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RESUMO

Os derivados lacteos sdo alimentos com excepciatal nutritivo e amplamente consumido
pela populacédo de varios paises. Entretanto, sAbéta excelentes meios de cultura para
muitos micro-organismos, sendo, portanto, passtleisontaminacdo por diferentes agentes
microbiolégicos, podendo levar a doencas manifastggbr acdo de patdgenos ou por suas
toxinas. A obtencdo de alimentos seguros deperatdredoutros fatores, dos métodos de
analises utilizados, os quais devem fornecer ot rapidos e confiaveis que permitam o
monitoramento da seguranca microbiolégica de aliosrpela industria e pelos 6rgédos de
fiscalizacdo e para isto, diversos métodos altewstém sido desenvolvidos para deteccgéo e
quantificacdo de patdégenos. O primeiro objetivo plesente estudo foi caracterizar
microbiologicamente, por metodologia classica, drasesle doce de leite, leite condensado e
gueijo Minas Padrdo, produzidos em varios estadoBmsil. Foram feitas analises de
contagem padrdo em placas de mesdfilos, boloresegllras, coliformes a 30°C e a 45°C,
Staphylococcuspp. coagulase positiva e negativa, além da pesqgieSalmonella spe
Listeria monocytogenesAltas contagens padrdao em placas de mesofilogdigas e
Staphylococcus spproagulase negativa foram encontradas nos tréugesdO segundo
objetivo foi desenvolver uma metodologia alterrativclassica, que apresentasse resultados
mais rapidos e de alta especificidade para a diedgs principais patdgenos contaminantes
de produtos lacteos e transmissores de doencasgaenoalimentar, utilizando a técnica de
PCR em tempo real. Foi padronizada uma reaqétiplex para deteccdo d8almonella
entericavar Thyphimurium eStaphylococcus aureu® presente trabalho contribuira com a
rara literatura mundial sobre a microbiota contamnia do doce de leite, leite condensado e
queijo Minas Padrdo, fornecendo dados cientificos agademia, as autoridades
regulamentadoras e industria, vislumbrando a piissile da utilizacdo de métodos de
diagnostico microbioldgico alternativos aos classjque fornegcam resultados cada vez mais

rapidos e sensiveis.

Palavras-chave: lacteos, alimento seguro, métodbsculares.



ABSTRACT

Dairy products are food with exceptional nutritibralue and are widely consumed by the
population of various countries. However, they also excellent culture medium for many
micro-organisms, and is therefore liable to contetion by different microbiological agents
which may lead to diseases manifested by the aaifopathogens or their toxins. The
attainment of safe food depends, among other factdrthe analysis methods used, which
should provide fast and reliable results that altbes monitoring of microbiological safety of
food, by the industry and the supervisory bodies fam this, alternative methods have been
developed for detection and quantification of pgters. The first objective of this study was
to characterize microbiologically, by conventionalethod, samples of doce de leite,
condensed milk and standard Minas cheese, producedveral states in Brazil. Standard
count analysis were made in standard plate for ptedlh yeasts and molds, coliforms at
30°C and 45°CStaphylococcuspp. coagulase positive and negative, as weBaisionella
sp. andListeria monocytogeneddigh standard counts on plates of mesophyll, tgeand
Staphylococcuspp. coagulase-negative were found in three ptedddie second objective
was develop an alternative methodology to the @aksto produce faster and of high
specificity results for detection of main pathogeontaminants of dairy products and
transmitting of food diseases, using real-time P@Bhnique. A multiplex reaction was
standardized for detection &almonellaenterica var Thyphimurium andStaphylococcus
aureus This work will contribute to the rare literatuo@ microbial contaminants of doce de
leite, condensed milk and standard Minas cheeswjding scientific data to the academy,
regulatory authorities and industry, envisioninge tipossibility of using alternative
microbiological diagnosis methods instead of claslsat provides faster and more sensitive

results.

Keywords: dairy, food safe, molecular methods.
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1 INTRODUCAO

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) tém sido grande problema de saude
publica em todo mundo e séo relacionadas, prirmogaie, ao consumo de produtos de
origem animal. Os surtos de DTA sao reconhecidanentbnotificados, tornando-se
impossivel avaliar seu real impacto na saude daslagdes e na economia, mesmo em paises
onde ha um controle maior por parte dos orgaosigitmncia sanitaria. Os estudos mais
completos sobre DTA foram efetuados p€lenters for Diasease Control and Prevention
(CDC) dos Estados Unidos (CDC, 2011). Segundo o C&xCdoencas transmitidas por
alimentos séo responsaveis atualmente pela maitar gh@s surtos de diarréia em quase todos
0S paises.

Durante o processo de producdo, elaboracdo, trdasparmazenamento e
distribuicdo, qualquer alimento esta sujeito a amimacdo por bactérias patogénicas.
Alimentos de alto valor nutritivo como o leite eusederivados sdo muito propicios ao
desenvolvimento de diversos micro-organismos, safgins deles, veiculos de transmissao
de importantes zoonoses e de patdgenos respong@vel¥3TA para o homem (FRAZIER,
1993). Grande parte dos surtos de DTA deve-se asuow do leite ndo pasteurizado e de
seus derivados, especialmente queijos (ALTEKRUSH.£1998; DE BUYSER et al., 2001
PITT et al., 1999). Historicamente, com o advera@adsteuriza¢do, diminuiram os relatos de
varias doencas transmitidas pelo leite e seusatbys; como brucelose, tuberculose, difteria,
febre Q e uma série de gastroenterites.

Por outro lado, deve ser ressaltado que emborarttastfetivo no controle de doencas
de origem alimentar, o tratamento térmico é ingifie se ndo complementado com padrdes
elevados de higiene, desde a producéo até o canpletessamento (SHARP, 1981). Para se
conhecer a existéncia de possiveis deficiénciaseriaas, as quais implicariam em
contaminagdes alimentares, voltam-se as atencGasgpapos de micro-organismos, desde
agueles considerados indicadores, como também gsman@atogénicos que encontram no
alimento um meio propicio para o seu desenvolvimenaté mesmo a liberacdo de toxinas
(FRANCO e ALMEIDA, 1992; PERESSt al.,2001).

O doce de leite, o queijo Minas Padrao e o leitedeasado sdo derivados lacteos de
ampla aceitacdo comercial e bastante populareimensacao da populacdo na maioria das
regides do Pais, entretanto, estes dois ultimos p@ssuem Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade, o que contribui para a f@dt padronizacédo desses produtos. Apesar

de amplamente consumidos no Brasil e inclusive xierier, como é o caso do leite



condensado e mais recentemente do doce de letleppséo os trabalhos que avaliaram a
microbiota contaminante destes produtos.

A avaliacdo da qualidade dos derivados do leiteaéziada para estimar a vida util e
também para verificar as condi¢des higiénico-saagalos produtos (SOUSA, 2005) sendo
uma constante preocupacao para técnicos e autesidigddas a area de saude (LEITE JR et
al., 2000; TIMM et al., 2003). Dentre os micro-angaos mais frequentemente encontrados
em lacteos destaca-se os colifornee®s fungos que dependendo da espécie podem ser
deterioradores ou patogéniocosmo Salmonellasp. eListeria monocytogengsausadoras de
infeccbes alimentares e 0s micro-organismos do rgéretaphylococcusque sé&o
potencialmente toxigénicos (SALOTTI et al., 200Bara a deteccdo destes patdgenos, uma
variedade de técnicas tem sido introduzida a finmé¢éhorar a sensibilidade e rapidez dos
métodos rotineiros de analises, dentre elas, @mwleculares como Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em tempo real. A PCR em tempcéreaha técnica de genética molecular
que permite identificar e quantificar bactériastaorinantes em alimentos, fornecendo ao
laboratorio novas ferramentas de rotina com un@éeitia nunca antes atingida em termos
de rapidez, sensibilidade e performance.

O presente estudo torna-se relevante devido a tarmia dos patégenos no contexto
contemporaneo, nos casos de DTA, em particularaassciados ao consumo de lacteos, a
escassez de dados disponiveis na literatura musaba¢ a microbiota contaminante do doce
de leite, leite condensado e queijo Minas Padrao ceescente demanda por métodos de
diagndstico alternativos, que fornecam resultadds ez mais rapidos e mais sensiveis.

Espera-se com o0s resultados obtidos, forneceridiobstécnico-cientificos as
autoridades competentes. Estas informacdes peimitis autoridades regulamentadoras
embasarem-se em dados cientificos a fim de esdrutegulamentos técnicos de identidade e
qualidade especificos para o leite condensado & @ajueijo Minas Padrado, ja que estes
produtos ainda ndo os possuem. A industria se ioeréf com informacdes que auxiliardo
nos programas de Boas Praticas de Fabricacdo @PRRalise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC), que contribuirdo para a pre&ere controle de contaminantes no
processamento desses derivados lacteos, resulgmdwodutos mais seguros e de melhor
qualidade para o consumidor. A incipiente literatorundial se enriquecera com os dados
obtidos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve por objetivos gerais a caraeigdio microbiologica de leite
condensado, doce de leite e queijo Minas Padralizantlo metodologia classica e a
padronizacdo de reacOesiltiplex para deteccéo simultdnea de culturas purdéatfaonella
entericg S. aureus, L. monocytogereg&scherichia coliO157:H7,utilizando a técnica PCR

em Tempo Real.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

» Caracterizar, microbiologicamente, utilizando a adetogia classica, leite
condensado, doce de leite e queijo Minas Padradupidos em diferentes Estados do
Brasil;

» padronizar reacdenonoplexde PCR em tempo real para culturas purdS.daterica
S. aureus L. monocytogenesE. coliO157:H7;

e Padronizar duas reac¢Oesultiplex utilizando a técnica PCR em tempo real para
culturas puras d&. entericae S. aureugmultiplex 1), L. monocytogenes E. coli
0157:H7 (ultiplex?2).



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Leite

Entende-se por leite natural, integro, ndo adultera sem colostro, o produto da
glandula mamaria de mamiferos, oriundo de ordenh®leta e ininterrupta de fémeas sadias
e bem alimentadas (DAHMER, 2006; MORAES, 2005).laRica quimica, Walstra et al.
(2006) definem leite como uma emulsao liquida em @diase continua € formada de agua e
substancias hidrossoliveis ao passo que a fasendnteu descontinua é formada,
principalmente, de micelas de caseina e de gléldagpordura. Na visdo bioldgica, o leite é
definido por BAUMAN et al. (2006) como uma vastargade nutrientes, incluindo proteinas,
carboidratos, particulas de gordura, agua e ieassemdos pela glandula mamaria.

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropadqi&vIBRAPA, 2011), o leite
esta entre os produtos mais importantes da agrapaaacional, ficando a frente de produtos
tradicionais como o café beneficiado e o arroz. &abpecto de volume de leite produzido, o
Brasil ocupa atualmente o quinto lugar no rankiag jpaises produtores (perdendo para EUA,
india, China e Russia) com um volume de 29.112m®d0oneladas, no entanto, ocupa o
décimo sétimo lugar em produtividade, com uma médid..309 ton/vaca/ordenha/ano. Do
total dos 29,1 bilhdes de litros produzidos em 2@@@nas 19,6 bilhdes foram recebidos sob
inspecdo (EMBRAPA, 2011). Este dado evidencia armélidade e justifica, em parte, a
baixa produtividade e qualidade do leite.

A producgdo e a composicéao fisico-quimica do leggam segundo diversos fatores
como individualidade, raca, alimentacdo, estagidagéacdo, numero de lactacdes, idade,
temperatura ambiental, estacdo do ano, fatoresldggcos, patologicos, persisténcia de
lactacdo, tamanho do animal, por¢do da ordenhevaho de ordenhgd€OSTA et al., 1992;
WALDNER et al., 2005; WEISS et al., 2002). A comigés quimica do leite determina o seu
valor nutricional, seu sabor e aroma e apresentmédia 87% de agua, 9% de sdélidos néo
gordurosos (3,3% de proteina, 4,6% de lactose % @& cinzas) e 4,0% de gordura
(WALSTRA et al., 2006).

Devido ao seu elevado teor de nutrientes, a dibpmiside de 4gua e ao pH proximo
da neutralidade, o leite constitui um substratoofavel ao desenvolvimento de micro-
organismos oriundos de processos fermentativosyeo &) desejavel para a industria de
fermentados. Em contrapartida, também favorece escionento de micro-organismos

patogénicos e deterioradores, caso ndo haja unurdonge acdes preventivas ao longo da



cadeia produtiva. Esse aspecto influencia o pracessto e a qualidade dos derivados
lacteos, com reflexos na sua vida-de-prateleiraativédade econdémica e na aceitacdo pelo
consumidor (DAHMER, 2006).

Antes do advento da pasteurizacdo, o leite fluidsees derivados encontravam-se
entre os principais veiculos de doencas, como f#dide, difteria, escarlatina, tuberculose e
brucelose. A pasteurizacao foi introduzida com @tolm de destruir oS micro-organismos
patogénicos e reduzir o nimero dos deteriorantesaidria do leite consumido no mundo é
tratado termicamente, porém a ocorréncia de DTA peinsumo de leite e derivados €
comum. Isto se deve as seguintes razdes: consunieitdeén natura ndo pasteurizado,
consumo de queijos produzidos a partir de leite &0 eliminacdo de toxinas de micro-
organismos produzidas durante o armazenamento id® d¢eu pela pasteurizacdo e
contaminacdo do leite poOs-pasteurizacdo, pela mgasele biofiimes em utensilios e
equipamentos de laticinios (OLIVER et al, 2005)esgr de a pasteurizacdo ter contribuido
para a reducdo da incidéncia das doengas trangeissgielo leite, as toxi-infec¢des
alimentares continuam sendo preocupantes paranssimadores, para as industrias e para a
salde publica (BOOR, 2001; DONNELLY, 1990).

3.2 Alimento seguro

A garantia da seguranca microbiolégica de prodd®m®rigem animal baseia-se na
prevencdo de transferéncia de agentes patogérvcoslg suas toxinas) e de residuos de
drogas quimicas, empregadas no manejo dos rebgrdrasys alimentos (SANTOS, 2008).

A importancia da seguranca microbiologica dos alitoe € reconhecida pelos
legisladores da maioria dos paises e por instiégigibmo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), Food Agriculture OrganizationFAO), Food and Drug Administration(FDA),
International Dairy Federation(IDF/FIL) e a Organizacdo Mundial do Comércio (FAO,
2011; HORTON, 2001; WHO/OMS, 1999). O desenvolvitbezcondmico e a globalizacao
do mercado mundial, as alteragcdes nos habitos mtiares, com a crescente utilizacdo de
alimentos industrializados ou preparados fora d&a,calteraram o perfil epidemiolégico
dessas doencas, expondo a populacdo a varios dpantaminantes. Essa situacdo €
diferente da existente até as primeiras décadasédalo passado, quando 0s micro-
organismos causadores de doencas em animais deic@ocodcomo a brucelose e a
tuberculose, eram o0s principais riscos a saudecdasumidores de produtos de origem

animal (OPAS, 2001). Nos ultimos anos, ocorreu uande numero de surtos de toxi-



infecgBes alimentares, muitos deles envolvendo rmaisim pais e, alguns, mais de um
continente. Estes surtos prejudicam os programaadiée publica, que, em grande parte, ja
sdo deficitarios e causam importante reducdo dadatie econémica (HORTON, 2001;
WHO/OMS, 1999). CCenter for Diseases Control and Prevent{@DC) estima que a cada
ano, um em cada seis americanos, ou seja, 48 mill®eessoas, figuem doentes, 128 mil
sejam hospitalizados e 3 mil morram de DTA (CDCL1DO0As estimativas apontam que 0s
custos com DTA chegam a 152 bilhdes de dolaresnaqdRRODUCE SAFETY PROJECT,
2010). Dentre os agentes etiolégicos mais onerassscofres publicos, encontram-s&.a
enterocolitica, L. monocytogenes, E. oI5. aureusDados mostram que a grande maioria
das doencas transmitidas por alimentos sdo caupadpatdgenos conhecidos (Tabela 1).

Tabela 1- Cinco principais patdogenos que causam doeneasmtidas por alimentos nos

Estados Unidos.

Patégeno Estimativa anual (N) Intervalo de Confiang %
de 90%

Norovirus 5.461,73 3.227,08-8.309,48 58
Salmonella 1.027,56 644.786-1.679,67 11
Clostridium perfringens 965.958 192.316-2.483,31 10
Campylobacter spp. 845.024 337.031-1.611,08 9
Staphylococcus aureus 241.148 72.341-529.417 3
Subtotal 91

Legenda: N = numero de doencas. Fo@enter for Diseases Control and Prevent{@DC,
2011).

No entanto, o sistema de vigilancia do CBabdNetmostrou uma reducéo de 20% na
ultima década em doencas causadas por patogen6B®CDacredita que esta tendéncia de
queda se deve em parte aos esforcos de regulad@enfesralizacdo e da industria para
melhorar a seguranca alimentar.

No Brasil, no periodo de 1999-2010, foram notific®d.971 surtos por DTA, nos
qguais 1,8 milhdo de pessoas foram expostas, coocormetimento de 133.954 pessoas e 88
Obitos registrados. Dos agentes etiologicos ideatibs, Salmonellasp. e Staphylococcus
spp. foram os mais comuns (BRASIL, 2011). Uma wez go pais ha um seério problema de
subnotificagdo de DTA, esses numeros sao, certantedtante superiores.

Em virtude da importancia de coli O157:H7,L. monocytogeneSalmonellasp. eS.
aureuscomo causadores de DTA e da relevancia destasntexto contemporaneo, a seguir
serdo relatados dados da literatura cientificacimlados a importancia destes patdégenos

como causadores de toxi-infec¢des alimentares.



3.2.1Staphylococcus aureus

Um dos tipos mais comuns de doencas de origem raiimem todo o mundo € a toxi-
infeccdo causada por alimentos contendo entera@sxdeS. aureusdoenca de curso rapido,
em que individuos afetados geralmente ndo necessiégaatendimento médico e a maioria
dos casos nao € notificada (RODRIGUES et al., 20D4iicio dos sintomas da enfermidade
ocorre, em média, de duas a quatro horas aposatéimgdo alimento contaminado, sendo a
doencga normalmente autolimitante e, geralmentsinbtemas desaparecem de dois a trés dias
apos o seu inicio (FORSYTHE, 2002; FRANCO e LANDGRAR004; LE LOIR et al., 2003;
SU e WONG, 1997). Os principais sintomas desta-itdgccdo sao vomitos e diarréia,
podendo ocorrer também nauseas, célicas abdonensiglorese. Estes sintomas, que tém
curta duragdo, variam com o grau de susceptibiéiddal individuo, com a concentracdo da
enterotoxina no alimento e a quantidade ingeridcdNBERMAN, 2003; FORSYTHE, 2002;
RODRIGUES et al., 2004).

O géneroStaphylococcuspresenta 35 espécies e 17 subespécies, Seralaeusa
espécie tipica e o principal patégeno do géneroN\BBRMAN, 2003). E considerada uma
das mais resistentes bactérias patogénicas na@doras de esporos, inclusive no que diz
respeito a resisténcia a antimicrobianos (BARROWELTHAM, 1993; JABLONSKI e
BOHACH, 1997; GERMANO e GERMANO, 2003; RAPINI et.,aR004). As bactérias
pertencentes ao géne®taphylococcusao tolerantes a concentracfes de 10% a 20% de NaCl
e também a nitratos, permitindo assim seu deseinvehto em alimentos curados (CORBIA
et al., 2000; MURRAY et al., 1998%. aureus uma bactéria mesdfila, multiplica-se entre
7°C e 48°C, sendo 37°C a temperatura Otima deinresto. As faixas de pH e atividade de
agua (Aw) suportadas pela bactéria e sua toxinarsgdas, sendo o pH 6timode 7a7,5e é o
agente patogénico bacteriano mais resistente cdegdre a Aw diminuida (ADAMS e
MOTARJEMI, 2002).

A toxi-infeccdo alimentar € causada pela ingestidodina previamente formada no
alimento contend®. aureuCARMO et al., 1995; CARMO et al., 1996; CARMO, 1099
FORSYTHE, 2002; JABLONSKI e BOHACH, 1997; SANT'ANA AZEREDO, 2005;
TRABULSI et al.,, 2002). Em condi¢cbes favoraveismicro-organismo multiplica-se no
alimento, produzindo as enterotoxinas sem queasigeada significativamente a cor, 0 aroma
e 0 sabor (SANTOS, 1997). Suas enterotoxinas situpidas entre 10°C e 48°C; contudo, a
faixa de 40°C a 45°C é considerada 6tima paraistess (BERGDOLL, 1989). Em geral, os



casos de toxi-infeccdo alimentar sdo provocadosafiorentos que permaneceram nesse
intervalo de temperatura por tempo variavel. Emdagies oOtimas, as enterotoxinas sao
detectadas em quatro a seis horas de incubacioNERAe LANDGRAF, 2004). Sao
conhecidos 19 tipos de enterotoxinas estafiloc8ci&E). Existem cinco tipos classicos
principais, SEA, SEB, SEC, SED, SEE, e novas SEuperantigenos semelhantes a SE,
como SEG a SEU (CHIANG et al.,, 2008). Essas toxis&s proteinas de baixa massa
molecular, altamente termoestaveis e resistentecgdo ou a enzimas proteoliticas,
permanecem ativas nos alimentos tornando-se umo Bsc potencial para a saude do
consumidor e um problema para a saude publica (CARIP97; CARMO et al., 2002;
FORSYTHE, 2002; RAPINI et al., 2005).

Lamaita et al. (2005) analisaram 80 amostras ¢e ¢eu refrigerado a 4°C e estocado
por 48 horas em tanques resfriadores de proprisdadais do Estado de Minas Gerais
quanto a contagem e identificacdo 8taphylococcuspp. e deteccdo de enterotoxinas
estafilococicas (SE) e da toxina do choque toOXIK®ST-1). Identificaram-s&. aureuse a
producdo de SEA, SEB, SEC, SED e de TSST-1, sem@o dgs Staphylococcusspp
enterotoxigénicos, 24,6% eram coagulase positivél,8%, coagulase negativa. Em um
estudo realizado por Arcuri et al. (2010), de 28dlados deS. aureugrovenientes de vaca
com mastite, leite de tanque a granel e queijo Mirascal no Brasil, os genes para producéo
de SE foram observados em 37,5% de todas as egpadds, mas, estes genes, assim como a
maior diversidade de toxinas, foram mais prevateri®m cepas isoladas de queijo Minas
Frescal (51 dos 70 isolados) e leite do tanque dd4 96 isolados) do que em cepas
provenientes do leite de vacas com mastite (171@63ssolados).

Pereira e colaboradores (1991) demonstraram quereame de confeitaria e presunto
cozido, 103 células deStaphylococcus aurews foram suficientes para producdo da
enterotoxina D, apds 24 h de incubacao a 37°(pmaucao da toxina, estava correlacionada
a producdo da enzima coagulase. Apesar de muittmseauafirmarem que somente as
espécies deStaphylococcugprodutoras da enzima coagulase sejam capazes dezpro
enterotoxinas, atualmente, acredita-se que ougpéces deétaphylococcusambém sejam
capazes de produzir enterotoxinas, tanto as espécagulase positivas quanto as espécies
coagulase negativas (ANUNCIACAO et al., 1994; CARMUOal., 2002; LAMAITA et al.,
2005; ORDEN et al., 1992; RAPINI et al., 2005). &eret al. (2008) desenvolveram um
importante trabalho analisan@® aureuscoagulase negativos isolados de produtos lacteos.
Estes autores observaram que, entre oito isolagSsalreusoagulase negativos analisados,

cinco apresentaram genes que codificam enterotmxiexreira e outros (2001) cita dados de



literatura que relatam, de maneira exigua, masistense, trés episodios de intoxicacdo
alimentar nos quaiStaphylococcushdo produtores de coagulase foram evidenciados. O
primeiro teve lugar no Japdo com a participacad@estudantes, onde o agente causal foi
igualmente detectado nas fezes e em superficiggrates utilizados em lanche do hotel
(OMORI e KATO, 1959). O segundo, nos Estados Unidos qual 145 comensais
manifestaram a doenca, sendo §uepidermidiprodutor de enterotoxinas estafilocécicas foi
detectado na carne consumida e também em lesbesnméas de um manipulador,
caracterizando deteccdo de enterotoxina sintetizagartir de espécie ndo produtora de
coagulase (BRECKINRINDGE e BERGDOLL, 1971). Ja md&o surto ocorreu no Brasil
em 1999 e foi associado ao consumo de leite cruR(@A et al.,, 2002) do qual nédo se
conseguiu isolar nenhuma espécie coagulase posHapp@nasStaphylococcuscoagulase
negativa, produtores de enterotoxinas foram issladoem contagens superiores & 10
UFC/mL. Estudos posteriores concluiram contaminag@m Staphylococcus epidermidis
(VERAS et al.,, 2003). Além destes trés surtos, dlats de um caso de intoxicacdo
estafilococica associada ao consumo de frango @ssiadqual fora isolada uma espécie
coagulase negativa produtora de enterotoxina nds ERASS e BERGDOLL, 1986).

Carmo et al. (2002) descreveram dois surtos de-itgeccdo alimentar por
Staphylococcugcorridos em duas cidades do interior de Minas i&elManhuacgu e Passa
Quatro, em 1999. Nos dois surtos, 378 individuasegram por consumirem queijo Minas
Frescal e leite cru, respectivamente. As analisssqgiieijos consumidos no primeiro surto
demonstraram qu®. aureugsteve presente em quantidades de 2,4 @ 200 x 18 UFC/g e
produziu as enterotoxinas SEA, SEB e SEC. J&a asandd leite cru indicou a presenca de
Staphylococcusoagulase negativa em quantidades que excederam ZOUFC/mL e a
producdo de enterotoxinas SEC e SBaArios estudos demonstraram que o queijo Minas
Frescal e outros produtos lacteos estiveram erdadvem muitos casos esporadicos e surtos
de toxi-infeccdo alimentar p@. aureusno Brasil e em outros paises (ADESIYUM et al.,
1998; ALMEIDA FILHO e NADER FILHO, 2000; ANUNCIAQAOet al., 1994; ASATO et
al., 2003; CARMO e BERGDOLL, 1990; CARMO et al.,020 SILVA e CASTRO, 1995;
VERAS et al., 2003). Outros autores também relatasapresenca d8. aureusem leite e
derivados, inclusive em produtos pasteurizados,omestam sobre a qualidade desses
produtos no Brasil (CAMARA et al., 2002; CARDOSQ\RAUJO, 2004; LAMAITA et al.,
2005; MACEDO e PFLANZER JUNIOR, 2005; SANTANA et,&006).

Foram investigados oito surtos, na regidao de S&6 do Rio Preto, S&o Paulo, no
periodo de dezembro de 2001 a abril de 2003. Degsesro (50%) foram confirmados
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laboratorialmente &. aureudoi o agente envolvido. Os produtos de confeitartamo doces

e salgados, foram os alimentos implicados. Segumgleéritos epidemioldgicos, o nimero
total de individuos afetados foi 52, sendo 13 aimndd pessoas por surto e de hospitalizados
sete (13,5%). Sabe-se que nos servicos de saudBrail existem poucos registros
epidemioldgicos a respeito de doengas veiculadaalpoentos. No entanto, supde-se que as
intoxicacOes estafilococicas sejam muito comunpais, visto a precariedade de saneamento
basico, bem como a falta de no¢des basicas denkig ciclo produtivo dos alimentos, além
da deficiéncia nas notificacdes de doencas (FERNBRI2003; SANTANA et al., 2006).
Considerando o nimero de casos dos surtos notodel doencas transmitidas por alimentos
no Estado de S&do Paulo em 2080,aureusambém teve destaque por tipo especifico de
bactéria, tendo sido responsavel por 1.133 casosoxienfeccdes notificados (SILVA
JUNIOR, 2005).

Cordeiro et al. (2002) avaliaram amostras de lpésteurizado comercializadas no
Estado do Rio de Janeiro e encontraram 83,4% deteamgpositivas par&. aureus Este
patogeno também foi isolado em 10% das amostrasitdepasteurizado comercializado na
regido metropolitana de Curitiba, Parana (MACEDRF&ANZER JUNIOR, 2005).

O estudo dessas enfermidades é de extrema impartgacando subsidios aos érgdos
de saude publica para tomada de medidas de prevengéntrole dos riscos relacionados as
praticas de fabricacdo e conservacao dos alimevigzs)do a reducdo de ocorréncia de DTA
(PERESI et al., 2004). A auséncia S8eaureuse nem mesmo a sua presenca em pequeno
namero sdo garantia de que o alimento seja segois, condicdes desfavoraveis para a
sobrevivéncia desse micro-organismo podem reseftauma diminuicdo de sua populagéo
ou morte da célula microbiana, mas, se quantidadéisientes de enterotoxinas ja tiverem
sido formadas, elas permanecem para induzir um rquakg intoxicacdo alimentar
estafilococica (MICHELIN, 2006).

3.2.2Salmonellasp.

Salmonella spé ubiqua no ambiente e presente também em indlpno@essadoras
de carne, sobretudo de suino e aves, uma vez gas espeécies consistem nos principais
reservatorios desta bactéria, pois sdo portade®atamaticos. Esta bactéria habita o trato
gastrointestinal de todos os mamiferos de sangeatepu inclusive a espécie humana.
Produtos crus de origem animal, assim como outhoseatos, como frutas e vegetais,

particularmente aqueles susceptiveis a contamindeéal, também sdo importantes
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veiculadores d&almonella Esta bactéria é incapaz de sobreviver a paségaddz assim, 0s
produtos lacteos se contaminam como resultado dg@aminacdo pos-pasteurizacao
(BRADSHAW et al., 1987). Dessa forma, evitar o aome de produtos de origem animal
crus € importante para prevenir a contaminacédo Sadmonella(WEDDESKOPP et al.,
2001).

Segundo estimativassalmonellaé a principal causa de hospitalizacdo por DTA de
origem bacteriana nos EUA, sendo responsavel p@0Q%hospitalizacbes e 378 oObitos, a
cada ano (CDC, 2011). Jayarao e Henning (2001 )uszsgm a presenca &almonellaem
131 amostras de leite cru nos Estados Unidos. &sudtados demonstraram que oito
amostras foram positivas para este patdgeno.

Varios surtos pelo consumo de produtos lacteosepasados contaminados com
Salmonella spja foram relatados (JOHNSON et al., 1990). Umacsimportante envolvendo
leite pasteurizado ocorreu em Chicago, EUA, em 19&%te surto, mais de 23.000 casos
foram confirmados laboratorialmente e 10% dos péese desenvolveram artrite como
sequela da salmonelose (DONNELLY, 1990).

De Buyser et al. (2001) realizaram um levantamaeotwre as implicacées do leite e
derivados em surtos de toxi-infec¢des alimentaseBranca e em mais sete paises (Canada,
Dinamarca, Escécia, EUA, Holanda, Suécia, InglaterrPais de Gales). Neste estudo, 0s
autores consideraram quatro patéger@smonellasp., S. aureusL. monocytogenes E.
coli. Eles observaram que o leite e derivados sdo meageis por um a cinco por cento do
total de surtos causados por bactérias. De umdeté&D surtos estudad@&@almonellasp. foi
responsavel por 29 surtos, sendo o principal pathgesociado a DTA.

Nos EUA, de 1960 a 2000, 12 surtos de DTA forano@ados ao consumo de leite
pasteurizado (OLSEN et al., 2004). Estes autonebéden relataram surto de toxi-infeccao
alimentar pelo consumo de leite pasteurizado, tadesda Pensilvania, EUA, tendo como
causa Salmonella entericassp. enterica sorotipo Typhimurium, um dos sorotipos mais
comuns deSalmonella Neste surto, 93 pessoas apresentaram sintomaslmenelose e
foram constatadas como portadores da bactéria.it® densumido pelos acometidos foi
proveniente de um laticinio que beneficiava leite de 59 fazendas do estado da Pensilvania
e foi contaminado apds a pasteurizacgao.

A emergéncia d&almonella entericaar. Typhimurium DT 104 tem preocupado 0s
orgaos responsaveis pela saude humana e animalp@esua resisténcia cromossomal para,
pelo menos, cinco antimicrobianos: ampicilina, afdenicol, estreptomicina, sulfonamidas e

tetraciclina. Dois surtos envolvendBalmonella entericavar. Typhimurium DT 104 e
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associados ao consumo de queijo produzido a mrtieite cru, na Califérnia, EUA, foram
relatados por Cody et al. (1999). Estes autoresreasam que em um dos surtos, veiculados
pelo consumo de queijo tipo Mexicano, o sorofipghimurium DT 104 foi isolado dos
pacientes. Durante o outro surto, a mesma badtérisolada de 79 pessoas que consumiram
gueijo Mexicano adquirido de vendedores ambulamtegue consumiram leite cru. Villar et
al. (1999) também estudaram um surto de DTA enwole&. entericavar. Typhimurium DT
104 pelo consumo de queijo produzido a partir de tgu, no estado de Washington, EUA. O
surto ocorreu em 1997, havendo a confirmacdo dm&ds de infeccéo por este patdgeno.

Apesar de Salmonellaser um importante patdogeno causador de toxi-infEcd
alimentares no Brasil e no mundo, varios pesquisadorasileiros investigaram esta bactéria
em leite e derivados ndo a encontraram (ALMEIDARARNCO, 2003; BARROS et al.,
2004; BRICIO et al., 2005; BRIGIDO et al., 2004; SMAO et al., 2005; MACEDO e
PFLANZER JUNIOR, 2005; PEREIRA et al., 1999; TINO@®al., 2002). Entretanto, em
outro estudo, a presenca 8almonellasp. foi identicada. Peresi et al. (2001) analisara
amostras de queijos Minas Frescal comercializadosfegras livres e supermercados da
cidade de S&o José do Rio Preto, Sao Paulo efidaram Salmonellasp. em duas amostras
produzidas artesanalmente.

E bastante claro que a ocorréncia de salmonelosadeia de alimentos em todo o
mundo é corrente e sua repercussao em saude pchtissste em uma causa importante. Ao
menos que mudancas estruturais e higiénico-sastasignificativas nas praticas
agropecuarias sejam implementadas, a ocorrénciaxdefeccdes alimentares tendo como

causaSalmonelladeve continuar

3.2.3Escherichia coli

E. coli, assim como outras enterobactérias, apresentarosmsesorotipos, 0s quais
estdo associados a infecgbes no homem e em outhosis (BARROW e FELTHAM,
1993). Sua membrana externa é constituida pordiEgacarideos, 0s quais sdo capazes de
causar choques septicémicos, coagulacédo intrawasdigseminada e morte (KUNTZ e
KUNTZ, 1999).

A classificacdo dentro dos grupos especificos i@ase nos mecanismos de
patogenicidade e viruléncia da cepa, nas sindrai@sas e nos distintos sorogrupos O:H.
Estes grupos incluem; cepas enteropatogénicas (EPEQterotoxigénicas (ETEC),

enteroinvasivas (EIEC), difuso-aderentes (DAEC),temagregativas (EAggEC) e
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enterohemorragicas (EHEC) (DOYLE, et al., 1997).900grupos mais importantes dentre
os causadores de diarréia sempre foram EPEC e Hid&€&mn, nos ultimos anos, EHEC tém
ganhado maior interesse devido a ocorréncia de muso® casos de sindromes clinicas
associadas principalmente ao consumo de carne,dederivados (BOTTERO et al., 2004).
Os sorogrupos mais importantes de EHEC sdo 0261 @X2157, sendo o O157:H7 o mais
relevante sorotipo em surtos de toxi-infec¢des atitares (BLANCO et al., 1996; BOPP et
al., 2003). Além da transmissédo por meio dos aliogef. coli O157:H7 também pode ser
transmitida por contato direto com pessoas infedtadobretudo quando ha condicdes
inadequadas de higiene (LIOR, 1993). A dose mininfactante, 2,0 UFC dé&. coli
0157:H7 em 25 gramas de alimenomuito baixa quando comparada a outros patégenos
(BLANCO et al., 1996).

A patogenicidade d&. coli O157:H7 esta relacionada a trés fatores de viridénc
producdo de enterotoxinas semelhantes &higella(SLT | e Il), produgcdo de hemolisina e
expressdo de adesinas especificas com as quatséaidoaoloniza o epitélio intestinal. Esta
bactéria pode produzir uma ou as duas enterotaxfgwoducdo de SLT Il parece estar
associada ao desenvolvimento da sindrome hemadlit@aica. Estas toxinas sdo citotoxicas
para as células do célon e ileo (ARMSTRONG et1896).

A E. coliO157:H7 foi reconhecida na década de 1990 comanporiante patdégeno
alimentar e como um dos principais problemas déesaiiblica na América do Norte e na
Europa (COIA, 1998). Os fatores determinantes marsurgimento desta bactéria como
importante patégeno incluem mudancas nos habitosidke da populacdo, aumento do
consumo de produtos industrializados e mudancasddatria de alimentos (ARMSTRONG
et al., 1996). Além destes, mudancas no manejo athmais, tal como a irrigacdo de
pastagem com esterco, propicia a criacdo de aneBients quai&. coli O157:H7 consegue
persistir (HANCOCK et al., 1994). Estudos revelame geste sorotipo apresenta uma
tolerancia incomum a alguns estresses ambientaiso H e umidade baixos (ARNOLD e
KASPAR, 1995; GLASS et al., 1992).

Produtos de origem animal, tais como carne malkgpasdeite cru, leite pasteurizado e
jogurte tém sido associados a surtos de toxi-idescalimentares causadas (kar coli
0O157:H7 (BETTS, 2000; BOYCE et al.,, 1995; DOYLE,919 GOVARIS et al.,, 2002;
GRIFFIN e TAUXE, 1991; MECHIE et al., 1997; MORGA# al., 1993; UPTON e COIA,
1994). O iogurte tem sido considerado um alimemguso, porém, ja foi envolvido em
infeccao fatal poE. coliO157:H7 no Noroeste da Inglaterra (MORGAN et #93). Massa

et al. (1997) avaliaram a sobrevivéncia e coli O157:H7 em iogurtes durante o seu
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processamento e armazenamento. Esses pesquisaldeeegaram que a contagem bacteriana
diminuiu de 7,08 para 5,32 log UFC fhlLap6s sete dias de estocagem a 4°C. Outros estudos
também tém demonstrado a capacidad&.deoli O157:H7 sobreviver por longos periodos
sob baixas temperaturas em pH neutro e acido (CABLRBet al., 2004). Govaris et al.
(2002) reportaram a sobrevivéncia deste patogeramtiu30 dias a 2°C em soro de queijo.

Wang et al. (1997), avaliando o crescimento e aesol®Encia deE. coliO157:H7 em
leite cru e pasteurizado, observaram que nas tetuas de 8 e £6 houve maior taxa de
crescimento desta bactéria, chegando a contaged§’dmidades formadoras de coldnias
(UFC) por mL. De acordo com esses autores, armazetete a temperaturas inferiores a
5°C é recomendado para prevenir o crescimento dagiggno.

Oksuz et al. (2004), investigando amostras de tzilee de queijos produzidos com
leite cru, na Turquia, encontraram 1% de amosteakeite cru e 4% de amostras de queijos
positivas pard&. coli O157. Estes resultados demonstram que queijos fdmua partir de
leite cru tém potencial para causar infec¢cdedpaoli O157. Esta bactéria, bem como outros
sorogrupos dé&. coli (STEC), também ja foram isolados de rebanhos flegaio Brasil, nos
Estados do Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paventio, dessa forma, a possibilidade de
sua presenca no leite cru (FARAH et al., 2003; GANZZ, et al., 2001; MOREIRA et al.,
2003; PRADO et al., 2001).

Para proteger a imagem dos produtos lacteos camerdbs saudaveis, a industria de
laticinios considera, desde o final do século XX, coli O157:H7 tdo importante quanto
outros patégenos, conalmonellae S. aureugDUNCAN e HACKNEY, 1994). A adocéao
de boas préticas agropecuarias e de fabricacaatdusamanufatura de produtos de origem
animal e o cozimento adequado dos alimentos antesrsumo sdo importantes medidas de
controle para prevenir infeccbes pBr coli O157:H7 (DOYLE, 1991). O controle e a
prevencao da presencalfecoliO157:H7 e de outros patégenos em alimentos dewabas
em um profundo entendimento da epidemiologia doo6gemio e no consumo
preferencialmente de alimentos tratados termicaan@hEAD e GRIFFIN, 1998).

3.2.4Listeria monocytogenes

No géneralListeria, atualmente, seis espécies sdo reconhedidasonocytogenes, L.

ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeli, grayi e L. murrayi. As espécieq..

monocytogenes, L. ivanowilL. seeligerisdo as Unicas associadas com patogenicidade, mas



15

somenteL. monocytogene® consistentemente patogénica para humanos e animai
ivanovii causa doengas predominantemente em ovinos e raemerhomem (JAY et al.,
2005);L. seeligerisomente foi diagnosticada uma vez como causa dmgitenem um adulto
nao imunocomprometido (IFT, 2004). O meio cieatiffoi despertado para o perigo da
listeriose durante a década de 80 quando umad®eartos ocorreu na América do Norte e
Europa (FRANCO e LANDGRAF, 1996; SCHLECH, 1983).

Apesar de 13 sorotipos @le monocytogenga terem sido descritos, apenas trés (1/2a,
1/2b e 4b) causam a maioria dos casos clinicosoneem e nos animais (JAY et al., 2005;
TAPPERO et al., 1995).. monocytogengsode tolerar vérias condi¢cdes ambientais adversas,
tais como valores de pH entre 4,1 e 9,6 e conagigsade até 30% de cloreto de sédio. E
ubiqua na natureza, sendo encontrada em alimigni@gurae processados e no ambiente de
processamento dos alimentos, como um biofilme, aiémamplamente reconhecida como
agente de toxi-infeccdo alimentar (DOYLE, 1988; MAIRA, 1996). Devido a resisténcia
as condicbes ambientais desfavoraveis e a graviddme infecgbes causadas.
monocytogene® considerada um dos patdgenos de infeccdo denoraenentar mais
importantes na atualidade (ALMEIDA e ALMEIDA, 2003)

Na espécie humana, a listeriose apresenta-se sédrmaas clinicas graves, como
septicemia e meningite. Mulheres gravidas sdo quéatimente susceptiveis a infeccao,
podendo ocorrer aborto espontaneo ou originar oatis. A listeriose € mais comum em
neonatos, idosos e pacientes imunocomprometidosnféccdo € rara, mas a taxa de
mortalidade varia de 20 a 30% e pode chegar a 786%gnupos de risco (GELLIN e
BROOME, 1989; LINNAN et al., 1984; SCHUCHAT et d991). Apos a replicacéo no trato
gastrointestinal do hospedeird,. monocytogenedlifunde-se diretamente nas células
adjacentes por meio de um mecanismo de motilidadednlo na polimerizacdo da actina da
célula do hospedeiro. Os fatores de viruléncia kmlas na aderéncia, entrada, sobrevivéncia
intracelular, multiplicacdo e difusdo de célula &ula tém sido caracterizados. Embora
consideravel progresso tenha sido alcancado noslosstsobre 0s genes e seus produtos
responsaveis pela viruléncia tde monocytogenedliversos questionamentos em relacdo a
estes mecanismos ainda permanecem néao elucidadddE(RA e ALMEIDA, 2003).
Trabalhos sugerem que a quantidadé.deonocytogenesm alimento contaminado capaz de
causar surtos e casos esporadicos de listeriosgperiar a 16 UFC/g; contudo doses
infectantes inferiores a este valor ndo podem sscaitadas (ROCOURT e COSSART,
1997).
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Estudos realizados no Canada e EUA demonstraranh.gm@nocytogenegode ser
encontrada no leite cru em taxas que variam da $,3% (FARBER et al., 1988a; HASSAN
et al., 2001; LIEWEN e PLANTZ, 1988; LOVETT et all987; SLADE e COLLINS-
THOMPSON, 1988). A sobrevivéncia e a proliferacd® Ldsteria spp. em alimentos,
sobretudo em produtos lacteos, crus e pasteurizadosconsideradas bastante elevadas. Ha
relatos da sobrevivéncia, em produtos lacteos,Ldeénnocua (ndo patogénica) d..
monocytogenefatogénica) por mais de 178 e 140 dias, respectinte (ERKMEN, 1995;
OZTURKOGTU et al., 2006).

A Listeria € um importante patdbgeno no contexto dos produdogeds por sua
habilidade de crescer e se multiplicar em tempmatde refrigeracdo, sendo caracterizada
como psicrotrofica (DONNELLY, 1990). Rosenow e M@af1987) analisaram o crescimento
de L. monocytogenesm leite integral, leite desnatado, leite achoediate creme de leite
armazenados em varias temperaturas e observaragsgupatdgeno é capaz de se proliferar
em temperaturas que variam de 4 a 35°C. O menquoteta geragcdo foi observado na
temperatura de 35°C; porém, em todas as tempesauadiadas (4, 8, 13, 21 e 35°C) houve
crescimento da populacdo Hemonocytogenealcancando Y0UFC/mL, valor este superior
ao minimo considerado capaz de causar toxi-infealj@entar, que é de 1WFC/mL.

Jayarao e Henning (2001), ao avaliarem 131 amosteadeite cru nos EUA,
pesquisaram a presenca de varios patdgenos ng deite eled.. monocytogenesSeus
resultados demonstraram que seis amostras apmesersa positivas para este patdgeno.
Sendo que contaminacéao fecal pode ser a fonteedanqga dé. monocytogenaso leite.

Alguns surtos envolvendo. monocytogend®ram relatados e varios alimentos foram
incriminados, como leite cru e pasteurizado, gseijnanteiga, carne crua e cozida, patés,
vegetais, peixes e pratos prontos (BOGGS et ab]1;2BULA et al., 1995; DALTON et al.,
1997; FLEMING et al., 1985; GOULET et al., 1995; RD et al., 2000; JAMES et al., 1985;
JENSEN et al., 1994; LINNAN et al., 1988; LYYTIKAEN et al., 2000; MCLAUCHLIN et
al., 1991; MCLAUCHLIN, 1996; SCHLECH et al., 1983).

Dois surtos importantes ocorreram nos EUA na dédadE80. Um deles ocorreu no
Estado de Massachusetts, em 1983, no qual leiteysezmdo foi considerado como veiculo
(FLEMING et al., 1985), e o outro, na Califérniam €985, no qual queijo estilo Mexicano
foi o veiculo. Este surto envolveu 148 casos e 4f8tem e, provavelmente, foi o alerta
principal para o papel do alimento como disseminaedisteriose (JAMES et al., 1985). No
surto de Massachusetts, 49 pacientes adquirirdeniise e 14 morreram. No caso especifico

do surto de Massachusetts, n&do foi encontrada nemlewidéncia de falha na pasteurizacao
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do leite na industria. Levantou-se a hipétese derestvéncia do micro-organismo a
pasteurizacdo (BRADSHAW et al., 1985). Entretantojos estudos j& comprovaram que a
pasteurizacéo rapida do leite, 72 a 75°C por 16 segundos € adequada para destruir este
patogeno no leite integral (BRADSAHW et al., 1988RBER et al., 1988b; MACKEY E
BRATCHELL, 1989). O importante trabalho de Bradshatval. (1985), que estudou a
termorresisténcia desta bactéria durante dois atespnstrou que 71,7°C por 15 segundos
foi 0o binbmio tempo/temperatura suficiente parativaa L. monocytogenesm leite cru
contaminado com 15 log deste micro-organismo.

A presenca de.. monocytogenesm leite pasteurizado foi também observada por
Ahmed e Hussein (2005). Estes pesquisadores amaatidaite e creme de leite pasteurizados
comercializados no Egito e detectaram este patogano4% das amostras de leite
pasteurizado. Nenhuma amostra de creme de legsepnpll. monocytogenes

Allmann et al. (1995), aplicando a técnica de P@Restigaram a presenca te
monocytogenesm leite cru, manteiga, queijo e iogurte produziagsrtir de leite cru. Esses
autores observaram que a taxa de contaminacédo rbolitps lacteos por este micro-
organismo foi de 13%.

De acordo com Nichols et al. (1997), 16 (1%) de tatal de 1.437 amostras de
gueijos frescos comercializados na Inglaterra e Rl Gales foram positivas pata
monocytogenesisteriaspp. também foi isolada de 51 (4%) amostras.

Kells e Gilmour (2004) monitoraram, durante um ath@is laticinios, na Irlanda. A
incidéncia dd.isterianos equipamentos foi de 18,8% (6,8%monocytogengsno ambiente
foi de 54,7% (40,6%. monocytogeng® no leite cru de 44,4% (22,2%monocytogengs

Varios estudos demonstram resultado positivo fddskeria monocytogenegm
queijos Minas Frescal no Brasil (BRIGIDO et al.020 CARVALHO, 2003; SILVA et al.,
2003 e 2004). No estudo de Silva et al. (1998yuzss avaliaram amostras de varios tipos de
queijos comercializados no mercado varejista dodeidaneiro, quanto a presencd.idéeria
spp, observou-se que, das 103 amostras analidddée),68%) estavam contaminadas lpor
monocytogened ocorréncia deisteria spp. em pontos criticos de controle e no ambieate d
processamento de queijo tipo Minas Frescal em ldtnios na Bahia foi determinada por
Silva et al. (2003). Neste estudo os autores obemmv que, na fabricacdo deste tipo de
queijo, 0os pontos criticos de controle incluem eepgdo do leite cru, a pasteurizacéo, a
coagulacédo e a estocagem do produto acabado. Endasnibricasl.. monocytogenef®i
isolada de amostras de leite cru (16,7%) e de aasodb chdo da sala de refrigeracdo dos

qgueijos (14,3%). Em Fortalezd, monocytogenegoi detectada em leite cru, fresco e
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refrigerado, leite pasteurizado (ap6s 60 horasstiecagem a 4°C), tanque de recepcao do
leite cru, caixas plasticas de transporte de leitem drenos e pisos de uma industria
beneficiadora de leite tipo C (FIGUEIREDO, 2000¢ &cordo com os resultados, verificou-
se que, das 260 amostras analisadas, espéciesndm giésteria foram isoladas em 39
amostras (15%), sendo 19 (7,3%) amostras posp&ad.. monocytogene&m Juiz de Fora,
Brito et al. (2008) avaliaram uma industria proegssa de queijo Minas Frescal e isolaram
L. monocytogenesorotipo 1/2a, de mesmo perfil genético, em gseipquipamentos e
utensilios. Os autores concluiram que o refrigarade estocagem era a fonte de
contaminagao dos queijos.

Na industria de laticinios, as principais vias ugoiducdo desse patdgeno séo o leite
cru, os utensilios e 0s equipamentos contaminaxes|o carreado pelas botas e roupas dos
trabalhadores, o ar, o sistema de ventilacédo, a agyocada e/ou condensada e os carros de
transporte, além da possibilidade dessa ser carrpad operarios ou visitantes doentes
(SWAMINATHAN, 2001).

Vale ressaltar que algumas cepas ldemonocytogenepodem permanecer no
ambiente de processamento durante meses ou aren#e o exposto percebe-se que é
necessario estabelecer procedimentos de controtiiferantes pontos na cadeia de producéo
de alimentos, aumentar a amostragem durante o gs&mento e adotar metodologias que
proporcionem resultados cada vez mais rapidos g€v&s. Em adicdo, em virtude da livre
circulacdo de alimentos entre diferentes paisegi@eas, parece logico adotar uma politica
similar nas agéncias reguladoras de cada paiscigmimente no que diz respeito as
metodologias de pesquisa, niveis de tolerancia droforganismos em alimentos e a
padronizacao dos alimentos.

3.3 Produtos lacteos

3.3.1 O Doce de Leite

O doce de leite € um dos principais produtos cdn@eéos por acao do calor
produzidos pelas industrias de laticinios no Brasilproducdo nacional de doce de leite,
embora tenha se mantido estavel nos ultimos dez, atiogiu seu apice em 1995 com 52,3
toneladas produzidas (MACHADO, 2005). Nos ultimmga anos, a producéo se encontra ao
redor de 34 toneladas/ano (MADRONA et al., 2009¢ &cordo com o Instituto de
Desenvolvimento Industrial de Minas Gerais (INEH)% da producédo brasileira de doce de
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leite esta concentrada em Minas Gerais. O doceitike @ consumido em grande parte na
América do Sul, especialmente no Brasil, Urugudirgentina (PAVLOVIC et al., 1992).
Segundo o Regulamento Técnico para Fixacdo deididelet e Qualidade de Doce de Leite,
aprovado pela Portaria N° 354 de 4 de setembro99¥ Ho Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 1997) emcle-se por doce de leite, o produto
com ou sem adicdo de outras substancias alimentigidido por concentragdo e acdo do
calor a pressao normal ou reduzida do leite oe letonstituido, com ou sem adicdo de
sélidos de origem lactea e/ou creme e adicionadadarose (parcialmente substituida ou nédo
por monossacarideos e/ou outros dissacarideo$lighea 1 é apresentado um fluxograma da
fabricagcéo do doce de leite.

Selecéo do leite por meio de
analises fisic-quimica:
|
Determinacédo do volume ou
massa do leite, do acgucar e dp
redutor de acide
[

Colocagéo dos acessorios ng
tacho de fabricagéo

I
Mistura de ingredientes
aditivos e inicio do aqueciment

Concentracdo final até 68°Brix
70°Brix
|
Resfriamento a 75°C - 80°C

|
Estocagem do doce

o

Figura 1 - Fluxograma de fabricacdo do doce de leite priogosr Perrone et al. (2011).

A producéo de doces de leite de qualidade estéadiente relacionada a qualidade da
matéria-prima empregada na fabricacdo e estauporez, depende:
* Qualidade sensorial - ndo deve apresentar anomruald de cor, sabor, odor ou

aparéncia);
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* acidez - o leite apresenta acidez titulavel elevpdiaa a producdo do doce podendo
resultar na precipitacdo da caseina, diante desteeducdo da acidez pela adicdo de
bicarbonato de sddio € indicada, até uma faixat2 % a 0,13 % de acido latico;

e matéria gorda - importante para o rendimentohbré textura do produto (MARTINS e
LOPES, 1981).

Durante a concentracdo, algumas substancias emtnarastado de supersaturacéao,
podendo cristalizar e precipitar (WALSTRA et al002). Silva et al. (1984) enfatizam que
entre as dificuldades técnicas que se tém aprekentafabricacdo de doce de leite, em escala
industrial, talvez a mais dificil de vencer temosab procedimentos seguidos para minimizar
os efeitos da cristalizagdo. Os cristais formadmsfezem ao doce uma textura arenosa,
constituindo assim um importante problema tecnogiTERAN-ORTIZ, 1998). Varios
processos tém sido empregados no controle daliaagi@o (COELHO et al.,1982; HOSKEN,
1969; SABIONI et al., 1984; SANTOS, 1976; SILVAat, 1984; TERAN-ORTIZ, 1998.

Tecnologicamente, o doce de leite se enquadra estpeodutos de leite conservados
por evaporacao e adicdo de acucar, de modo quiynedo da alta pressdo osmotica criada,
pode ser conservado em temperatura ambiente (MADRENMI., 2009). O desenvolvimento
microbiano depende de varios fatores isolados e@junto, dos quais podemos destacar a
disponibilidade de agua. Ao analisarmos o teor @&l solUveis de produtos lacteos
concentrados, temos uma idéia da quantidade tetalgda presente no produto final, desta
forma, uma interpretacdo inicial € que quanto maideor de solidos soluveis, menor € a
guantidade de agua no produto e consequentemerigedifiail € o desenvolvimento dos
micro-organismos. Entretanto, esta analise dacgitu& superficial, pois ha de se conhecer
nao somente a quantidade de agua, mas também atudagdas interacdes quimicas e o
namero de configuracdes espaciais das moléculasodgsa matriz do produto. A analise de
determinacao da atividade de 4gua é um indicatggpdopriedades que as moléculas de agua
apresentam na matriz do produto quando comparapi@psedades que apresentam em agua
pura. Desta forma, quanto mais o valor numéricédwadiminuir em relagdo ao numero 1,
menor sera a disponibilidade de agua para o delse&memto microbiano (TAN, 2009).
Segundo o mesmo autor, a sacarose € indiscutivegnoeprimeiro soluto responsavel pela
diminuicdo da Aw. A concentracdo de sacarose era,ams produtos lacteos concentrados,
deve estar entre 0,625 e 0,645, sendo esta a itheh para inibir o desenvolvimento de
micro-organismos e nao propiciar a cristalizacaeatarose no produto, pois, abaixo do valor

0,625 a atividade de &gua serd maior que 0,85ardmn o produto microbiologicamente
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instavel. Acima de 0,645 ocorre a cristalizacdsatzarose na solugcédo, o que seria um defeito
em produtos como doce de leite, leite condensadovete (HALL e HEDRICK, 1971).

De acordo com Timm et al. (2007), a possibilidadébdctérias patogénicas em doce
de leite ndo pode ser excluida, apesar deste praguesentar baixa atividade de agua devido
a alta concentracdo de carboidratos. O doce de pedpicia além do desenvolvimento de
fungos filamentosos e leveduras osmofilicas, occorento deStaphylococcuspp. resistentes
a alta pressdo osmoética do meio, sendo estes, cmoterprodutores de enterotoxinas
causadoras de intoxicacao alimentar (ALAIS, 198®xeira e colaboradores (1991), em um
estudo com creme de confeitaria e presunto cozimnonstrou que 103 células de
Staphylococcus auregg' foram suficientes para producdo de enterotoxinafgds 24 h de
incubacdo a 37°C e a producao da toxina era comekada a producdo da enzima coagulase.
Em funcdo desta correlacdo, no ano de 2001, a lhed@cs Brasileira de Padrdes
Microbiol6gicos para Alimentos sofreu alteracdodé&terminacéo d8. aureudoi substituida
por enumeracdo de “Estafilococos coagulase positiB&RASIL, 2001). O Quadro 1
apresenta os critérios microbioldgicos e de tolggadpara o doce de leite segundo o MAPA
(BRASIL, 1997).

Quadro 1 - Critérios microbiolégicos e tolerancia para docdeite de acordo com a Portaria
N° 354 de 1997 do MAPA.

Micro-organismo Critério de Aceitacdo (UFC/Q)
Estafilococos Coag. Pos./g n=5 c=2 m=10 M=100
Bolores e leveduras/g n=5 c=2 m=50 M=100

Legenda: n = numero de amostras do lote; ¢ = nuhei@ceitacdo; m = limite inferior; M =
limite superior.

Os oOrgaos de regulamentacdo em paises como Cdbsiddlos Unidos e aqueles
pertencentes a Unido Européia ainda preconizanteantieacdo dé. aureusem alimentos.
No entanto, a enumeracdo de Estafilococos coagplaséiva em alimentos subestima a
quantidade deStaphylococcusspp. potencialmente enterotoxigénicos. Para angaraa
seguranca alimentar, o leite a ser utilizado naidabdo do doce de leite deve ter a sua
qualidade microbiolégica assegurada, 0 que mugass/ndo é levado em consideracéo pelos
fabricantes.
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3.3.2 O Leite Condensado

Leite condensado ou “leite condensado com acucad produto resultante da
desidratacdo parcial do leite fluido ao qual éiadmdo xarope (glicose ou sacarose) seguindo
de condensacao, refrigeracdo, cristalizacdo e ameago (BRASIL, 1952). Gail Borden é
considerado o inventor do leite condensado no @an&8%6. Entretanto, somente em 1885,
nos Estados Unidos, comecou-se a producdo e caimeacao industrial deste produto
(PERRONE et al., 2011).

Em 2009, o leite condensado foi o principal prodatteo da pauta de exportacdo do
Brasil e em 2010, os valores exportados cresceraB%l em relacdo a 2009, sendo
atualmente o principal produto lacteo na pautaxg@mrtacao brasileira com 2.146.622 kg em
volume e US$ 4.618.956 em valores em setembro i @ODIC, 2011).

O doce de leite e o leite condensado agcucaradpredatos semelhantes, provenientes
da concentragdo do leite adicionado de acuUcar,osengbrincipal diferenca entre eles,
resultante da tecnologia de processamento. O ¢eitglensado exige equipamento mais
sofisticado, devido a sua evaporagcao se processaua, enquanto na fabricacdo de doce de
leite utilizam-se, na maioria das vezes, tachosteb@rovidos de aquecimento a vapor. Na
Figura 2 é apresentado o fluxograma da tecnolagigrdducao de leite condensado proposto
por Perrone et al. (2011). Segundo 0 mesmo auéma @ obtencdo do leite condensado os
atributos importantes de qualidade a estabilidadeita do leite sdo os teores de gordura, de
proteinas, de proteinas no extrato seco total e sdlidos lacteos totais. Outro ponto
importante € a qualidade do agucar, principalmentgroduto que serd homogeneizado, uma
vez que muitas impurezas podem ser encontradascépnarade baixa qualidade, sendo
comum nas fabricas um setor para diluicdo, filivag&entrifugacdo do acucar denominado

xaroparia.
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Leite em po Leite
97% solidos | Leite cru13% SL |{ concentrado
lacteos (SL) 40%-50% SL
[
Sacarose ou Padronizacéo dos
sacarose em SL, sacarose, % deg
solucao —| gordura/% solidos

nao gordurosos

I
Homogeneizacao
(quando se emprega
leite em po
[

Dissolucao da
sacarose no leite

Tratamento térmico
ou pré-aquecimento

I
Evaporagdo a vacug

Nucleos de .
cristalizacéo Resfriamento
(lactose im a
10 um) [
Nucleagéo

secundaria ou
microcristalizacao

Envase em latas ou
embalagens
cartonadas

Figura 2 - Fluxograma da fabricacao do leite condensado.

A etapa de evaporagdo a vacuo do leite, causa erdammo teor de solidos até a
magnitude desejada no produto final, diminui aidége de agua, contribuindo para a
conservacao do leite condensado e promove a satudaclactose, tornando o meio propicio
a cristalizacdo desejada da mesma. Spreer (199dj)izanque a cristalizacdo deve ser
orientada para que ocorra a formacdo de inUmeriggaisr pequenos imperceptiveis ao
paladar. Esta microcristalizagdo, como descreveti&h{1944), ocorre melhor a 30°C que a
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25°C, 0 que mostra a importancia desta etapa deafgio e crescimento dos cristais de
lactose. Na producdo de leite condensado, o defhtacristalizacdo € prevenido pela

semeadura de microcristais de lactose, mas, podanreo problemas de contaminacao

oriundos da temperatura (30°C) em que é realizasia semeadura, 0 que pode favorecer o
desenvolvimento dos micro-organismos mesofilos (MMNEZ et al., 1990).

O processamento de leite condensado resulta emragutp com alta concentragao de
solutos, fator este que inibe o crescimento da maatins micro-organismos pela reducao na
atividade de agua (WALSTRA, 2001). De acordo cormém e Sutherland (1995), apesar da
baixa atividade de agua do leite condensado imibirescimento de uma grande gama de
bactérias, os bolores e as leveduras sdo capazee dkesenvolver. Dessa forma, sdo
necessarios controles higiénicos severos e espexifiurante as etapas de fabricacdo bem
como o uso de embalagens herméticas, o que cartdbsideravelmente para a manutencao
da qualidade do produto enlatado, pois a ausérc@igénio inibe o crescimento de micro-
organismos aerobios, até mesmo daqueles que samesage tolerar uma pressao osmotica
alta (ROBINSON, 1981). Bactérias osmotolerantes cams do génerdtaphylococcus,
possuem uma resisténcia bastante alta ao caloengodiolerar temperaturas de 60°C por
meia hora e sua resisténcia a pressdes osmotmamiab 0s auxilia a crescer em alimentos
acucarados, em que uma alta pressdao osmotica milbeescimento de competidores
(TORTORA et al., 2003). O desenvolvimento de levadiwcapazes de fermentar o acUcar
produzindo gas, e detaphylococcuspp. resistentes a alta pressdo osmaotica do medle
causar desde um estufamento da embalagem, causdmognande quantidade de £0
produzido pelas leveduras, até intoxicacOes alianesf pois, as bactérias do género

Staphylococcuspp. sdo potenciais produtoras de enterotoxinbaI& 1995).

3.3.3 O Queijo Minas Padréo

Mais de 1.000 variedades de queijos sdo produzatiedmente no mundo, com uma
producdo que excede a 14 milhdes de toneladas.efjo qiestaca-se entre os derivados
lacteos pelo alto teor de proteina e outros nuggerCom o desenvolvimento tecnolégico de
sua produgdo surgiram, no Brasil, muitas variedasiesdo algumas de expressao regional
(BORGES et al., 2003). O Brasil, com uma produg@icabde 640 mil toneladas de queijos,
ocupa o terceiro lugar no cenario mundial, sendqmerdo apenas pela Unido Européia e
pelos Estados Unidos (ESTATISTICAS..., 2008). EfdA®@& producio de queijos produzidos
sob inspecao (formal) foi de 721 mil toneladas. tGdo, considerando que o mercado de
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gueijos formais equivale a 60% do mercado totallepge concluir que o mercado de queijos
no Brasil ultrapassou um milhdo de toneladas en® 2881Q, 2010). Minas Gerais, por sua
tradicdo, clima e topografia, € o maior estado pimdde leite e queijos do Brasil, sendo
responsavel por mais da metade da producdo nadiBBaIATISTICAS..., 2008). Entre os
queijos de massa crua, o Minas Frescal e o MindsiB&ao 0s mais populares e representam
juntos cerca de 8% do mercado brasileiro, ocupartéoceira posicado no consumo. Em 2009,
0 queijo Minas Padréo foi fabricado em um volumntaltde 8 mil toneladas, o que representa
um crescimento de 10% no volume produzido em relagdano de 2008 (ABIQ, 2010).

Por definicdo oficial, o queijo Minas Padrédo, Miasrado, Minas Padronizado ou
Minas Prensado € o produto obtido de leite integuapadronizado, pasteurizado, de massa
crua, prensado mecanicamente e devidamente matdiadote 20 dias. Deve apresentar
formato cilindrico, de faces planas e bordos rdmsyando angulo vivo; peso entre 1 kg a
1,2 kg, crosta fina; consisténcia semidura, madé,untura manteigosa; textura, buracos
mecanicos e em cabeca de alfinete, pouco numerosobranco-creme, homogénea; odor e
sabor proprios, acidos, agradaveis e nao picaatgsido RIISPOA (BRASIL, 1997).

O queijo Minas Padréao é um queijo de origem brasjleroduzido em varios estados.
E um queijo que utiliza fermento latico mesofiliedjcionado ao leite durante sua fabricagéo
e possui um periodo de maturacdo curto que var20de 30 dias em camara fria a 10°C -
12°C. Os problemas com a producdo de queijo noilBrsiio relacionados as condi¢des
higiénico-sanitarias do leite produzido, as de it@géo e a ineficiéncia do sistema de
refrigeracdo ao longo da cadeia produtiva, quevagnaa situacao e criam condicdes de
contaminagao e desenvolvimento de micro-organigiid&sTA, 2005).

Dentre os produtos derivados do leite, o queijorsiclerado um veiculo frequente de
patogenos de origem alimentar e, na maioria dassye#io sofrem processo de maturacao. A
contaminagcdo microbiana desse produto assume ddataelevancia tanto para a industria,
pelas perdas econdmicas, como para a saude puplkta, risco de causar doencas
transmitidas por alimentos (FEITOSA, 2003). A qdadle e durabilidade de um produto
dependem, em grande parte, da matéria-prima wilina sua fabricac&o. E dificil melhorar a
qualidade de um produto, se 0 nimero de micro-@8gers inicialmente presentes no leite
natura é elevado. Além da matéria-prima destaca-se camiog criticos no processamento
desses queijos, o tanque de coagulacdo e a salnibur@ante a coagulagdo, o numero de
bactérias presentes no leite, sejam lacteas owroomntes, aumenta cerca de dez vezes.
Ainda que o0 queijo ndo seja recontaminado durant@racessamento, pode haver

recontaminacdo durante sua permanéncia na salnpmisa,esta é capaz de albergar micro-
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organismos osmotolerantes (NERO, 2005). Este fatestado pela sobrevivéncia, por varias
semanas, de. coliO157:H7 em salmouras tipicas (INGHAM et al., 2000).

Bactérias do grupo coliformes sdo indicativas dedames higiénico-sanitarias
inadequadas durante o processamento de queijosngodlegradar toda a lactose dentro de
24h a 48h e provocar o defeito conhecido como asteimto precoce (SANGALETTI, 2007).
Além das bactérias deterioradoras, diversos sdeadoencas tém sido associados a ingestao
de queijos, em razéo, principalmente, da presea¢mdtérias patogénicas cofoaureusk.
coli, Bacillus cereusL. monocytogenes Salmonellasp. (SALOTTI et al.,, 2006). Falhas
ocorridas durante todo o processamento, aliadampetraturas inadequadas de conservacgéo
durante a comercializacdo, sdo fatores que ténrilboitto para venda de queijos fora dos
padroes regulamentares (SANGALETTI, 2007). A difiade de exportacdo e os principais
problemas com a producdo de queijos no Brasil ed@eionados principalmente com a
baixa qualidade do leite produzido, as péssimaslicoes de fabricagcdo e a falta ou
ineficiéncia da cadeia de frio. Além disso, ha nmisPo predominio da utilizacdo de
metodologias classicas para analises microbiolégam patdégenos inviabiliza a liberacao
rapida do produto para o mercado devido a mordsida obtencédo dos resultados, problema
gue poderia ser facilmente resolvido caso fosselmaaas metodologias alternativas, mais

rapidas e muitas vezes mais sensiveis que a dd&$RITA, 2005).

3.4 Métodos para caracterizagdo microbiolégica

A busca por uma metodologia adequada e eficientg gretectar micro-organismos
em alimentos tem sido constante pelos pesquisadarésea (GIOMBELLI, 2000). Muitos
meétodos podem ser utilizados para uma mesma deggan, consequentemente, a escolha
do melhor método dependera do critério microbiadgidotado e da estrutura do laboratério
(FRANCO e LANDGRAF, 2004). Inumeros métodos laboriais de analises (convencionais
e rapidos) podem ser utilizados para um mesmogdon,sso, é importante considerar quais
0S objetivos da analise, uma vez que estes detmmm seu tipo (um indicador ou um
patdgeno), o meétodo (rapidez, precisdo, repetdukd reprodutibilidade, etc.), a aliquota
analisada (produto final ou da linha de producaonterpretacdo do resultado, as agbes a
adaptar e os reajustes do processo (FRANCO, 19B&NEO e LANDGRAF, 2004;
ICMSF, 2002).

Recentemente, a necessidade de acreditacdo e eitoode gerenciamento da

qualidade total tem resultado em um aumento da ni@émpara validagcdo de métodos de
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controle de qualidade laboratorial. Entretanto,bfmmas associados com a diversidade da
microbiota ndo desejada, a injuria e estresse derororganismo, a influéncia dos
constituintes dos alimentos na produtividade etiselade dos meios de cultura ainda
existem. A influéncia destes fatores pode ser maada se métodos validados para o efetivo
controle de qualidade para meios de cultura foresemnlvolvidos e experimentados. Cada
laborat6rio pode ser responsavel pelo desenvoltiomds seus proprios protocolos desde que
considere esses fatores (CURTIS e BEUCHAT, 1998).

3.4.1 Metodologia tradicional

Os meétodos de deteccdo de patdégenos veiculadoslippentos, geralmente séo
complicados e consomem tempo. Em certos casos,neéessarios varios dias para
estabelecer identificacdo de uma bactéria em patiC(ASLAM et al., 2003). Os protocolos
recomendados nas metodologias tradicionais envoléins caldos de pré-enriqguecimento e
enriguecimento seletivo, assim como plagueamentoneins de isolamento seletivo, alguns
deles muito inibitérios, de execucéo laboriosantelealém de ndo apresentarem sensibilidade
para detectar pequenos numeros do micro-organismo aimentos contaminados
(ALMEIDA e ALMEIDA, 2003; RODRIGUES et al.,, 2003)Além disso, propriedades
fenotiticas pelas quais as bactérias sdo idemtdcgpodem ndo ser expressas e, quando
expressas, ainda existe a dificuldade de intemgfietados resultados e classificacdo
(MALORNY et al., 2003).

No caso deE. coli O157:H7, duas caracteristicas deste sorotipo sploraxlas para
diferencia-lo dos outros: a incapacidade de feraremtsorbitol (sob condi¢cdes normais) e a
auséncia dg-glicuronidase (BOTTELDOORN et al., 2003). As ostEa coli sdo sorbitol
positivas (80,3%) e aproximadamente 97% apresenfaglicuronidase (OKREND et al.,
1990). Assim, testes tradicionais para deteetazoli podem nao detectara coli O157:H7
porque este patdgeno responde diferentemente ¢os testes.

Sanderson et al. (1995) concluiram que o enriquadionda amostra e posterior
plagueamento da mesma em agar TC-SMAC (agar Ma@yosirbitol suplementado com
cefixime e telurito de potassio) € o método mansse| para a detecgédo He coli. ComoE.
coli ndo € o unico micro-organismo que cresce e matefga o sorbitol neste meio, colénias
suspeitas podem ser analisadas para a presenaatéypnos O157 e H7 através de anti-soro
ou kits de aglutinacdo em latex (MEAD e GRIFFIN,98P Os testes microbioldgicos

padrdoes par&. coli O157:H7 podem confirmar uma amostra negativa enmdds, mas,
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requerem seis dias para confirmacdo de uma ampssidva (DUNCAN e HACKNEY,
1994).

Dentre os métodos convencionais para deteccaolamisnto del.. monocytogenes
destacam-se os recomendados pkl&. Department of Agricultuf@ SDA), peloFood and
Drug Administration(FDA), peloHealth Protection Branchlo Canada (LOVETT, 1988) e
pela Association of Official Analytical Chemist&@OAC)/International Dairy Federation
(IDF), sendo este ultimo o de escolha mais frequpata detectar este micro-organismo em
produtos lacteos. Independentemente do método usaddentificacdo microbioldgica
positiva deL. monocytogenepode demorar de sete a 12 dias, quando a confiomaca
presuntiva é realizada bioquimicamente (RIJPEN&ERMAN, 2004).

As técnicas convencionais para deteccadSdkmonellasp. em alimentos, embora
apresentem algumas variacdes na selecdo dos neemsgtdra e na forma de preparacao das
amostras envolvem basicamente quatro etapas quampser aplicadas a qualquer tipo de
alimento: pré-enriquecimento, enriquecimento sabeisolamento em meios seletivos solidos
e identificacdo completa das colonias por meioedetbioquimicos e sorologicos (BOER e
BEUMER; 1999; GIOMBELLI e SILVA, 2002; REIS et al2002; SILVA et al., 1997).
Muitos estudos tém revelado diferencas signifieativentre os resultados obtidos com
métodos tradicionais, principalmente no que se@edes meios de cultura e as temperaturas
de incubacéo utilizada nas etapas de seu procetiriddANG et al., 1999; GIOMBELLI,
2000; GIOMBELLI e SILVA, 2002; NASCIMENTO et al.0D20).

O meétodo microbiologico utilizado para enumeragd® daureusem alimentos é o de
contagem em placas utilizando o 4gar Baird - Paikste é o meio de cultura recomendado
pela American Public Health AssociatioffPHA) e peloFood and Drug Adiministration
(FDA). As colbnias suspeitas sao confirmadas enedesioquimicos: coagulase, catalase,
fermentacdo anaerdbica de glicose e manitol, pamag termonuclease e sensibilidade a
lisostafina que podem levar até seis dias parafemum resultado (SILVA et al., 1997).

Segundo Fung apud Boer e Beumer (1999), os métmiierianos convencionais séo
sensiveis, econémicos e podem dar informa¢des ammempo do numero e da natureza
dos micro-organismos presentes na amostra de dbmeorém requerem até 12 dias para a
confirmacédo dos resultados, uma vez que dependdmlidiidade dos micro-organismos em
multiplicar-se em colbnias visiveis. Além diss@raparacdo de meio de cultura, a inoculacdo
em placas, a contagem de colb6nias e a caractaviza@oguimica fazem desses métodos

trabalhosos. Portanto, o emprego de métodos rasaoples e confiaveis, é importante tanto
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no diagnostico de toxi-infecgdo, como também, Bgpalmente, no controle de qualidade de
alimentos (ALCOCER e OLIVEIRA, 2003).

Especialmente na industria de alimentos sdo natessaetodos mais rapidos para
fornecer informacfes adequadas da possivel presEngatdgenos em matérias-primas e
produtos finais possibilitando a intervencédo notide do processo de fabricacdo e para o
monitoramento das praticas de limpeza e higiense€gnétodos rapidos detectam e
enumeram 0S micro-organismos com prematuridadegssilplitam a sua caracterizacdo e

isolamento para uso microbiolégico, quimico, imdgoto, soroldégico e molecular.

3.4.2 Metodologias alternativas para deteccdo de ggenos

Nos ultimos anos, varios métodos para deteccadaajs patdogenos foram propostos
e dentre eles destacam-se as técnicas imunologica®leculares, pela necessidade de
abreviar o tempo para a obtencdo de resultadostiapsl e melhorar a produtividade
laboratorial (BEUMER et al., 1991; FRANCO, 1999)aflez nos resultados, alta
sensibilidade e especificidade sdo pontos crupi@ia monitorizacdo em sistemas de gestao
de qualidade e seguranca alimentar, como a Anddigeerigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC).

3.4.2.1 Técnicas imunologicas

Os imunoensaios enzimaticos (EIA) baseados em ciEtnde triagem podem
contribuir para acelerar e simplificar a detecc@aliversos tipos de patégenos em alimentos
(AOAC, 2002) e sdo muito empregados por apresentatieversas vantagens como
simplicidade, rapidez, sensibilidade, especificel@dconveniéncia como método de triagem
(FRANCO, 1999). As técnicas imunoldgicas, baseadas reacfes antigeno-anticorpo
empregam anticorpos marcados com uma enzima croncagéacilitados por leitores
automatizados sendo utilizado como método de wmagénumeros Enzyme-Linked
Imunosorbent AssaygELISA) foram desenvolvidos, usando anticorposighmhais e
monoclanais que sdo capazes de detectar muitospssroe patdgenos associados as toxi-
infecgbes humanas (ALCOCER e OLIVEIRA, 2003; BEUM&RaI., 1991; FRANCO, 1999;
REIS, et al., 2001). Os métodos imunoldgicos contam a especificidade de ligacdo do
anticorpo com o0 antigeno. Para deteccdo de um +oiganismo ou toxina microbiana

especifica, uma variedade de anticorpos é aplieadadiferentes tipos de amostras. A
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adequacao desses anticorpos depende geralmenteuadeespecificidade. Antissoros
policlonais contém uma variedade de anticorposrarigps de diferentes células e, portanto,
de diferentes especificidades. Muitos anticorpadas em imunoensaios sao derivados do
soro de coelho ou carneiro. A desvantagem no usmiiesoro policlonal em imonoensaios €
a inconstancia da resposta imune do animal. O des@mento de anticorpos monoclonais
aumentou muito o0 campo dos imunoensaios devidongp@yacdo consistente e pesquisas
confiaveis de caracterizacdo de anticorpos (BOBEWMER, 1999).

Entre os varios tipos de testes imunoenzimaticosteekes, o tipo ndo competitivo
(tipo sanduiche) € o mais empregado nos sistemasrialgem de micro-organismos
patogénicos em alimentos. O produto em teste éureaju por aglutinacdo por meio de
anticorpos especificos adsorvidos a superficie rda matriz solida. Na etapa seguinte, o
complexo antigeno-anticorpo reage com 0 conjuga@pgoado, por meio da ligacdo do
anticorpo especifico para o micro-organismo a s&aado e com uma enzima cromogénica.
As enzimas mais utilizadas nesses testes sdo atdesf alcalina, peroxidase e fa
galactosidase. Apos um periodo, o conjugado naddigpresente € lavado e uma substancia é
adicionada. Em seguida, o sanduiche formado remgeocsubstrato da enzima cromogénica,
resultando no desenvolvimento de cor (BOER e BEUMER9; FRANCO, 1999; SILVA et
al., 1997).

Os microbiologistas de alimentos podem ainda atilip sistemaVitek Immuno

Diagnostic Assay Syster(rVIDASTM, BioMérieux). Trata-se de um sistema de analise
qualitativa imunoenzimatica automatizada que w@tilpela técnica ELFAEnzyme Linked
Fluorescent Assgy uma mistura de anticorpos monoclonais de captom grande
especificidade para deteccdo de antigenos (cepagisné imoveis) de patégenoss
produtos alimentares e nas amostras ambientaisasTasl etapas do teste sdo executadas
automaticamente utilizando galerias plasticas da&sezs, constituidas de compartimentos
contendo 0s reagentes necessarios para 0 testeitudale interpretacdo dos resultados
também sdo automaticas (AOAC, 2002; BOER e BEUMER9; FRANCO, 1999; REIS et
al., 2001).

Em varias pesquisas conduzidas para investigassilplidade do emprego da técnica
imunoenziméatica para deteccédo de patogenoslimentos verificou-se que quando utilizada
com culturas puras ou aplicadas em alimentos arpetalmente ou naturalmente
contaminados, apresentou alta especificidade efsilslidade nos varios tipos de alimentos
testados (DICKER et al., 2005; REIS et al., 2001).
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3.4.2.2 Técnicas moleculares

Técnicas moleculares consistem em importantes ogtdd deteccdo de patdgenos
em alimentos (HSU e TSEN, 2001; MCKILLIP et al.02). Em 1983, o desenvolvimento da
PCR (Reacgédo em Cadeia da Polimerase) por Kary BisMMULLIS e FALOONA, 1987,
MULLIS, 1990) foi considerado como o grande avadeobiologia molecular. Devido ao
alcance da popularidade da técnica, Kary B. Mudebeu o prémio Nobel de Quimica em
1993. Esta técnica estendeu o alcance da analiB&lAees fez com que a biologia molecular
encontrasse novas aplicacdes, inclusive em areasdéoseu campo tradicional, tais como,
medicina, agricultura e biotecnologia (BROWN, 2008PCR reprodum vitro a habilidade
natural de replicacdo do DNA, podendo ser repeatiddarga escala. A metodologia requer,
primeiramente, 0 conhecimento, pelo menos pardal,DNA alvo de um determinado
organismo, para o desenvolvimento de oligonucleotdiniciadores pfimerg que irdo
hibridizar-se especificamente a sequéncia alvo (BANROTHMAN, 2004).

A técnica PCR é apontada como um método muitoeetiei na deteccdo de varios
patogenos em alimentos. A introducdo do método@R Ro diagndstico microbiano € uma
valiosa alternativa a metodologia tradicional. Rapicom bom limite de detecgéo, seletivo,
especifico, sensivel e com potencial para autoatd@ estdo entre suas grandes vantagens
(MALORNY et al., 2003). Com o aumento do numero gimomas de patdgenos sendo
sequenciados, catalogos de genes podem ser exqdopatla 0 desenvolvimento de testes
diagndsticos baseados em PCR; como resultado, desdiescada passada, encontram-se
disponiveis comercialmente muitos ensaios baseaelsta técnica, 0os quais continuam a se
expandir. No caso de células mortas, os enriquetoaeeletivos permitem que sé as células
vivas sejam alvo de deteccéo, evitando resultaales-positivos. No caso de células viaveis,
mas nao cultivaveis, podem causar infeccdo e apdsando serem detectadas nos
enriquecimentos seletivos, podem sé-lo por PCResaptando assim mais uma vantagem de
utilizacdo desta técnica (ARCURI et al., 2004). Maas ultimas décadas, a técnica da PCR
tem sido modificada para expanséo do seu uso atwVielsde (YANG e ROTHMAN, 2004).

A possibilidade de utilizacdo, na mesma reacdomaés de um par d@rimers com
amplificagdo simultanea de multiplas sequénciaBMé-alvo € chamada de multiplex-PCR.
Assim, mais de uma sequéncia de DNA, em uma mesmoaten, pode ser amplificada ao
mesmo tempo (BAHK et al., 2004; CHAMBERLAIN et al988; GEHA et al., 1994; REA
et al., 2001). Apesar da PCR e suas variacdes salmmente sensiveis e especificas,

apresentam algumas limitacdes, tais como, a neleelesde se realizar a eletroforese em gel
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de agarose ou poliacrilamida, o uso de reagenteisa®a saude do operador, como, por
exemplo, o brometo de etideo, riscos de contaminagda auséncia da capacidade
quantitativa. Estas desvantagens passaram a sgeremidenciadas no final do século XX e
inicio do século XXI devido ao surgimento de umaantecnologia, a quantitativa PCR em
tempo real (QPCR).

No inicio da década de 1990 estudos passaram araxpl atividade exonucleésica da
enzimaTag polimerase para o desenvolvimento de sofi@adlan(HOLLAND et al., 1991).
Em 1992, Higuchi e colaboradores passaram a expdompacidade quantitativa da PCR
utilizando o brometo de etidio (HIGUCHI et al.,, 299 Tais estudos promoveram um
refinamento da original PCR de Kary Mullis e surgnmto da PCR em tempo real,
representando um significante avanco biotecnolégiema o diagndstico das doencas
infecciosas e parasitarias. PCR em tempo real gatwda (QPCR) entrou recentemente no
campo da ciéncia e tecnologia de alimentos. Métodudeculares tém se tornado
reconhecidos como ferramentas poderosas e corffigpsgga uso na garantia qualidade e
seguranca alimentar. Novas aplicacbes incluem accibd de ingredientes alimentares,
bacteriéfagos, deterioradores, acompanhamento deromacéo indesejada de alimentos
especiais (por exemplo, alimentos sem glaten),destle genes codificadores de toxinas,
deteccdo de organismos geneticamente modificadegieaos e fraude (FISCHER et al.,
2007; KOPPEL et al., 2010; MAFRA et al., 2008; RRIBUEZ-LAZARO et al., 2007;
SANDBERG et al., 2003; TANABE et al.,, 2007). Uma sdanelhores aplicacbes
desenvolvidas e bem sucedidos de qPCR ¢é a deteapdantificacdo de patogenos (LEVIN,
2004).

Os métodos de deteccdo usados em qPCR podem ssficdalos em dois sistemas
principais: (i) ndo especifico, sistema que detegtalquer DNA dupla fita produzido na
reacao, e (ii) sequéncia-especifica, sistema igglie sequéncias-alvo de sequéncias nao-
especificas. O primeiro sistema é baseado no usmmmtes ou sondas fluorescentes que
permitem o monitoramento em tempo real do prodmpliicado. Um corante bastante
utilizado é a SYBRGreenl (Figura 3), que se liga inespecificamente ssfdaplas de DNA
geradas durante a amplificacdo. Trata-se de unra&tsisa cianina que, livre em solugédo nao
emite fluorescéncia, mas, ligada a moléculas de Ddwite um forte sinal luminoso
(NYGREN et al., 1998).
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Figura 3 - Corante SYBRGreenl intercalando uma fita dupla de DNA formada dieaa

reacao de PCR em tempo real. FoAfgplied Biosystem®’ - by Life Technologi€¥'.

O segundo sistema que usa outra forma de gerao@s$icéncia é o uso de uma sonda
fluorescente, dirigida especificamente a uma regiierna da sequéncia que se deseja
amplificar e, seu uso acrescenta um nivel adicial®alespecificidade para a reacdo de

amplificacdo. Um exemplo deste sistema, usado estii€lo, € a sondagMan(Figura 4).

Figura 4 - SondaTagMansendo degradada apos a adicdo dos nucleotideegfmidaag
polimerase durante a reagcdo de PCR em tempo regénda- Rreporter, Q: quencher

Fonte:Applied Biosystem®" —by Life Technologi€¥.

A medida que vai ocorrendo a amplificacdo, a TagADpblimerase, pela sua
atividade exonucleasica, desloca-se para a extaelmi®’ da sonddagMan (contendo o
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fluorocromo,reporten e cliva a sonda. Pelo fato deporter ser liberado e ndo permanecer
proximo aoquencher ha liberagdo de fluorescéncia (MORTARINO et 2004; YANG e
ROTHMAN, 2004). A analise da emissao de luz é fpaaum detector de sinal luminoso e
um amplificador de sinal que tracam um grafico ambsorcdo obtida apds cada ciclo da
PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a et do produto formado (KUBISTA et al.,
2006). O ciclo onde o sinal de amplificacdo exper@natinge uma intensidade de
fluorescéncia superior ao limiar de detecc@lor¢shold € denominado Ct e 0 momento em
que o Ct ultrapassa ®hresholdé proporcional ao nimero de copias iniciais de DNA
(LOGAN et al., 2009) (Figura 5).

Na Figura 5, as linhas coloridas representam qiehdis decrescentes de DNA alvo
(100 pg a 0,1 fg); quanto maior a quantidade de [{dAneira linha verde), menor o valor de
Ct (menos ciclos de amplificacdo sdo necessari@sgtmgir o limite de deteccéo).

A analise dos resultados de um ensaio de PCR epoteeal é feita por meio dos
graficos gerados no computador interligado ao terctaror. Basicamente, sdo efetuadas
quatro analises: 1) Curva de amplificacdo, 2) Cuteadissociacdo (somente pa&gber
Greer), 3) Espectro e 4) Componente (APPLIED BIOSYSTEMX)05). Os quatro

parametros devem ser analisados em conjunto. Racbée concentracdes pré-determinadas
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Figura 5 - Curva de amplificacdo. Legenda- NTC: controle tigggsem amplificacao).

de DNA alvo e controles negativos (NT@on template contrdldevem ser incluidos em
todas as reacOes e avaliados em primeiro lugar.
Uma modificacdo dessa técnica que vem sendo aidlizie maneira crescente nos

ultimos anos para identificacdo bacteriananguitiplexPCR (mPCR), utilizada neste estudo.
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Nessa técnica utilizam-se mais de um parpdmers na mesma reacao, possibilitando a
amplificacdo simultanea de sequéncias de DNA, ptwtamais de uma espécie bacteriana
podem ser identificadas na mesma reacdo PCR, pmmowma analise mais ampla, mais
rapida e mais barata da presenca de bactériasépatag em alimentos (GANDRA, 2006).
Entretanto, entre os inconvenientes dessa téahéséaca-se a probabilidade da ocorréncia de
inibidores de reacao, portanto, ha necessidadectizséio de um IACliiternal Amplification
Control) para evitar resultados falso-negativos (KLERKSakt 2004). O IAC permite a
deteccdo da presenca de inibidores e € muito atiidentificacdo de resultados falso-
negativos (SCHNEIDER et al., 2009). O IAC é umaugegia ndo alvo, colocada junto com a
amostra na reacao, e que é amplificada simultamgameém uma PCR sem um IAC, uma
resposta negativa (auséncia de banda ou sinal) gaiéicar a auséncia do alvo na reacéo,
mas pode significar, também, que a reacdo foi daildevido ao mau funcionamento do
termociclador, mistura incorreta dos reagentes G#&,Patividade inadequada da DNA
polimerase, ou presenca de substancias inibida@asatriz da amostra (HOORFAR et al.,
2004 apud RADSTROM et al., 2003). Ao contrario, @ma PCR com a inclusdo de um IAC,
havendo DNA, o sinal de controle sera produzidomueegue a sequéncia alvo nao esteja
presente.

A precisdo da PCR em tempo real é influenciada pelenho dagorimer, pela
qualidade do DNA, presenca de inibidores da reg@@WARDS e LOGAN, 2009),
manuseio e armazenamento de amospiasiers sondas e enzimas (DIONISI et al., 2003).
Com amostras de alimentos, a atencdo especial slmvelada a possivel presenca de
inibidores, e a eficiéncia de extracdo de DNA. lWontecimento microbioldgico profundo do
alimento em questéo, incluindo a sua microbiotaithabe potenciais contaminantes, s&o
também pré-requisitos. Uma vez decidido qual marganismo seré detectado, os genes-alvo
e um par de@rimer especifico para reconhecé-lo deve ser selecioaadsenhado. A selecéo
do gene-alvo é de grande importancia. Um gene aliamconservado entre espécies
diferentes podem ser usado como estratégia paramnpla base de deteccdo, entretanto, se a
sequéncia de DNA usada for Unica para uma detedairespécie, fornecera um teste
altamente especifico (HANNA et al., 2005). Songasnerse as condi¢cdes de PCR deve ser
otimizados, ndo apenas para um baixo limite decdéte(sensibilidade), mas também para
uma alta eficiéncia da reagéo. A concentracdo dieabda um dos oligonucleotideos usados
no ensaio também deve ser otimizada. A quantidaledNA polimerase acrescentada
também é importante; pouca quantidade da enzima [gy@dr a amplificacdo ineficiente e
uma perda de sensibilidade (EDWARDS e LOGAN, 200@almente, cada amostra deve
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ser diluida serialmente e testada em duplicatgfRGR deve ser executada para determinar se
algum inibidor est presente. No entanto, a madlternativa para isso é a incorporagdo de
um IAC (LEVIN, 2004).

As caracteristicas da PCR em tempo real posshilitgliminacdo da etapa laboriosa
pés-amplificacdo (preparo do gel para eletroforesenvencionalmente necesséaria para
visualizagao do produto amplificado. Desta forn@lgse observar que as vantagens da PCR
em tempo real em relacdo a PCR convencional e @&bgdos tradicionais de analises de
patdgenos sao inumeras e incluem, rapidez na duemgs resultados, reprodutibilidade e
capacidade quantitativa. Além disso, € economictaneravel e o nimero de micro-
organismos e o nivel em que eles podem ser ideadifis (género, espécie ou sorotipo) estédo
se expandindo (GAMMON et al., 2007; YANG e ROTHMARDO04). Os métodos baseados
em gPCR servem ndo s6 para detectar micro-orgasisgraminantes e patogénicos, mas
também para evitar perdas econdmicas devido asfalssitivos. Além disso, testes com base
em meios de cultura seletivos, muitas vezes nédeeguem detectar certas cepas dentro da
populacdo-alvo, resultando na subestimac&o dosm8r#JISTE et al., 2008).

Apesar da alta sensibilidade dos métodos gPCR eRnR&oncentracdo de micro-
organismos em amostras de alimentos pode estaxoals limite de deteccdo. Um
enriquecimento anterior €, portanto, comumente ssc®, especialmente se o micro-
organismo tem que estar ausente (HANNA et al.,, ROO® entanto, os tempos de
enriguecimento para gPCR sdo mais curtos do que axinos meétodos, devido a maior
sensibilidade da técnica (MARTIN et al., 2010). Ame destas vantagens, ainda existem
reservas quanto a seu uso rotineiro na analisdirderdos. Certamente, a sua introducéo
plena na industria de alimentos vai exigir a dispiidade de forma adequada de pessoal
treinado, a adaptacdo dos protocolos descritoganatuira cientifica para a pratica cotidiana
de andlises laboratoriais, e da disponibilidaderadgentes na forma de kits a um preco
razoavel (principalmente se qPCR for usado porr&bdos de processamento de um
pequeno numero de amostras). Até a data, varisc@iherciais foram desenvolvidos para a
deteccdo dos principais agentes patogénicos denorgjimentar. A maioria dos desafios
técnicos encontrados na utilizacdo gPCR com matrizkmentares foram superados
(HANNA et al, 2005; LEVIN, 2004). No entanto, comngdo com seu uso em testes clinicos
gPCR e a mPCR, para a detec¢do de micro-organiimae esta nos primérdios. O principal
desafio € testar os diversos tipos de alimentodatoode que muitos contém inibidores de
PCR. A presenca de inibidores deve ser cuidadogsameerificada para garantir a

quantificacdo precisa dos micro-organismos alvo. dba principais inconvenientes que a
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indUstria de alimentos encontra ao tentar utilizanologias qPCR é que a maioria dos
métodos disponiveis ndo foi adaptado as nornh@ernational Organization for
Standardization(ISO) ou American Public Health AssociatiofAPHA). E de importancia
vital para a expansdo do uso de qPCR e mPCR natiide alimentos que ambos 0s
métodos, de extracdo de &cidos nucléicos, de djuapfio e de multiplexacdo, sejam
validados e padronizados. Entretanto, ndo podemsiderar a técnica de PCR em tempo
real, ou outra técnica molecular qualquer que ggja substituta das técnicas convencionais
de microbiologia. Porém, as razfes pelas quaistéstica deve ser aplicada, tal qual como
qualquer outra técnica molecular sdo a simplicidamecessamento, custo e rapidez. O
processo de quantificagdo gPCR poderia servirgadar a construir modelos de previsao de
crescimento microbiano. Estes poderiam ser muitb nat elaboracdo de protocolos de
deteccdo quantitativa, Sistemas HACCP, e ajudawvigiie de vida uatil (GRAM e
DALGAWRD, 2002). A metodologia classica necessitantenos técnica que um PCR, mas
esta Ultima, além de facil aprendizagem requer si¢é@mpo para adquirir as competéncias
necessarias. Na microbiologia classica, para sgiatas devidas competéncias e corretas
interpretacdes sao necessarios muito treino, eéxp@a e conhecimentos prévios em
microbiologia (ALTEKRUSE et al., 1998).

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Miiotogia do Leite e Derivados da
Epamig/Instituto de Laticinios Candido Tostes eLaboratorio de Genética Molecular Dr.
Mario Luiz Martinez da Embrapa Gado de Leite, amdmosJuiz de Fora, MG. O experimento
compreendeu duas fases distintas:

» 12 fase: Foi realizada a caracterizacdo microbicdogle derivados lacteos (leite
condensado, doce de leite e queijo Minas Padradizando a metodologia
tradicional,

» 22 fase: Foi feita a padronizacdo de reagtahiplex utilizando a técnica PCR em
tempo real para deteccdo dos patogehaantericavar ThyphimuriumS. aureuse L.

monocytogenesE. coliO157:H7.



38

4.1 Caracterizacao microbiologica dos derivados léeos por metodologia classica

4.1.1 Amostragem

As amostras foram coletados em supermercados dedduFora (MG) e também
diretamente nas industrias processadoras. Foratisatos trés lotes distintos de dez marcas
nacionais de leite condensado, oito marcas naca®doce de leite e sete marcas nacionais
de queijo Minas Padréo, produzidos em diferentéadés do Brasil, perfazendo um total de
30, 24 e 21 amostras, respectivamente. As amatgrdece de leite e leite condensado foram
analisadas com no maximo 3 meses de fabricacd@m@stiras de queijo Minas Padrdo com
20+2 dias de fabricacdo. Os deterioradores e patogeesguisados nos produtos foram:
mesofilos aerdbios, bolores e leveduras, colifore30°C e a 45°CStaphylococcuspp.
coagulase positiva e negati@glmonellasp. eListeria monocytogenes

4.1.2 Preparo das amostras

As amostras de queijo Minas Padrao, leite condensadbce de leite foram codificadas
por letras de acordo com a marca e os lotes. Apiilerdificagcdo de todas as amostras,
preparou-se a capela de seguranca microbiologiassel I (ESCO Micro Pte Ltda.,
Singapura) para a realizacdo de todas as etapaandhses. A capela foi sanitizada com
algodao embebido em éalcool 70% (v/v) e exposta mibbitos de luz ultra violeta de 260 nm
de comprimento de onda. Sanitizou-se as embalagensalgoddo embebido em éalcool 70°
GL e apos abertura das mesmas, homogeneizou-se eoxilio de espatulas estéreis. Todos
0s meios de cultura utilizados foram fabricados péérck KGaA (Darmstadt, Alemanha).

Pesou-se 25 g de amostra em sacos estéreis enadige 225 mL do diluente estéril
(agua peptonada: 0,1g/100 mL) e homogeneizougegosamente eifftomacheModelo LS
190 IN (Logen Scientifi¢ Brasil). Esta foi a diluicdo 1/10 ou 10a partir da qual, retirou-se
uma aliquota de 1 mL e passou-se para um novocitendo 9 mL de diluente, fazendo-se
assim a diluicdo I0e assim sucessivamente até a diluicdd Feitas as diluicdes, partiu-se
para a execucdo das seguintes analises: contagh@opam placas de mesdfilos aerdbios,
bolores e leveduras, coliformes a 30°C e a 45t@phylococcuspp. coagulase positiva e
negativa, e pesquisa @&almonellasp. eL. monocytogeneg odas as analises foram feitas em

duplicatas.
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4.1.3 Contagem padréo em placas de mesdfilos aerdbi

Utilizou-se metodologia segundstandard Methods for the Examination of Dairy
Products(LAIRD et al., 2004). Transferiu-se 0,1 mL de calilwicdo para a superficie de
placas de Petri estéreis contendo aproximadaménteLldePlate Count AgarEspalhou-se
o inoculo por toda a superficie do meio, com unga ale Drigalski e, apds, incubou-se as
placas invertidas a 32°C por 48 h. Selecionou-gga@as com 25 a 250 colbdnias e efetuou-se
a contagem direta das mesmas. Calculou-se o niudeetmidades formadoras de colbénias
(UFC) por mililitro da amostra, multiplicando-sendmero de colénias em cada placa pelo

fator de diluicéo.
4.1.4 Contagem padréo em placas de bolores e leveak

A metodologia utilizada foi a descrita eftandard Methods for the Examination of
Dairy Products(FRANK e YOUSEF, 2004). Transferiu-se 0,1 mL déaailuicdo para a
superficie de placas de Petri estéreis contendixiapadamente 15 mL de@otato Dextrose
Agar, acidificado até pH em torno de 3,5 com uma sawguosa de acido tartarico a 10%
(m/v). Espalhou-se o in6culo por toda a superfitmemeio, com uma al¢a de Drigalski e,
apos, incubou-se as placas invertidas a 25°C pds 8ias. Acompanhou-se o crescimento das
colonias durante este periodo e efetuou-se a aamtagtes que as mesmas unissem umas as
outras. Selecionou-se as placas com 10 a 100 eslérefetuou-se a contagem. Calculou-se o
namero de UFC por mililitro da amostra, multiplidarse o nimero de colénias em cada

placa pelo fator de diluicéo.
4.1.5 Coliformes a 30°C
4.1.5.1 Por tubos multiplos

Seguiu-se a metodologia proposta p&maerican Public Health AssociatidiPHA)
incluidas as recomendac¢fesStandard Methods for the Dairy Produ¢i3AVIDSON et al.,
2004) para as anélises de leite condensado e @oleitel Selecionou-se trés diluicdest10
102 e 10°) e foi inoculado 1 mL de cada diluicdo em umaesée trés tubos contendo 10 mL

de Caldo Lauril de Sulfato estéril e apds, os tdboam incubados a 35°C por 24 h. Em caso
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negativo (auséncia de crescimento e/ou producagadg os tubos foram reincubados até
completar 48 h e foi feita uma nova leitura. Emaocaositivo (crescimento e producao de
gas), foi transferida uma algcada de cada cultura pzbos contend®rilliant-green Bile
Lactose Brothe esses tubos foram incubados a 35°C por 24 h. Aptes periodo foi
observado se havia producdo de gas. Em caso negatiséncia de crescimento e/ou
producdo de gés), os tubos foram reincubados atpletar 48 h e a leitura foi feita. Anotou-
se 0 numero de tubos com producdo de gas e deterrsén o Numero Mais Provavel
(NMP)/g usando uma tabela de NMP (Anexo 1).

4.1.5.2 Por placas

Para as analises das amostras de queijo Minas dPatit@ou-se a metodologia
preconizada pela APHA incluidas as recomendac¢feStaiodard Methods for the Dairy
Products(DAVIDSON et al., 2004). Inoculou-se 1 mL de catlaicdo da amostra em placas
de Petri estéreis. Verteu-se o Agar Violeta de t@lridermelho Neutro-Bile. Apos a
homogeneizacdo e solidificacdo do mesmo, cobriobese uma sobre-camada do mesmo
meio. Incubou-se a 32°C por 24 h. Contou-se apasiaslonias vermelho purpuras, com 0,5
mm ou mais em diametro, rodeadas por um halo aVleahe de precipitacao de sais biliares.
Determinou-se o numero de UFC/g multiplicando-s@lmero de coldnias tipicas pelo
inverso do fator de diluicho. Em caso de colbniawidbsas, estas sdo confirmadas
transferindo-se uma alcada de cada colonia suspaigatubos de caldBrilliant-green Bile
Lactosee estes sdo incubados a 32°C por 48 h. Os tubcspgesentaram producéo de gas e
auséncia de pelicula superficial foram considergoositivos. Nos casos em que houve
producdo de gas e pelicula superficial, submeteadtura a coloracdo de Gram e teste de
oxidase, considerando como coliformes totais tedasulturas de bastonetes Gram negativos

e oxidase negativos.

4.1.6 Coliformes a 45°C

4.1.6.1 A partir de coliformes a 30°C feito por tubs multiplos

Foi utilizada a metodologia indicada pela APHA pasaamostras de leite condensado

e doce de leite. A partir dos tubos contendo Cédldoril Sulfato com presenca de gas,

transferiu-se uma alcada de cada cultura para @do@acherichia coli(EC) e estes foram
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incubados em banho-maria de circulagdo NT-248 (Mawéca, Piracicaba, Brasil) a 45,5°C
por 24 h. ApGs a incubacgdo, examinou-se o0s tub@sgpformacao de gas e foi determinado o

Numero Mais Provavel (NMP)/g usando uma tabela M NAnexo 1).

4.1.6.2 A partir de coliformes a 30°C feito por pleas

Foi utilizada a metodologia descrita na Norma 7383 daInternational Dairy
Federation(FIL-IDF) para as amostras de queijo Minas Padf@&stou-se a raiz quadrada do
nimero de colonias tipicas de coliformes crescitasAgar Violeta de Cristal-Vermelho
Neutro-Bile, transferindo-se as col6nias para da&C. Os tubos contendo caldo EC foram
incubados em banho-maria de circulacéo a 45,5°Q4pbr Apds a incubacéo, os tubos foram
examinados para a formacédo de gas (confirmacaaj)ur@ero de UFC/g foi determinado

utilizando a expresséo 1.

UFC/g =_colbnias tipicas x fator de diluicdo x coés confirmadas 1)

coldnias isoladas para teste

4.1.7Staphylococcuspp. coagulase positiva e negativa

Seguiu-se a metodologia proposta p&RBHA, incluidas as recomendacbes do
Standard Methods for the Dairy ProductslENNING et al., 2004) com adaptacoes.
Inoculou-se 0,1 mL de diluicbes selecionadas dastnimdleite condensado, doce de leite e
queijo Minas Padr&do) em placas contendo Agar BRarker, adicionado de 5% (m/v) de
emulsao de telurito-gema de ovo a 20% (m/v). Faraulados 0,1 mL de cada diluicdo na
superficie do meio de cultura. O in6culo foi espdth com alca de Drigalski e as placas
foram incubadas a 36°C por 48 h. ApoOs a incubagéa;ol6nias tipicas (pretas ou cinza
escuras, com 2 mm a 3 mm de diametro, lisas, casy@om bordas perfeitas, rodeadas por
uma zona opaca e/ou halo transparente) foram dasta quando as placas apresentaram
colénias suspeitas (cinzentas, sem um ou ambos abes)h estas foram contadas
separadamente. As colonias foram transferidas @deste de confirmagé&o: cinco col6nias
tipicas e/ou atipicas foram transferidas paBaxain Hert Infusion Broth(BHI) e incubadas a
36°C por 24 horas. Fez-se entdo o teste da coagila@nsferiu-se 0,2 mL de cada cultura em
Caldo BHI para tubos de ensaio esterilizados eseerdou-se 0,5 mL de plasma com EDTA

Bactident® coagulase. Os tubos foram incubado®@ B6r 6 h. Examinou-se apdés 6 horas, a
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formacao de coagulo. Foi feita também a coloragdGiam para confirmac¢do da morfologia
das colbnias. Foram consideradas coagulase pasiigacolonias classificadas como cocos
em cachos na coloracdo de Gram e com formacaod&igilcofirme e organizado no teste da
coagulase. As colbnias que apresentavam cocos @msca auséncia de coagulo no teste da
coagulase foram classificadas como coagulase magatiO numero de UFC/g foi

determinado utilizando a expressao 2.

UFC/g =_colbnias tipicas x fator de diluicdo x coés confirmadas @)

col6nias isoladas para teste
4.1.8Salmonellasp.

Para pesquisa dgalmonellasp. seguiu-se a metodologia propostd&nod and Drug
Administration (FDA), descrito ndacteriological Analitycal ManualBAM) (ANDREWS e
HAMMACK, 2007). Vinte e cinco gramas da amostrat¢lecondensado, doce de leite e
queijo Minas Padrdo) foram transferidas para 225 aelLCaldo Lactosado (CL). Apds
homogeneizagdo esta solucéo ficou na temperatuveeata por 60 min. Retirou-se 1 mL e o
pH foi ajustado o mesmo para 6,8 com NaOH 1mol/L @l 1mol/L. Apds este
procedimento, o CL foi reincubado a 37°C por 24ransferiu-se 0,1 mL do CL para 10 mL
de Caldo Rappaport-Vassiliadis e 1 mL para 10 mlCd&lo Tetrationato incubando-se o
primeiro a 42°C por 24h (em banho com circulacaoaida) e o segundo a 37°C por 24 h.
Agitou-se os tubos e foram feitas estrias em pldeadgar Entérico de Hektoen (HE), Agar
Bismuto Sulfito (BS) e Agar Xilose Lisina DesoxdafXLD). As placas foram incubadas a
37°C por 24 h. No Agar HE as coldnias tipicasSdémonellasp. apresentam coloracéo azul
esverdeadas com ou sem centro negro. No Agar BSapam coloracéo cinza, com brilho
metalico e no Agar XLD sdo rosa escuro, com cepteto e uma zona avermelhada
levemente transparente ao redor. Selecionou-se metms duas coldnias tipicas de cada
placa para confirmac&o preliminar. Inoculou-se @l$ suspeitas em tubos contendo Agar
Triplice Acucar Ferro (TSI) inclinado, por estrex® profundidade e com 0 mesmo inéculo,
foi feita estria em Agar Lisina Ferro (LIA) inclida. Os tubos foram incubados a 37°C por 24
h. ApGs este periodo, observou-se a ocorrénciaatgo tipica dSalmonellasp. Em TSI, é
observado uma rampa alcalina (vermelha e fundaeicharelo), com ou sem producédo de

H.S (escurecimento). Em LIA, é visualizado um fundoaepa alcalinos (roxo e sem



43

alteracéo da cor do meio), com ou sem producdo,8e(¢tcurecimento). As culturas foram
submetidas a confirmacéo definitiva obedecendseagsintes critérios (Quadro 2):

Quadro 2 - Critérios a serem adotados para a confirmacaoitiedimie Salmonellasp..

Reacdo em LIA Reacdo em TSI Continuacao
Rampa e fundo alcalinos com ou seRampa alcalina e fundo &cido com continuar
H,S (tipica) ou sem HS (tipica)

Rampa e fundo alcalinos com ou seRampa e fundo acidos com ou sgmcontinuar
H.S (tipica) H,S (atipica)

Rampa alcalina e fundo acido, com|dRampa alcalina e fundo &cido com continuar
sem HS (atipica) ou sem HS (tipica)

Rampa alcalina e fundo acido, com |dRampa e fundo acidos (atipica) descartar
sem HS (atipica)

Fonte: SILVA et al., 2010.

Utilizou-se as culturas que apresentaram reacé@atim Agar TSI na realizacdo das provas
soroldgicas e bioguimicas de confirmacdo. Paraested bioquimicos utilizou-se o kit API
20E (BioMeriéux, North Carolina, EUA). ConsideraSamonellasp., culturas identificadas
pelo kit e positivas nos testes confirmativos smymlos flagelar e somatico polivalentes. O

resultado é dado como presenca ou auséncia em 25 g.

4.1.9Listeria monocytogenes

Utilizou-se a metodologia recomendada petmd and Drug AdministratiofFDA),
descrito no BAM (HITCHINS, 2003). Homogeneizou-ge @ de amostra com 225 mL de
Caldo de Enriquecimento pdtésteria Tamponado (BLEB), contendo piruvato de sddio, mas
sem o0s agentes seletivos. O BLEB foi incubado & 38r 4 h, adicionou-se os agentes
seletivos conforme indicacédo do fabricante. Apdscidacédo a 30°C até completar 48 h, o
caldo incubado foi estriado na superficie do Agafo@ (OXA) e este foi incubado a 35°C
por 24 h a 48 h. Observou-se se houve desenvoltintencolbnias tipicas (esféricas, pretas,
rodeadas por um halo preto de hidrélise de esquliira caso de coldnias tipicas, seleciona-
se pelo menos cinco colbnias de cada placa pafaroagao. Estria-se cada colénia em uma
placa contendo o Agar Tripticase de Soja com 0,8%»xdrato de levedura (TSA-YE) para
purificacdo. Incuba-se a 30°C por 24 h a 48 h. dlémas sao observadas usando-se uma
fonte forte de luz branca na parte inferior daggda posicionadas em um angulo de 45° em
relacdo a fonte de luz. Seleciona -se as coloaisladas tipicas para realizacdo das provas de

confirmac&o. Transfere-se a col6nia tipica paratuimo com Agar TSA-YE inclinado e um
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tubo contendo Caldo Tripticase de Soja Extrato eletiura (TSB-YE), incubando-os a 30°C
por 24 h. A partir das culturas em tubos de TSA-Y&gliza-se as provas bioquimicas

conforme Quadro 3 abaixo.

Quadro 3 - Resultado tipico de. monocytogeneasas provas bioguimicas.

Provas bioquimicas L. monocytogenes

Catalase +

Gram

+
Motilidade +
Hemolise +

Fermentacao da dextrose +

Fermentacg&o da xilose -

Fermentacdo da rhamnose +

Fermentagc&o do manitol -

Fermentag&do da maltose +

Hidrélise da esculina +

O resultado € dado como presenca ou auséndiardenocytogenesm 25 g.

4.2 Padronizacao de reacOesnultiplex utilizando a técnica PCR em tempo real

Esta parte experimental do trabalho compreendsietepas:
* 12 etapa: Extracdo e quantificacdo de DNA de cgeasdes deS enterica var
Thyphimurium,S. aureusk. coliO157:H7 e.. monocytogenes
e 22 etapa: Padronizacao das reagdesoplex
» 32 etapa: Padronizacdo das reaciesdtiplex para a deteccdo d& enterica var
Thyphimurium eS. aureugMultiplex 1) e deE. coli O157:H7 conlL. monocytogenes
(Multiplex 2).

4.2.1 Cepas

Foram utilizadas seguintes cepas padrao:
» Salmonellaentericavar Thyphimurium IAL 1472,
» Staphylococcus aureusTCC 51651,
» Escherichia coli0O157:H7 IAL 1848,
» Listeria monocytogeneSTCC 19117.
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As cepas foram gentilmente cedidas pelo LaboratdeoMicrobiologia do Leite da
Embrapa Gado de Leite. Estas culturas congeladamfprimeiramente ativadas, semeadas
em placas de Petri contendo BHI, sendo em segom#éadas a 35°C por 24 h, exckto

monocytogenegue foi incubada a 30°C por 24 h.

4.2.2 Extracdo de DNA

Uma colénia de cada bactéria isolada em Agar BHtittivada em 5 mL de Caldo
BHI e incubada a 30°CL{ monocytogengse 35°C (demais bactérias) por 18 h. Apds a
incubacéo, o DNA de cada bactéria foi extraiddizatido-se o kiDneasy Bloo&: Tissueda
Qiagen, Hilden, Germany (o kit contém coluna DNddgy Spin, Tampdes AL, ATL, AW1,
AW2 e AE, proteinase Kgonforme recomendacédo do fabricante. Abaixo segiesaricdo
da metodologia.

Para a extracdo de DNA das cepas padréo, 2 mL Wiwocem Caldo BHI foi
centrifugado a 5000 g durante 10 min e o sobrenadante foi descartada. éxdrair 0 DNA
das bactérias Gram positivaS. (aureuse L. monocytogengs ressuspendeu-se o0 pelete
bacteriano em 18(L de tampao de lise enzimatica (Tris-HCI pH 8,0 MOEDTA pH 8,0
0,5 M, Triton X-100) e 2Q.L de lisozima (20 mg/mL). Incubou-se a 37°C pondf e apos,
adicionou-se 2oL de proteinase K (10 mg/mL) e 2QQ de tampé&o AL. Apés homogeneizar
em vortex, incubou-se a 56°C por 30 min. Para exdar®BNA das bactérias Gram negativas,
ressuspendeu-se o pelete bacteriano emul8@e tampdo ATL. Adicionou-se 20L de
proteinase K, homogeneizou-se em vortex e o mibotioi incubado a 56°C por 1 h.
Adicionou-se 200uL de tampédo AL e a mistura foi homogeneizada. @xequimentos a
seguir foram o0s mesmos tanto para as bactérias @msitivas quanto para as Gram
negativas.

Adicionou-se 20QuL de etanol absoluto. Ap6s homogeneizar em vottarsferiu-se
a mistura para a colufaNesasy Mini spire esta foi centrifugada a 8000gxpor 1 min.
Descartou-se o efluxo e colocou-se a coluna em mabvo coletor, adicionando-se sobre a
mesma 50QL do tampao AW1. Apds nova centrifugacao a 80@Jpor 1 min, descartou-se
o efluxo e a coluna foi colocada em novo tubo cojetdicionando-se sobre a mesma pDO0
do tampé&o AW?2. Centrifugou-se a 20009 por 3 min, o efluxo foi descartado e a coluna foi
encaixada em um novo tubo coletor, momento em gjuadicionado 11@L de tampéao AE.

O microtubo contendo a mistura foi incubado a teaipea ambiente por 1 min e apos

centrifugado a 8000 g por 1 min, o eluido foi transferido para a colmegamente repetindo
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a centrifugacdo. Apds, descartou-se a coluna. Eguid® o DNA foi imediatamente
guantificado em espectrofotbmetrdNanoDrop ND-1000 {(anoDrop Technologies,
Wilmington, DE, EUA) a 260 nm e logo apds, as amassforam estocadas a -20°C até o

momento do uso, quando se ajustou as concentrdedeNA.

4.2.3 PCR em Tempo Real

Os primers e sondas utilizados neste trabalho foram deseshsefgundo indicacdes
de literatura (Tabela 2). Todos @simers foram sintetizados pela IDTntegrate DNA
Technologies (Coralville, lowa, EUA), e as sondatappplied Biosystem3“ - by Life
Technologie® (Foster City, CA, USA).

Primeiramente foram realizadas reac@ssnoplex onde se avaliou a eficiéncia de
amplificacdo de cada bactéria e do Controle Intelmadmplificacdo (IAC) em separado e,
posteriormente, foram feitas as reac@estiplex nas quais se avaliou a amplificacdo de duas

bactérias simultaneamente.

4.2.4 Padronizacdo da PCR monoplex em tempo real @a Salmonella entericavar
Thyphimurium,  Staphylococcus aureys Escherichia coli 0157:H7, Listeria
monocytogeneg IAC

Para uma mistura final de reacédo deuRbutilizou-seTagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems ™ — by Life TechnoloBi¢sha concentracdo de 1X (a TagMan é
fornecida em uma concentracdo 2X e contém DNA polse AmpliTaq Gold, AmpErase®
uracil-N-glycosylase - UNG, dNTPs com dUTP, refeiérpassiva - ROX e tampéo), 300 nM
de sonda, diferentes concentracdeprimer e quantidades de DNA (Tabela 3). No controle

negativo foi adicionado todos os componentes dgiceaxceto o DNA.
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Tabela 2 -Sequencia dogrimerse sondas utilizados no experimento.

Espécie-alvo Sequéncia do primer (5’ - 3') e da soad Referéncia
F: ATAWATCCGGCGGCCTGATG PIKNOVA et al.
S. enterica (2005)

R: TGGTATCGACGCCTTTATCTGAGA
VIC-TTACACCGGAGTGGATTAWACGGCTGGG-MGB

F: TGTAGTTTCAWGTCTAWGTAGCTCAGCAW SHORTLE, 1983
S. aureus R: TGCACTATATACTGTTGGATCTTCAGAW
FAM-TGCATCACAWACAGATAWCGGCGTAWATAGAWG-MGB
E.coli 0157:H7 F: TTGACCCACACTTTGCCGTAW WANG et al.
R: GCGAWAWCTGTGGAWTTGGG (2007
FAM-TGACCGCATCGAWACGCAGCT-MGB
L. monocytogenes F. CAWAGCGAGAWTGTGGCTATAWATGA ORAVCOVA et al.
R: TAWTTTCCGCTGCGCTATCCG (2000)
VIC-ACCCTGGATGACGACGCTCCACT-MGB
IAC F: GCAGCCACTGGTAWCAGGAT FRICKER et al.
R: GCAGAGCGCAGATACCAWAT (2007
NED-AGAGCGAGGTATGTATGTAGGCGG-MGB
Tabela 3 -Concentragcbes ggimerse DNA testadas nas reag@esnoplex.
Monoplex Concentragcao deprimer (nM) Quantidade de DNA por reacao Concentracdo

de sonda (nM)

S enterica 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng 300
S. aureus 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng 300
E. coliO157:H7 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 260,ng 300
L. monocytogenes 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng 300
IAC 50, 100, 200, 300, 400, 500 1,5, 10, 20, 25, 8 2, 10 ng 300

As condicbes de termociclagem da PCR em tempdossmh as mesmas para todo o

experimento (Quadro 4).

Quadro 4 - Condicdes da PCR em tempo real

Termociclagem

40 ciclos

50°C - 2 min 95°C - 10 min 95°C — 0,5 min

60°C - 1 min
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Cada amostra foi feita em duplicata em placas aptite reacdo de 96 pocos, seladas
com filme adesivo o6ptico e amplificadas no equipatmeABI Prism 7300 Sequence
Detection System@\pplied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os dadbtidos durante a
reacao foram computados como valores de Ct e eduostem planilhas do tipo Excel.

Apéds avaliadas as eficiéncias das reagdesoplex pela expressdo 3 e estabelecidas
as concentracdes 6timas gamers sondas e DNA, prosseguiu-se para padronizagdo de

reacOesnultiplexPCR em tempo real.
E = (101/slope de uma curva padrz:aol) x 100 3)
4.2.5 Padronizacao da PCR multiplex em tempo real

Definidas as concentragfes 6timaspiigners e a quantidade de DNA nas reacgfes
monoplexprosseguiu-se com as reaciadtiplex(Tabela 4).

Tabela 4 -Concentracfes dgeimerse DNA utilizadas nas reacoesiltiplex.

Multiplex ~ Micro-organismo Concentracdo de Quantidade de Concentracao de

Alvo primer (nM) DNA sonda (nM)
(ng/reacgéo)
S enterica 50 200 300
. S. aureus 100 50 300
E. coliO157:H7 200 50 300
? L. monocytogenes 100 100 300
le?2 IAC 200 2 300

As condi¢des de termociclagem e volume das redpiasn as mesmas das reagdes

monoplex
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Perfil microbiolégico dos derivados lacteos
5.1.1 Doce de leite

Das oito marcas analisadas no presente trabadhfazpndo um total de 24 amostras
(trés lotes distintos), 2 entre as 8 marcas (25pb6gs@ntaram contaminagdo por micro-
organismos mesofilos aerébios e 1 entre 8 marcab%d apresentou além de micro-
organismos mesofilos aerébios, levedura$taphylococcusspp. coagulase negativa. Os
resultados da contagem média de micro-organisnmmmaados nas amostras de doce de leite
analisados sdo mostrados na Tabela 5.

A média da contagem de micro-organismos mesoéfieemrados nas marcas D e E
foram de 2,8 x 1DUFC/g e 6,8 x 1DUFC/g, respectivamente. As bactérias mesoéfilas
multiplicam-se rapidamente em temperatura ambi@ateperatura em que o doce de leite &
estocado) e nessas condi¢cdes fermentam a lactodazprdo acido lactico e outros acidos
organicos. A marca E apresentou além de alta cemtatp mesofilos aerdbios, alta contagem
de leveduras (2,9 x 1WFC/g) e deStaphylococcuspp. coagulase negativa (1,4 X 10
UFC/g). Estes resultados corroboram com os resdtadncontrados por Sousa e
colaboradores (2002) que analisaram 18 amostrdeais de leite produzidos a partir de leite
de bufala na llha de Marajo no Brasil e isolaranoites e leveduras em 22,2% das amostras,
com contagens de até 3,9 Log UFC/g, mas, ndo eacamtSalmonellasp. e nen$. aureus
Timm et al. (2007) analisaram 28 amostras de decéeite fracionados em porgdes, para
serem vendidos a granel, em supermercados na digaBelotas-RS e apenas uma amostra

apresentou contagem de bolores e leveduras comesaloeitaveis pelas normas brasileiras.



Tabela 5- Perfil microbioldgico de amostras de doce de |@N de amostras = 3; N de lotes distintos = 3).

Marca Mesofilos  Coliformes Coliformes Bolores Staphylococcus  Staphylococcus  Salmonella Listeria
aerdbios a 30°C a 45°C e spp. coagulase spp. coagulase sp.em 25g monocytogenes
(UFCl/g) (NMP/qg) (NMP/qg) Leveduras negativa positiva em 25¢g
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
A <1,0x10 <3,0 <3,0 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 auséncia auséncia
B <1,0x10 <3,0 <3,0 <1,0x 10 <1,0x10 <1,0x10 auséncia auséncia
C <1,0x16 <3,0 <3,0 <1,0x 10 <1,0x10 <1,0x10 auséncia auséncia
D 2,8x16 <3,0 <3,0 <1,0x 10 <1,0x10 <1,0x10 auséncia auséncia
E 6,8 x 10 <3,0 <3,0 2,9x16 1,4 x 16 <1,0x10 auséncia auséncia
F <1,0x16 <3,0 <3,0 <1,0x14 <1,0x14d <1,0x10 auséncia auséncia
G <1,0x16 <3,0 <3,0 <1,0x14 <1,0x14d <1,0x10 auséncia auséncia
H <1,0x10 <3,0 <3,0 <1,0x14 <1,0x14d <1,0x10 auséncia auséncia

Nota: Os valores da tabela representam a médiardagem nos 3 lotes analisados.
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Todas as demais apresentaram contagens acima rdass liestabelecidos pela
legislacdo (Quadro 1). Bolores e leveduras séao fitaptes indicadores da eficiéncia de
praticas de sanitizacdo de ambientes, equipamentogensilios durante a producédo e
beneficiamento de alimentos. Além disso, podenr estsociados a producdo de metabdlitos
toxicos e deterioracdo de alimentos (FRANCO e LANRAE, 2008). Segundo Evangelista
(1994), as leveduras podem alterar muitos prodattisos, como queijo, manteiga, doces e
leites condensados, por sua acao sobre a lacessdtando na producao de &£@riginando
um mau odor pelo processo fermentativo aléem ddagsanto da embalagem. Varias espécies
de leveduras aparecem deteriorando produtos coadestacucarados, mas, a ocorréncia de
espécies patogénicas de leveduras em aliment@diéapnente desconhecida.

Nas amostras de doce de leite analisadas nestdogstédo foram encontrados
coliformes a 30°C e a 45°CGalmonellasp., L. monocytogeneg Staphylococcusspp.
coagulase positiva. Entretanto, a possibilidadprdaenca de patdgenos em doce de leite ndo
pode ser descartada. No estudo citado anteriorméimien e colaboradores (2007) isolaram
além de bolores e levedur&almonellaentericavar Thiphymurium de uma das 28 amostras
de doce de leite de bufala e concluiu que o docelette pastoso fracionado nos
estabelecimentos comerciais, pode ser fonte deoforganismos patogénicos para humanos,
0 que justifica a adogdo de rigoroso controle rspegdo e fiscalizacdo do comércio deste
alimento. Em um estudo com doce de leite artific&ite inoculados, Hentges et al. (2010)
recuperarani.. monocytogenes. entericavar ThyphimuriumE. coli O157:H7 eS. aureus
apos 30, 30, 5 e 10 dias de inoculacédo, respeativan Considerando-se que no
processamento do doce de leite, h4 um aquecimeslitingado do produto, os resultados das
marcas D e E neste estudo podem revelar falhagymmizacdo de equipamentos de envase,
manipulacdo excessiva no envase e temperaturagnadie de envase.

A presenca d&taphylococcuspp. coagulase negativa em alta contagem (1,4 x 10
UFC/g) em uma das marcas (E), serve de alertatasidagdes regulamentadoras, pois, no
Brasil, de acordo com os padrdes vigentes, pelo MAQuadro 1), a marca E, mesmo
apresentando alta contagem $aphylococcuspp. coagulase negativa, estaria reprovada
apenas por apresentar bolores e leveduras acimalirdiles permitidos. O grupo de
Staphylococcuspp. coagulase positiva € considerado o maioradausde intoxicacdo de
origem alimentar. Entretanto, apesar de muitosresitafirmarem que somente as espécies de
estafilococos produtoras da enzima coagulase sempazes de produzir enterotoxinas

(PEREIRA et al., 2001), atualmente, sabe-se quécesp deStaphylococcuspp. coagulase
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negativa também sdo capazes de produzir enteraXANUNCIACAO et al., 1994;
CARMO et al., 2002; LAMAITA et al., 2005; ORDEN ak, 1992; RAPINI et al., 2005).

5.1.2 Leite condensado

Das 30 amostras analisadas (trés lotes distintadedemarcas) nenhuma apresentou
coliformes a 30°C e a 45°Galmonellasp, Listeria monocytogenes Staphylococcuspp.
coagulase positiva. Na Tabela 6 sdo apresentadogaloses para bactérias mesodfilas,
leveduras eStaphylococcusspp coagulase negativa encontrados nas marcas de leite
condensado analisadas. Pelos dados encontradesyabse uma elevada contagem global
de bactérias mesdfilas (até 5,0 X WEFC/g) eStaphylococcuspp. coagulase negativa (até 4,5
x 10° UFC/g) nas marcas analisadas e 1,33URLC/g de leveduras em uma das marcas.

A contagem padrdo em placas logo apos sua faboiegagdilizada como indicador da
qualidade higiénica das instalactes, fornecenddéamuma nogédo sobre seu tempo util de
conservacao. Segundo Landgraf (2008), mesmo quéajagatdégenos, um numero elevado
de micro-organismos mesofilos indica que o aliménitassalubre (com excecao dos alimentos
fermentados) e que houve condicao para patégemuosisiplicarem, ja que todas as bactérias
patogénicas de origem alimentar sdo mesdfilas.risepte pesquisa quantitativa de bactérias
mesofilas pode-se notar um grande indice de contay@o em 5 de 10 das marcas analisadas
(50%). Considerando-se que 0s micro-organismosusstps podem ser inativados pelo
processo de pasteurizacao, os resultados podetarrgue a higienizacdo dos equipamentos
foi deficiente. Os altos indices de contaminacaolaztérias mesdfilas pode ser explicado
pelo fato do produto ser muito viscoso, o que talifigil sua remocdo dos equipamentos de
producao e envase, podendo favorecer a formacémfilenes bacterianos na superficie dos
equipamentos, recontaminando assim o produto acabhadRQUES (2005) relata que a
adesdo microbiana ocorre devido a deposicdo deofoiganismos em uma superficie de
contato onde se fixam e iniciam o seu desenvolvimek formacgédo do biofilme é, conforme
citacdo de CABECA (2006), uma estratégia de sobéacia de micro-organismos em um
ambiente com condi¢cdes adversas o0 que provoca utrecdo fenotipica de células
planctdnicas (vida livre) para a forma séssil (ade). Quando células existem em um
biofilme, elas podem vir a ser 10 - 1.000 vezessmasistentes aos efeitos de agentes
antimicrobianos quimicos, como os desinfetantdigzadios por industrias processadoras de
alimentos (BERESFORD et al., 2001). Os biofilmesiduem a transferéncia de calor em

trocadores de calor, o fluxo em tubulagbes e paloiente tornam-se fontes de
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contaminagdo microbiana (GERMANO e GERMANO, 2001 procedimento efetivo de
higienizagdo, em casos de biofilmes precisa sarail ou dissolver a matriz de
exopolissacarideo do biofilme, para que o agenitizante possa ter acesso as células
vidveis (CHMIELEWSKI e FRANK, 2003).

Em relacdo ao leite e seus derivados, SILVA (2@datiza a dificuldade de remocéo
dos residuos destes produtos, pois séo residuasmtzasomplexos, compostos de substancias
organicas (gorduras, proteinas e acucares) e nsnerajue aderem as superficies dos
equipamentos e utensilios de forma bastante retst& remocéo desses residuos deve ser
realizada imediatamente apds o término do uso dpa&gentos e realizacdo de operacgoes,
para evitar a formacdo de depositos persistentede edificil remocdo. A etapa de
microcristalizacdo da lactose, na qual se adiciaci@mse microcristalina ao leite condensado,
permanecendo a 30°C por tempo prolongado (aprodmedte 4h) € um ponto critico de
controle devido a temperatura que favorece a nhicligfio de bactérias mesofilicas. A lactose
microcristalina adicionada deve ter excelente dadi microbiolégica para que néo
recontamine o produto acabado. Os tanques delizagf@o possuem grandes dimensdes o
que dificulta a inspecao visual, sendo indicaddetesapidos de avaliacdo da limpeza. O
envase do leite condensado é outro ponto critiomod&ole devido a probabilidade de falhas
na higienizagdo do equipamento e a ndo utilizagdendase asséptico por algumas industrias
processadoras. As embalagens devem ser esterdipaddlambagem, radiacdo ou banho de
peroxido a quente, dependendo do tipo de embalagiérada, para garantir a manutencao
da qualidade microbiologica do produto acabado.

Staphylococcusspp. coagulase negativa foram encontrados em 4l@amarcas
analisadas (40%), com contagens de até 4,5 XYHEG/g. Estes resultados corroboram com
estudos anteriores do grupo (SA et al., 2008; Sllatal., 2011), em que a contagem de
Staphylococcuspp. coagulase negativa isolado de 9 entre 27stamsode leite condensado
(33,3%), foi de até 6,1 Log UFC/g e de 6 entre fraas de leite condensado (70%), foi de
até 5,67 Log UFC/g, respectivamente.



Tabela 6 -Perfil microbiolégico de amostras de leite condelas(N de amostras = 3; N de lotes distintos = 3).

Marca Mesofilos  Coliformes Coliformes Bolores Staphylococcus  Staphylococcus  Salmonella Listeria
aerdbios a 30°C a 45°C e spp. coagulase spp. coagulase sp.em 25g monocytogenes
(UFCl/g) Leveduras negativa positiva em 25¢g
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
A 2,1x10 <3,0 <3,0 <1,0x 10 1,8 x 16 <1,0x10 auséncia auséncia
B 6,8 x 14 <3,0 <3,0 <1,0x 14 5,0 x 1¢ <1,0x10 auséncia auséncia
C <1,0x 16 <3,0 <3,0 <1,0x 14 <1,0x 10 <1,0x10 auséncia auséncia
D <1,0x 10 <3,0 <3,0 <1,0x 14 <1,0x 10 <1,0x10 auséncia auséncia
E 1,4x 168 <3,0 <3,0 <1,0x16 1,0 x 10 <1,0x10 auséncia auséncia
F 5,0x 16 <3,0 <3,0 <1,0x16 45x16 <1,0x10 auséncia auséncia
G <1,0x16 <3,0 <3,0 <1,0x16 <1,0x108 <1,0x10 auséncia auséncia
H 2,0x 16 <3,0 <3,0 1,3x 16 <1,0x108 <1,0x10 auséncia auséncia
I <1,0x 10 <3,0 <3,0 <1,0x 14 <1,0x 16 <1,0x10 auséncia auséncia
J <1,0x 16 <3,0 <3,0 <1,0x 14 <1,0x 16 <1,0x10 auséncia auséncia

Nota: Os valores da tabela representam a médiardagem nos 3 lotes analisados.
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Considerando que enterotoxinas estafilococicasmads produzidas no alimento em
contagens minimas de ®lOFC/g (CARMO et al., 2002), torna-se preocuparsteesultados
encontrados neste trabalho. A presenc&tdphylococcugm um alimento se interpreta, em
geral, como um indicativo de contaminacédo a pdeipele, da boca e das fossas nasais dos
manipuladores dos alimentos, no entanto equipamenos e as matérias-primas de origem
animal podem ser fonte de contaminagao.

Quando se encontra um grande numer&tag@hylococcusm um alimento, significa,
em geral, que as praticas de limpeza e desinfexgacontrole de temperatura ndo foram, em
algum ponto, adequados. Algumas cepas Siaphylococcusspp. sdo potencialmente
formadoras de biofilme antes e apds a higienizap®equipamentos, podendo representar
um fator de risco de intoxicacdo para o consumidara vez constituidos, os biofilmes agem
como pontos de contaminacdo constante, liberandéaséle micro-organismos patogénicos
e/ou deterioradores, podendo comprometer, assimuakdade microbiolégica de matérias-
primas, produtos pré-acabados e acabados (FUSTHR-¥At al., 2008).

O biofilme estafilocécico pode comprometer a segeeaalimentar do alimento,
portanto, a contagem desse micro-organismo ndo sewvegnorada nas investigacoes de
surtos de toxi-infeccbes alimentares. A legislabéasileira de lacteos precisa ser revista e
atualizada, pois, continua estabelecendo limitenhap paré&Staphylococcuspp. coagulase
positiva, negligenciando o potencial enterotoxigénile cepas coagulase negativas, assim

como a possivel presenca da toxina termoestav@?CI80 min)em produtos pasteurizados.

5.1.3 Queijo Minas Padrao

O Queijo Minas Padrédo € um produto de grande coaswnBrasil, especialmente no
estado de MG, entretanto, ndo existem na legisldgasileira atual, padrdes para sua
inspecdo microbiolégica. Na Tabela 7 sdo mostraa@scontagens médias de micro-
organismos dos trés lotes das sete marcas de gjiiipas Padréo analisadas neste estudo.

Todas as amostras de queijo Minas Padréo apresentaesofilos aerobios, bolores e
leveduras &taphylococcuspp. coagulase negativa com contagens que chega2aenx 10
UFC/g, 1,3 x 1OUFC/g e 1,0 x 10Log UFC/g, respectivamente. As altas contagens de
micro-organismos mesofilos pode ser explicada, arteppela adicdo de fermento latico no
leite para a fabricacdo do queijo Minas Padrdole®ae€lo nimero de bolores e leveduras e
Staphylococcusspp. coagulase negativa em 100% das marcas a@aisagere que 0s

queijos foram processados sob condi¢des higiémsadisfatorias, comprometendo a vida-
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de-prateleira do produto (uma vez que bolores edieras sdo potenciais deterioradores de
produtos laticos) e a seguranga alimentar dos coidswes, pois, algumas espécies de
Staphylococcuspp. coagulase negativa sédo produtoras de torihenplo causar intoxicacdes
alimentares.

Staphylococcusspp. coagulase positiva foram encontrados em 5%a% marcas
pesquisadas com contagens de até 8,0°xUHL/g. Estes resultados corroboram com os
resultados encontrados por Melo et al. (2009) enesterdo com 30 amostras de queijo Minas
Padréo comercializadas em Séo Luis (MA), em queriagens meédias de bactérias aerdbias
mesoéfilas encontradas foram de 5,0 X WEFC/g e para os valores obtidos na contagem de
Staphylococcusoagulase positiva, 6,6% das amostras apresentamatagens de até >5,0 x
10" UFC/g. Arrudaet al (2007), ao pesquisarem a ocorréncia Stephylococcusspp
coagulase positiva em queijos Minas tipos Fresdhdrao comercializados nas feiras livres
de Goiania (GO), observaram que, para o queijo $Redrédo, os valores encontrados foram
de até 2,0 x 10 UFC/g e que essa elevada contagenS@ghylococcusspp coagulase
positiva pode representar perigo para o consumidor.

O limite permitido pela legislacéo para queijosiknes ao Minas Padréo é de 1,0 x
10° UFC/g (BRASIL, 1996). Nestas condicdes, 28,6% mascas de queijos Minas Padrdo
analisadas neste estudo estariam classificadas qoodutos em condi¢gdes higiénico-
sanitarias insatisfatérias. Além disso, concengacsuperiores a 1,0 x 3.0FC/g podem
propiciar a producdo de enterotoxina (PEREIRA gt1891), tornando um alimento nestas
condicdes, um risco potencial a saude do consumidor

Coliformes totais (30°C) e termotolerantes (45%arm encontrados em 28,6% das
marcas analisadas, porém, em baixas contagensmmméaie 1,2 x 1DUFC/g e 6,0 x 19
UFClg, respectivamente, considerando que o queijonéproduto muito manipulado. A
reduzida populacdo desses micro-organismos indiaxob nivel de contaminacéo,
principalmente de origem fecal ou provavel inibickstes devido a producgéo de acido latico
pelas bactérias do fermento.



Tabela 7 -Perfil microbiolégico de amostras de queijo Miaslrdo (N de amostras = 3; N de lotes distintos = 3

Marca Mesofilos  Coliformes Coliformes Bolores Staphylococcus  Staphylococcus  Salmonella Listeria
aerdbios a 30°C a 45°C e spp. coagulase spp. coagulase sp.em 25g monocytogenes
(UFCl/g) (UFClg) (UFCl/q) Leveduras negativa positiva em 25¢g
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
A 22x10  <1,0x10 <1,0x 10 2,2x1d 7,0x 16 1,0 x 10 auséncia auséncia
B 21x10  <1,0x10 <1,0 x 16 3,3x 16 1,0x 10 7,5x 16 auséncia auséncia
C 1,0x16  <1,0x10 <1,0 x 16 6,0 x 16 1,0 x 16 <1,0 x 10 auséncia auséncia
D 6,0 x 16 7,0 x 10 <1,0 x 16 2,5x 16 8,0 x 10 7,5x 16 auséncia auséncia
E 23x10 <1,0x14 <1,0x108 1,3x 10 1,0 x 16 <1,0x 16 auséncia auséncia
F 1,1x 16 1,0 x 16 5,9 x 16 2,3x 16 2,3x 16 1,0 x 16 auséncia auséncia
G 2,0x16 1,1 x 16 6,0 x 1G 3,0x 16 1,0 x 16 <1,0x 16 auséncia auséncia

Nota: Os valores da tabela representam a médiardagem nos 3 lotes analisados.
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Salmonellasp. eL. monocytogeneaséo foram detectadas em nenhuma das amostras. A
presenca de bactérias laticas em queijos MinasdBgolnde ter contribuido para a baixa
contagem de coliformes e ausénciaS#monellaspp. eL. monocytogenepor exclusao
competitiva, além da condicdo estressante adviodprocessamento e estocagem a que O
alimento é submetido (FLOWERS al., 1992 apud ALMEIDAet al, 2003; SHARP, 1981).

5.2 Padronizacao de reacdes multiplex PCR em tempeal

Os procedimentos que consomem tempo para idegéficde sorotipos de patdégenos
nos métodos tradicionais podem ser substituidosupar PCR, que tem sido cada vez mais
usada. Essa técnica usada para multiplicar mildéegezes um unico fragmento de DNA em
poucas horas, aumenta a sensibilidade e espeadiidos exames, a repetibilidade dos
diagnosticos, permitindo um resultado mais rapide ps métodos tradicionais de
identificacdo de micro-organismos. A combinacdoddss ou mais pares daimers numa
mesma reacdo melhora a eficiéncia e especificidadketeccdo. A concentracaomtanersé
um parametro critico para o sucesso da PCR em temahdSe todos gerimersda reacdo se
anelam com igual eficiéncia, eles podem ser usadasesma concentra¢do, caso contrario,
h& que se estabelecer previamente a melhor coac&atipara cada par ¢eimer a ser
utilizado

Neste experimento, variou-se a concentracagrdeers e de DNA bacteriano de
cepas padréo e, assim foram padronizadas as reagieplex(Figura 9). Sob as mesmas
condi¢cdes de PCR, vérios ensaios foram feitoszatitio-se as cepas padraoS#monella
entericavar Thyphimurium IAL 1472Staphylococcus aureusTCC 51651 Escherichia coli
0157:H7 IAL 1848, Listeria monocytogeneSTCC 19117.
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Figura 9 - Perfil de amplificacdo da reacOewnoplexde PCR em tempo real. histeria
monocytogeneATCC 19117, b)Staphylococcus aurelSTCC 51651, c)Escherichia coli
0157:H7 IAL 1848, dbalmonelleentericavar Thyphimurium IAL 1472.

Como mostra a Figura 9, as reacommoplexcontendo DNA, sonda e o par piemer
desenhados para cada uma das bactérias, funciora@am A curva de amplificacédo
ultrapassou o limiar de deteccdo do equipamentedfiold - linha verde) indicando a
amplificacdo dos produtos esperados. Deste modis apcalculo da eficiéncia da reacao
estabeleceu-se as melhores concentracOesmder e DNA para cada bactéria (Tabela 4).

Posteriormente, foram testadas duas reacfes reult{plultiplex 1, misturando os
primersde IAC,Salmonellaentericavar Thyphimurium &. aureuse multiplex2, misturando
os primersde IAC, E. coli 0157:H7 eL. monocytogengsporém, apenas multiplex 1 foi

eficiente (Figura 10). Paraultiplex2 nao foi obtido nenhum produto de amplificacéo.
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Figura 10 - Perfil de amplificacdo ddMultiplex 1 - SalmonellaentericdStaphylococcus
aureuglAC.

Ao se misturar os pares geimers sondas e DNA d&. entericg S. aureuse IAC
(multiplex 1) com o DNA de outras bactérids. (nonocytogenes E. coli 0157:H7) para
testar a especificidade da reagaoltiplex obteve-se o resultado esperado, pois, somente as
espécies-alvo apresentaram produto de amplific@iGateela 8).

O multiplex 1 apresentou positividade na amplificacdo e eBpieleide na deteccdo
dos patogenos alvo, pois, ndo houve inibicdo delifiwagdo (falso-negativo) e nem
amplificacéo inespecifica (falso-positivo). A rdapéidade dos resultados foi observada uma
vez que foram realizadas quatro repeticoesmuidtiplex 1 em duplicata, sob as mesmas
condicOes laboratoriais.

A possibilidade de se amplificar pequenos fragogede DNA pela técnica molecular
€ especialmente importante quando se pesquisa gpa®gcomoSalmonellasp. e L.
monocytogenegjue podem estar viaveis mas nao cultivaveis pentesofrido algum tipo de
injuria celular (pH baixo do meio, baixa atividadie agua, tratamento térmico sub-letal). Na
metodologia classica h& necessidade de uma etapeedmriquecimento e enriquecimento
seletivo da amostra com o objetivo de recuperaréhadas injuriadas do micro-organismo e

inibir a microbiota acompanhante.
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Tabela 8 -Amplificacdo de DNA das bactérias nwltiplex1.

Multiplex 1 Alvo (par de primer + sonda presentes na reacgéo)
DNA S. enterica S. aureus IAC
SAL+PUC 18 + - +
AUR+ PUC 18 ; + +
LIS+ PUC 18 - - +
ECO+ PUC 18 - - +
SAL+AUR+ PUC 18 + + +
SAL+ECO+ PUC 18 + - +
SAL+LIS+ PUC 18 + - +
AUR+ECO+ PUC 18 - + +
AUR+LIS+ PUC 18 ; + +
LIS+ECO+ PUC 18 - - +
SAL+AUR+LIS+ PUC 18 + + +
SAL+AUR+ECO+ PUC 18 + + +
AUR+LIS+ECO + PUC 18 - + +
ECO+ SAL+LIS+ PUC 18 + ] +
SAL+AUR+ECO+LIS+PUC 18 + + +
PUC 18 - - +
CN - - -

Nota: (+) amplificou; (-) ndo amplificou; SAL S. entericaAUR = S.aureusECO =E. coli
0157:H7; LIS =L. monocytogenes
Uma das vantagens da metodologia molecular emaelacclassica é a eliminacdo destas
etapas preliminares de enriquecimento e a altac#igp#ade das reacdes, pois, @msmerse
as sondas sdo desenhados para anelarem em segesp@osicos de DNA dentro de cada
espécie. Nanultiplex1, cepas padrdo & aureuse Salmonellaentericavar Thyphimurium
foram detectados simultaneamente em menos de 2énsiderando a extracdo de DNA,
diluicdo e realizacdo da PCR em tempo real. Peldubgia classica, para se obter a
confirmacédo da presenca destes patdégenos levarfadlas, respectivamente.

No multiplex 2, contendo oprimers sondas e DNA de IAQ,. monocytogenesE.
coli O157:H7, nao foi verificada a amplificacdo dosdutos esperados, mesmo apoés diversos

ensaios de otimizacdo da reacéo, variando-se asminacoes dgsrimers
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Figura 11 - Perfil de amplificacdo dMultiplex 2 - L. monocytogenes/E. cdi1l57:H7/IAC.

Assim, um protocolo de PCRonoplexparaE. coli 0157:H7 eL.. monocytogene®i
estabelecido, entretanto, quando emltiplex o0s primers parecem interagir uns com 0s
outros, inibindo a amplificagdo. Em um dos ensaiosle se retirou os primers do IAC para
verificar sua interferéncia na amplificacdolLdenonocytogenesE. coliO157:H7, ndo foram
observados produtos de amplificacdo levando a sfmwsde que os primers de.
monocytogeneisibem a amplificacéo da. coliO157:H7 e vice-versa.

Em outro ensaio, foram testadosprgnersde L. monocytogenes do IAC em uma
reacao para verificar a influéncia dos primers A6 sobre os primers de monocytogenes.
Verificou-se que oprimersdo IAC e deL. monocytogendateragem entre si inibindo um ao
outro.

Realizou-se entdo uma reacéo para testar a isfu@osprimers do IAC sobre os
primers de E. coli O157:H7, misturando-sprimers de ambos e observou-se inibicdo da
amplificacdo. Em reacdesultiplexpode haver a formacdo de dimeropdmers (estruturas
diméricas indesejaveis de anelamento entrepramery, com maior forca de interacéo,
reduzindo a eficiéncia da interagcdo dos mesmosac@NA-alvo. Esta é a maior dificuldade
em se trabalhar com reac@msiltiplex Elizaquivel e Aznar (2008) apresentaram um PCR
multiplexem tempo real para a detecgaokdecoli O157: H7,Salmonellaspp. eS. aureus
usando SYBR Green e posteriormerifagMan Ambos foram igualmente sensiveis Y10

UFC/g) em detectar estes patdgenos nas amostraggdtais minimamente processados
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inoculados artificialmente, porém, estes micro-nigi@os devem estar ausentes em alimentos
processados, necessitando portanto, de se otimizansibilidade destaultiplex Suo et al.
(2010) em um estudo com carne moida contaminadeiahinente foi capaz de detectar
simultaneament&almonellasp., Escherichia coliO157 eL. monocytogenestilizando um
multiplexPCR em tempo real com uma sensibilidade de detectB UFC/10 g carne moida.
Kawasaki et al. (2010) desenvolveram umultiplex PCR em tempo real usando sondas
fluorescentes para detectar e quantifiéaimonellasp, L. monocytogenes E. coli O157:H7

em amostras de carne de porco moida, porém, abielasie de deteccédo para este método
foi de 2,0 x 16 UFC/mL para cada patégeno. Omiccioli et al. (20083envolveram um
multiplex PCR em tempo real para a deteccdo simulté8abmonella spp, Listeria
monocytogeneg Escherichia coliO157 no leite cru com inclusividade e exclusivielate
100% cada, com um limite de deteccdo de 1 UFC/25parh cada patdogeno. Segundo os
autores, o0 ensaio representa uma abordagem alerr@dra a detecgdo qualitativa das
espécies citadas, ajudando na rastreabilidade rikes\a@mostras de leite, reduzindo o tempo

de resposta e a carga de trabalho.
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6 CONCLUSOES

» Concluiu-se gque os principais micro-organismos ammantes do doce de leite e do
leite condensado séo os mesofilos aerdbios, leasdiBtaphylococcuspp. coagulase
negativa, comprovando que a baixa atividade de dgsgrodutos e as intensidades
dos tratamentos térmicos ndo sao suficientes péra 0 crescimento destes micro-
organismos;

* No queijo Minas Padrao, além de altas contagenme&dfilos aerdbios, também
foram encontradas altas contagens de bolores @umg eStaphylococcusspp.
coagulase positiva e negativa, 0 que reforca assel@le da criacdo de um
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade Bgmepara este produto para que
auxilie nos programas de qualidade e na formacgoafessionais capacitados;

* A elevada contagem de micro-organismos mesoéfilolrés e leveduras e bactérias
do género Staphylococcus detectada nos produtos indica deficiéncia nos
procedimentos de higienizacdo de equipamentos deasen e tanques de
microcristalizacdo (no caso de leite condensadnjgere a necessidade de melhorias
higiénico-sanitarias em todo o fluxograma de fawdo destes derivados lacteos;

* Foi padronizada uma reacaultiplex PCR em tempo real com culturas puras de
Salmonellaentericavar Thyphimurium &taphylococcus aureus
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Na pesquisa bibliografica ndo foram encontradoBathens que testaram a técnica
multiplex PCR em tempo real para produtos com as caraatasisto leite condensado e do
doce de leite. A continuacdo deste trabalho ir&ribmir com a busca por validacdo da
metodologia PCR em tempo real aplicada para devs/éatteos. O proximo passo do nosso
grupo de pesquisa sera a aplicacaarddtiplex padronizado neste estudo as amostras dos
derivados lacteos (leites condensados, doce de defueijo Minas Padrdo e de Coalho),
avaliando sua especificidade e sensibilidade eaiind uso de EMA (brometo de etideo
monoazida), para impedir a amplificacdo de DNA detdrias ndo vidveis. Novgsimers

para omultiplex2 serdo desenhados para a padronizacéo deste.
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ANEXO
Tabela NMP. Numero Mais Provavel (NMP) e intervalo de confiarcaivel de 95% de
probabilidade, para diversas combinacfes de tulmsstiyps em série de trés tubos.
Quantidade inoculada da amostra: 0,1 - 0,01 e §,60InL

(continua)
Combinacdo  NMP/g ou Intervalo de Combinacdo  NMP/g ou Intervalo de
de tubos + mL confianca de tubos + mL confianca
(95%) (95%)
Minimo Méaximo Minimo Méaximo
0-0-0 <3,0 - 9,5 2-2-0 21 4,5 4
0-0-1 3,0 0,15 9|6 2-2-1 28 78 94
0-1-0 3,0 0,15 11 2-2-2 35 78 94
0-1-1 6,1 1,2 18 2-3-0 29 8,7 94
0-2-0 6,2 1,2 18 2-3-1 36 8,7 94
0-3-0 9,4 3,6 38 3-0-0 23 46 94
1-0-0 3,6 0,17 18 3-0-1 38 78 110
1-0-1 7,2 1,3 18 3-0-2 64 17 180
1-0-2 11 3,6 38 3-1-0 43 9 180
1-1-0 7.4 1,3 20 3-1-1 75 17 200
1-1-1 11 3,6 38 3-1-2 120 37 420
1-2-0 11 3,6 42 3-1-3 160 40 420
1-2-1 15 4,5 42 3-2-0 93 81 420
1-3-0 16 4,5 42 3-2-1 150 37 420
2-0-0 9,2 1,4 38 3-2-2 210 40 430
2-0-1 14 3,6 42 3-2-3 290 90 1.000
2-0-2 20 4,5 42 3-3-0 240 42 2.000
2-1-0 15 3,7 42 3-3-1 460 90 4.100
2-1-1 20 4,5 42 3-3-2 010 180 4.100
2-1-2 27 8,7 94 3-3-3 01 420 -

Fonte:Bacteriological Analytical ManualBlodgett, 2006).



