de tampão 10x (Sigma®); 0,5 

µL de dNTP (concentração de  2,5 mM de cada dNTP), 1 µL de cada 

oligonucleotídeo; 0,2 µL de Taq polimerase (5U / µL) (Sigma®); 3 µL do DNA e 

o volume foi completado com água ultra-pura esterilizada. O par de 

oligonucleotídeos utilizados foi ST11 (AGCCAACCATTGCTA AATTGGCGCA) 

e ST15 (GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTG), com capacidade de amplificar 

um fragmento de 429 pb específico para o gênero 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) 

O86: H35. 

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

para uma desnaturação inicial a 95 ºC por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de 
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desnaturação a 95 ºC por 50 segundos, anelamento a 50 ºC por 1 min e 

extensão a 72 ºC por 1 minuto, com uma extensão final a 72 ºC por 10 min.  

Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em gel 

de agarose (Sigma®) 1,2 % corado com brometo de etídio na concentração 

final de 0,5 µg / 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 visualização foi realizada em um aparelho fotodocumentador 

(Quantum ST4®). Os resultados foram expressos na forma de presença e 

ausência de Salmonella spp. em 25 g de alface. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

4.1. AVALIAÇÃO DA MICROBIOTA NATURAL DA ALFACE CRESPA 

 

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

contagens de mesófilos aeróbios nas amostras de 6,81 log UFC.g-1 (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Médias e desvio padrão da contagem (log UFC.g 
-1

 ) da microbiota 
presente em alface crespa 

Microbiota Média DP* (±) 

Contagem Total de aeróbios mesófilos 6,81 0,29 

Fungos filamentosos e leveduras 4,06 0,60 

*DP: Desvio padrão 

 

A legislação brasileira (BRASIL, 2001) não determina limites de 

tolerância para contagem total de mesófilos, fungos filamentosos e leveduras 

para hortaliças in natura.  Normalmente a contagem de aeróbios mesófilos 

mantem-se na faixa de 4 a 6 log UFC.g-1, mas pode atingir contagens elevadas 

em torno de 9 log UFC.g-1 (SANTOS; SILVA, 2010). Diversos fatores podem 

contribuir para uma elevada contagem de mesófilos, tais como, ambiente de 

cultivo, práticas adotadas durante a colheita e pós-colheita, forma de 

transporte, além da forma de armazenamento nos locais de comercialização.  

Durante as coletas foi observado que a alface nos locais de venda não 

era armazenada sob refrigeração o que pode contribuir para o aumento da 

microbiota presente. Dessa forma o produto poderá chegar à casa do 

consumidor com uma quantidade elevada de micro-organismos, e os 

procedimentos normalmente utilizados para sanitização no ambiente doméstico 

podem não ser suficientes para promover uma redução da microbiota a valores 

não prejudiciais a saúde, podendo colocar em risco a saúde do consumidor.  
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Entre os locais de coleta a variação na contagem de mesófilos aeróbios 

não foi maior que um ciclo logarítimo. O maior valor de contagem verificado foi 

de 7,02 log UFC.g-1 (local 5), e o menor foi de 6, 65 log UFC.g-1  (local 1) 

(Tabela 4). Os fungos filamentosos e leveduras apresentaram contagens 

menores do que as bactérias mesófilas aeróbias. A média das contagens 

variou de 3,73 a 4,43 log UFC.g-1 (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Médias e desvio padrão da contagem (log UFC.g -1 ) da microbiota 
presente em alface crespa nos locais de coleta 

 Microbiota (média ± DP) 

Locais de coleta 
Contagem Total de 
aeróbios mesófilos 

Fungos filamentosos e 
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 ± 0,41 

*DP: Desvio padrão 

 

Em alguns locais de coleta, a alface ficava disponível para 

comercialização durante dois dias, e nem sempre era armazenada sob 

refrigeração. Segundo a maioria dos comerciantes a hortaliça era transportada 

até os pontos de venda por meio de caminhões fechados, e a maioria não 

conhecia os locais onde a alface era produzida. Os comerciantes também 

relataram não receber orientações por parte da Vigilância Sanitária do 

município, sobre a forma correta do armazenamento e comercialização das 

hortaliças.  
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De acordo com os resultados obtidos na ANOVA (Tabela 5), com 

relação à contagem de mesófilos aeróbios, não existe diferença significativa ao 

nível de 5 % de significância, entre os locais de coleta avaliados (Figura 1). 

Tabela 5. Análise de Variância (ANOVA), da contagem de mesófilos aeróbios 
em alface crespa 

Fonte de 

variação 

Grau de 

liberdade 

Soma de 

Quadrados 

Quadrados 

Médios 
Teste F p 

Local 10 0,852 0,085 1,02ns 0,444348 

Resíduo 49 4,112 0,084 
  

Total 59 4,964 
   

ns: não significativo a 5 % de significância (p>0,05);  
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Figura 1 – Logaritmo do número de unidades formadoras de colônia por grama 
de alface (UFC/g), referente à análise de mesófilos aeróbios, para os diferentes 
locais de coletas. Barras verticais correspondem ao intervalo de confiança a 95 
% de probabilidade para a média de cada local de coleta. 
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A contagem de mesófilos não está diretamente relacionada com a 

presença de patógenos e toxinas. Porém, uma alta contagem de mesófilos 

pode ser um indicador de condições insatisfatórias durante a produção dos 

alimentos, e também que o produto foi mantido em condições que poderiam 

permitir a multiplicação de patógenos caso estes estivessem presentes 

(MORTON, 2001; MACEDO, 2012). As características visuais das hortaliças 

são um importante critério no momento da compra e as contagens microbianas, 

que podem provocar alterações sensoriais, estão em torno de 7 e 8 log UFC.g-

1. No entanto valores acima desses limites podem não resultar em alterações 

visuais (RAGAERT; DEVLIEGHERE; DEBEVERE et al., 2007). 

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com amostras 

de alface, avaliadas durante a entrega em restaurantes de Viçosa-MG, com 

variação na contagem de mesófilos entre 6,7 e 7,4 log UFC.g-1 (ANTUNES, 

2009). Em uma análise da qualidade microbiológica de alface de cultivo 

convencional na cidade de Araraquara-SP, o resultada da contagem de 

mesófilos da maioria das amostras ficou entre 6 e 7 log UFC.g-1 (MAFFEI; 

SILVEIRA; CATANOZI, 2013). Mesmo amostras de alface minimamente 

processada, que passam por processo de sanitização apresentam alta 

contagem de mesófilos, aproximadamente 6 log UFC.g-1,  no final do 

processamento (CRUZ; CENCI; MAIA, 2008; ABADIAS, et al., 2008).  

Embora as leveduras e fungos filamentosos estejam mais associados 

com a deterioração de alimentos, algumas espécies isoladas de hortaliças 

frescas e minimamente processadas podem produzir micotoxinas colocando 

em risco a saúde do consumidor (TOURNAS, 2005; ABADIAS, 2008). Seow et 

al. (2012) observaram uma variação na contagem de fungos e leveduras entre 

3,2 e 5,2  log UFC.g-1  em amostras de alface coletadas no comércio de 

Cingapura. A partir da análise de amostras de cultivo convencional na 

Espanha, verificou-se uma contagem de média de fungos de leveduras de 4,21 

log UFC.g-1 (OLIVEIRA, et al., 2010). 

Segundo os resultados obtidos na ANOVA (Tabela 6) não existe 

diferença significativa ao nível de 5 % de significância, com relação à contagem 

de fungos filamentosos e leveduras, entre os locais de coleta avaliados (Figura 

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

Fonte de 

variação 

Grau de 

liberdade 

Soma de 

Quadrados 

Quadrados 

Médios 
Teste F p 

Local 10 2,3768 0,2377 0,617ns 0,791804 

Resíduo 49 18,8718 0,3851 
  

Total 59 21,2486 
   

ns: não significativo a 5 % de significância (p>0,05); 
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Figura 2 – Logaritmo do número de unidades formadoras de colônia por grama 
de alface (UFC/g), referente à análise de fungos filamentosos e leveduras, para 
os diferentes locais de coletas. Barras verticais correspondem ao intervalo de 
confiança a 95 % de probabilidade para a média de cada local de coleta. 
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Foi constatada a presença de coliformes totais em 100 % das 

amostras, sendo que 12 % delas apresentaram uma concentração de 2,4 x 10² 

NMP g-1, 15 % de 1,1 x 10³ NMP g-1 e 73 % superior a 1,1 x 10³ NMP/g (Tabela 

7). Com relação aos coliformes termotolerantes 58 % das amostras 

apresentaram valores < 3 NMP g-1, 30 % valores entre 4 e 21 NMP g-1, e 12 % 

valores entre 43 e 93 NMP g-1  (Tabela 8).  
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Tabela 7.  Resultado das análises de coliformes totais em amostras de alface crespa expressos em NMP. g -1 

Repetições 

 1 2 3 4 5 6 7 8 
Intervalo dos 

resultados (NMP.g
-1

) 
n 

Local de coleta           

1 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 - - 1,1 x 10

3  
-
 
> 1,1 x 10

3
 6 

2  1,1 x 10
3
 2,4 x 10

2
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 2,4 x 10

2
  - 2,4 x 10

2  
- > 1,1 x 10

3
 6 

3 > 1,1 x 10
3
 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 - - -  - 1,1 x 10

3 -  
> 1,1 x 10

3
 3 

4 > 1,1 x 10
3
 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 1,1 x 10

3
  - 1,1 x 10

3 
-
  
> 1,1 x 10

3
 6 

5 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 2,4 x 10

2
 > 1,1 x 10

3
 2,4 x 10

2 
-
  
> 1,1 x 10

3
 8 

6 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 1,1 x 10

3
 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 2,4 x 10

2
   2,4 x 10

2 
- > 1,1 x 10

3
 6 

7 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
   > 1,1 x 10

3
 6 

8 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
   > 1,1 x 10

3
 6 

9 2,4 x 10
2
 1,1 x 10

3
 2,4 x 10

2
 > 1,1 x 10

3
 2,4 x 10

2
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
  2,4 x 10

2
 -

 
> 1,1 x 10

3
 7 

10 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 - - - - - - > 1,1 x 10

3
 2 

11 > 1,1 x 10
3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 > 1,1 x 10

3
 - - - - > 1,1 x 10

3
 4 

Total de 

amostras 
         60 
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Tabela 8. Resultado da análise de coliformes termotolerantes em amostras de alface crespa expressos em NMP. g -1 

Repetições 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

Intervalo dos 

resultados 

(NMP.g
-1

) 

n 

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 9 4 93 < 3 - - < 3 6 

5 < 3 < 3 7 15 < 3 < 3 < 3 - < 3 8 

6 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 - - < 3 6 

7 < 3 < 3 < 3 9 43 7 - - < 3 6 

8 21 4 75 7 < 3 9 - - < 3 6 

9 < 3 15 1,1 x 10
3
 21 < 3 < 3 7 - < 3 7 

10 < 3 < 3 - - - - - - < 3 2 

11 93 < 3 75 21 - - - - < 3 4 

Total de 

amostras 
         60 
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Hortaliças comercializadas em Recife, também tiveram a presença de 

coliformes totais detectada em 100 % das amostras (SILVA; ANDRADE; 

STAMFORD, 2005). Durante a determinação de coliformes totais em amostras 

de alface na cidade de Araraquara-SP, a média da contaminação foi de 1,0 x 

10³ NMP g-1 (BONILHA, 1992). 

Santos et al. (2010) encontraram para amostras de alface de cultivo 

convencional, comercializadas em Botucatu-SP, uma contaminação de 1,1 x 

10³ NMP g-1 para coliformes termotolerantes. Por meio da análise 

microbiológica de amostras de alface de diferentes variedades e sistemas de 

cultivo, comercializadas em hipermercados da cidade de João Pessoa, 

verificou-se que em todas as amostras avaliadas foram encontrado coliformes 

termotolerantes (NETO et al., 2012) 

A relação direta entre coliformes e a contaminação de origem fecal não 

é correta, uma vez que, algumas bactérias presentes normalmente nos 

vegetais, que não tem como habitat primário o intestino humano e de animais, 

fazem parte desse grupo de micro-organismos (SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA, 

2006).  

No entanto, é importante fazer a caracterização da microbiota presente 

naturalmente nas hortaliças, como forma de estabelecer sua relação com os 

patógenos 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 adesão de Salmonella Enteritidis nas 

folhas da hortaliça, sendo observado que a microbiota nativa pode ter 

propriedades inibitórias contra a adesão de patógenos. 

 

4.2. AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE Salmonella spp. EM ALFACE CRESPA 

 

No presente estudo foram encontradas colônias 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), Ágar Salmonella Diferencial Modificado® (Figura 5), e BPLS®  (Figura 

6). Foram consideradas como suspeitas as colônias com características típicas 

em pelo menos um dos meios de cultura utilizados. 
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Salmonella spp. está entre os patógenos quem têm sido identificados 

em hortaliças folhosas, principalmente na alface (SANTOS et al., 2010). Em 

relação às hortaliças in natura, a legislação brasileira determina padrões 

microbiológicos apenas para Salmonella spp., determinando ausência deste 

micro-organismo em 25 g do produto (BRASIL, 2001). Nos últimos anos tem 

aumentado os relatos e estudos da contaminação de produtos de origem 

vegetal por Salmonella spp., além disso, tem-se verificado um aumento nos 

surtos alimentares associados a esses produtos.   

A composição 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 gêneros Citrobacter, Proteus podem aparecer como colônias presuntivas 

deste micro-organismo, uma vez que, que são lactose negativas e sulfeto 

positivas, assim como a Salmonella spp., o que pode levar a resultados falso 

positivos quando são utilizados os meios comercialmente disponíveis. 

(RAMBACH, 1990; RALL et al., 2005; CARRIQUE-MAS et al., 2009). Além 

disso, colônias atípicas que não apresentam características 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 condições sanitárias insatisfatórias de acordo 

com os padrões microbiológicos da legislação vigente. As amostras positivas 

foram provenientes de oito dos onze pontos de coleta. 

Durante a avaliação da contaminação de hortaliças na Turquia, Aytac e 

colaboradores (2010) por meio da técnica de PCR detectaram a presença de 

Salmonella spp. em 14,0 % das amostras de alface. A presença de Salmonella 

spp. foi verificada em 20 % das amostras de alface orgânica analisadas por 

Arbos (2010). Durante a avaliação microbiológica de hortaliças comercializadas 

em Ribeirão Preto-SP, 9 % dos estabelecimentos avaliados apresentaram 

hortaliças contaminadas por Salmonella spp. (TAKAYANAGUI, 2000). Abadias 

et al. (2008) durante a  investigação da qualidade microbiológica de hortaliças 
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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 os métodos convencionais e 

para identificação de Salmonella spp. Em um estudo realizado, para avaliar a 

eficiência do um método molecular (sistema BAX®) em relação à metodologia 

oficial adotada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, para 

identificação 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 avaliação 

de três métodos para determinação de Salmonella em carcaças de frango 

verificou-se que a PCR e o método de imunoanálise foram mais sensíveis, 

rápidos e práticos em relação ao método convencional (RÜCKERT, et al., 

2008). 

As metodologias tradicionais para determinação de micro-organismos 

em alimentos são consideradas como métodos oficiais por diversos órgãos. 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 desnecessária e aumentos no custo associado 

aos testes. Dessa forma a técnica de PCR tem se mostrada promissora, pois 

além de ser mais rápida, seus resultados não estão relacionados com 

características bioquímicas nas quais se baseiam os métodos tradicionais, o 

que pode reduzir os resultados falso positivos. 

 As boas práticas agrícolas devem ser adotas de forma a garantir a 

produção de hortaliças seguras do ponto de vista microbiológico, mas vale 

ressaltar que somente elas não garantem a qualidade higiênico-sanitária 

durante todo o processo de distribuição, até a chegada a mesa do consumidor. 

Mesmo com o avanço das tecnologias que pretendem garantir a produção de 

alimentos mais seguros, a educação do produtor e do manipulador de 

alimentos é uma medida simples que pode auxiliar na redução das DTAs. 

Foi verificada ausência de trabalhos sobre a contaminação de hortaliças 

no estado do Espírito Santo para comparação dos resultados determinados no 

presente estudo. Isso demonstra a necessidade da realização de mais 

trabalhos relacionados a este tema nesta região.
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Figura 7 – Produtos da amplificação obtidos da reação de PCR separados por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, corado com 
brometo de etídeo. Marcador 100pb DNA Ladder (1 e 19); produto da amplificação 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 
amplificação da reação de PCR sem amostra de DNA (15); produto da amplificação a partir de DNA de E. coli (EPEC) O86: H35 
como controle negativo (18);  produto da amplificação a partir do DNA das colônias isoladas das amostras de alface (2 a 14). 
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5. CONCLUSÕES 

  

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 hortaliças sua presença não 

necessariamente indica contaminação fecal, mas pode indicar condições de 

manejo inadequadas. Com relação aos coliformes termotolerantes a maioria 

das amostras (58 %) apresentaram valores < 3 NMP.g-1. 

Pela técnica de PCR foi determinada a ocorrência de Salmonella spp. 

em 21,66 % das amostras de alface (n=13), o que não está em de acordo com 

a legislação vigente, uma vez que esta determina ausência desse micro-

organismo em 25g de produto. Essas amostras foram provenientes de oito dos 

11 estabelecimentos avaliados. A contaminação de hortaliças por Salmonella 

spp. pode ter diversas origens, tais como, o tipo de adubação utilizada, a 

origem da água de irrigação e até mesmo manipuladores que podem ser 

portadores assintomáticos deste micro-organismo, além das práticas adotas 

após a colheita. 

A presença de Salmonella spp. em amostras de alface analisadas 

neste trabalho pode representar riscos à saúde do consumidor. São 

necessários mais estudos que possam verificar a possível origem da 

contaminação da alface por Salmonella spp. Desse modo torna-se importante a 

adoção de medidas preventivas para reduzir a contaminação da alface in 

natura e demais hortaliças ao longo de toda cadeia produtiva, como uma forma 

de reduzir os riscos à saúde associados ao consumo deste alimento. 

 

 

 

 

 

 

 

. 
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