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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o padrdao microbioldgico (coliformes totais,
coliformes a 45 °C, Escherichia coli e Salmonella spp.) de alfaces crespas (Lactuca
sativa) produzidas pelo sistema convencional e organico e comercializadas na
regidao de Londrina — PR, e também avaliar o padrdo microbiolégico da agua
utilizada para a irrigacdo nas diferentes propriedades rurais estudadas. Quatro
propriedades rurais foram avaliadas neste trabalho, das quais trés eram produtoras
de alfaces convencionais (A, B e C) e uma era produtora orgénica (D). Um total de
111 amostras foram coletadas, sendo 71 amostras de alfaces convencionais e 40
amostras de alfaces organicas. Amostras de um mesmo lote antes e apods a
higienizagao para comercializagdo foram avaliadas. Oito amostras de agua para a
irrigacdo foram coletadas nas diferentes propriedades para avaliagdo do padrao
microbiolégico, utilizando a técnica do Colilert®. Para a pesquisa de coliformes
totais, coliformes a 45 °C e E. coli, empregou-se o método de Numero Mais Provavel
(NMP/g). O método tradicional de cultura e a técnica da reagdo em cadeia da
polimerase foram empregados para a pesquisa de Salmonella spp. As contagens de
coliformes a 45 °C estavam acima do permitido pela legislagao brasileira, em 2,8 %
(2/71) das amostras de alfaces produzidas pelo sistema convencional. Em uma
amostra (1,3 %) de um lote de alface convencional, coletada antes do processo de
higienizacdo, foi isolado Salmonella spp. Em relagdo as alfaces produzidas pelo
sistema organico, 12,5 % (5/40) apresentaram contagens de coliformes a 45 °C
acima do limite estabelecido pela legislagdo brasileira e ndo foi isolado Salmonella
spp. A agua utilizada para a irrigagdo em trés das quatro propriedades rurais
estudadas (duas convencionais e a organica) apresentaram resultados
insatisfatorios (> 10> NMP/100mL) quanto as contagens de E. coli. Os resultados
obtidos neste estudo monstraram que as condigdes higiénico-sanitarias das alfaces
analisadas, produzidas pelo sistema convencional, foram, na maioria das amostras,
satisfatérias. Em relagdo aos resultados obtidos com a analise de alfaces produzidas
pelo sistema organico, € importante salientar que as praticas de produgao exigidas
pelas certificadoras devem ser aplicadas para o padrao microbiolégico exigido pela
legislacao.

Palavras-chave: Coliformes a 45 °C. Coliformes totais. Salmonella spp. Agua de
irrigagao. Hortaligas.
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the microbiological pattern (total coliforms,
thermotolerants coliforms, E. coli and Salmonella spp.) of lettuce (Lactuca sativa)
produced by conventional and organic system marketed in Londrina — PR, and also
assess the microbiological standard of irrigation water used in the different farms
studied. Four farms were evaluated in this study, three of them were conventional
producers (A, B and C) and one was an organic producer (D). A total of 111 samples
were analyzed, 71 samples of traditionally grown lettuce and 40 samples of
organically grown lettuce. Samples from the same batch before and after cleaning
were evaluated. Eight samples of irrigation water were taken from the different farms
for evaluation of the microbiological standard, using the Colilert ® . Total and
thermotolerants coliforms determination was performed by the Most Probable
Number technique (MPN/g). The traditional culture method and the Polymerase
Chain Reaction were employed for the Salmonella spp detection. Two samples (2,8
%) traditionally grown had thermotolerants counts above the recommended level.
Salmonella spp. was isolated from a sample traditionally grown lettuce that was
collected before the cleaning process. Regarding organically grown lettuce, 12.5 %
(5/40) had thermotolerant coliforms counts above the limit established by Brazilian
legislation and Salmonella spp was not detected. The irrigation water used in three of
four farms studied (two conventional and one organic) had E. coli counts
unsatisfactory (> 102 NMP/100mL). The results of this study demonstrated that the
sanitary conditions of lettuce produced by the conventional system were, in the most
cases, satisfactory. But the results obtained for lettuces produced by organic system,
showed that the production practices required for certification should be apply to
maintain the microbiological standard required by legislation.

Key words: Thermotolerant coliforms. Total coliforms. Salmonella spp. Irrigation
water. Vegetables.
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1 INTRODUCAO

A ingestdo de hortalicas cruas constitui um importante meio de
transmissdo de varias doencas infecciosas causadas por microrganismos. A
contaminacé@o pode ocorrer desde o cultivo até a manipulagdo anterior ao consumo
(TAKAYANAGUI et al., 2001; MOCELIN; FIGUEIREDO, 2009). A alface (Lactuca
sativa) € considerada a hortalica mais popular devido ao sabor suave, a facil
producdo e a adaptabilidade a qualquer tipo de solo, e ao baixo preco (ABREU et al.,
2010).

A producdo dos alimentos organicos é caracterizada pela limitacéo
do uso de produtos quimicos e medicamentos na producdo animal, a fim de se
reduzir o impacto ambiental (ARBOS et al., 2010). A agricultura organica apresentou
um grande crescimento nos ultimos anos nos Estados Unidos, Europa e também no
Brasil. A demanda por estes produtos cresce constantemente, principalmente pela
concepcao de que sdo mais saudaveis e seguros que os alimentos produzidos
convencionalmente (MAGKOS et al., 2003; WILLER; KLICHER, 2009).

O Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC) dos Estados
Unidos (EUA) relatou um aumento no nimero de surtos de doencgas transmitidas por
alimentos associados a alimentos de origem vegetal. Varios fatores podem ser
atribuidos ao aumento destes surtos, dentre eles 0 aumento da preocupacao com a
saude, que estimulou as dietas ricas em fibras, presentes em frutas e vegetais
frescos. A expanséo do comércio mundial que permitiu a ampla distribuicdo de todos
os tipos de produtos, e a sua disponibilidade durante o ano todo, no entanto,
também contribuiu para o aumento do risco de doencas. Dentre os diversos surtos,
0os vegetais crus foram identificados como fontes de Escherichia coli
Enterotoxigénica (ETEC), que causa a diarreia do viajante. Em 2011, foi notificado
um surto envolvendo brotos de alfafa contaminados por E. coli O104:H4 com varios
casos de Sindrome Hemolitico-Urémica (SHU) no norte da Alemanha e em outros
paises da Europa, nos Estados Unidos e no Canada. Surtos de salmonelose
também tém sido atribuidos ao consumo de tomates, brotos de feijdo, meldo e
melancia (SEOW et al., 2012).

Salmonella spp. foi responsavel por 42,3 % e E. coli por 10,5 % dos

surtos que ocorreram no Brasil entre 2000 e 2011. As hortalicas foram responsaveis
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por 12,5 % desses surtos (SVS, 2011). O numero de casos e surtos envolvendo
estes microrganismos, provavelmente, € muito maior, visto que muitas vezes nao
sdo notificados aos 6rgdos de vigilancia sanitaria. Sabe-se que isolados de E. coli
enteropatogénica (EPEC) e enteroagregativa (EAEC) sdo agentes infecciosos
isolados com frequéncia, como causa de diarreia em crian¢cas no Brasil (ARANDA et
al., 2007).

Técnicas moleculares tém sido amplamente utilizadas e a Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) tornou-se uma valiosa ferramenta na deteccéo de
microrganismos patogénicos e na investigacdo de surtos de origem alimentar. A
PCR consiste em um método alternativo que apresenta diversas vantagens em
relacdo aos meétodos convencionais, como rapidez, sensibilidade, potencial para
automacdao e a possibilidade de trabalhar com bactérias de dificil cultivo (RIYAZ-UI-
HASSAN; VERMA; QAZI, 2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar a contaminagao por coliformes
totais, coliformes a 45 °C, Escherichia coli e Salmonella spp. em alfaces (Lactuca
sativa) produzidas pelo sistema convencional e organico comercializadas na regiao
de Londrina — PR.



17

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o padrdo microbiolégico de alfaces crespas (Lactuca sativa)

produzidas e comercializadas na regido de Londrina, PR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a contaminacdo por Salmonella spp., coliformes totais,
coliformesa 45 °C e de Escherichia coli em alfaces crespas (Lactuca sativa),
produzidas pelo sistema convencional e organico, comercializadas na regido de
Londrina, Parana.

Avaliar o padrdo microbiolégico da dgua empregada na irrigacéo das
alfaces nas propriedades rurais estudadas.

Validar ensaio PCR, padronizado anteriormente para deteccdo de

Salmonella spp., para a analise de alfaces.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AGRICULTURA ORGANICA

A agricultura tradicional utiliza grandes quantidades de fertilizantes
quimicos e agrotéxicos. A preocupacdo da sociedade em relacdo aos danos
ambientais e aos riscos a saude vinculados ao uso destes produtos, impulsionou 0s
agricultores a buscarem sistemas alternativos de produgéao (BETTIOL et al., 2004,
MAFFEI; SILVEIRA; CATANOZI, 2013).

A agricultura orgéanica tem atraido atencdo, pois é um sistema de
producdo caracterizado por eliminar a aplicacdo de fertilizantes, agrotéxicos,
reguladores de crescimento ou aditivos para alimentacao animal. Fundamenta-se no
uso de estercos animais, rotacdo de culturas, adubacdo verde, compostagem e
controle biolégico de pragas e doencas. Visa ao aproveitamento eficiente dos
recursos naturais, bem como a preservacao do meio ambiente, ao desenvolvimento
econdmico e a qualidade de vida (HINTERHOLZ; RIBEIRO, 2011).

O aumento do interesse pelos produtos organicos corroborou para
gue o governo criasse medidas de controle de producéo e comercializacdo destes
produtos. A Lei 10.831/2003 e o Decreto 6.323/2007 (BRASIL, 2003; 2007) deram
inicio a regulamentacdo no pais. Segundo estes documentos, a agricultura organica
compreende todos 0s sistemas agricolas que promovam a producao sustentavel de
alimentos, fibras e outros produtos que nao alimentos (como cosméticos, 6leos
essenciais, etc.) de modo ambiental, social e economicamente responsavel
(FONSECA et al.,, 2009). Segundo estas regulamentacdes, para que um produto
seja considerado orgéanico, deve ser certificado por um 0Orgdo. A denominacdo
"produto organico" devera ser mencionada no rotulo e deve constar na embalagem
um "selo de qualidade" da entidade certificadora credenciada.

Segundo dados da IFOAM (International Federation of Organic
Agriculture Movements) no estudo “The world of organic agriculture: 2014” a area
destinada a producdo de organicos no mundo é de 37,5 milhdes de hectares. A
Ameérica Latina apresenta cerca de 300 mil produtores que cultivam 6,8 milhdes de
hectares, 0 que representa 18 % das terras destinadas a agricultura organica no
mundo. Os principais paises produtores da América Latina sdo Argentina (3,6
milhdes de hectares), Uruguai (900 mil hectares) e Brasil (700 mil hectares). O Brasil
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€ considerado um grande consumidor em nivel mundial, no entanto, 60 % dos
rendimentos com produtos organicos sao gerados pelas exportacdes (IFOAM, 2014).
A producdo organica brasileira concentra-se nos estados do sul e sudeste. Os
principais produtos cultivados sdo a soja, hortalicas, frutas e cana de acucar
(CAMARGO FILHO et al., 2004; HAMERSCHMIDT, 2005).

A distribuicdo e comercializacdo dos produtos organicos no mercado
interno sdo praticadas, predominantemente, pelo proprio produtor ou em feiras de
produtos organicos, que estimulam o desenvolvimento do mercado local e constitui
numa forma de apoiar os produtores ainda néo certificados (BUAINAIN; BATALHA,
2007), mas também estéo disponiveis nas maiores redes de supermercados do pais,
as quais oferecem suas proprias marcas organicas (IFOAM, 2014).

Segundo dados da Organics Brasil, em 2013 o segmento apresentou
faturamento mundial de 62 bilhdes de dolares (US$ 62 bilhdes), sendo que a maior
parcela do rendimento foi dos Estados Unidos (US$ 35 bilhdes), seguido da
Alemanha (US$ 7 bilh6es) e do Canada (US$ 4,4 bilhdes). O mercado interno
brasileiro ainda é pequeno, mas apresenta um grande potencial de crescimento.
Assim, torna-se necessario o aumento da demanda gerada pelos consumidores, a
consolidagéo das medidas do governo para a regularizacdo do setor e a agregacao
de valor aos produtos deste segmento agricola (ANONIMO, 2014a; ANONIMO,
2014b; LIU, 2014).

3.2 FONTES DE CONTAMINACAO DOS ALIMENTOS NO CAMPO

As principais fontes de contaminac¢éo dos alimentos no campo séo o
uso de esterco contaminado ou inadequadamente compostado, o uso de agua
contaminada para irrigagao, o escoamento para os canteiros de produgéo de esgoto
ndo tratado ou da &gua proveniente de operacdes relacionadas ao gado bovino e a
animais selvagens ou domesticos (DOYLE; ERICKSON 2008).

O emprego de agua contendo esgoto ou efluentes tratados de forma
inadequada para irrigacdo pode contaminar legumes e verduras por virus e parasitas
e também levar ao aumento da contaminagdo por bactérias, tais como E. coli e
Salmonella spp. (BEUCHAT; RYU, 1997; BENJAMIN et al., 2013).
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Microrganismos  patogénicos quando  contaminam  4guas
subterraneas ou superficiais em uma propriedade rural, por meio da irrigacéo,
podem infectar animais e humanos pela ingestdo dos alimentos cultivados nesta
propriedade. E possivel que as bactérias patogénicas que estdo presentes em
baixos niveis na agua, se multipliquem quando expostas a condi¢cdes ambientais
favoraveis ou a disponibilidade de nutrientes (GAGLIARDI; KARNS, 2000).

A origem e a distribuicdo das aguas destinadas a irrigacdo devem
ser conhecidas para limitar a contaminacdo do solo e dos alimentos por bactérias
patogénicas. Pocos devem ser bem construidos e conservados e, todas as fontes de
irrigagcdo precisam ser monitoradas (BUCK; WALCOTT; BEUCHAT, 2003;
BERALDO, 2010). Apesar do risco de transmissdo de uma série de doencas ao
homem, 4guas contaminadas tém sido utilizadas indiscriminadamente na irrigacao e
como consequéncia, tem-se observado a presenca de E. coli diarreiogénicas,
Salmonella spp. e parasitas intestinais em hortalicas e frutas (MAROUELLI; SILVA,
1998).

A resolucdo n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente do
Brasil (CONAMA) de 17 de Marco de 2005, classifica as aguas doces em classe
especial e classes 1, 2, 3 e 4, de acordo com sua qualidade e aplicacdo. A agua
deve ser da classe 1 quando utilizada para a irrigacdo de hortalicas, que sé&o
consumidas cruas, e de frutas que se desenvolvem proximas ao solo e que séo
ingeridas cruas, sem a remoc¢do da casca. As aguas destinadas ao consumo
humano, apos tratamento simplificado também devem ser da classe 1. A contagem
de coliformes a 45 °C para agua doce da classe 1 nao devera exceder o limite de 2,0
x 107 de coliformes a 45 °C por 100 mililitros. A contagem de E. coli pode substituir o
padréo coliformes a 45 °C (BRASIL, 2005).

Varios fatores como disponibilidade e custo, determinam a fonte de
agua utilizada para a irrigacdo. Devido a acéo filtrante do solo e outras estruturas
sobrejacentes a fonte de agua, maiores concentragcdes de E. coli e outras bactérias
sdo geralmente esperadas nas fontes de &gua superficiais (rios e lagos, por
exemplo) em relacdo as subterrdneas (como, poc¢os artesianos e rasos). E. coli e
Salmonella spp. em contato com aguas, tanto superficiais quanto subterraneas,
podem sobreviver por dias ou meses (BENJAMIN et al., 2013).

A contaminagdo dos alimentos a partir do esterco também se tornou

uma preocupacao e as principais fontes séo as fezes de animais selvagens ou em
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pastagens, utilizacdo de esterco cru como fertilizante ou o emprego de adubo
inapropriadamente compostado. Outras fontes de contaminagao incluem as fezes
dos alojamentos de animais confinados e as areas onde este esterco é armazenado,
porque pode ocorrer o escoamento (lixiviacdo) para os campos e fontes de agua
(GAGLIARDI, 2000). E. coli O157:H7 pode sobreviver e se multiplicar no solo,
principalmente na presenca de esterco (WATCHEL; WHITEHAND; MANDRELL,
2002).

Diferencas na alimentacdo animal, a auséncia de fertilizantes
sintéticos e pesticidas e o uso de antibiéticos, podem levar a diferencas na
prevaléncia e sobrevivéncia de patdégenos entre o0s sistemas organico e
convencional. Em raz&o de o esterco ser o principal fertilizante usado na producéo
organica, sua seguranca microbiolégica é a grande questdo levantada quanto ao
cultivo de frutas, legumes e verduras por este sistema. Nao tem sido evidenciado
gue o risco de contaminacao seja maior no sistema organico do que no convencional
(PELL, 1997; GAGLIARDI; KARNS, 2000; AMS, 2000; FRANZ et al., 2005).

3.3 SALMONELLA SPP. E SALMONELOSE

O género Salmonella compreende duas espécies de Salmonella,
denominadas de S. bongori e S. enterica. S. enterica é dividida em seis subespécies
incluindo enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. De acordo com
o0 esquema de Kauffmann-White, as subespécies séo divididas em sorovares, 0s
quais podem ser diferenciados pela sorotipagem, que é baseada na variabilidade
antigénica das fracdes do lipopolissacarideo (antigeno somético O), das proteinas
flagelares (H — fase 1 e 2) e dos polissacarideos capsulares (Vi) (FREITAS, 2008;
DUNKLEY et al., 2009; MALORNY et al., 2009).

A espécie Salmonella subterranea foi isolada e identificada em Oak
Ridge, EUA, em 2004, e poder& ser incorporada ao Sistema de Nomenclatura do
Centro de Prevencéo e Controle de Doengas, Atlanta (CDC — Centers of Disease
Control and Prevention). Essa espécie apresentou similaridade de 96,4 % com
Salmonella bongori (SHELOBOLINA et al., 2004; SU; CHIU, 2007).
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A infeccdo por Salmonella em humanos pode levar a gastroenterite
autolimitada com sintomas brandos a moderados, incluindo nausea, vémito, febre,
dor abdominal e diarreia. Sintomas clinicos mais graves podem ocorrer em casos de
bacteremia ou febre entérica, os quais sdo caracterizados por cefaleia severa e febre
alta, porém sem a manifestacdo da diarreia (LEADER et al., 2009).

S. Enteritidis e S. Typhimurium s&do epidemiologicamente o0s
sorovares mais importantes, pois sdo responsaveis por mais de 80% das infec¢bes
em humanos no mundo. Na Europa, S. Enteritidis est4 envolvida em mais de 60%
dos casos de salmonelose em humanos (MALORNY et al., 2009). A gastroenterite
por Salmonella spp. passou a ser a principal doenca transmitida por alimentos a
partir de 1995 no Parana. Dos alimentos associados aos surtos que ocorreram
nesse Estado entre 1999 e 2008, 45,0% foram alimentos a base de ovos, 34,8%
carnes e derivados e 20,2% classificados como alimentos variados, tais como
queijos, saladas, arroz cozido, extrato de tomate, fritas, mandioca, mousse, pudim,
sorvetes, farofas, pavés e massas prontas (KOTTWITZ et al., 2010).

A invasdo de células do epitélio intestinal por Salmonella spp. € o
principal fator de viruléncia. O processo de internalizagcdo € complexo e envolve
muitos genes. A translocacdo de proteinas para o interior da célula hospedeira e a
consequente alteracdo das fungbes celulares é outro fator importante de viruléncia.
Os genes relacionados aos fatores de viruléncia da Salmonella podem se localizar
em plasmidios, porém a maioria esta disposta em ilhas de patogenicidade.
Salmonella Pathogenicity Islands (SPI), que sdo definidas como amplas regibes
cromossomais responsaveis por codificar fatores determinantes associados a
interacdo entre o patdogeno e a célula hospedeira (MARCUS et al., 2000). Os
sorovares de S. enterica expressam pelo menos dois tipos de sistemas de secrecéo
do tipo Ill, codificados pelas SPI-1 e SPI-2, que possuem funcdes diferentes durante
o ciclo patogénico. A expressao do SPI-1 esta relacionada ao inicio da infeccao no
epitélio intestinal e o SPI-2 tem importdncia no estabelecimento da infeccéo
sistémica (FREITAS, 2008; LOPES, 2011).

SPI1 contém um grupo de genes chamados inv, gue juntamente com
outros genes, como spa, prg e org, codificam o sistema de secrec¢ao do tipo Ill. Esse
sistema constitui um conjunto de vinte proteinas que formam um canal na membrana
da célula do epitélio intestinal e provoca varias respostas celulares, dentre elas, o

rearranjo do citoesqueleto da célula epitelial, que leva a interiorizacdo da bactéria e
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ao estimulo a producdo de citocinas da resposta inflamatoria, responsaveis pela
diarreia e inflamacédo intestinal (SALYERS; WHITT, 2002; FREITAS, 2008). As
proteinas efetoras codificadas pelo SPI-2 sdo responsaveis pela sobrevivéncia das
bactérias dentro dos macrofagos (CASTILLA, 2003).

O grupo de genes invABC e invD permitem que a Salmonella
penetre nas células epiteliais. Os genes invABC estéao arranjados na mesma unidade
transcripcional, enquanto que o invD localiza-se numa unidade diferente. Galan e
Curtiss Il (1991) estudaram varios sorovares de Salmonella e constataram que as
cepas que ndo apresentavam o gene invA ndo expressavam 0s genes invABC, e
portanto, eram incapazes de invadir as células do epitélio intestinal, demonstrando a
importancia deste operon na patogenicidade da bactéria. Em 1992, Galan e
colaboradores demonstraram que a proteina invA pertence a uma familia de
proteinas, as quais possuem a funcdo de transportar proteinas especificas através
da membrana celular bacteriana (GALAN e CURTISS I, 1991; GALAN;
GINOCCHIO; COSTEAS, 1992; CASTILLA, 2003).

Rahn et al. (1992) utilizaram o gene invA na reagdo em cadeia da
polimerase para deteccdo de Salmonella mostrando que este gene pode ser
empregado na diferenciacdo de Salmonella de outros microrganismos. Das 630
cepas diferentes avaliadas por estes autores apenas duas cepas nao puderam ser
identificadas (RAHN et al., 1992).

3.3 ESCHERICHIA COLI

Os coliformes totais constituem um grupo de bactérias gram-
negativas, anaerébias facultativas, capazes de fermentar a lactose com producéo de
gas em 24 a 48 horas a 35 °C. O grupo de coliformes a 45 °C ou coliformes
termotolerantes tem a mesma definicdo dos coliformes totais, porém sdo capazes de
fermentar a lactose com producdo de gas em 24 a 48 horas a 45 °C. E. coli e
algumas cepas de Klebsiella e Enterobacter apresentam esta caracteristica de
termotolerancia, porém, somente E. coli tem como habitat primario o intestino
humano e de animais. A presenca desse grupo nos alimentos ndo indica

necessariamente contaminacao fecal, sendo a enumeragdo da E. coli o melhor
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indicador conhecido (FRANCO e LANDGRAFF, 2004; SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA,
2006).

Alguns isolados de E. coli ttm a capacidade de causar doencas
intestinais e sdo chamadas de E. coli diarreiogénicas. Os grupos enteropatogénicos
de E. coli diarreiogénicas sdo E. coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli
Enterotoxigénica (ETEC); E. coli Produtora de toxina Shiga (STEC/EHEC); E. coli
Enteroinvasiva (EIEC); E. coli Enteroagregativa (EAEC); E. coli de Aderéncia Difusa
(DAEC); E. coli Aderente Invasiva (AIEC) e E. coli Enteroagregativa produtora de
toxina Shiga (STEAEC) (KAPER et al.,, 2004; BRZUSZKIEWICZ et al., 2011;
CLEMENTS et al., 2012).

Os grupos de E. coli diarreiogénicas apresentam fatores de
viruléncia codificados por genes carregados por elementos moveis. Estes elementos
moveis incluem plasmideos (genes das toxinas de ETEC), transposons (toxina ST
de ETEC), ilhas de patogenicidade (varios genes de EPEC e EHEC) e bacteriéfagos
(toxina Shiga de STEC/EHEC). O transporte dos genes de viruléncia em elementos
moveis pode ser a razdo da variedade de grupos enteropatogénicos de E. coli
(SALYERS; WHITT, 2002).

Os sorotipos de E. coli diarreiogénicas mais comumente relatados
em crian¢as no Brasil pertencem aos grupos EPEC e EAEC (ARANDA et al., 2007).
As infeccdes por EPEC ocorrem mais frequentemente em criancas menores de dois
anos de idade. A dose infectante para criancas ndo é conhecida, mas presume-se
gue seja bem menor que a dos adultos porque estudos mostraram que EPEC pode
causar infeccdo em adultos somente se o inoculo for grande. A razdo para a maior
resisténcia em adultos e criancas acima de dois anos de idade né&o foi elucidada,
mas a perda de receptores especificos com o aumento da idade pode ser uma
hipétese (NATARO e KAPER, 1998).

O grupo STEC/EHEC € mais relacionado a quadros clinicos severos,
como a sindrome hemolitico-urémica (SHU) e a purpura trombocitopénica trombatica
(PTT). Outros sintomas da STEC/EHEC sao a diarreia aquosa, a diarreia
sanguinolenta e a colite hemorragica (CH). Individuos de todas as idades podem
contrair a doenca por STEC, porém criancas menores de cinco anos e idosos sao
mais susceptiveis as complicagbes graves da doenca (PATON; PATON, 1998; XIA
et al., 2010).

Os sintomas clinicos da infeccdo por STEC ocorrem pela acdo da
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toxina Shiga produzida no intestino, que passa para a corrente sanguinea e danifica
as células endoteliais e renais, e pela ac¢do toxica direta oclue a microvasculatura e
induz a liberacdo de citocinas e quimiocinas, resultando na inflamacéo renal. Este
dano pode levar a SHU, a qual é caracterizada por anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda. As toxinas também induzem a apoptose
em células epiteliais intestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004
WATTERWORTH et al., 2004; XIA et al., 2010).

O grupo EHEC foi descrito para designar isolados que causam CH e
ou SHU, que além de produzirem a toxina Shiga, possuem 0 gene eae,
responsaveis pelas lesdes A/E (attaching/effacement), e o gene hlyA, que codifica
uma hemolisina (XIA et al., 2010). EHEC é considerada um subgrupo das STEC
(NATARO; KAPER, 1998; DEAN; MARESCA; KENNY, 2005; ARANDA et al., 2007,
STELLA, 2009; VIEIRA, 2009). O principal reservatorio de EHEC é o trato intestinal
de bovinos e os primeiros surtos foram associados ao consumo de hamburgueres
mal processados termicamente (O'BRIEN et al., 1993; RANGEL et al., 2005).
Posteriormente, uma grande variedade de produtos foram associados a doenca,
incluindo salsichas, leite ndo pasteurizado, alface, meldo cantaloupe e suco de maca
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; XIA et al., 2010). A tabela a seguir mostra
surtos envolvendo alimentos de origem vegetal contaminados por E. coli que

ocorreram nos Estados Unidos nos ultimos anos.

Tabela 1 — Surtos envolvendo alimentos de origem vegetal contaminados por
STEC/EHEC ocorridos nos Estados Unidos*.

Alimento N° de N° de 1 N° de
. ) o SHU o Ano
(patotipo) infectados hospitalizacGes Obitos

Espinafre fresco

199 102 31 casos 3 2006
(EHEC)
Alface minimamente
processada 26 12 3 casos - 2010
(STEC)
Alface romana 58 33 3 casos - 2012
(EHEC)
Espinafre orgéanico
33 15 2 casos - 2013

(EHEC)

* Sindrome Hemolitico-Urémica
* Dados obtidos do Centro de Controle e Prevengéo de Doencgas (CDC, Estados Unidos).
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3.4 SEGURANGA MICROBIOLOGICA DE LEGUMES E VERDURAS FRESCAS

Nos ultimos anos, a seguranca de alimentos passou a ser um
assunto de interesse ndo somente dos 6rgdos governamentais, de profissionais da
saude e da industria de alimentos, mas também dos consumidores. Esse interesse
aumentou principalmente, com a introducdo de organismos geneticamente
modificados, a producdo de alimentos irradiados, o aparecimento dos surtos de
encefalopatia espongiforme bovina e das infeccfes por E. coli diarreiogénicas. Esses
fatos refletiram na ampliacdo da demanda por alimentos orgéanicos e a preferéncia
por estes produtos tem sido associada a multiplos fatores, dentre eles, o aumento da
preocupacdo com a saude, o bem-estar animal e a protecdo do meio ambiente.
Como consequéncia, os consumidores passaram a considerar que o0s produtos
cultivados convencionalmente oferecem maiores riscos a saude, e em contrapartida,
que os alimentos organicos sdo mais saudaveis e seguros (MAGKOS et al., 2003;
MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS, 2006).

Por outro lado, algumas caracteristicas da producdo organica, como
a aplicacdo de adubo compostado e a eliminacdo de agrotoxicos, sugerem que 0
risco de contaminacdo por microrganismos patogénicos pode aumentar e tornar o
alimento ndo adequado ao consumo. Smith (1993) defende que a contaminacao
microbiolégica depende, principalmente, das praticas de producdo adotadas na
propriedade e das condi¢cdes ambientais e, por isso, tanto os alimentos orgéanicos
guanto os convencionais estariam sujeitos ao mesmo risco.

A compostagem € um processo de transformacdo de residuos
vegetais (ricos em carbono, como galhos, folhas, capim) e residuos animais (fontes
de nitrogénio, como esterco, cama de aviario) em material utilizado como fertilizante
na agricultura. Este processo é promovido pelos microrganismos existentes no solo
gue fermentam aerobicamente a matéria organica in natura, retirando a umidade e
oxigénio do ar, liberando gas carbdnico, 4gua e energia. Parte desta energia é
utilizada para o crescimento e reproducdo, o restante é liberado como calor,
causando um grande aquecimento na pilha de compostagem que destroem o0s
microrganismos patogénicos, em especial os n&o esporulados. O processo de
fermentacdo se completa quando a temperatura da pilha é igual a temperatura
ambiente (SOUZA; RESENDE, 2006; COSTA, 1985).
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O aumento do namero de surtos relacionados a alimentos frescos ou
minimamente processados tem sido associado a contaminacdo fecal. Alguns
patdgenos podem sobreviver até 59 dias sob condicfes de compostagem. E mesmo
gue este processo seja efetivo, somente as formas vegetativas dos microrganismos
sdo destruidas, sendo que as formas esporuladas de Clostridium perfringens e
Clostridium botulinum permanecem viaveis (KOUBA, 2003). O esterco pode carrear
agentes infecciosos para o solo, e enquanto alguns morrem em pouco tempo, outros
persistem por longos periodos. O uso de esterco ndo tratado nas lavouras eleva o
risco de contaminagcdo comparado com o esterco tratado, embora este néo seja livre
de microrganismos (MAGKOS et al., 2003).

Muitos surtos tém sido associados ao consumo de frutas, legumes e
verduras frescas. Alguns deles envolveram alface contaminada com patégenos
como a Listeria monocytogenes, Salmonella e E. coli 0157:H7. Os vegetais podem
se contaminar durante o crescimento ou colheita, no periodo pdés-colheita, na
manipulagdo ou distribuicdo (OLIVEIRA et al., 2010). Segundo CDC, Estados
Unidos, ocorreu um aumento no namero de surtos de doencas transmitidas por
alimentos associados a vegetais entre 1995 e 2005 em todo o0 mundo. Varios surtos
de salmonelose associados a alimentos de origem vegetal, consumidos in natura

foram relatados nos Estados Unidos nos ultimos anos, como mostra a tabela 2.

Tabela 2 — Surtos envolvendo alimentos de origem vegetal contaminados por
Salmonella ocorridos nos Estados Unidos*

) N° de N° de o
Alimento (sorovar) ) o N° de 6bitos Ano
infectados hospitalizacGes
Mamé&o (S. Agona) 106 10 - 2011
Mel&o (S. Panama) 20 3 - 2011
Brotos de alfafa (S.
o 25 3 - 2011
Enteritidis)
Manga (S. Braenderup) 127 33 - 2012
Mel&o (S. Typhimurium e
261 94 3 2012
S. Newport)
Pepino (S. SaintPaul) 84 17 - 2013

* Dados obtidos do Centro de Controle e Prevencéo de Doengas (CDC, Estados Unidos).
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Autoridades de saude da Alemanha, em 2011, notificaram um surto
de diarreia sanguinolenta, com varios casos de Sindrome Hemolitico-Urémica
(SHU), no norte da Alemanha, em outros paises da Europa, nos Estados Unidos e
no Canada. Até a ultima semana de junho de 2011 tinham sido notificados, em toda
a Europa, mais de 4 mil casos de diarreia relacionados a E. coli 0104:H4, com
aproximadamente 900 casos de sindrome hemolitico-urémica e 48 oObitos. Segundo
os estudos epidemioldgicos, a fonte primaria de transmissdo foram brotos de alfafa
produzidos no norte da Alemanha (CVE, 2011).

Varios surtos envolvendo alface tém sido reportados nos ultimos
anos. Como a alface € um produto que é consumido fresco, apresenta risco
potencial de transmissdo de bactérias patogénicas a partir do esterco
(JOHANNSSEN et al., 2004).

3.5 METODOS DE DETECCAO DE SALMONELLA SPP. E E. coLI

Os métodos tradicionais para a deteccdo de Salmonella spp. em
alimentos levam até cinco dias para obtencdo dos resultados e por serem
demorados e trabalhosos sdo um problema para a inddstria alimenticia
(RATHNAYAKA e RAKSHIT, 2010). As técnicas convencionais de cultura envolvem
etapas de enriguecimento nado seletivo, seguidas de enriquecimento seletivo,
isolamento em meios solidificados seletivos e diferenciais e confirmacdo bioquimica
e sorologica das colbnias suspeitas (HEIN et al., 2006, ALVES et al., 2012).

Para a identificacdo de Salmonella spp. em alimentos é
recomendado o pré-enriquecimento em meio de cultura adequado ao tipo de matriz
alimentar (como por exemplo, agua peptonada tamponada, caldo lactose, caldo
triptona de soja com ou sem sulfato ferroso, caldo nutriente, caldo universal pré-
enriguecimento com ou sem sulfato férrico amoniacal) (BAM, 2014), seguido por
enriguecimento seletivo em caldos Rappaport-Vassiliadis (RV), Tetrationato (TT) ou
Selenito-Cistina (SC). Posteriormente, aliqguotas do enriquecimento sdo semeadas
em meios seletivos e diferenciais, tais como, 4gar Hektoen (HE), agar Xilose Lisina
Desoxicolato de sédio (XLD) e agar Bismuto Sulfito (BS). As coldnias suspeitas séo

submetidas a triagem bioquimica e, para confirmacdo de Salmonella spp., €
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realizado sorologia com anti-soros polivalentes somatico e flagelar. A identificacdo
do sorovar é realizada somente por laboratérios credenciados ou de referéncia
(SILVA et al., 2007).

O método classico de contagem de coliformes totais, coliformes a 45
°C e E. coli em alimentos € o Numero Mais Provavel (NMP), que consiste em
inocular aliquotas de 1 mL de diferentes diluicbes em Caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST), Caldo Lauril Sulfato de Sodio (LSS) ou Caldo Lactose (CL) com tubos de
Durham invertidos e incubacgéo a 35 °C por 24 a 48 h. Os tubos com crescimento e
producdo de gas sdo semeados em tubos contendo Caldo Lactosado Bile Verde
Brilhante (CLBVB) com tubos de Durham invertidos e incubados a 35 °C por 24 a 48
h. Os tubos CLBVB com crescimento e gas sao repicados para tubos contendo caldo
EC com tubos de Durham invertidos e incubados a 45 °C por 24 a 48 h. A formacao
de gas nos tubos de CLBVB e caldo EC indica a presenca de coliformes totais e
coliformes a 45 °C, respectivamente, sendo o resultado expresso em NMP por
grama de alimento. Para contagem de E. coli, os tubos de EC com gas sao
repicados para placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno-EMB e incubadas a
35 °C. Apds 24 h, colbnias negras com ou sem brilho metalico, suspeitas de E. coli,
sdo identificadas bioquimicamente. As placas de EMB positivas para E. coli,
correspondentes aos tubos de EC positivos com gas, sao consideradas para o
calculo de E. coli por grama de alimento (SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA, 2006; SILVA
et al., 2007).

O uso da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) na deteccao de
microrganismos patogénicos em alimentos é uma alternativa que apresenta diversas
vantagens em relagdo aos métodos convencionais, como rapidez, sensibilidade,
potencial para automacdo e a possibilidade de trabalhar com bactérias de dificil
cultivo.

Ensaio PCR para deteccdo de Salmonella em alimentos otimizado
no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina (ALVES et al.,
2012), foi testado para deteccdo dessa bactéria patogénica em alfaces crespas
produzidas pelo sistema convencional e organico.

O método consiste, basicamente, na utilizacdo de oligonucleotideos
iniciadores e da enzima DNA polimerase para sintetizar in vitro sequéncias do DNA.

O ensaio é realizado em trés etapas (desnaturacdo, hibridacdo dos iniciadores e
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polimerizacdo da sequéncia alvo), que se repetem de 30 a 40 vezes, gerando 2"
cOpias da regido de interesse do DNA, onde n é igual ao numero de ciclos da reagéo
(GARCIA; MA, 2005; GANDRA et al., 2008; ALVES et al., 2012).

Varios ensaios PCR e PCR multiplex ja foram padronizados para
deteccdo de bactérias patogénicas em alimentos no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UEL (CASARIL,
2010; SILVA et al., 2011; ALVES et al. 2012; SAEKI et al., 2013; BENETTI, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AVALIACAO DAS CONDIGCOES HIGIENICO-SANITARIAS DE ALFACES CRESPAS PRODUZIDAS

PELO SISTEMA CONVENCIONAL E ORGANICO NA REGIAO DE LONDRINA, PARANA.

4.1.1 Amostragem

As analises microbiologicas foram conduzidas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), Londrina — Parana. As alfaces foram coletadas e
acondicionadas em sacos plasticos de primeiro uso, colocadas em caixas
isotérmicas e encaminhadas ao laboratorio para o inicio das anélises no mesmo dia.

As amostras de alface crespa foram coletadas em dias distintos e de
maneira aleatoria em quatro propriedades rurais diferentes. Trés eram produtoras de
alfaces pelo sistema convencional, denominadas A, B e C, e uma era produtora
organica, denominada D. A tabela 3 mostra as principais caracteristicas das
propriedades estudadas.

Tabela 3 — Principais caracteristicas das propriedades rurais estudadas

Producéo .
) ) i Producédo de
) Sistema de mensal de Origem da agua ) .
Propriedade . ) o B outras Tipo de adubacgéo
producéo unidades de deirrigacéo )
) hortalicas
hortalicas
A Convencional 9 mil Nascente Sim* Quimica
B Convencional 5 mil Rio Sim? Quimica
C Convencional 450 Rio Sim® Orgémica5
D Organico 450 Nascente Sim* Organica®

' alface americana.

alface roxa, americana, lisa, almeirao.

alface americana, rdcula, couve flor, repolho.
* alface americana, rdcula, salsa, cebolinha.

®> Cama de frango.

® Adubo compostado.

w N

Fonte: o préprio autor
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Um total de 111 amostras foram analisadas, sendo 71 de amostras de
alfaces crespas convencionais e 40 amostras de alfaces crespas organicas. Foram
coletadas amostras de um mesmo lote antes e ap6s a lavagem para
comercializacdo, sem nenhuma interferéncia no procedimento utilizado na rotina das
propriedades. Na tabela 4 est4 apresentado o numero total de amostras coletadas
em cada propriedade, o ndmero de lotes analisados e o numero de amostras

analisados em cada lote.

Tabela 4 — Numero de amostras de alface coletadas em cada propriedade e nimero
de amostras de cada lote coletadas antes e ap0s o processo de higienizacao.

Propriedade rural ~ N° amostras(n=111) N&o Higienizadas* Higienizadas*

1° lote — 5 unidades

1° lote — 5 unidades

A 30 2° lote — 5 unidades 2° |ote — 5 unidades
3° lote — 5 unidades 3° lote — 5 unidades
B 19 1° lote — 9 unidades 1° lote — 10 unidades
1° lote — 5 unidades 1° lote — 5 unidades
C 22
20 lote — 6 unidades 20 |ote — 6 unidades
1° lote — 5 unidades 1° lote — 5 unidades
D 40 2° lote — 5 unidades 2° |ote — 5 unidades

3° lote — 10 unidades 3° lote — 10 unidades

Fonte: o préprio autor

4.1.2 Anélise microbioldgica para deteccéo de E. coli e de Salmonella spp. em

alfaces organicas e convencionais

Aliguotas de 25 g das amostras de alfaces foram homogeneizadas em
225 mL de agua peptonada alcalina. Para a pesquisa de coliformes totais e a 45 °C
empregou-se 0 método do Numero Mais Provavel (NMP). A partir da agua de
enxague, foram realizadas diluicdes seriadas de 10" a 10° em &gua peptonada

tamponada (Becton, Dickinson and Company). Aliquotas de 1 mL de cada diluigdo
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foram inoculadas em tubos contendo caldo Lauril Sulfato de Sdédio (Acumedia,
Neogen Corporation, Lasing, Michigan) com tubos de Durhan invertidos e incubados
a 35 °C por 24 a 48 h. Apés esse periodo de incubacgéo, 0,1 mL de cada tubo que
apresentou crescimento e producédo de gas foi transferido para tubos contendo caldo
Lactosado Bile Verde Brilhante (CLBVB) (Himedia, Mumbai, india) e Caldo EC
(Himedia, Mumbai, india) com tubos de Durhan invertidos e incubados a 35 °C por
24 a 48 h e 45 °C por 24 a 48 h, respectivamente. A formacao de gas nos tubos de
CLBVB indica a presenca de coliformes totais e nos tubos de EC indica a presenca
de coliformes a 45 °C. O resultado foi expresso em NMP de coliformes totais e ou a
45 °C por grama de alimentos. Para verificar a presenca de E. coli, os tubos de E.C.
com géas foram repicados para placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno-EMB
(Himedia, Mumbai, india) e incubadas a 35 °C. Apés 24 h, coldnias negras com ou
sem brilho metélico, suspeitas de E. coli, foram identificadas bioquimicamente
utilizando as provas bioquimicas de citrato de Simmons (Himedia, Mumbai, india),
indol (Becton, Dickinson and Company) e Triplice Acucar Ferro (Himedia, Mumbai,
india). As placas de EMB positivas para E. coli, correspondentes aos tubos de EC
positivos com gas, foram consideradas para o calculo de E. coli por grama de
alimento (SILVA et al., 2007).

Para pesquisa de Salmonella spp., a 4gua de enxague das alfaces
foi incubada a 35 °C por 24 h. Aliguotas de 1,0 mL e 0,1 mL do enriguecimento néao
seletivo foram inoculadas, respectivamente, em 10 mL de caldo tetrationato (TT)
(Becton, Dickinson and Company) e em 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV)
(Becton, Dickinson and Company). O caldo TT foi incubado a 37 °C por 24 h e o
caldo RV a 42 °C por 48 h. Os meios de Hektoen (Becton, Dickinson and Company)
e agar Xilose Lisina Desoxicolato de sddio (XLD) (Becton, Dickinson and Company)
foram utilizados como meios seletivos e diferenciais, incubados a 37 °C por 24 h.
Colbnias caracteristicas de Salmonella spp. foram submetidas a triagem bioquimica
com as provas de descarboxilagdo da lisina, hidrélise da uréia, motilidade e
producdo de indol. A confirmacdo do género foi realizada através da técnica de
aglutinacdo em lamina com soro polivalente anti-Salmonella (Becton, Dickinson and

Company).
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4.2 ENsAlIO PCR PARA PESQUISA DE SALMONELLA SPP. EM ALFACES ORGANICAS E

CONVENCIONAIS

4.2.1 Extracado de DNA

Aliguotas de 1 mL do enriquecimento ndo seletivo preparado
conforme item 4.1.2, foram centrifugadas a 16000 x g por 10 min a temperatura
ambiente (TA). O precipitado foi lavado com 1 mL de agua peptonada a 1%
esterilizada (Becton, Dickinson and Company), centrifugado por 10 min a 16000 x g
(TA) e ressuspendido com 200 uL de solugéo de lise TZ (2% Triton X-100, 2,5 mg
azida sodica em 0,1M tampao Tris-HCI a pH 8,0) (ALBOLMAATY et al., 2000). As
suspensoes foram fervidas a 100 °C por 10 min, resfriadas em banho de gelo por 5
min, centrifugadas por 5 min a 14000 x g (TA) e o sobrenadante foi utilizado como
DNA alvo para a PCR.

4.2.2 PCR para deteccao de Salmonella spp.

Para a identificacdo do género Salmonella spp. foi utlizado o
oligonucleotideo iniciador Styinva-JHO-2, que amplifica uma regido do gene invA
(tabela 5).

Tabela 5 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para detec¢do de Salmonella
spp. no ensaio PCR.

Oligonucleotideo Produto _
o Sequéncia (5°- 3’) - Referéncia
iniciador amplificado (pb*)

Right AAACGTTGAAAAACTGAGGA HOOFEAR et
Styinva-JHO-2 | ot TCGTCATTCCATTACCTACC 119 al., 2000

* pb: pares de base

A PCR foi realizada com 0,5 yM dos iniciadores Styinva-JHO-2-
left e Styinva-JHO-2-right (IDT — Integrated DNA Technologies Prodimol, Belo
Horizonte, Brasil). O volume final da reagao foi de 20 uL, contendo 5 uL de DNA, 2
ML de tampéao para PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4 50 mM KCI) (Invirtogen, Brasil,
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Sé&o Paulo, SP, Brasil), 5 mM de MgCl, (Invitrogen, Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), 6
mM de dNTPs (Invitrogen Life Technologies, Alemeda, CA, EUA) e 1,0 U Taq
Polimerase (Invitrogen).

As condicbes de amplificacdo empregadas no termociclador (TC-
412) (Techne Ltda., Duxford, Cambridge, Inglaterra) foram de desnaturacao inicial de
95 °C por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 10 s, hibridacéo
dos iniciadores a 60 °C por 30 s, polimerizacédo da sequéncia alvo de 72 °C por 45 s

e polimerizacdo da sequéncia alvo final de 5 min a 72 °C.

4.2.3 Analise dos produtos de amplificacéo

Apo6s a amplificagdo foram adicionados 3 pL de tamp&o de amostra
[Ficoll 400 (Fluka BioChemika, Milwaukee, Wisconsin, EUA) 15%; azul de
bromofenol (Synth) 0,25%]. Aliquotras de 10 puL dessa mistura foram analisadas em
gel de agarose (BioAmerica, Miami, FL, USA) a 1,5% acrescidos de 0,02 pL/mL de
SYBR® Safe 10,000x em DMSO (Invitrogen).

A eletroforese foi realizada a 80 V por 50 min, em cuba horizontal
com tampdo Tris borato EDTA [Tris (Invitrogen) 45 mM; &cido borico (Nuclear) 45
mM, EDTA (Nuclear) 1,25 mM]. Como marcador de massa molecular foi utilizado
DNA de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os produtos de amplificagdo foram
visualizados sob luz UV em transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia Molecular,
Cotia, Sdo Paulo, Brasil). O gel foi fotografado em sistema de fotodocumentacao

L.Pix Image Versédo 1.21 (Loccus Biotecnologia Molecular).

4.3 AVALIACAO DO PADRAO MICROBIOLOGICO DA AGUA UTILIZADA PARA IRRIGACAO DAS

ALFACES CRESPAS CONVENCIONAIS E ORGANICAS

4.3.1. Coleta das amostras da agua para irrigacao

Um total de 8 amostras de agua para irrigacao foram coletadas nas
diferentes propriedades rurais estudadas. Cada amostra foi coletada no mesmo dia
em que foram coletadas as amostras de alface. A fonte de agua utilizada para
irrigacdo em cada propriedade esta descrita na tabela 2.
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As amostras de agua para irrigagdo nas propriedades rurais
estudadas foram coletadas em frascos de vidro estéreis, de 250 mL, e transportadas
até o Laboratério de Bacteriologia (Departamento de Microbiologia, CCB,

UEL/Londrina), mantidas a 4 °C até o inicio da analise.

4.3.2 Analise microbioldgica das amostras pela técnica do Colilert®

A técnica utilizada para detecc¢éo e quantificacdo de coliformes totais
e de E. coli foi a do substrato cromogénico Colilert (SOVEREIGN — USA), aprovado
pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (AMERICAN
PUBLIC ASSOCIATION, 2004), pela Portaria do Ministério da Saude n°. 2.914
(BRASIL, 2011) e descrita por Chao (2006).

O Caolilert utiliza tecnologia de substrato (triptose, ONPG e MUG)
para deteccdo de coliformes totais e E. coli em &gua. Os coliformes totais
apresentam a enzima [-galactosidase, que degrada o substrato o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) produzindo ortonitrofenol, de coloracdo amarela. E. coli
também possui a enzima [-glucuronidase, que degrada o substrato 4-metil-
umbeliferil-B-D-glucuronideo (MUG), formando 4-metil-umbeliferona que apresenta
fluorescéncia azul sob luz ultravioleta (365 nm).

As amostras foram analisadas segundo o0 preconizado pelo
fabricante e descrita a seguir. Em um frasco estéril, contendo 100 mL da amostra de
agua a ser analisada foi acrescentada, assepticamente, uma ampola do substrato.
Apds homogeinizacdo, a mistura foi transferida para a cartela Quanti-Tray (WP2000)
com 49 pocos grandes e 48 pequenos. A cartela foi selada, utilizando a seladora
Quanti Tray Sealer (IDEXX/SOVEREIGN - USA), e incubada a 35 °C por 24 h. Apos
0 periodo de incubacéo, foi realizada a leitura dos pocos e aqueles com coloracao
amarela foram considerados positivos para coliformes totais. Para verificar a
presenca de E. coli, as cartelas foram colocadas sob luz ultravioleta e os pogos
amarelos que apresentaram-se azul-fluorescentes indicavam a presenca de E. coli.
A contagem em numero mais provavel por 100 mililitros de dgua (NMP/100 mL) foi
obtida através de uma tabela fornecida pelo fabricante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DAS CONDIGOES HIGIENICO-SANITARIAS DE ALFACES CRESPAS PRODUZIDAS

PELO SISTEMA CONVENCIONAL

As contagens de coliformes totais, de coliformes a 45 °C e de E. coli
obtidas apos a avaliacdo de alfaces higienizadas e ndo higienizadas produzidas em
trés diferentes propriedades rurais pelo sistema convencional estdo apresentadas na
tabela 6.

Tabela 6 — Contagens de coliformes totais, de coliformes a 45 °C e de E. coli obtidas em
amostras de alfaces crespas produzidas em trés propriedades rurais pelo sistema
convencional.

Contagem por NMP/g

. Lotes Alfaces néo higienizadas Alfaces higienizadas
Propriedade .
Avaliados*
Coliformes Coliformes a E. coli Coliformes Coliformes a E. coli
totais 45 °C totais 45 °C
= 2400 <3 NI 240 <3 NI
460 <3 NI 93 9 9
1 240 <3 NI 43 4 4
43 <3 NI 43 <3 NI
43 <3 NI 23 <3 NI
2 2400 93 4 2 2400 1100 1100
A 460 93 23 43 3 NI
2 460 15 9 43 <3 NI
93 23 23 43 <3 NI
39 4 4 9 4 4
**> 2400 43 15 2 2400 21 14
= 2400 7 3 = 2400 <3 NI
3 = 2400 23 14 = 2400 4 NI
2 2400 14 14 2 2400 7 3
21 <3 <3 120 14 11
1100 <3 NI = 2400 <3 NI
460 <3 NI 240 <3 NI
460 <3 NI 240 <3 NI
150 <3 NI 23 <3 NI
B 1 15 <3 NI 4 <3 NI
= 2400 11 NI = 2400 4 NI
> 2400 4 NI 22400 <3 NI
> 2400 4 NI 22400 <3 NI
= 2400 <3 NI = 2400 <3 NI
1100 <3 NI
150 150 150 23 <3 NI
23 9 9 23 <3 NI
1 23 4 4 9 <3 NI
23 4 NI 7 <3 NI
4 4 4 <3 <3 NI
¢ 2 2400 <3 NI 23 <3 NI
9 <3 NI 23 <3 NI
2 4 <3 NI 4 <3 NI
4 <3 NI 3 <3 NI
3 <3 NI 3 <3 NI
3 <3 NI 3 <3 NI

“'N&o isolado

* Os diferentes lotes foram compostos por pés de alface coletados em dias diferentes.
** Presenca de Salmonella spp. em uma amostra do lote 3 da propriedade A.

Fonte: o proprio autor



38

A presencga em alimentos de coliformes a 45 °C tem sido associado
a contaminacao por fezes. Enterobacter spp. e Klebsiela spp., que pertencem a este
grupo, podem ser isolados a partir do trato gastrointestinal de animais e humanos,
mas em menor proporgédo que a E. coli, e portanto, apresentam menor importancia
como indicadores da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos. E. coli tem como
reservatério natural o intestino humano e de animais, e portanto, é o indicador mais
apropriado para contaminacéao fecal em alimentos (JOHANNSSEN, LONCAVERIC e
KRUSE, 2002; SILVA, CAVALLI e OLIVEIRA, 2006).

As medianas das contagens de coliformes totais dos lotes
analisados antes da higienizagao, obtidas nas propriedades rurais A e B, foram 4,6 x
10° NMP/g e 1,1 x 10° NMP/g, respectivamente, ambas superiores quando
comparadas com a propriedade C (9 NMP/g) (figura 1). A explicacdo para esse
resultado pode ser a diferenca na producdo diaria entre as trés propriedades
estudadas. A propriedade C € de um pequeno produtor, com colheitas realizadas
uma vez por semana pela esposa do produtor. O cuidado na retirada das alfaces do
canteiro da horta na propriedade C, favorece a ndo contaminacao dos pés de alface
com o solo, o que justifica a menor contagem de coliformes, na maioria das

amostras, mesmo antes da higienizagao.

Figura 1 — Grafico das medianas das contagens de coliformes totais obtidas dos
lotes de alfaces crespas ndo higienizadas e higienizadas coletadas nas diferentes

propriedades rurais estudadas.
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A — NH: Alfaces crespas néo higienizadas obtidas na propriedade A. A — H: Alfaces crespas higienizadas obtidas
na propriedade A. B — NH: Alfaces crespas nao higienizadas obtidas na propriedade B. B — H: Alfaces crespas
higienizadas obtidas na propriedade B. C — NH: Alfaces crespas néo higienizadas obtidas na propriedade C. C —
H: Alfaces crespas higienizadas obtidas na propriedade C.

Fonte: o proprio autor
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As propriedades A e B tém uma producdo mensal de 9 mil e 5 mil
pés de alface, respectivamente, e realizam a colheita de alface todos os dias.
Utilizam mé&o-de-obra composta por varios funcionarios, além de produzir outras
variedades de hortalicas, que também sao colhidas em paralelo. Na propriedade A,
apesar da grande producdo diaria, a higienizacdo € realizada em uma érea
especifica para esta finalidade. Utiliza 4gua potavel para a lavagem das alfaces, o
que possibilitou a adequada limpeza da maioria das amostras, que foi comprovada
pelos resultados obtidos apds a higienizacao.

A propriedade B possui uma precaria area para a higienizacédo, sem
nenhum protocolo de lavagem das alfaces, o que explica as contagens de coliformes
totais e a 45 °C nao uniformes. Algumas amostras tiveram a mesma contagem antes
e apos a higienizacdo e outras, contagens maiores apos a higienizacao.

Embora a contagem de coliformes totais na maioria das amostras
coletadas na propriedade B, antes e apds a higienizacao, estivesse acima de 2,4 x
10% NMP/g, em nenhuma a contagem de coliformes a 45 °C ultrapassou a contagem
maxima de 10> NMP/g estabelecida pela RDC n° 12, de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001), para hortalicas in natura. A auséncia de coliformes a 45 °C nessas amostras,
pode ser explicada pelo fato do maior uso de agrotoxicos e fertilizantes, para manter
a producao estavel ao longo do ano, realizada nesta propriedade. Segundo Guan et
al. (2005) alguns pesticidas aplicados em hortas podem ter efeitos inibitérios sobre
patdbgenos. Nesse estudo, a habilidade de Salmonella, E. coli, Listeria
monocytogenes e Shigella de sobreviver ou se multiplicar na presenca de sete
pesticidas diferentes utilizados por horticultores foi avaliada. Quatro dos agrotoxicos
testados foram inibitorios para esses patdégenos. Em um outro estudo realizado pelos
mesmos pesquisadores, dos 15 pesticidas testados, 11 tiveram efeitos inibit6rios
sobre esses patégenos de origem alimentar (GUAN et al., 2001; GUAN et al, 2005).

As contagens de coliformes a 45 °C estavam acima do permitido pela
legislacdo brasileira em 2,8 % das amostras de alfaces produzidas pelo sistema
convencional (n = 71). Uma amostra obtida na propriedade C e coletada antes do
processo de higienizacdo apresentou contagem de 1,5 x 10> NMP/g para coliformes
a 45 °C e E. coli. Como se tratava de uma amostra sem higienizacao, a lavagem
adequada, realizada antes da comercializacdo, pode reduzir a contaminagéo
microbiana. A outra amostra, que excedeu o limite estabelecido pela RDC n° 12, foi

coletada no produtor A e apresentou contagem de 1,1 x 10° NMP/g para coliformes a
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45 °C e E. coli. Apesar de ter sido classificada como higienizada, provavelmente o
processo de lavagem desta amostra ndo foi executado, pois, dentre as 30 amostras
obtidas deste produtor, apenas esta amostra apresentou contagem de coliformes a
45 °C, acima do estabelecido pela legislagao.

Outro trabalho realizado com 26 amostras de hortaligas convencionais
comercializadas em feiras livres de Londrina, PR, também nao relatou a presenca de
E. coli, apesar de 26,9 % (n = 7) das amostras apresentarem contagem para
coliformes a 45 °C acima do preconizado pela legislagdo brasileira (SILVA et al.,
2006). Johannssen et al. (2002) analisaram 200 amostras de alfaces obtidas em
supermercados da Noruega e apenas cinco (0,6 %) amostras estavam
contaminadas por E. coli (JOHANNSSEN et al, 2002).

Outros trabalhos realizados no Brasil também avaliaram as condicfes
higiénico-sanitarias de producdo de hortalicas. Os resultados, no entanto, foram
muito diferentes dos obtidos no presente trabalho. Takayanagui et al. (2001)
constataram que 67 % (n= 115) dos pontos de venda de Ribeirdo Preto, SP,
comercializavam hortalicas com contagens de coliformes a 45 °C acima do permitido
pela legislacdo brasileira. Gomes Neto et al. (2012) observaram também elevadas
contagens de coliformes a 45 °C em 66 % das alfaces produzidas pelo sistema
convencional (n = 20).

No presente estudo uma amostra (1,3 %) de um lote de alface
convencional coletada antes do processo de higienizacdo na propriedade A estava
contaminada com Salmonella spp. e, portanto, em desconformidade com a
legislagdo brasileira. Como este resultado refere-se a uma amostra sem
higienizacdo, a lavagem adequada realizada antes do envio destes produtos aos
estabelecimentos comerciais poderia reduzir a contaminag¢ao microbiana. Salmonella
spp. foi isolada da amostra de alface convencional tanto pelo método tradicional de
cultura quanto pela técnica de PCR.

Oliveira et al. (2011) avaliaram a qualidade higiénico-sanitaria de
folhnosas minimamente processadas (alface, racula, chicéria selvagem, repolho, entre
outros), comercializadas em supermercados de Ribeirdo Preto, SP. Das 162
amostras analisadas, 1,2 % (duas amostras de chicoria selvagem) estavam
contaminadas por Salmonella spp. Outro estudo realizado em S&o Paulo (SP)
também avaliaram 152 embalagens de folhosas minimamente processadas e em
uma delas (0,4 %) foi isolado Salmonella Typhimurium (SANT’ANA et al., 2011).
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Takayanagui et al. (2001) constataram que 9 % de amostras analisadas, coletadas
em diferentes pontos de venda de Ribeirdao Preto, SP, estavam contaminadas por
Salmonella spp.

5.2 AVALIACAO DAS CONDIGOES HIGIENICO-SANITARIAS DE ALFACES CRESPAS PRODUZIDAS

PELO SISTEMA ORGANICO

As contagens de coliformes totais, de coliformes a 45 °C e de E. coli
obtidas nas amostras de alfaces crespas analisadas neste trabalho, produzidas na

propriedade D (producao orgénica), estao representadas da tabela 7.

Tabela 7 — Contagens de coliformes totais, de coliformes a 45 °C e de E. coli obtidas em
amostras de alfaces crespas produzidas na propriedade de producdo organica.

Contagem por NMP/g

Lotes

Propriedade . Alfaces ndo higienizadas Alfaces higienizadas
Avaliados*
Coliformes  Coliformes a ) Coliformes  Coliformes a ]
totais 45 °C E col totais 45 °C E col
1100 <3 NI <3 <3 NI
460 <3 NI <3 <3 NI
1 93 4 NI <3 <3 NI
28 9 NI <3 <3 NI
9 <3 NI <3 <3 NI
460 <3 NI 43 <3 NI
93 <3 NI 15 <3 NI
2 39 <3 NI <3 <3 NI
4 <3 NI <3 <3 NI
D <3 <3 NI <3 <3 NI
> 2400 1100 1100 22400 2 2400 28
22400 210 3 2 2400 460 7
22400 14 14 22400 <3 NI
22400 4 NI 460 150 28
460 43 NI 460 <3 NI
3 460 11 NI 23 <3 NI
240 23 23 23 4 4
93 43 15 15 <3 NI
43 15 4 11 <3 NI
21 <3 NI <3 <3 NI

NI Nao isolado; * Os diferentes lotes foram compostos por pés de alface coletados em dias diferentes.
Fonte: o proprio autor
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As contagens de coliformes a 45 °C estavam acima do permitido
pela legislacdo brasileira, em 12,5 % das amostras de alfaces crespas produzidas
pelo sistema organico (5/40), sendo que duas foram coletadas antes e trés apos o
processo de higienizacdo, e todas eram referentes ao lote 3. Assim sendo, €&
importante avaliar os resultados obtidos nos lotes 1 e 2 separadamente daqueles
obtidos no lote 3, porque o produtor durante o periodo de amostragem teve
dificuldades em manter as boas praticas de producdo organica. E interessante
observar que quando essas praticas, exigidas pela certificadora, foram aplicadas as
amostras analisadas (lotes 1 e 2) apresentaram boas condi¢fes higiénico-sanitarias
e uniformidade nos resultados. Por outro lado, problemas enfrentados pelo produtor
impossibilitaram a execucdo dos procedimentos padronizados pela certificadora, o
que levou ao abandono dos canteiros da horta, que somado ao uso de adubo
organico compostado, podem ter causado o aumento da contaminacao das alfaces
do lote 3.

As contagens de coliformes a 45 °C e E. coli das trés amostras
coletadas ap6s a higienizacdo acima do limite preconizado pela legislacao,
evidenciou que o ndo cumprimento do protocolo de lavagem estabelecido pela
certificadora também pode ter corroborado com as maiores contagens obtidas
nessas amostras.

Rodrigues et al. (2014) avaliaram a qualidade das alfaces organicas
no Rio Grande do Sul. Os lotes de alfaces ndo higienizadas apresentaram
contagens de E. coli acima do permitido pela legislacéo brasileira, no entanto, todas
as amostras dos lotes de alfaces higienizadas apresentaram contagens inferiores a
10 UFC/g de E. coli, o que reforca a importancia da etapa de lavagem das alfaces.

Mukherjee et al. (2004) avaliaram 32 produtores organicos, sendo 8
deles certificados e 24 néo certificados. As alfaces produzidas pelos produtores
certificados ndo apresentaram contaminagéo por E. coli, no entanto, 30 % (n = 12)
das amostras coletadas em propriedades ndo certificadas estavam contaminadas
por essa bactéria, o que reforca a importancia de cumprir as exigéncias
estabelecidas pelas certificadoras.

Loncaveric et al. (2005) isolaram E. coli em 16 (89 %) das 179
amostras de alfaces organicas analisadas e coletadas em propriedades rurais na
Noruega, porém a contagem excedeu a 10° UFC/g em quatro amostras (2,2 %).
Santos et al. (2010) também obtiveram contagens para coliformes a 45 °C acima de
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10° NMP/g em alfaces produzidas pelos sistemas de producdo organica,
convencional e hidrop6nica comercializadas no municipio de Botucatu, SP.

Um estudo realizado com alfaces orgéanicas por Gomes Neto et al.
(2012), em Joado Pessoa, PB, encontrou 80 % das amostras analisadas com
contagens de coliformes a 45 °C acima do permitido pela legislagéo brasileira, e
também encontraram diferentes enteroparasitas, tais como Entamoeba histolytica,
Giardia spp., Ascaris lumbricoides e Strongyloides stercoralis, o que indicou
condi¢cBes higiénico-sanitarias de producdo bastante precéarias. Condicdes muito
especificas sdo exigidas para certificacdo da producdo organica e os resultados de
Gomes Neto (2012) surpreendem porque indicam total falta de controle e
cumprimento das diferentes etapas exigidas pelas certificadoras.

N&o foi isolado Salmonella spp. nas amostras de alfaces organicas
analisadas neste trabalho. Outros estudos, que avaliaram a contaminacao
microbiolégica de alfaces produzidas pelos sistemas organico, convencional e
hidropbnico, também nado detectaram Salmonella spp. (OLIVEIRA et al., 2010;
SANTOS et al.,, 2010; GOMES NETO et al., 2012). Por outro lado, Arbos et al.
(2010) analisaram alface, cenoura e tomate em treze propriedades organicas
credenciadas na regido metropolitana de Curitiba, PR. As condi¢bes higiénico-
sanitarias das amostras de alface e cenoura foram inferiores as amostras de tomate
analisadas, uma vez que as amostras de alface e cenoura apresentaram contagens
de coliformes a 45 °C superiores ao permitido pela legislacao brasileira, bem como a
presenca de Salmonella spp. e de estruturas parasitarias (ARBOS et al., 2010).

Estudos monstraram que € possivel ocorrer a internalizacdo do
patogeno nas folhas do alface, pois bactérias patogénicas como a E. coli podem
sobreviver durante periodos longos no solo e na agua, e através das raizes, se
infiltrarem e se alojarem na parte comestivel da planta, podendo resistir a
sanitizagdo (SOLOMON, YARON e MATTHEWS, 2002). Islam et al. (2004)
demonstraram que a contaminacgéo dos alimentos de origem vegetal podem ocorrer

sem a necessidade de uma exposi¢cao prolongada a esses patdgenos.



44

5.3 AVALIACAO DO PADRAO MICROBIOLOGICO DA AGUA UTILIZADA PARA IRRIGACAO DAS

ALFACES CRESPAS PRODUZIDAS PELO SISTEMA CONVENCIONAL E ORGANICO

A qualidade e a seguranca de legumes e verduras depende do uso
de &gua apropriada para irrigacdo e das boas praticas durante a colheita, o
transporte, o armazenamento e a manipulacdo. Entretanto, fatores intrinsecos ao
cultivo, como proximidade da planta ao solo e aplicacdo de adubo organico podem
favorecer o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos
(OLIVEIRA et al., 2011).

E importante mencionar que a fonte de agua utilizada para irrigagéo
das alfaces nas propriedades estudadas ndo era a mesma empregada para o
processo de higieninzacao.

As contagens de coliformes totais e E. coli obtidas da agua utilizada
para a irrigacdo nas propriedades rurais avaliadas neste trabalho estéo

apresentadas na tabela 8.

Tabela 8 — Contagem de coliformes totais e E. coli nas amostras de agua para a
irrigacao coletadas nas diferentes propriedades rurais analisadas.

) Lotes Coliformes totais E. coli
Propriedade .
avaliados* (NMP/100mL) (NMP/100 mL)
A 1 1,41 x 10° 4,1 x10°
2 >2,41 x 10° 4,65 x 10*
B 1 >2.41 x 10° 2,24 x 10°
c > 2,41 x10° 4,88 x 10°
2 >2,41x10° 7,37 x 10°
1 1,98 x 10° 2,59 x 10"
D 2 5,09 x 107 2,0 x 10°
3 2,41 x 10° 2,28 x 10°

* Os lotes avaliados sao referentes as amostras de agua coletadas nos mesmos dias em que os lotes
de alfaces foram coletados.
Fonte: o préprio autor

A resolucdo n° 357 de marco de 2005 da CONAMA, estabelece que as
aguas destinadas a irrigacao de hortalicas ndo devem apresentar contagem superior
a 2,0 x 10? coliformes a 45 °C ou E. coli em 100 mililitros de &gua. Sendo assim, 4

(50 %) amostras de agua para irrigacdo apresentaram contagem acima do permitido
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pela legislacdo. Das quatro propriedades avaliadas neste trabalho, apenas a
propriedade A, apresentou resultado satisfatério quanto ao padrdo microbiolégico
das aguas utilizadas para a irrigacéo (BRASIL, 2005).

A propriedade B teve contagem de E. coli um pouco acima do limite
estabelecido pela resolugdo n° 357 para a 4gua de irrigacdo, no entanto, parece nao
ter contribuido para a contaminacdo das alfaces crespas, as quais obtiveram
contagens para coliformes a 45 °C e E. coli muito inferiores ao limite estabelecido
pela RDC n° 12.

A propriedade C apresentou elevadas contagens de coliformes totais e
E. coli na 4gua, no entanto, as amostras de alfaces coletadas, tanto higienizadas
guanto ndo higienizadas, apresentaram baixas contagens dessas bactérias, o que
indica que a agua de irrigacdo ndo interferiu na contaminacdo das amostras. Os
resultados obtidos na propriedade D, referentes aos lotes 1 e 2, apresentaram
contagens de E. coli de acordo com o preconizado pela legislacdo brasileira, no
entanto, a contagem de E. coli obtida no lote 3 ultrapassou o limite estabelecido, o
qgue, possivelmente, pode ter contribuido para o aumento da contaminag¢do das
alfaces coletadas antes e apds a higienizacao.

Ceuppens et al. (2014) avaliaram a qualidade da agua para irrigacao
utiizada em propriedades produtoras de alfaces tanto organicas quanto
convencionais no Rio Grande do Sul e 60 % (N = 53) das amostras estavam
contaminadas por E. coli e em desconformidade com a legislacdo brasileira. Esses
autores, no entanto, consideraram a resolugéo n © 20, de 1986 da CONAMA, a qual
estabelecia tolerancia zero para E. coli em &gua para irrigagdo para hortalicas
consumidas cruas. Como os autores nao informaram quais foram as contagens
obtidas, néo foi possivel saber se 0s 60 % das amostras de agua estavam realmente
em desacordo com o preconizado pela legislacéo vigente (resolucao n © 357/2005).
Por outro lado, Rodrigues et al. (2014) que também estudaram a contaminag&o
presente na agua para irrigacdo utilizada em diferentes propriedades organicas no
Rio Grande do Sul, constataram que a contagem de E. coli estava abaixo do limite
determinado pela legislacéo brasileira.

Resultados obtidos por Watchel et al. (2002) e Barker-reid et al. (2009)
reforcam a necessidade da utilizacdo de agua apropriada para irrigacdo de frutas,

legumes e verduras para a minimizacdo dos riscos de contaminacdo por bactérias
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patogénicas destes alimentos (WATCHEL; WHITEHAND; MANDRELL, 2002b;
BARKER-REID et al., 2009).



a7

6 CONCLUSAO

As contagens de coliformes a 45 °C estavam acima do permitido
pela legislacdo brasileira, em 2,8 % das amostras de alfaces crespas produzidas
pelo sistema convencional (2/71). Em uma amostra (1,3 %) de um lote de alface
convencional coletada antes do processo de higienizacao foi isolado Salmonella spp.
Em relacdo as alfaces crespas produzidas pelo sistema orgéanico, 12,5 % (5/40)
apresentaram contagens de coliformes a 45 °C acima do limite estabelecido pela
RDC n° 12 (BRASIL, 2001) e né&o foi isolado Salmonella spp.

A A4gua utilizada para a irrigacdo das alfaces em duas das
propriedades convencionais e na propriedade organica estudadas apresentaram
resultados insatisfatérios (> 10°NMP/ 100mL) quanto as contagens de E. coli.

Os resultados obtidos neste estudo monstraram que as condicdes
higiénico-sanitarias das alfaces analisadas, produzidas pelo sistema convencional,
foram satisfatorias. Em relacdo aos resultados referentes as alfaces produzidas pelo
sistema orgéanico, € importante salientar que os produtos organicos precisam ser
produzidos seguindo as boas praticas de producdo exigidas pelas certificadoras,
para atender as expectativas do consumidor quanto a seguranca e beneficio a
saude.
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