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RESUMO

JUSTO, Thais Fernandes. Salmonella spp. em alface (Lactuca sativa L.)
organica: avaliacdo da prevaléncia utilizando-se “Molecular Detection
System (MDS-3M) e sensibilidade ao hipoclorito de sédio e ao acido citrico.
Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos
Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O consumo de alimentos frescos tem aumentado com a busca por produtos mais
saudaveis. Além disso, ha, também, aumento na procura por alimentos de origem
vegetal e livre de defensivos agricolas, como os alimentos orgéanicos, por exemplo.
Esse tipo de sistema de cultivo utiliza esterco como fertilizante, o que pressupde
uma maior contaminacdo microbiana de origem entérica. Na indastria de
minimamente processados, a lavagem e desinfeccdo sdo as Unicas etapas que
visam reduzir e/ou eliminar micro-organismos patogénicos como Salmonella spp. A
agua utilizada para a lavagem e desinfec¢cdo desses produtos pode ser uma fonte de
contaminag¢do cruzada quando diferentes lotes de vegetais sdo processados no
mesmo tanque de lavagem. Por ser a alface a hortalica folhosa mais consumida pela
populacdo brasileira, esse trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de
Salmonella spp. em alfaces orgéanicas coletadas em feiras de alimentos organicos do
Rio de Janeiro, bem como avaliar a sensibilidade dos isolados ao hipoclorito de
sédio (25 ppm e 50 ppm) e &cido citrico (0,5% e 1%) em agua de lavagem. Foram
coletadas 150 amostras de alfaces organicas, crespas e lisas, e a andlise de
Salmonella spp. foi realizada por biologia molecular, utilizando-se o MDS-3M
(Molecular Detection System). Os testes de sensibilidade de Salmonella aos
sanitizantes foram realizados em &agua de lavagem e uma contagem do micro-
organismo foi realizada apds os tempos de contato de um, dois, trés, quatro, cinco,
10 e 15 minutos. Como resultado, Salmonella spp. foi detectada em uma amostra de
alface organica, o que corresponde a uma prevaléncia de 0,67%. No teste de
sensibilidade, o hipoclorito de sddio a 50 ppm e a 25 ppm foram capazes de reduzir
6 log UFC/mL de Salmonella em um e trés minutos de contato, respectivamente,
engquanto o acido citrico a 0,5% e 1% foram capazes de reduzir 1,26 log UFC/mL e
1,74 log UFC/mL, respectivamente, ao final de 15 minutos. O hipoclorito de sédio
demonstrou maior capacidade de redugdo microbiana em agua de lavagem,
indicando ser mais apropriado para evitar a contaminagéo cruzada entre lotes de
alface higienizados no mesmo tanque.

Palavras-chave: Salmonella. Alimentos organicos. Minimamente processados. Agua
de lavagem. Sanitizante.



ABSTRACT

JUSTO, Thais Fernandes. Salmonella spp. in lettuce (Lactuca sativa L.)
organic: evaluation of the prevalence using "Molecular Detection System
(MDS-3M) and sensitivity to sodium hypochlorite and citric acid. Rio de
Janeiro, 2018. Dissertation (Master's degree in Engenharia de Processos Quimicos
e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2018.

The consumption of fresh food has increased with the search for healthier products.
In addition, there is also an increase in demand for food of plant origin and products
without pesticides, such as organic food, for example. This type of cultivation system
uses manure as fertilizer, which presupposes a greater microbial contamination of
enteric origin. In the minimally processed industry, washing and disinfection are the
only steps to reduce and/or eliminate pathogenic microorganisms such as Salmonella
spp. Water used for washing and disinfecting products can be a source of cross-
contamination when differents batches of vegetables are processed in the same tank.
Because the lettuce is the vegetable most consumed by the Brazilian population, this
study aimed to evaluate the prevalence of Salmonella spp. in organic lettuce
collected at organic food fairs in Rio de Janeiro, as well as to evaluate the sensitivity
of the isolates to sodium hypochlorite (25 ppm and 50 ppm) and citric acid (0.5% and
1%) in washing water were evaluated. 150 samples of organic lettuce were collected,
crisp and smooth, and Salmonella spp. was performed by molecular biology, using
the MDS-3M (Molecular Detection System). Salmonella sensitivity tests on the
sanitizers were performed in wash water and a count of the microorganism was
performed after the contact times of one, two, three, four, five, 10 and 15 minutes. As
a result, Salmonella spp. was detected in a sample of organic lettuce, corresponding
to a prevalence of 0.67%. In the sensitivity test, 50 ppm and 25 ppm sodium
hypochlorite were able to reduce 6 log CFU/mL of Salmonella in one and three
minutes of contact, respectively, while 0.5% and 1% citric acid were able to reduce
1.26 log CFU/mL and 1.74 log CFU/mL, respectively, after 15 minutes. Sodium
hypochlorite demonstrated greater microbial reduction in wash water, indicating that it
was more appropriate to avoid cross contamination between lots of hygienic lettuce
in wash tanks.

Keywords: Salmonella. Organic food. Minimally processed. Wash water. Sanitizer.
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1. Introducéao

Na cadeia de produgcédo de produtos frescos minimamente processados, a
lavagem e desinfeccdo com solucdes sanitizantes sdo 0s Unicos passos para a
reducdo de micro-organismos patogénicos e, por isso, Sao etapas importantes nesse
processo. O uso dessas solu¢Bes nas aguas de lavagem dos tanques objetiva,
principalmente, controlar a contaminagdo cruzada entre os lotes de vegetais
processados.

Os sanitizantes clorados sdo os mais utilizados pela indastria de vegetais
minimamente processados por terem um 6timo poder germicida, serem econémicos
e de facil utilizacéo, sendo o hipoclorito de s6dio 0 mais comum. Porém, alternativas
para a substituicdo de compostos clorados tem sido estudadas, como por exemplo o
uso de acidos organicos que, em concentracbes maiores do que as ja utilizadas
pelas industrias para aumentar o shelf-life de produtos, pode inativar as células
bacterianas.

Salmonella é um género bacteriano que comumente causa doencas de
origem alimentar. H4 uma estimativa de que mais de um milhdo de pessoas séo
acometidas por salmonelose por ano nos Estados Unidos da América e, apesar de
os produtos de origem animal serem o0s veiculos mais comuns desse micro-
organismo, ha relatos de sua presenca em vegetais destinados ao consumo in
natura.

Avancos tecnoldgicos tornaram a detec¢do de micro-organismos patogénicos
importantes, como Salmonella, mais rapida e com maior sensibilidade,
especificidade, eficiéncia de custo e mao-de-obra, reduzindo erros humanos e
custos, além de permitir um maior nimero de ensaios em um determinado tempo.
Um exemplo € o método Molecular Detection System (MDS-3M), da 3M Food Safety,
que, baseado na técnica Loop-Mediated Isothermal DNA Amplification (LAMP),
consegue identificar o micro-organismo alvo através da amplificagédo isotérmica de
acido desoxirribonucleico (DNA) com detecc¢éo por bioluminescéncia.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de
Salmonella spp. em alfaces organicas, de forma a poder contribuir futuramente em
analises de risco de industrias de minimamente processados, bem como avaliar a
reducdo de Salmonella spp. em agua de lavagem com hipoclorito de sodio e com

acido citrico em diferentes concentracfes e tempos de exposicao.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi avaliar a prevaléncia de Salmonella spp. em alfaces
organicas coletadas em feiras de alimentos organicos do municipio Rio de Janeiro —
RJ/Brasil, bem como avaliar a reducédo desse micro-organismo em agua de lavagem
com hipoclorito de sédio e com acido citrico, em diferentes concentracdes e tempos

de exposicao.

2.2. Objetivos Especificos

e Utilizar o Molecular Detection System (MDS-3M) para avaliar a prevaléncia de
Salmonella spp. em alfaces organicas coletadas em feiras de alimentos
organicos do municipio Rio de Janeiro;

e Avaliar a sensibilidade de Salmonella isolada de alface organica ao hipoclorito
de sddio nas concentracfes de 25 ppm e 50 ppm em agua de lavagem nos
tempos de exposi¢cédo de um, dois, trés, quatro, cinco, 10 e 15 minutos;

e Avaliar a sensibilidade de Salmonella isolada de alface organica ao acido
citrico nas concentracdes de 0,5% e 1% em agua de lavagem nos tempos de

exposicdo de um, dois, trés, quatro, cinco, 10 e 15 minutos.
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3. Reviséo bibliografica

3.1. Alface (Lactuca sativa L.)

Originaria da Asia, a alface (Lactuca sativa L.), hortalica folhosa mais
consumida no Brasil, foi trazida pelos portugueses no século XVI durante a
colonizacdo do Brasil. A introducdo de varias espécies de hortalicas foi essencial
para servir ndo s6 como alimentacdo para os colonizadores, mas, também, como
material para melhoramento genético de forma que essas hortalicas se adaptassem
as diferentes condi¢fes climaticas no Brasil (Madeira et al., 2008).

Pertencente a familia Asteraceae, a alface € uma planta herbacea, anual, que
se adapta melhor em solos com boa capacidade de retencdo de agua. Seu
crescimento € lento inicialmente e, depois de 30 dias, tem um aumento de ganho de
massa acentuado até a colheita (Yuri et al., 2016).

O ministério da saude, em seu Guia Alimentar, recomenda o consumo de
alimentos saudaveis, principalmente os frescos, optando por refeicbes caseiras em
detrimento de fast foods (Brasil, 2014). Além disso, recomenda o consumo diario de
trés porcdes de legumes e verduras nas refeicdes. O consumo minimo recomendado
desses tipos de alimentos e de frutas é de 400g/dia, significando um aumento de
trés vezes em relacdo ao consumido atualmente pela populacdo brasileira (Brasil,
2008)

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011),
a regido com maior consumo alimentar médio de alface per capita no Brasil entre

2008 e 2009 foi o Sul do pais, com 9,2g/dia, conforme mostra a Figura 1.



13

Figura 1 — Consumo alimentar médio de alface per capita por grandes regiées do Brasil no
periodo de 2008-2009.
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Fonte: adaptado IBGE, 2011.

Ainda segundo o IBGE, no mesmo periodo, a regido com o maior percentual
de prevaléncia do consumo de alface no Brasil foi a regido Sul. Porém a regido
Centro-Oeste foi a que obteve maior prevaléncia do consumo da hortalica fora do

domicilio, como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Alface: Prevaléncia de consumo alimentar pela populagdo e percentual do
consumo fora do domicilio, por grandes regifes, no periodo 2008-2009.
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Fonte: adaptado IBGE, 2011.
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Os dados do IBGE também mostram que o consumo per capita no Brasil é
maior entre os adultos e idosos, sendo os adultos os maiores consumidores de

alface fora do domicilio, como mostra o Quadro 1.

Quadro 1 — Consumo alimentar médio de alface per capita e percentual do consumo fora do
domicilio em relacdo ao total consumido dos adolescentes, adultos e idosos no periodo
2008-2009.

Adolescente 2,1 6,9
Adulto 4,0 25,9
Idoso 3,9 4,4

Fonte: adaptado IBGE, 2011.

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Comércio de Sementes e Mudas
(ABCSEM, 2014), referentes ao ano base de 2012, a producéo de alface no Brasil foi
de 1,6 milhbes de toneladas, sendo a terceira hortalica de maior volume de
producéo, ficando atras somente do tomate e da melancia.

A Figura 3 mostra o valor da producéo, deste mesmo ano, ao produtor versus
0 custo total da producdo (incluindo méo de obra, fertilizantes, embalagens,

agroquimicos, sementes e hebicidas).

Figura 3 — Valor ao produtor vs. Custo total da producéo de alface no ano base de 2012.
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A Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado do Rio de
Janeiro (EMATER), no Acompanhamento Sistematico da Producdo Agricola em
dados de 2015, registrou 2877 produtores de alface no estado, uma producédo de
134 mil toneladas em uma area total de 5298,2ha e faturamento de
R$162.774.770,10. O municipio de Teresopolis € o maior produtor do Rio de Janeiro,
tendo 2000 produtores produzindo em uma area de 4825 ha com producéo de 124
mil toneladas (EMATER, 2015).

3.2. Alimentos organicos

Um alimento organico é aquele que provém de principios basicos que
preservam a qualidade e fertilidade do solo, utilizando matéria organica nas
plantagcbes no lugar de adubos artificiais (Brasil, 2003). Internacionalmente, a
agricultura organica é regulamentada pelas diretrizes do Codex Alimentarius e pela
International Federation of Organic Agriculture Movements (IFOAM), a qual
estabelece quatro principios para este tipo de agricultura: saude, ecologia, equidade
e cuidado (IFOAM, 2017).

No Brasil, para ser considerado um produtor organico, € necessaria uma
certificacdo e um selo de garantia de produto organico. Para obté-los, deve-se
cumprir todos os requisitos legais da Lei Federal 10.831 de 23 de dezembro de 2003
que diz:

Considera-se sistema organico de produgcdo agropecuaria todo aquele em
gue se adotam técnicas especificas, mediante a otimizagdo do uso dos
recursos naturais e socioecondmicos disponiveis e o respeito a integridade
cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade
econdbmica e ecoldgica, a maximizacdo dos beneficios sociais, a
minimizacao da dependéncia de energia ndo renovavel.

Ainda segundo a Lei Federal 10.831 de 23 de dezembro de 2003, o sistema
organico deve priorizar métodos culturais, biolégicos e renovaveis em detrimento de
materiais sintéticos e eliminar o uso de organismos geneticamente modificados
(OGM) e radiacdes ionizantes em qualquer fase do processo de producao, de forma
gue se tenham produtos mais saudaveis, isentos de substancias que possam fazer
mal a saude, além de promover acdes que possam ser boas ao meio ambiente
(Brasil, 2003).

O decreto n°® 6323, de 27 de dezembro de 2007 regulamenta a lei

anteriormente citada, definindo as diretrizes da producdo, comercializacéo,
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informacdo da qualidade e insumos da agricultura organica, bem como os
mecanismos de controle, fiscalizacdo e penalidades aplicaveis (Brasil, 2007).

Além da Lei n° 10.831/03 e do decreto n°® 6.323/07, estdo entre as
regulamentacdes a serem consultadas quando se quer certificar o produto organico
as seguintes Instru¢cdes Normativas (IN) do MAPA:

e [N N°17/09 - extrativismo sustentavel organico (Brasil, 2009b);

e [N N°18/09, alterada pela IN 24/11 — processamento (Brasil, 2009c; 2011a);

e IN N° 19/09 - mecanismos de controle e formas de organizacdo (Brasil,
2009d);

e [N N°50/09 - selo federal do SisOrg (Brasil, 2009a);

e [N N° 28/11 - producéo de organismos aquaticos (Brasil, 2011b);

e IN N°37/11 - cogumelos comestiveis (Brasil, 2011c);

e [N N°38/11 - sementes e mudas organicas (Brasil, 2011d);

e IN N°46/11 - producgéo vegetal e animal (Brasil, 2011e).

Desta forma, para um produtor certificar que o seu produto € organico, €
necessario atender as normas vigentes. A certificacdo pode ser feita por auditoria,
por sistema participativo de garantia ou pelo controle social na venda direta. No caso
de ser uma agricultura familiar, a certificacdo € dispensavel, exigindo-se somente 0
credenciamento em uma organizacdo de controle social cadastrada pelo 6rgao
fiscalizador oficial (IPD, 2011).

Sendo assim, os produtos certificados receberdo um selo Unico oficial do
Sistema Brasileiro de Avaliacdo da Conformidade Organica (Figura 4), tendo os
requisitos para a sua utilizagdo regulamentados pela Instru¢do Normativa n° 50, de 5
de novembro de 2009. E importante ressaltar que somente poderdo utilizar o selo os
produtos organicos de unidades de producdo controlados por organismos
credenciados no MAPA (Brasil, 2009a).
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Figura 4 - Selo Federal do SisOrg
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Fonte: Brasil, 2009a

Segundo o relatorio The World Organic Agriculture de 2017, elaborado pela
International Federation of Organic Agriculture Movements (IFOAM) e pelo Research
Institute of Organic Agriculture (FIBL), a area destinada a agricultura organica tem

crescido conforme mostra a Figura 5, havido um aumento de 6,5 milhdes de

hectares de 2014 para 2015.

Figura 5 — Crescimento da area destinada a agricultura organica de 1999 a 2015.

+360%

Desde 1999
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1999 2003 2007 2011 2015

Fonte: adaptado Willer; Lernoud, 2017.

Os dados tabulados de 2015 mostram que 50,9 milhdes de hectares sao
destinados a producdo organica em todo o mundo, sendo a Oceania a regido com
maior area destinada a este sistema de cultivo, com 45% do total (Willer; Lernoud,

2017), como mostra a Figura 6.
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Figura 6 — Distribuicdo da area destinada a agricultura orgéanica por regidao em 2015.
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Fonte: adaptado Willer; Lernoud, 2017.

Oceania
45%

Ainda segundo o relatério The World Organic Agriculture de 2017, a Australia

€ 0 pais com maior area destinada ao cultivo organico, com 22 milhdes de hectares.

Ja o Brasil se encontra na 12° posi¢do, com 750 mil hectares. Porém a producao

organica corresponde somente a 0,3% do total da producdo agricola no pais

(IFOAM, 2017).

As principais diferencas entre a agricultura convencional e a organica sdo

mostradas no Quadro 2.

Quadro 2 — Diferengas entre a agricultura convencional e organica

Uso adubos quimicos e agrotoxicos.

Uso de adubos organicos (composto,
esterco, adubo verde) e controle alternativo
de pragas e doencas

Monocultura, aliada a exigéncia de grandes
escalas de producéo.

Producao mais diversificada, aumento da
biodiversidade

Criacdo de espécies de pragas e doengas
resistentes e a eliminacdo de seus inimigos
naturais.

Manejo ecolégico das pragas e doencas

Degradacgédo do solo e a contaminagao de cursos
d’agua por praticas equivocadas: monocultura,
uso intensivo de maquinas e implementos
agricolas, baixa cobertura do solo, entre outras.

Uso de préticas conservacionistas do solo
e preservacdo ambiental

Alta dependéncia externa de insumos e de
energia ndo renovavel.

Busca a autosustentabilidade dos sistemas
de producéo

Contaminagéo de trabalhadores rurais e
consumidores por usos indevidos de agrotoxicos
e aditivos quimicos.

Producao de alimentos livres de
contaminacdo por agrotéxicos: mais saude
para o trabalhador rural e para o
consumidor

Fonte: adaptado de Brasil, 2009e.
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Turra et al. (2015), em uma revisao de artigos sobre o perfil do consumidor
brasileiro de alimentos orgéanicos, perceberam que o consumo desse tipo de
alimento estad diretamente relacionado a busca por alimentos mais saudaveis,
principalmente por serem livres de agroquimicos. A maioria dos consumidores no
Brasil € do sexo feminino, com mais de 30 anos, com nivel superior (Turra et al.,
2015). Silva et al. (2013) tracaram o perfil dos consumidores na cidade do Rio de
Janeiro/RJ e obtiveram as mesmas percepcdes, além de que os mesmos tem, em

sua maioria, uma renda familiar de mais de 10 salarios minimos.

3.3. Contaminacdo de vegetais e a industria de minimamente processados

A microbiota dos vegetais produzidos na terra €, em geral, a mesma que a do
solo (Jay, 2005, p. 151). O Quadro 3 mostra as bactérias comuns em alimentos, que
podem vir dos solos, por exemplo, bem como as que aderem as plantas, se tornando

parte da microbiota dos alimentos frescos.

Quadro 3 — Importancia relativa de oito fontes de bactérias em alimentos

Solo Utensilios Trato Manipula- ~
Bactérias e Pla_ntase de gastro- dores de Ra_goe§ Animais Ar,e
agua derivados alimentos intestinal alimentos animais
Bacillus XX X X X X X XX
Campylobacter XX
Clostridium XX X X X X X X XX
Enterobacter X XX
Enterococcus X X XX X X X
Escherichia X X
Listeria X XX X X X X
Salmonella XX XX
Shigella XX
Staphylococcus X XX X
Vibrio XX
Yersinia X X X

Nota: XX indica uma fonte muito importante.
Fonte: adaptado de Jay, 2005.

As doencas veiculadas por alimentos (DVA) séo doencas adquiridas apos a
ingestdo de alimentos contaminados por micro-organismos e/ou toxinas produzidas

por eles. Porém, sabe-se que, por alguns patégenos causarem sintomas brandos,
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um numero reduzido de casos é notificado as agéncias de saude, seja porque
algumas pessoas ndo procuram avaliacdo médica, seja porque, quando procuram,
os meédicos nao notificam o caso. H& ainda os casos que a enfermidade é
assintomatica (Forsythe, 2013, p. 39).

Scalan et al. (2011) fizeram uma estimativa de que, por ano, 31 patdgenos
causem 37,2 milhdes de doencgas, sendo 9,4 milhGes veiculadas por alimentos nos
Estados Unidos. Segundo o Ministério da Saude (Brasil, 2017), houve um elevado
namero de doentes e surtos ocasionados por DVA entre 2007 e 2017 no Brasil,

como mostra a Figura 7.

Figura 7 — Série histdrica de surtos e doentes por DVA no Brasil entre 2007 e 2017.
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Fonte: Brasil, 2017.

A Food and Agriculture Organization (FAO), em seu relatorio sobre surtos
ocasionados por DVA em 2008 mostrou varias doencas pelo consumo de folhas
verdes (WHO, 2008). As hortalicas, além das frutas, sdo veiculos de muitos agentes
etiolégicos de enfermidades entéricas, sendo a contaminacéo fecal o fator de maior
relevancia (Rodrigues et al., 2014). Franz et al. (2005) mostraram que Salmonella
enterica Typhimurium e E. coli O157:H7 podem sobreviver por longos periodos (até
meses) tanto no esterco quanto em solos tratados com 0 mesmo. Porém 0s micro-

organismos podem ser veiculados, também, por aguas de esgotos domeésticos e
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cOrregos contaminados, estocagem inadequada em caixas ndo higienizadas ou
juntamente com produtos vegetais ja deteriorados (Rodrigues et al., 2014). A Figura

8 mostra as principais fontes e rotas de contaminacédo de frutas e vegetais.

Figura 8 — Principais fontes e rotas de contaminacao de frutas e vegetais.
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Fonte: adaptado de Maffei et al., 2016.

Segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 2 de janeiro de
2001, os limites estabelecidos para o padrdao microbiolégico de hortalicas, legumes e
similares in natura é auséncia de Salmonella sp. em 25 g ou mL. J& para frutas in
natura, os limites sdo de 2x10° UFC/g para coliformes a 45°C e auséncia de
Salmonella sp. em 25 g ou mL, assim como para as raizes e tubérculos.

Ceuppens et al (2014) avaliaram a qualidade microbiologica de alfaces
produzidas em seis fazendas do Brasil, bem como dos fertilizantes organicos
utilizados, agua de irrigacdo, solos, caixas utilizadas no transporte e maos dos
manipuladores. Foram isolados Salmonella de alface, do adubo, da 4gua e do solo e
E. coli O157:H7 da &gua de irrigacdo. 71,5% dos isolados foram oriundos de uma
mesma fazenda de producdo organica. E. coli genérica foi mais detectada em
amostras de alface organica (23,1% com contagens de 3,22 log UFC/g) que em
alfaces convencionais (16,7% com contagens de 2,27 log UFC/Q).

Niguma, Pelayo e Oliveira (2017) avaliaram a qualidade microbioldgica de
alfaces crespas e obtiveram como resultado 12,5% das amostras obtidas em
agricultura organica fora do limite estabelecido pela legislacdo brasileira para
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coliformes termotolerantes e 2,8% para amostras da agricultura convencional. Foi
isolado Salmonella de uma amostra de alface convencional. Este panorama mostra
a importancia da higienizacdo ja que qualidade, no setor alimenticio, esta
intimamente relacionada com inocuidade para garantir a seguranca de alimentos.

Vegetais minimamente processados (VMP), segundo a Portaria n°90 de 14 de
fevereiro de 2017 do Rio Grande do Sul,

sdo frutas, legumes ou hortalicas, ou a combinag¢do destas, que
tenham sido submetidas a um processamento, o qual pode incluir
selecdo, corte, fatiamento, lavagem, desinfeccdo, enxague,
centrifugacdo, embalagem e armazenamento, entre outros,
permanecendo em estado fresco, com qualidade sensorial adequada
€ Seguro ao consumo.

Na industria de VMP, a lavagem e desinfeccdo sdo as Unicas etapas
destinadas a reducao e/ou eliminagdo de micro-organismos indesejaveis e, se nao
for realizada de maneira correta, pode acarretar em surtos alimentares, bem como
em contaminacdes cruzadas durante a preparacdo desses alimentos (Maffei et al.,
2016; Inatsu et al., 2017; Banach et al., 2017). Jensen et al. (2015) e Pérez-
Rodriguez et al. (2014) demonstraram que a agua de lavagem utilizada durante o
processamento desses vegetais, quando contaminada, pode levar a contaminacao
de lotes subsequentes. E Prado-Silva et al. (2015), em uma meta-analise dos efeitos
dos tratamentos sanitizantes para inativacdo de Salmonella, Escherichia coli
0157:H7 e Listeria monocytogenes, citaram que a eficacia dos procedimentos de
lavagem ¢é afetada por diversos fatores, como tipo de sanitizante, tipo de produto e
condicdes de lavagem (tempo de contato, temperatura, reciclo de agua, etc.).

Sanitizante, segundo a RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007, “é¢ um
agente/produto que reduz o niumero de bactérias a niveis seguros de acordo com as
normas de saude”. Os sanitizantes clorados séo os mais utilizados pela industria de
alimentos por terem um Otimo poder germicida, serem econ6micos e de facil
utilizacdo. Em geral, o ion hipoclorito reage com as proteinas da membrana celular
afetando o transporte de nutrientes para o interior da célula e causando o
extravasamento dos componentes celulares. Ja o acido hipocloroso pode entrar nas
células e oxidar tanto as enzimas celulares quanto os grupos sulfidricos, causando
morte da célula ou ainda causar muta¢gBes das bases pirimidinicas e purinicas do
acido desoxirribonucleico (DNA) (Massaguer, 2005, p. 193-196). Apesar disso, esses

tipos de sanitizantes tém sido, muitas vezes, evitados por gerarem compostos com
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efeitos negativos a saude dos consumidores, como trihalometanos, &cidos
haloacéticos e aldeidos, os quais sdo formados quando o hipoclorito de sédio
combina-se com a matéria organica (Gémez-Lopez et al., 2014; Banach et al., 2017).
Além disso, a presenca de matéria organica pode reduzir o efeito do santizante
sobre 0s micro-organismos.

Diversos autores, como Finten et al. (2017), Zhang e Yang (2017), Bermudez-
Aguirre e Barbosa-Canovas (2013), Sagong et al. (2011), Park et al. (2011), entre
outros, tem estudado o uso de &cidos organicos para reducdo microbiana como
alternativa aos compostos clorados. Esses acidos ja séo utilizados pela industria de
alimentos para aumentar o self-life de produtos, mas em concentragcdes maiores
podem acidificar o citoplasma da célula bacteriana, destruindo-a (Bermudez-Aguirre;
Barbosa-Céanovas, 2013; Finten et al., 2017). A atividade antimicrobiana dos acidos
orgéanicos deve-se, provavelmente, a fato de sua forma nao dissociada ser capaz de
alterar as fungdes metabdlicas dos micro-organismos, inibindo a adenosina trifosfato
(ATP), a producdo de proteinas e aumento da pressdo osmotica (Lues; Theron,
2011). Porém, segundo Park et al. (2011), a eficacia desses compostos depende do
patégeno alvo.

O MAPA, na Instrugdo Normativa Conjunta n° 18, de 28 de maio de 2009
(regulamento técnico para o processamento, armazenamento e transporte de
produtos organicos), permite o uso de compostos clorados, como o hipoclorito de
sédio, por exemplo, em contato com alimentos organicos, assim como nao limita o
uso do acido citrico, acido organico estudado neste trabalho (Brasil, 2009c).

O Ministério da Saude, em seu Guia Alimentar Para a Populacdo Brasileira
(2008), recomenda a utilizagcdo de compostos clorados na concentragédo de 200 ppm
(uma colher de sopa para um litro) na higienizacao de frutas, legumes e verduras. O
Governo do Estado do Rio Grande do Sul, através da sua portaria n°90/2017 (Rio
Grande do Sul, 2017), dispde o regulamento técnico de boas praticas de fabricacao
e de procedimentos operacionais padronizados (POP) aplicados aos
estabelecimentos produtores/industrializadores de frutas e vegetais minimamente
processados, a primeira legislacdo brasileira especifica destinada a este fim. Nela,
ha a especificacdo de um POP referente ao controle da lavagem e desinfeccao
desses produtos, o qual deve contemplar todas as etapas da operacéo, sendo, no
minimo: lavagem, desinfecc@o e enxagie, detalhadas com as informac6es sobre 0s

principios ativos e concentragcdo dos produtos destinados a desinfeccdo. Essa
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mesma portaria ainda regulamenta que as solugbes cloradas devem estar em
concentracbes de cloro livre de 10 a 50 ppm, com o tempo de contato
comprovadamente suficiente para a reducdo microbiana até niveis seguros e
controle da contaminacdo cruzada entre lotes ja sanitizados. Para outros tipos de
desinfetantes, o uso é permitido, desde que comprovadamente eficaz. O Codex
Alimentarius regulamenta que as industrias de vegetais minimamente processadas

podem usar diferentes métodos e produtos para desinfec¢do (CAC/RCP, 2003).

3.4. Salmonella spp.

Salmonella é um género bacteriano da familia Enterobacteriaceae que causa
mais frequentemente doencas de origem alimentar, com elevada morbidade,
mortalidade e perdas econOmicas. Sao bastonetes curtos, Gram-negativos,
anaerobios facultativos, ndo formadores de enddsporos, catalase positivos, oxidase
negativos e geralmente méveis com flagelos peritriquios (com excecéo apenas da S.
Gallinarum e da S. Pullorum). Sao fermentadores de glicose, porém nao fermentam
sacarose e lactose. Sua temperatura 6tima de crescimento é de 37°C, ainda
podendo se multiplicar em temperaturas de 5°C (Holt et al., 1994). Os valores 6timos
de pH para esse micro-organismo sao agueles préximos a neutralidade (entre 6,6 e
8,2), sendo abaixo de 4,0 e acima de 9,0 valores considerados bactericidas. Seu
habitat natural é o trato intestinal de diversos animais, embora também possa ser
encontrado em outras partes do corpo. Dessa forma, podem ser excretados nas
fezes, contaminando agua, solo, entre outras localidades (Carrasco et al., 2012;
Capalonga et al., 2014; Jay, 2005, p. 545-550).

A classificacdo do género Salmonella € feita a partir de sua epidemiologia,
reacoes bioquimicas e estrutura antigénica, sendo consideradas apenas duas
espécies: Salmonella bongori, que possui 18 sorovares e Salmonella enterica, que
possui mais de 2460 sorovares divididos em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizone, houtenae e indica. Todos 0s sorovares sdo considerados
patogénicos, porém somente cerca de 200 s&o associados a doencas em humanos,
sendo o sorovar Enteritidis o principal causador de infec¢des alimentares (Holt et al.,
1994).

Em geral, um individuo € acometido por salmonelose quando consome
alimentos que entraram em contato com células de Salmonella. Vérios fatores

podem propiciar a sua multiplicagdo na matriz alimenticia: temperatura de
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armazenamento inadequado, cozimento com temperatura sub-letal ou contaminacéo
cruzada (Carrasco et al., 2012). Dentre os sintomas comuns causados por infec¢céo
por Salmonella spp., estdo diarréia, febre e dor abdominal, que podem se
desenvolver entre 12 a 72 horas apoés a infec¢cdo. O tempo de incubacédo é de 4 a 7
dias. Muitas pessoas se recuperam sem tratamento, mas alguns casos de diarréia
grave podem levar a hospitalizagdo. Em casos em que 0 micro-organismo se
espalha pela corrente sanguinea, a salmonelose pode levar ao Obito do paciente
(CDC, 2017).

Estima-se que mais de um milhdo de pessoas sdo acometidas por
salmonelose por ano nos EUA, com quase 20 mil hospitalizacdes e 378 mortes
(Scallan et al.,, 2011). Na Unido Européia 131.468 casos em humanos foram
confirmados em 2008 (Carrasco et al., 2012).

O numero de surtos causados por Salmonella entre 2006 e 2015 e o0 numero
de doentes e hospitaliza¢des por salmonelose entre 2008 e 2015 nos EUA estdo nas

Figuras 9 e 10.

Figura 9 — Surtos ocasionados por Salmonella entre 2006-2015.
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Figura 10 — Numero de doentes e hospitalizacBes causadas por salmonelose entre 2008-
2015.
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Produtos de origem animal, como ovos, carnes e derivados, sao os veiculos
mais comuns de salmonelose em humanos (Carrasco et al., 2012). Porém,
atualmente ha relatos da presenca desse género bacteriano em vegetais que sao
destinados ao consumo in natura (Ceuppens et al., 2014; Niguma et al., 2017). De
17 de maio de 2017 a 4 de outubro de 2017, o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) relatou 220 pessoas infectadas por cinco tipos de Salmonella:
Thompson, Kiambu, Agona, Gaminara e Senftenberg em 23 estados dos Estados
Unidos ap6s consumo de mamao papaia Maradol. Os investigadores conseguiram
isolar as mesmas estirpes de mamdes importados de uma fazenda do Meéxico.
Dentre os acometidos pela doencga, 68 foram hospitalizados e uma morte foi relatada
em Nova York (CDC, 2017). O Food and Drug Administration (FDA) recomendou o
recall de todas as marcas de mamdes papaia importados dessa fazenda em julho de
2017.

Outro caso de surto de Salmonella em vegetais foi relatado com
contaminacdo do sorovar Poona em pepinos importados do México e distribuidos
por Andrew & Williamson Fresh Produce, provavel fonte de contaminacdo neste
surto, em 2015. O nimero de pessoas infectadas chegou a 907 em 40 estados do
EUA, com 28% das pessoas sendo hospitalizadas. Seis mortes foram relatadas, mas
de acordo com o Departamento de Saude Publica da Califérnia, duas que ocorreram
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no estado ndo tiveram como fator contribuinte a infeccdo por Salmonella. Além
disso, houve 36 casos de pessoas infectadas por Salmonella apés consumirem
brotos de alfafa em nove estados dos Estados Unidos entre maio e setembro de
2016, e outros 28 casos em 12 estados entre novembro de 2015 e abril de 2016 pelo
consumo do mesmo vegetal (CDC, 2017).

O método convencional para deteccdo de Salmonella em alimentos € um
meétodo qualitativo que visa a observacao de presenca/auséncia do micro-organismo
e, apesar de os procedimentos recomendados por diferentes 6rgaos reguladores
apresentarem pequenas variagcdes nos meios de cultura e preparacdo da amostra, o
método tem basicamente quatro etapas que podem ser aplicadas a qualquer tipo de
alimento: pré-enriqguecimento em caldo nao seletivo, que tem por objetivo a
recuperacdo de células injuriadas com incubacdo por pelo menos 18 horas;
enriguecimento seletivo, para inibir a multiplicagcdo de alguns micro-organismos
acompanhantes na amostra e promover o crescimento de células de Salmonella;
plagueamento seletivo diferencial, para promover crescimento de células de
Salmonella e as diferenciar, por caracteristicas tipicas que sejam diferentes das de
outros micro-organismos que possam crescer nesses meios; e confirmacao, através
de provas bioquimicas e sorolégicas (Silva et al., 2010).

Esses métodos convencionais para analise de Salmonella spp. em alimentos
tem um menor custo quando comparado as tecnologias de identificacdo por biologia
molecular. Porém, os procedimentos podem levar de cinco a sete dias para
resultados conclusivos, dificultando diagnésticos rapidos para liberacdo do lote de
um alimento produzido em industria, identificacdo de surtos de Salmonella e eventos
de bioterrorismo e realizagdo de recall de produtos (Lee et al., 2015).

Avancos tecnoldgicos tornaram a deteccdo de agentes patogénicos mais
rapida e com maior sensibilidade, especificidade, eficiéncia de custo e mao-de-obra,
reduzindo erros humanos e custos, além de permitir um maior nimero de ensaios
em um determinado tempo (Park et al., 2014). Os métodos baseados em
identificacdo de acidos nucléicos sédo testes de deteccdo que utilizam uma sequéncia
especifica do DNA do micro-organismo alvo e requerem apenas algumas horas,
sendo, para Salmonella, necessario apenas um pré-enriguecimento antes da analise
(que costuma durar 18h) para aumentar a sensibilidade de deteccéo deste patdgeno
(Park et al., 2014; Lee et al., 2015).



28

A técnica baseada em biologia molecular mais conhecida € de amplificacédo
do DNA, reacdo em cadeia da Polimerase (PCR, do inglés polymerase chain
reaction). Ela foi esbogcada por Kleppe et al. (1971) e mais tarde desenvolvida por
outros autores. Ela permite que, utilizando enzimas DNA-polimerases termoestaveis
e oligonucleotideos iniciadores 5’-3’ especificos, pequenas quantidades de DNA em
uma grande variedade de alimentos possam ser amplificadas em até 10’ moléculas
apos repetidos ciclos. Esse DNA €, entdo, detectado com a utilizacdo de gel de
agarose ou hibridizagdes em Southern (Jay, 2005; Levin, 2010, p. 1-7).

A técnica Loop-Mediated Isothermal DNA Amplification (LAMP) é uma técnica
semelhante ao PCR desenvolvida pela primeira vez por Notomi et al. (2000) que
amplifica o DNA isotermicamente a 60-65°C, durante 60 minutos. As reacdes
resultam em niveis de amplificacdo 10° vezes ou mais do que na técnica da PCR,
além de ser mais rapida, simples e menos dispendiosa (Levin, 2010, p. 22; Lins,
2017). Baseada no LAMP, a 3M Food Safety criou o método Molecular Detection
System (MDS-3M) que consegue identificar o micro-organismo alvo através da
amplificacdo isotérmica de DNA com deteccdo por bioluminescéncia. Esta
metodologia utiliza mdaltiplos primers que reconhecem regifes distintas do DNA.
Durante a amplificacdo pela enzima DNA-polimerase, ions de pirofosfato séo
liberados como um subproduto, que é convertido em adenosina trifosfato (ATP) pela
reacao entre a adenosina fosfosulfato e a ATP sulfurilase. Esse ATP reage, entéo,
com a luciferase, produzindo luz que €, entdo, detectada. Essa metodologia também
possui em seus kits controles positivos e negativos, além de controle de matriz de
forma a detectar se o alimento esta interferindo na deteccdo (Lins, 2017). Esse
meétodo tem demonstrado que, para deteccdo de Salmonella, a concentracdo mais
baixa para resultados analiticos confiaveis é de 1 a 5 UFC/25g de amostra ou swab,
além de ndo ter diferenca estatistica quando comparados a analises de diferentes

produtos por metodologias convencionais (Bird et al., 2014).
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4. Resultados

Os resultados da presente Dissertacdo estdo apresentados na forma de dois

artigos cientificos.

Artigo 1: Salmonella spp. in lettuce (Lactuca sativa L.): prevalence evaluation using

Molecular Detection System (MDS-3M).

Artigo 2: Salmonella 