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RESUMO

SOUZA, Stefania Marcia de Oliveira. Universidade de Brasilia, fevereiro, 2011.
Padronizacdo de um protocolo de PCR e Nested PCR para deteccdo de Listeria
monocytogenes em gueijos minas frescal.

O queijo tipo Minas frescal € um produto fresco caracterizado por possuir alto grau
de umidade tornando-o extremamente suscetivel a contaminacdo por diversos
microrganismos, inclusive Listeria monocytogenes e diversos surtos ja foram
associados ao consumo de queijos frescos em todo o mundo. Neste trabalho, foi
realizado um diagnostico para deteccdo de L. monocytogenes utilizando trés
metodologias diferenciadas: 1ISO 11290, PCR convencional e Nested PCR, em
massa de queijo tipo Minas frescal, artificialmente contaminada em tratamentos
diferenciados. As amostras da massa do queijo foram analisadas em trés momentos
diferenciados: no dia da fabricacédo (Dia 0), cinco dias apés a fabricacao (Dia 5) e
dez dias apoés a fabricacdo (Dia 10). Para avaliacdo das técnicas moleculares foram
utilizados volumes de 1mL, 5mL e 10 mL a partir das amostras de queijo minas
frescal. Os resultados obtidos demonstraram, que a PCR convencional detectou, a
presenca do patégeno, em no maximo, 33,3% do total das amostras e, apenas
guando foram analisadas no dia 0, ndo ocorrendo deteccdo nos demais periodos,
indicando baixa sensibilidade em relacdo as outras metodologias e a Nested PCR,
apresentou frequéncia de deteccdo de 100% quando utilizado o volume de 1mL na
realizacdo da técnica nos trés periodos analisados, com variagbes de no minimo
66,6% nos demais tratamentos e volumes utilizados. Por outro lado, o método ISO
11290 apresentou frequéncia de 100% em todos os tratamentos e volumes
avaliados, indicando melhor desempenho na deteccdo de L. monocytogenes em
queijo minas frescal, em comparagdo com as demais metodologias. Ao
considerarmos o curto prazo de validade desse tipo de alimento, a Nested PCR
pode ser considerada mais adequada e, a sua utilizagdo como uma ferramenta de
diagndstico para os Servigos de Inspecao, deve ser recomendada tendo em vista a
obtencdo de resultados com maior rapidez e alta frequéncia na deteccdo de L.
monocytogenes, indicando sensibilidade e especificidade suficientes para a sua

aplicacao.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; metodologia ISO 11290; Nested PCR.
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ABSTRACT

SOUZA, Stefania Marcia de Oliveira. Universidade de Brasilia, Fevereiro, 2011.
Standardization of a protocol for PCR and Nested PCR for detection of Listeria

monocytogenes in Minas cheese.

The Minas fresh cheese is a fresh product characterized by having high moisture
content making it extremely susceptible to contamination by various microorganisms,
including Listeria monocytogenes and several outbreaks have been associated with
consumption of fresh cheeses in the world. In this study, we performed a diagnostic
for detection of L. monocytogenes using three different methodologies: 1ISO 11290,
conventional PCR and Nested PCR, mass Minas fresh cheese type, artificially
contaminated in different treatments. Samples of the mass of cheese were analyzed
at three different moments: the day of manufacture (day 0), five days after production
(Day 5) and ten days after manufacture (Day 10). For evaluation of molecular
techniques were used volumes of 1mL, 5mL and 10 mL from the samples of fresh
cheese. The results showed that the conventional PCR detected the presence of the
pathogen in up to 33.3% of total samples, and only when they were analyzed at day
0, no detection occurred in other periods, indicating low sensitivity to other
methodologies and nested PCR, showed the frequency of detection of 100% when
using the volume of 1mL in performing the technique in the three study periods,
variations of at least 66.6% in other treatments and volumes used. Moreover, the ISO
11290 method presented frequency of 100% in all treatments and packages
evaluated, indicating better performance in detecting L. monocytogenes in fresh
cheese in comparison with other methodologies. In considering the short shelf life of
such food, nested PCR can be considered more appropriate, and its use as a
diagnostic tool for Inspection Services, should be recommended in order to obtain
results more quickly and high frequency in the detection of L. monocytogenes,

showing sensitivity and specificity for its implementation.

Keywords: Listeria monocytogenes; methodology ISO 11290; Nested PCR.
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Capitulo |

1. Introducéo

Doengas associadas ao consumo de alimentos contaminados s&o conhecidas
desde tempos remotos. J& em 2000 a.C. Moises determinou algumas leis sobre
meétodos de preparo dos alimentos, incluindo aqueles que poderiam ser ingeridos e
0S que deveriam ser rejeitados, bem como a importancia da limpeza das maos antes
da ingestdo (BRASIL, 2005). Entretanto, foi somente no século XIX, com as
descobertas de Louis Pasteur, que ficou estabelecida a relacdo entre a presenca de
microrganismos e a deterioracdo dos alimentos, incluindo a capacidade destes de

causarem doencas.

Essas enfermidades sdo causadas por meio da ingestdo de alimentos ou
agua contaminados com agentes bioldgicos ou quimicos, como por exemplo, virus,
prions, parasitas, produtos quimicos e metais pesados, sendo que a maioria dos
surtos é causada por virus e bactérias (JAY, 2000). Casos dessas doenc¢as ocorrem
diariamente em todos os paises, mas como as notificacbes ndo correspondem as

ocorréncias, a verdadeira dimenséo do problema é desconhecida (WHO, 2009).

A emergéncia de Listeria monocytogenes como patdgeno alimentar data de
1980, com a ocorréncia de diversos surtos e casos esporadicos de listeriose ligados
ao consumo de alimentos contaminados. Desde entdo, esse microrganismo tem
provocado inumeras discussées em todo o mundo e, consequentemente, estimulado
pesquisadores a buscar respostas para as varias questdes que tém surgido sobre a

relacéo entre Listeria spp. e listeriose.
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Diferentemente da maioria dos outros patdgenos, L. monocytogenes apresenta
caracteristicas psicrotréficas, podendo se desenvolver sob temperaturas de
refrigeracdo, o que torna os alimentos “prontos para consumo” particularmente
susceptiveis (EFSA, 2007). Esse patdgeno € ubiquitario, telarico e pode ser isolado
do solo, 4gua, plantas e outras fontes ambientais. Resiste bem aos efeitos deletérios
do congelamento, desidratacdo e calor e a diferentes fatores comuns em alimentos,
como acidez, diferentes concentracfes de cloreto de sodio, assim como a Varios
agentes antimicrobianos e substancias quimicas. Ainda, apresenta capacidade de se
desenvolver em ambientes com baixas tensbes de oxigénio devido a sua

caracteristica microaerdfila (KABUKI, 2004).

A listeriose possui grande importancia entre as doencas de origem alimentar e,
embora exista uma margem de risco para todos os consumidores, em individuos
pertencentes a grupos de risco como, gestantes, recém nascidos, idosos e
imunocomprometidos, a sua na forma invasiva esta associada com septicemia,
encefalite, meningite, abortos e altos indices de mortalidade (ROCOURT, 1994;
HOFER et al., 1998; HOFER et al., 1999). Em pessoas saudaveis, 0s relatos mais
recentes de surto tém evidenciado casos de gastroenterite (KABUKI, 2004). Alguns
estudos sugerem que 21% dos humanos sejam portadores dessa bactéria nos
intestinos (RYSER et al., 1999).

A contaminacdo por L. monocytogenes nas industrias de alimentos, é
considerada atualmente um dos maiores problemas de seguranca alimentar (HAMDI
et al., 2007). Surtos e casos esporadicos tém sido relacionados a diferentes tipos de
alimentos, como leite, queijos, molhos e derivados carneos (SWAMINATHAN, 2001).
Estudos realizados no Brasil comprovam a presenca de L. monocytogenes em leites
(SILVA et al., 2003), queijos (PIMENTA et al., 1999; SILVA et al., 2003; MARICATO
et al., 2006; ZAFFARI et al., 2007) plantas de processamento e produtos carneos
(SILVA et al., 2004; BARROS et al., 2007).

O queijo tipo Minas frescal, de acordo com o Regulamento Técnico
MERCOSUL de Identidade e Qualidade, € definido como um queijo fresco obtido por
coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo com acao de bactérias laticas especificas,
semi-gordo e de muita alta umidade (BRASIL, 1997,2004).

14



Nesse tipo de queijo, a alta umidade facilita o desenvolvimento microbiano
tornando-o susceptivel a deterioracdo. Assim, € importante a adocdo de boas
condi¢cbes higiénicas durante a producdo, que envolve fases de manipulacdo, e
mesmo durante sua conservacdo. Especial atencdo deve ser reservada para a
higienizacdo dos utensilios que sdo utilizados no processamento desse queijo, pois
podem favorecer o acumulo de matéria organica e formacdo de biofilmes,
representando importante fonte de incorporacdo de microrganismos (TRAVANGIN,
2010).

Assim, diversos microrganismos podem estar presentes nesse tipo queijo,
inclusive os patégenos como L. monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Escherichia coli O157: H7 e Clostridium botulinum entre outros (FARKY &
VEDAMUTHU, 2002; ROCHA et al.,, 2006; KOMATSU et al., 2010). A legislagao
brasileira atualmente em vigor exige, para o controle de qualidade desse produto, a

pesquisa dos trés primeiros patdégenos citados (BRASIL, 1996, 2001).

As metodologias convencionais de diagndstico microbiolégico em alimentos
utilizam testes morfolégicos e bioguimicos para tipagem, subtipagem e identificacdo
de géneros, espécies e subespécies microbianas. Essas técnicas utilizam meios de
cultura nao-seletivos e seletivos, complementadas por testes bioquimicos
diferenciais, na sua maioria de producado enzimatica, usados em conjunto com testes
sorolégicos (GANDRA, 2008). Porém, as diversas etapas necessdarias para a sua
realizacdo tornam essas metodologias, extremamente demoradas, de alto custo e
com diversos pontos criticos que quando ndo sdo rigorosamente observados,
aumentam a probabilidade de erros técnicos que comprometem os resultados
obtidos.

Assim, nos anos 1980, com o avango da biologia molecular, foram introduzidos
métodos mais sensiveis e rapidos para deteccdo e caracterizacdo de
microrganismos. Isto permitiu que laboratérios divulgassem o sequenciamento
gendmico de espécies de Listeria. O conhecimento da estrutura génica especifica de
L. monocytogenes tem possibilitado o entendimento dos seus mecanismos de agéo,

assim como sua identificacéo e diferenciacéo entre as espécies existentes.

Dentre os métodos de diagndstico molecular, destaca-se a PCR (Polymerase

Chain Reaction — Reacao de Polimerase em Cadeia), que tem sido amplamente
15



utilizada em microbiologia para ampliacdo do material genético de microrganismos.
Isto permite que milhares de cépias sejam feitas a partir de uma Unica fita molde de
DNA. Este método tem a vantagem de reduzir o tempo necessario para obtencéo de
resultados. Além disso, oferece maior sensibilidade e especificidade em relacéo aos
métodos convencionais (GANDRA, 2008).

2. Justificativa

A ingestdo de queijos em condicbes inadequadas para o consumo pode
provocar graves problemas para o consumidor, e diversos estudos sobre a
qualidade microbiologica de queijo do tipo Minas frescal, relatam a ocorréncia de
microrganismos patogénicos e deteriorantes, em contagens que excedem os limites

estabelecidos pela legislacéao vigente no Brasil.

Considerando os aspectos da legislacdo brasileira, € obrigatéria a pesquisa de
L. monocytogenes nesse tipo de queijo, e os padrdes microbiologicos estabelecidos
determinam auséncia em 25 gramas (n=5;c=0;m=0). Todavia, 0 grau de
caracterizacdo, ndo tao especifica, alcancado por métodos tradicionais de deteccao
e identificacdo, talvez conduza desnecessariamente ao descarte e/ou recolhimento
de alimentos contaminados. Além disso, as técnicas microbiolégicas convencionais
sdo extremamente demoradas, de alto custo e exigem a realiza¢do de varias etapas

até a sua conclusao, o que aumenta a probabilidade de erros técnicos.

Por outro lado, os métodos diagnosticos como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), séo ferramentas valiosas na elucidacdo da cadeia epidemiologica
de surtos, auxiliando na deteccdo de bactérias presentes em alimentos em um
periodo reduzido, permitindo maior rapidez na obtencao de resultados finais e maior

especificidade e sensibilidade.

Considerando a importancia de Listeria monocytogenes em relagdo a
seguranca dos alimentos e por se tratar de um microrganismo potencialmente
patogénico, torna-se necessaria a padronizacdo de metodologias de analise que

sejam rapidas e confiaveis, para sua deteccdo em alimentos que permitam a adocéo

16



de medidas também rapidas, por oOrgdos fiscalizadores quanto pelas industrias

laticinistas.

Assim, o0 presente estudo teve como objetivo padronizar uma técnica de

reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para deteccao de L. monocytogenes em

queijos de muito alta umidade.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Padronizar técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para
deteccdo de L. monocytogenes em queijos de muito alta umidade do tipo

Minas frescal.

3.2. Objetivos especificos

Comparar a especificidade e a sensibilidade da metodologia de
diagnéstico microbiolégico convencional para deteccdo de L.
monocytogenes em queijos do tipo Minas frescal, com técnica de PCR

convencional.

Comparar a especificidade e a sensibilidade da metodologia de
diagnéstico microbioloégico convencional para deteccdo de L.
monocytogenes em queijos do tipo Minas frescal, com técnica de Nested
PCR.

Verificar a performance das duas técnicas moleculares na detecgéo de
L. monocytogenes em queijos do tipo Minas frescal, em diferentes

periodos do prazo de validade do produto.

17



4. Revisao de literatura

4.1. Histoérico

Segundo Corréa & Corréa (1992), os pesquisadores Munay, Webb e Swann
em 1929, durante uma epizootia entre coelhos e cobaias de um biotério em
Cambridge, isolaram microrganismos que causavam intensa monocitose, e
nomearam o agente como Bacterium monocytogenes. Um ano mais tarde, na Africa
do Sul, foi observada uma doenca similar em uma espécie de roedor selvagem e,
em homenagem a Lister, 0 agente etioldgico foi denominado Listerella hepatolytica.
Porém, considerando ser parecido com o0 agente isolado pelos outros autores
ingleses, foi proposta a denominacao de Listerella monocytogenes. Posteriormente,
como havia um género vegetal assim denominado, 0 agente passou a chamar-se

Listeria monocytogenes.

7

O género Listeria é classificado juntamente com os géneros Lactobacillus,
Erysipelotrix, Brochothrix, ~Caryophanon e Renibacterium Além de L.
monocytogenes, as outras espécies sdo: L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri, L. grayi e L. murrayi. A espécie L. denitrificans foi transferida para o género
Jonesia (MANTILLA et al., 2007), mas apenas duas espécies sdo reconhecidamente
patogénicas, assim L. monocytogenes que pode infectar uma variedade de espécies
animais, incluindo o homem e L. ivanovii apresenta patogenicidade restrita aos
ruminantes (ROCOURT e COSSART, 1997; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

4.2. Caracteristicas fisioldgicas

Os membros do género Listeria sdo definidos como bastonetes gram positivos,
nao esporulados, medem de 0,5 a 2,0 micrometros (um) de comprimento por 0,5 um
de didametro. As células bacterianas podem apresentar-se formando pequenas
correntes, sdo moveis em temperatura de 20 a 25°C e em agar semi-solido
apresentam motilidade caracteristica em forma de “guarda-chuva”, por possuirem

flagelos peritriquios que possibilitam a mobilidade por movimentos rotatérios ou por
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tombamento. S&o bactérias aerdbicas e anaerObicas facultativas, possuem
metabolismo fermentativo para a glicose e hidrolisam a esculina. Desenvolve-se em
temperatura entre 1 e 45°C, mas a faixa 6tima de temperatura é entre 30 e 37°C
(JAY, 2005), mas também apresentam caracteristicas de psicrotroficos pela

capacidade de multiplicacdo em temperaturas de refrigeracao.

As espécies do género Listeria podem se desenvolver em ampla faixa de pH
(de 4,1 até 9,6), mas, apresentam desenvolvimento étimo entre 6 e 8, e séo
inativadas por tratamento térmico de pasteurizacdo (SEELIGER & JONES, 1986).
Além disso, esse microrganismo possui a capacidade de se adaptar e sobreviver em
ambientes com alta concentracédo de sal (10% de NaCl) e de bile (10% a 40%), bem

como, a capacidade de formacéo de biofilmes (JAY, 2005).

A diferenciacdo entre as espécies se da pela sorotipificacdo, a qual se baseia
nas diferencas soroldgicas de polissacarideos capsulares e que permitem a divisdo
dos microrganismos em sorovares diferentes. Atualmente 17 sorovares estdo
determinados e tal diferenciacédo é devida a grande quantidade de hospedeiros que

podem carrear o patégeno (MELO, 2007).

4.3. Caracteristicas Bioquimicas

Listeria spp. é catalase positiva e oxidase negativa. Esses microrganismos sao
também D-xilose negativo, D-manitol negativo, L-ramnose positivo, metil - D-
manosidio positivo, fermentam a glicose, vermelho de metila positivo, Voges
Proskauer positivo, indol negativo, esculina positivo e nédo reduzem nitrato. As
espécies de Listeria spp. que possuem atividade hemolitica (L. monocytogenes, L.
ivanovii e L. seeligeri) expressam [B-hemoélise com a formacdo de zonas claras em
agar sangue porém, apenas L. monocytogenes e L. ivanovii sdo consideradas como
potencialmente patogénicas para humanos e animais (COCOLIN et al., 2002;
KASNOWSK, 2004) como demonstrado no Quadro 1.
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Quadro 1. Caracteristicas bioquimicas de Listeria spp.

Espécies
Caracteristicas
bioquimicas L. L. L. L. L. L.
monocytogenes | ivanovii | innocua | welshimeri | seeligeri grayi
B-hemolise em agar
+ ++ - - (+) -
sangue
Reducdao do nitrato a nitrito - - - - - -
CAMP teste com
+ - - - (+) -
Staphylococcus aureus
CAMP teste com
- + - - - -
Rhodococcus equi
D-manitol - - - - - +
L-rhamnose + - Y Y - -
D-xilose - + - + + -
A-metil D-manosideo + - + + \% NE

+ = reagao positiva; ++ = reacgéo positiva forte; (+) = reagdo positiva fraca; (-) = reagdo negativa, NE = ndo estabelecido

4.4. Fatores de viruléncia e patogenia

A tipagem de L. monocytogenes € epidemiologicamente necessaria para a
identificacéo de fatores de viruléncia, que determinam a patogenia da cepa. Diversas
técnicas de tipagem molecular classificam as caracteristicas filogenéticas da bactéria
em dois grandes grupos. A divisdo | compreende as sorotipos 1/2a, 3 b, 4b, 4d, e 4e;
a divisao Il compreende as sorotipos 1/2 a, 1/2 b, 3a, e 3c. Existe ainda um terceiro
grupo menos comum de sorotipos 4a e 4c e, apesar de mais de 14 sorotipos terem
sido descritos, apenas trés (1/2a, 1/2b, 4b) estédo relacionados com a ocorréncia de
doencas. Paradoxalmente, o sorotipo 1/2a é frequentemente isolado de alimentos e
0 4b de epidemias (BORUCKI e CALL, 2003).

A forma mais comum de contaminacdo desta bactéria € pela ingestdo de
alimentos contaminados, portanto, o trato gastrintestinal € a principal porta de
entrada para a bactéria no hospedeiro. Depois da ingestdo do alimento

contaminado, as células bacterianas conseguem resistir as diversidades do interior
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estomacal e chegam ao intestino. Em poucos minutos, atravessam o epitélio
intestinal e iniciam a reproducéo intracelular. Aproximadamente em dois dias apos
sua penetracao, as bactérias sdo carreadas pela linfa ou pela corrente sanguinea. A
partir dai, o patégeno pode atingir os linfonodos, a placenta, o figado e/ou o baco.
Para que todo este processo ocorra, um eficiente mecanismo de invaséo é realizado
pela bactéria (MELO, 2007).

A primeira etapa da infeccdo deste microrganismo ocorre por uma associacao
com a membrana plasmatica das células epiteliais do microvilo do hospedeiro. Em
seguida, ocorre internalizacdo, por fagocitose, e permanéncia no vacuolo. Na
préxima etapa, cerca de 30 minutos apos, L. monocytogenes é liberada da
encapsulacdo do fagossoma por meio de lise da membrana fagossomal. No
citoplasma ocorre multiplicacdo e polimerizacdo da actina da célula hospedeira,
formando os filamentos de actina. Cerca de 2 horas apds a infeccdo, os filamentos
de actina tornam-se organizados e orientados paralelamente, formando uma cauda
longa (DESTRO, 1995).

Na etapa seguinte, o patdégeno é transferido de uma célula infectada para uma
célula vizinha ndo infectada e o contato € realizado entre a ponta da extensdo do
microrganismo com a cauda longa que a propulsiona a célula adjacente, formando
um pseuddpodo. Ocorre entdo uma fagocitose do pseuddépodo que contém o
microrganismo e parte de sua cauda pela célula adjacente (KABUKI, 2004). Um
novo fagossoma contendo um vacuolo dentro de outro vacuolo € formado.

O patégeno fica interiorizado num vacuolo de dupla membrana. A bactéria
escapa rapidamente (cerca de cinco minutos) deste vacuolo dissolvendo a dupla
membrana, atinge o citoplasma e assim, inicia um novo ciclo de vida em uma nova
célula. Desta maneira, ocorre multiplicacdo e disseminacdo de uma célula a outra
sem deixar o citoplasma do hospedeiro (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

ApOs romper a barreira intestinal, o microrganismo atinge, via linfa e sangue, o
figado e o baco onde normalmente a infec¢cdo cessa pela defesa especifica do
hospedeiro, em particular os neutréfilos (COSSART, 2002). Noventa por cento (90%)
dos microrganismos sao eliminados pelos macrofagos no figado em seis horas. Os
sobreviventes podem infectar os hepatécitos e levar a infeccdo sistémica. Este

processo infeccioso exige da bactéria a producédo, e acdo, de varias proteinas sobre
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0os componentes da célula hospedeira, 0 que completa seu ciclo de vida intracelular
(IRETON e COSSART, 1997).

Para que o microrganismo atinja o interior da célula do hospedeiro, varios
fatores de viruléncia participam do processo. A entrada em células de mamiferos é
mediada por duas proteinas bacterianas de superficie, as internalinas InlA e InIB. O
mecanismo de escape do fagossoma primério envolve a acdo de uma toxina
formadora de poros denominada de listeriolisina O (LLO) e de duas fosfolipases C
fosfatidilinositol (PI-PLC). No citosol da célula hospedeira a proteina ActA €
responsavel pela formagédo da cauda de actina e pela motilidade intracelular e a
dupla membrana do fagossoma secundario é rompida pela acdo de LLO e uma
lecitinase (PC-PLC) (CABANES et al., 2002). Esses fatores séo regulados pelo gene
prfA mas, seus mecanismos de termoregulacdo para expressdo ainda nao estao
totalmente esclarecidos (ROCOURT e COSSART, 1997).

Com isso, a patogénese de L. monocytogenes implica na internalizacdo pelos
fagdcitos e pelas células ndo fagociticas de diferentes 6rgéo e tecidos. A estratégia
de invasdo célula a célula permite a disseminacdo do patégeno no interior dos
tecidos de seus hospedeiros e a formacdo de focos infecciosos, ficando assim
protegido das defesas do hospedeiro, como 0s anticorpos circulantes. Isto pode
explicar porque os anticorpos ndo exercem um papel importante na recuperacao a
partir de uma infecgéo, ou protecédo contra infeccdes secundarias (CABANES et al.,

2002). A Figura 1 demonstra 0 mecanismo de invasao de L.monocytogenes.

isteric monocytogenes

Copyright & 2006 Nature Publishing Group
Nature Revlews | Microbiology

Figura 1: Mecanismo de invasdo de Listeria monocytogenes.

Fonte: Hamon et al., 2006.
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4.5. Listeriose em humanos

De modo geral, a listeriose causa sintomas tipicos de gripe em individuos
imunocompetentes, porém, em recém nascidos e idosos pode causar meningite,
septicemia e até levar a Obito. Segundo Schwab, Edelweiss e Graca (2004), L.
monocytogenes penetra através da mucosa oral, atinge o nervo trigémeo e o
sistema nervoso central. No inicio da infeccdo, a listeriose, muitas vezes é
confundida com um resfriado. Nesta fase, provoca febre e dores musculares. Uma
vez atingido o sistema nervoso, podem ocorrer sintomas como cefaléia, torcicolo,
confusdo mental, perda de equilibrio e convulsbes. Conforme apontamentos da
ANVISA (2005), a forma mais frequente de listeriose em adultos € a meningite. Em
cerca de 20% destes casos podem formar-se abscessos cerebrais.

Posteriormente, a infeccdo pode propagar-se nos ganglios linfaticos, atingindo
0 sangue e as meninges. Em alguns casos pode afetar as valvulas cardiacas e levar
a insuficiéncia cardiaca. Durante a gravidez a infeccdo pode causar aborto, parto
prematuro e infeccdes no recém-nascido como bacteremia e meningite. Adultos com
sistema imunoldgico em perfeito funcionamento podem apresentar gastroenterite
febril aguda.

De acordo com o Ministério da Saude (2006), a taxa de letalidade em recém-
nascidos é de 30%; em adultos (sem gravidez) € de 35%; em torno de 11% para
adultos com menos de 40 anos e 63% para adultos com mais de 60 anos. Quando
ocorre septicemia, a taxa de letalidade é de até 50% e com meningite pode chegar a
70%. O documento informa que a dose infectiva por L. monocytogenes é
desconhecida, mas, acredita-se que varia conforme a cepa e a susceptibilidade do
individuo. Em casos contraidos através de leite pasteurizado ou cru afirma-se que

em pessoas suscetiveis, menos de 1.000 organismos podem causar a doenca.

4.6. Listeriose em animais

As infec¢des por L. monocytogenes tém sido relatadas em mais de 40 espécies
de animais domésticos e silvestres. Abortos esporadicos tém sido atribuidos a
infeccdo por L. ivanovii. A listeriose em ruminantes pode apresentar-se como

encefalite, aborto, septicemia ou endoftalmite e geralmente apenas uma forma da
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doenca ocorre em determinado grupo de animais afetados. Relatos de casos de
mastite listerial em bovinos sdo raros e geralmente ocorre na forma subclinica
(GITTER et al.,, 1980; JENSEN et al., 1996). Em ovinos e caprinos, a listeriose
manifesta-se frequentemente, sob a forma de alteracdes nervosas (encefalites),
sobretudo nos adultos e nos jovens com menos de dois meses de idade. As formas
abortivas sdo mais importantes nos bovinos (VAISSAIRE, 2000).

Pesquisas indicam maior ocorréncia da doenca no inverno e no inicio da
primavera, periodo em que 0s animais se encontram mais deprimidos, devido ao
estresse provocado pelo frio. Alguns sintomas clinicos normalmente observados
incluem a depresséo, inaptiddo a mastigacdo e preensao, paralisia muscular facial,
marcha em circulo e estrabismo (LOW e DONACHIE, 1997). Também pode ocorrer
septicemia (sobretudo nos recém-nascidos com menos de oito dias), aborto
(raramente associado a problemas nervosos), infeccdo peritonial e
gueratoconjuntivites (AI-DUGHAYM et al., 2001).

Em cées, gatos, equinos e suinos a listeriose pode provocar abortos além de
encefalite (QUINN, 2005) e, a relagcéo entre listeriose humana e animal apresenta
evidéncias de transmissdo por contato direto, com animais infectados ou pelo
consumo de alimentos contaminados a partir de animais doentes (SAHIN &
BEYTUT, 2006).

4.7. Formas de transmissao

A porta de entrada pode ser oral, ocular, respiratéria e urogenital (BETRIU et
al., 2001). Os casos de listeriose cutanea, conjuntivite e de listeriose pneumaonica,
tém sido verificados em individuos que tiveram contato direto com animais
infectados (MCLAUCHLIN e LOW, 1994). Também ja foi descrita a via de contagio
interpessoal, através de utensilios e manipulagcdes hospitalares (termdmetros,
equipamento respiratério, solutos) (SCHLECH, 1991).

Dentre todas estas formas de transmissdo, a contaminagdo alimentar é a
principal (WHO Working Group, 1988) e, diversos alimentos, de origem animal e
vegetal, tém sido relacionados a casos esporadicos e a surtos de listeriose no

mundo.
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4.8. Diagnostico, tratamento e profilaxia

4.8.1. Anélises em alimentos

As metodologias oficiais para analises microbiologicas utilizadas para deteccao
de L. monocytogenes em alimentos sdo preconizadas pela Food and Drug
Administration (FDA, 1998) e pelo United States Department of Agriculture-Food
Safety and Inspection Service (USDA-FSIS, 1996), que sao agéncias federais
regulamentadoras de protocolos para analise de alimentos. O USDA-FSIS é o 6rgao
responsavel pela regulamentacao de carnes, produtos carneos, aves e ovos. A FDA
€ responsavel pelos outros alimentos, incluindo pescado. Ambas as agéncias
desenvolvem metodologias e estratégias de controle da qualidade em alimentos,
gue sdo adotadas em diversos paises (KLIMA e MONTVILLE, 1995; SILVA et al.,
1997).

Conforme a metodologia para amostragem, de acordo com a RDC 12, a coleta,
o acondicionamento e o transporte para analise microbiolégica de amostras de
produtos alimenticios devem obedecer ao disposto pelo Codex Alimentarius;
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF);
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods e Standard
Methods for the Examination of Dairy Products da American Public Health
Association (APHA); Bacteriological Analytical Manual da Food and Drug
Administration, editado por Association of Official Analytical Chemists (FDA/AOAC),
em suas Ultimas edicbes e ou revisdes, assim como outras metodologias
internacionalmente reconhecidas, como a ISO (International Organization for
Standartization), na qual € necessdéria a realizacao de etapas de pré-enriquecimento
e enriquecimento seletivos, isolamento e confirmacéo da detecgdo do microrganismo

(ISO 11290), conforme representado na Figura 2.
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Figura 2: Protocolo para analise convencional ISO.(disponibilizado em:
http://biomerieux-industry.com)

Para a identificacdo das espécies realiza-se uma série de testes bioquimicos
baseados nas caracteristicas do género (Quadro 1), além da verificacdo de reacéo
de hemdlise, motilidade a 25°C, coloracdo de Gram e catalase. Como alternativa
apresentando maior praticidade na execucao e rapidez nos resultados, podem ser
utilizados kits comerciais como o sistema miniaturizado de identificacdo bioquimica
API Listeria (bioMérieux) (FDA, 1998). L. monocytogenes € subdividida em treze
sorotipos baseados em antigenos somaticos (O) e flagelares (H). A determinacao
antigénica dos sorotipos de amostras positivas para L. monocytogenes amplamente
utilizada é a preconizada Seeliger e H6hne (1979), que utiliza antissoros somaticos e
flagelares policlonais (ROCOURT et al., 1989; OJENIYI et al., 1996; HOFER et al.,
2000; HOFER e REIS, 2005).

4.8.2. Anédlises clinicas e tratamento

O diagnostico microbiolégico clinico é feito com base nos sintomas e a partir do
cultivo de amostras de sangue, de liguor ou de algum material biol6gico

normalmente estéril. O isolamento deve ser feito preferencialmente em agar sangue
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para verificagdo da reagao de B-hemdlise e a identificacdo por provas bioquimicas,
avaliando-se também a motilidade. O isolamento de Listeria spp. de sitios nao
estéreis como placenta e liquido amniético, em associacdo com sintomas clinicos
pode sugerir listeriose neonatal. Culturas de L. monocytogenes a partir de fezes nao
auxiliam no diagnéstico ja que o microrganismo pode ser eliminado por portadores
sadios. Da mesma forma, os testes sorologicos nao contribuem para o diagndstico
da listeriose, porque a reacdo dos anticorpos pode nao ser especifica (HOF et al.,
1991; JAY, 2000).

O ciclo intracelular e a capacidade de multiplicacdo em diversos tipos celulares
conferem a L. monocytogenes durante o curso da infeccdo, uma protecao contra 0s
mecanismos de defesa humoral e também contra a acdo de antibiéticos nos fluidos
extracelulares. Portanto, durante a listeriose, o antibiético deve ser transportado para
o interior da célula hospedeira, por difusdo passiva ou por transporte ativo (HOF et
al., 1991).

Os antimicrobianos mais indicados no tratamento da listeriose sdo: tetraciclina,
coumercina, rifampicina, cloranfenicol, eritromicina e ampicilina, sendo esta Ultima
adicionada de um antibiotico aminoglicosidio (JAY, 2005). A associacdo de um
aminoglicosideo, como a gentamicina, com um beta lactdmico produz sinergismo,
com efeito, bactericida, in vivo, sobre a bactéria e esta combinacdo tem sido a
terapia de escolha. Para pacientes alérgicos aos beta-lactamicos, o co-trimoxazol
representa uma terapia alternativa (SCHUCHAT et al.,, 1991; HOF et al.,, 1991,
KONEMAN, 2001).

4.8.3. Medidas profilaticas

As recomendacdes profilaticas sdo especialmente direcionadas para pessoas
pertencentes aos grupos de risco como gestantes, idosos e imunocomprometidos,
para evitar 0 consumo de produtos crus ou mal cozidos e relacionados a surtos de
listeriose. Tanto a FDA, USDA-FSIS e os Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) tém conduzido estudos de avaliacdo de risco e estratégias para
reducdo dos casos de listeriose, especialmente para as populagbes de risco
(SCHUCHAT et al., 1991; FDA, 2008).
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Na produgcdo de alimentos o monitoramento constante dos produtos e das
plantas de processamento, com a implantagdo de sistemas de Analises de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC), tem sido obrigatério em paises como Estados
Unidos, Canada, Nova Zelandia, Australia e Brasil. O setor privado tem desenvolvido
e aperfeicoado métodos de gerenciamento de perigos e controle, particularmente em
resposta aos incentivos e a constante e crescente regulagdo do mercado
(UNNEVEHR e ROBERTS, 2002).

4.9. Ocorréncia de L. monocytogenes em alimentos e listeriose

Diversos alimentos, crus e processados, podem apresentar contaminacao por
L. monocytogenes, proveniente de qualquer etapa da cadeia alimentar (ROCOURT
e COSSART, 1997). De acordo com ARAUJO et al. (2002), o aumento de surtos de
listeriose humana, a partir dos anos oitenta, e a possivel relagdo com alimentos
contaminados, vem preocupando as autoridades sanitarias. Segundo estes autores,
sdo comuns 0s casos individuais esporadicos de listeriose, provocados pela
ingestao de produtos tais como, queijo macio, carne de frango mal cozida, salsicha

inadequadamente reaquecida e alimentos provenientes de delicatessen.

Embora os dados estatisticos brasileiras sejam insuficientes, acredita-se que a
incidéncia de doencas microbianas de origem alimentar no Brasil seja bastante
elevada. Mesmo em paises desenvolvidos, nos quais o abastecimento de géneros
alimenticios é considerado seguro do ponto de vista de higiene e saude publica, a
ocorréncia de doencas desta natureza é significante e vem aumentando, apesar dos
avancos tecnologicos nas areas de producdo e controle de alimentos (FRANCO &
LANDGRAF, 2003).

A listeriose humana € uma doenca que, atualmente, s6 estd documentada nos
paises mais desenvolvidos, sendo a sua incidéncia desconhecida ou muito baixa na
Africa, Asia e América do Sul, assim como em alguns paises europeus onde a
doenca ndo € notificada, como ocorre em Portugal. E, ainda ndo ha dados para
comprovar se as diferencas verificadas nas incidéncias se devem a variagbes nos

~

habitos alimentares, a variabilidade na susceptibilidade dos hospedeiros, as
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particularidades nas formas de processamento e/ou ao armazenamento de
alimentos (ROCOURT e COSSART, 1997).

A maioria dos surtos descritos, até o presente, foram relacionados com
alimentos processados industrialmente, e em alguns deles verificou-se a existéncia
de falhas nos sistemas de controle estabelecidos para evitar a contaminacdo dos
produtos (ROCOURT, 1996; FDA/ USDA, 2001). Os alimentos considerados de alto
risco sdo os do tipo “prontos para comer’, e armazenados a temperaturas de
refrigeracdo durante longos periodos de tempo, o que permite a multiplicacdo de
Listeria spp. (PINNER et al., 1992; SCHUCHAT et al., 1992; MCLAUCHLIN, 1996;
ROCOURT, 1996; RYSER, 1999).

Por se tratar de uma bactéria ambiental, L. monocytogenes esta presente numa
infinidade de alimentos: produtos carneos (FARBER et al.,, 1989; DESTRO et
al.,1991; FURLANETTO et al., 1996; KABUKI, 1997., 1996; BARROS et al., 2007),
vegetais (WONG et al., 1990; PORTO & EIROA, 2001), pescados (DESTRO) 1995;
JOHANSSON et al.,1999; ROCOURT, 2001) produtos lacteos (FARBER et al., 1989;
DESTRO et al., 1991; MOURA et al., 1993), alimentos processados prontos para
consumo (GOMBAS et al., 2003) e equipamentos e ambientes processadores de
alimentos (BARROS et al., 2004).

O primeiro surto de listeriose de origem alimentar comprovado na América do
Norte, aconteceu em 1981 em Nova Escdécia, Canada, com 41 doentes e 11 mortes.
Este surto foi relacionado com a ingestéo de salada contendo repolho contaminado
a partir de adubo in natura proveniente de ovinos (SCHLECH et al., 1983). Em 1983
ocorreu um surto em Boston, nos Estados Unidos, (49 casos e 14 mortes) e
epidemiologicamente ligado ao leite pasteurizado, mas o microrganismo néo foi
isolado do produto (FLEMING et al., 1985). Em 1985 um grande surto ocorreu no sul
da Califérnia, Estados Unidos, (142 casos e 48 mortes) e foi causado por um tipo de
queijo mole, denominado Mexican-style, produzido a partir de leite cru ou
provenientes de processo de pasteurizacdo inadequada (LINNAN et al., 1988)
(Quadro 2).

Apos este periodo, 0 numero de casos de listeriose declinou em alguns paises,

tendo-se associado esta redugdo a eficacia das medidas tomadas pela industria
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alimentar e ainda as recomendacdes efetuadas aos grupos de risco (ROBERTS,
1994; TAPPERO et al., 1995; GOULET et al., 2001). Entretanto, no final dos anos
1990, voltaram a ocorrer outros grandes surtos de listeriose humana, associados ao
consumo de alimentos, nos EUA (ANONIMO, 1999; ANONIMO, 2000a; ANONIMO,
2001), na Franca (DE VALK et al., 2001), Italia (AURELI et al., 2000) e na Finlandia
(MAIJALA et al., 2001). Nos EUA, as estimativas associam a listeriose ao maior risco
de hospitalizacbes e a segunda maior causa identificada de morte por doenca de
origem alimentar (MEAD et al., 1999; ANONIMO, 2000b).

Em pesquisa realizada por MENA et al. (2004), varios tipos de produtos
alimenticios foram analisados quanto a presenca de L. monocytogenes em Portugal.
Das 1035 amostras (leite, carne, peixes crus, e alimento termicamente processados
e fermentados), 72 (7,0%) foram positivas para L. monocytogenes. Das 17 amostras
de carne bovina crua, 3 (17,7%) foram positivas para L. monocytogenes. A carne de
frango crua obteve maior numero de amostras positivas (60%) comparando-se com

os alimentos analisados.
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Quadro 2. Surtos e casos esporadicos suspeitos e comprovados de listeriose de
origem alimentar (JAY, 2000).

Ano Origem Casos/Mortes Localizacao
1953 Leite cru 2/1 Alemanha
1959 Carne bovina/frango* 4/2 Suécia
1960-61 Varios/desconhecido 81/? Alemanha
1966 Leite/derivados 279/109 Alemanha
1979 Vegetais/leite” 23/3 Boston
1980 Mariscos 22/6 Nova Zelandia
1981 Repolho 41/18 Canada
1983 Leite pasteurizado 49/14 Boston
1983-87 Queijo tipo Vacherin 122/34 Suica
1985 Queijo Mexican style 142/48 Califérnia
1986-87 Vegetais' 36/16 Filadélfia
1987-89 Paté 366/63 Reino Unido
1987 Queijo 1 Reino Unido
1988 Queijo leite cabra 1 Reino Unido
1988 Frango assado 1 Reino Unido
1988 Frango assado 2 Reino Unido
1988 Embutido de peru 1 Oklahoma
1989 Embutido de porco 1 Italia
1988 Alfafa 1 Canada
1989 Cogumelos salgados 1 Finlandia
1989 Camaréao 9/1 Estados Unidos
1989 Embutido de porco 1 Italia
1990 Leite cru 1 Vermont
1990 Embutido de porco 1 Italia
1990 Paté 11/6 Australia
1991 Mexilhdo defumado 3/0 Austrélia
1992 Mexilhdo defumado 4/2 Nova Zelandia
1992 Carne de ovinos 1 Canada
1992 Lingua de porco 279/85 Franca
1993 Filetes de porco 39/0 Franca
1994 Achocolatado 52/0 Estados Unidos
1994 Azeitonas em conserva 1 Italia
1995 Queijo Brie 17/0 Franca
1998-99 Salsicha tipo hot-dog 101/21 Estados Unidos
* Suspeito

T Epidemiologicamente relacionados(microrganismo ndo detectado)
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Apesar de ainda néo ter sido notificado nenhum surto de listeriose no Brasil, &
comum o isolamento de L. monocytogenes em alimentos disponiveis a populacao.
Os estudos sobre a ocorréncia de L. monocytogenes em queijos tipo Minas frescal,
tém revelado grande variacdo, que é explicada pelas diferentes metodologias
utilizadas na deteccdo da bactéria, nas diferencas entre as amostras devido ao
processamento e pelo uso de leite cru ou pasteurizado. Ainda, a maior ocorréncia de
L. monocytogenes em queijo Minas frescal artesanal do que industrializado segundo
constatado por Silva et al. (1998) e Vieira (2000), se deve ao uso de leite cru no

processamento artesanal.

Loncarevic et al. (1995) observaram que queijos mole e semi-mole produzidos
com leite cru apresentavam-se mais freqientemente contaminados com L.
monocytogenes do que os queijos preparados com leite tratado termicamente. Silva
et al. (2002), analisaram amostras de matéria-prima, produto final e amostras
ambientais de planta de processamento de uma industria de queijos Minas Frescal
no estado da Bahia, e encontraram 11,4% de Listeria spp. e 2,9% de L.

monocytogenes nas amostras analisadas.

A incidéncia de Listeria monocytogenes em queijos macios e similares, relatada
em diversas pesquisas, tem variado de 0,50% a 46% (ROCOURT, 2001; GUERRA
et al.,, 2001; MANFREDA et al., 2005; PINTADO et al., 2005; COLAK et al., 2007).
Souza, (2002) detectou 1,40% de L. monocytogenes em 70 amostras de queijo
artesanal azedo comercializado em Fortaleza, CE, enquanto Ramos e Costa (2003)
detectaram em 1,70% de amostras, do mesmo tipo de queijo, comercializadas em
Manaus, AM. Oliveira (1993) detectou 2,00% de L. monocytogenes em queijo Minas
no segmento de varejo de Goiania, GO. Esta percentagem foi também encontrada
por Schwab, em 1994, em amostras de queijo colonial vendidas em Porto Alegre.
Destro et al., (1991) isolaram L. monocytogenes em 10% das amostras de queijo
Minas, enquanto Silva et al., (1998) encontraram incidéncia mais elevada (41,20%)

de L. monocytogenes em queijo Minas artesanal.

Entretanto, outros autores como Casarotti et al. (1994) e Feitosa et al. (2003),
nao detectaram este microrganismo em amostras de queijo Minas comercializado
em Piracicaba, SP, nem em queijo de leite e manteiga produzidos no Estado de Rio

Grande do Norte. Silva et al. (2004) coletaram 218 amostras de queijos ao longo da
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linha de produgdo e do ambiente de duas fabricas de queijos Minas frescal e 13
isolados de Listeria spp. foram encontrados nas amostras, das quais, 70% foram

positivas para L. innocua e 15% para L. monocytogenes.

Nos ultimos vinte anos, mais de uma dezena e meia de surtos tém sido
relatados em diversos paises, sendo a maioria relacionada a queijos moles (Quadro
3).
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Quadro 3. Ocorréncia de L. monocytogenes isolada de queijos em diversos paises

Tipo de Queijo N° de amostras Pais Referéncia
Queijo Minas frescal 2/20 (10,0) Brasil Destro et al (1991)
Queijo frescal 2/30(6,7) Brasil Furlanetto et al (1996)
Queijo Minas Frescal 7/17(41,1) Brasil Silva et al (1998)
Queijo Macio 14/73(19,0) Dinamarca Norrung et al (1999)
Queijo panela 3/20(15,0) Estados Unidos Saltijiral et al (1999)
Queijos macios 23/374(6,0) Europa Rudolf e Scherer (2001)
Queijo macio 20/256(0,8) Chile Cordano; Roucort(2001)
Queijos 2/74(2,7) Bélgica De Réu et al (2002)
Queijo de Coalho 1/17(5,9) Brasil Leite et al (2002)
Queijo de Coalho 1/43(2,3) Brasil Borges et al(2003)
Queijo de Coalho 16/84(19,0) Brasil Branco et al (2009)
Queijo tipo hispéanico 3/74 Estados Unidos Gombas et al (2003)
Queijo de Coalho 1/58(1,7) Brasil Ramos e Costa (2003)
Queijo fresco 3/74(4,0) Peru Espinoza et al (2004)
Queijo/Leite cru 6/37(1,6) Portugal Mena et al (2004)
Queijo fresco 2/50 (4,0) Portugal Mena et al (2004)
Queijo fresco 7/111(6,3) Estados Unidos Kabuki et al (2004)
Queijo macio 29/63(46,0) Portugal Pintado et al (2004)
Queijo macio 1/99(1) Italia Vitas et al (2004)
Queijo de Coalho 71127(5,5) Brasil Duarte et al (2005)
Queijo artesal 15/123(12,2) Japéo Makino et al (2005)
Queijo gorgonzola 35/1656(2,1) Italia Manfreda et al (2005)
Queijo de Coalho 2/70(2,8) Brasil Souza et al (2006)
Leite e queijo de coalho 0/140(0,0) Brasil Borges et al (2006)
Leite e produtos Lacteos 80/2256(3,5) Hungria Kis et al (2006)
Ricota 3/45(6,7) Brasil Esper (2006)
Queijo turkish 2/157(2,3) Turquia Augyn;Pehlivanlar(2006)
Queijo minas frescal 3/93(3,2) Brasil Carvalho et al (2007)
Ricota 3/80(3,7) Brasil Zaffari et al (2007)
Queijo tulum 12/250(4,8) Turquia Colak et al (2007)
Queijo macios/semi 6/90(6,7) Brasil Abrahdo et al (2008)

Fonte: BORGES et al., 2009.
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5. CONTROLE E SEGURANCA ALIMENTAR

Nos Estados Unidos, até a década de 1950, a industria de alimentos contava
apenas com a analise laboratorial dos lotes produzidos para fins de controle de
seguranca e qualidade. Assim, um lote era preparado e, caso a andlise
demonstrasse que apresentava as condicbes desejadas, era liberado; se néo era
retido. Tentando melhorar, a indUstria de alimentos adaptou a Boas Préticas (BP) da
industria farmacéutica, dando um grande passo para melhorar e dinamizar a
producdo de alimentos seguros e de qualidade. Com as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), comecou-se a controlar, segundo normas estabelecidas, a 4gua,
as contaminagdes cruzadas, as pragas, a higiene, o comportamento do manipulador,

a higienizacao das superficies, o fluxo do processo e outros itens (SENAI, 2005).

No Brasil, entre as décadas de 1960 e 1970 as BP ja eram exigidas, pelo
Decreto Lei n° 986, de 21 de outubro de 1969, que instituiu normas basicas sobre
alimentos. Porém, a metodologia de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), so foi introduzida no final da década 1990 por meio da Portaria
n° 326 do Servigo de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, de 30 de Julho de
1997, que aprova o Regulamento Técnico de Identidade e qualidade de queijo Minas

frescal.

Na producdo de alimentos o monitoramento constante dos produtos e das
plantas de processamento, com a implantacdo de sistemas de Analises de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC), tem sido obrigatorio em paises como Estados
Unidos, Canada, Nova Zelandia e Austrélia. O setor privado tem desenvolvido e
aperfeicoado métodos de gerenciamento de perigos e controle, particularmente em
resposta aos incentivos e a constante e crescente regulacdo do mercado
(UNNEVEHR e ROBERTS, 2002).

A diretiva da Comunidade Européia sobre leite e derivados determina o
padréo de “tolerancia zero” para queijos moles e auséncia de L. monocytogenes em
1gr dos outros produtos. Na Gra Bretanha determinou-se padrdes para alguns
alimentos prontos para o consumo estabelecendo grupos baseados no numero de L.
monocytogenes presentes. Quando o microrganismo ndo é detectado em 25 g. o

alimento é considerado satisfatorio; quando em contagens de 100 a 1000 Unidades
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Formadoras de Colbnias (UFC)/25g é considerado insatisfatorio e em contagens
acima de 1000UFC/25g, o alimento é considerado inaceitavel (JAY, 2000).

O governo dos Estados Unidos tem a politica mais rigida considerando L.
monocytogenes um “adulterante” e isto significa que, quando €& detectada a
presenca do patégeno em um alimento o mesmo é considerado adulterado e,
portanto sujeito a recall e/ou apreensdo. E a politica conhecida como “tolerancia
zero” determinada pela auséncia do patdbgeno em 25g de amostra (KLIMA e
MONTVILLE, 1995; JAY, 2000).

Em dois de janeiro de 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) aprovou a Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 12 e, em 1996, a Divisao
de Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA), do Ministério da Agricultura
aprovou a Portaria n°146. Essas legislagcbes estabelecem como critério
microbiolégico, a auséncia de L. monocytogenes em 25 g (n=5; c¢=0; m=0) em
queijos de muita alta umidade, como o queijo tipo Minas frescal (BRASIL, 1996;
ANVISA, 2005).

6. SITUACAO ATUAL

A dose minima infectante de L. monocytogenes para humanos é pouco
conhecida, mas alguns trabalhos relatam que o patégeno apresenta dose infectante
muito baixa, possibilitando que a simples contaminacdo e a auséncia de alguma
etapa do processo que elimine o microrganismo, possam causar a doenca
(OLIVEIRA et al., 2010).

O United States Department of Health and Humans Services Healthy People,
2010, objetiva reduzir a incidéncia de casos de listeriose, até o final desta década,
para 2,5 casos em um milhdo de pessoas. De acordo com dados da Foodborne
Diseases Active Surveillance Network (FoodNet), a incidéncia de casos confirmados
de listeriose em 2004 foi de 2,7 em um milh&o de pessoas, 0 que representou um

decréscimo de 40% no periodo compreendido entre 1996 a 2004.

Em 2004, foram confirmados 15.806 casos de doencas causadas por
alimentos contaminados nas regifes abrangidas pela FoodNet e destes, 120 foram

casos de listeriose, responsavel pelo maior indice de hospitalizacdes (91%) e pela
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maior taxa de mortalidade (17%). Esses dados confirmam que, apesar da baixa
incidéncia, essa enfermidade apresenta uma alta taxa de mortalidade, quando
comparada com outras DTAs como a salmonelose e a campilobacteriose (CDC,
2006).

7. UTILIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES

No Brasil, as técnicas oficiais para analise microbiologica de alimentos de
origem animal, incluindo pesquisa de L. monocytogenes, sdo estabelecidas pela
Instrucdo Normativa n° 62 de 26 de agosto de 2003. A andlise microbioldgica
convencional para pesquisa de L. monocytogenes em alimentos esta baseada em
etapas de enriquecimento, seguidas da selecdo de coldnias tipicas em meios de
culturas seletivos, que devem ser submetidas a avaliagdes morfoldgicas,
bioguimicas e soroldgicas para confirmacdo de sua presenca. (BERESFORD et al.,
2001; DONELLY E RYSER, 2001; BRASIL, 2003; SILVA et al., 2007).

Apesar dos métodos oficiais serem considerados confidveis para deteccdo de
microrganismos em alimentos, sdo extremamente demorados, laboriosos e com
varias etapas consideradas como pontos criticos. Além disso, fatores ambientais,
variagdes na expressdo génica dos microrganismos podem afetar a especificidade
dos testes bioquimicos. Outra situacdo observada nas técnicas convencionais € a
nao deteccdo de células viaveis nao-cultivaveis (MALORNY et al., 2003; MARIN et
al., 2006).

A busca por métodos rapidos e eficazes para deteccdo de patdbgenos € uma
area de pesquisa crescente e, essencial para satisfazer a necessidade de agilidade
gue o mercado atual exige. Nas ultimas décadas, verificou-se aumento significativo
no desenvolvimento de técnicas moleculares para a deteccdo, identificacdo e
caracterizacdo de bactérias patogénicas em alimentos. Avancgos, nos estudos de
biologia molecular, propiciaram o desenvolvimento e o emprego de varios métodos
de tipagem molecular (DESTRO, 1995).

As técnicas moleculares tém aplicacéo direta na deteccéo e caracterizagao de
bactérias patogénicas em alimentos. Dentre essas, destacam-se as fundamentadas
37



na amplificagdo de sequéncias do DNA pela reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) (BOER E BEUMER, 1999; MALORNY et al.,
2003). A PCR é uma técnica altamente sensivel, por meio da qual, pequenas
quantidades de sequéncias de DNA ou RNA especificas podem ser
enzimaticamente amplificadas até que sejam obtidos milh6es de coépias da
sequéncia alvos (KONEMAM et al., 2001).

A introducdo da PCR, em diagndstico microbiano, estabeleceu uma
alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura (MARLONY et al., 2003). Esta
técnica apresenta diversas vantagens em relacdo aos métodos convencionais, como
maior poder de tipificacdo e discriminacdo, maior rapidez, bom limite de deteccéo,
maior seletividade, especificidade, potencial para automacéo e a possibilidade de
trabalhar com bactérias que ndo séo cultivAveis em meios de cultura normalmente
utilizados (BUSH e NITSCHKO, 1999).

Os principais obstaculos a sua implementacdo na rotina laboratorial sdo a
incapacidade do método em diferenciar entre células vivas e mortas, a presenca de
inibidores de enzima polimerase em alguns alimentos, o alto investimento em
equipamentos e reagentes e a falta de aprovacao, padronizacédo e regulamentacao
por parte dos 6rgaos oficiais (MARLONY et al., 2003). Outra desvantagem esta na
complexidade do método, principalmente para ser utilizado em analises de rotina,
apesar de que o recente desenvolvimento de kits basicos em PCR tém facilitado a
sua utilizacao e difusédo (BOER e BEUMER, 1999).

Diversos pesquisadores tém descrito a utilizacdo de técnicas fundamentadas
em PCR na deteccao direta de microrganismos em alimentos (ROSSEN et al., 1991,
JENSEN et al.,, 1994; DESTRO, 1995; GANDRA et al., 2008). Com o intuito de
melhorar sua eficiéncia, varias modificacbes da técnica de PCR basica foram
descritas (KONEMAN et al., 2001), dentre elas RADP (Randon Amplified
Polymorphic DNA), RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR), Nested PCR, Multiplex
PCR, PCR ribotipagem, RFLP-PCR (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) e PCR em tempo real dentre outros (GANDRA et
al., 2008).

Dentre estas variagcfes a Nested PCR é bastante utilizada para diagndsticos

diversos. Nesta metodologia um segundo ciclo de amplificacdo € realizado,
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utilizando como alvo o produto de uma primeira amplificacdo. Para isso sao
utilizados na primeira fase um par de primers e um segundo par de primers para
uma segunda amplificacdo, localizados internamente a sequencia previamente
amplificada (ESTRADA et al., 2007).

A sensibilidade e especificidade do DNA e amplificacdo do RNA pode ser
aumentado dramaticamente usando o método de nested PCR. A especificidade é
particularmente reforcada porque essa técnica quase sempre elimina qualquer
produtos de amplificacdo ndo-especifica. Isso porque, apds a primeira rodada de
PCR dos produtos nédo-especificos ndo sdo susceptiveis de ser suficientemente
complementar os primers nested para ser capaz de servir como modelo para a
ampliados posteriormente. Assim, a sequéncia alvo desejado € preferencialmente
amplificado. No entanto, o aumento do risco de contaminacdo é uma desvantagem
desta tecnica (KABUKI, 2004).

Apesar de serem comprovadamente eficientes, muito verificados e validados,
0os métodos répidos ainda s&o utilizados como testes presuntivos no inicio das
analises, no intuito de agilizar a liberacdo de lotes na industria quando os resultados
sao indicativos de auséncia de patdégenos. Em caso de presenca de patdgeno, o
método convencional deve ser utilizado para confirmacéo. A maior especificidade da
PCR, comparado com os métodos microbiolégicos convencionais, é conferido pelo
fato de se detectar uma regido Unica de um genoma bacteriano. A ocorréncia de
falso positivo € minimizada, considerando que a probabilidade da ligacdo do
oligonucleotideos em regibes ndo especificas € um evento raro (SAROJ et al.,
2008).

A padronizacdo de técnicas moleculares para pesquisa de patbgenos € uma
ferramenta util para se indicar contaminacdo de alimentos de forma rapida e
eficiente, o que contribui para melhoria do sistema de fiscalizacdo de produtos de

origem animal.

8. CONCLUSAO
A ocorréncia de listeriose € resultado de multiplas interacbes de varios

fatores. A necessidade de se obter alimentos mais seguros, com o intuito de diminuir
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a incidéncia de doencas de origem alimentar, € uma preocupacdo constante de
orgédos vinculados a saude publica.

Com o surgimento de casos de listeriose associados ao consumo de
alimentos, observou-se a necessidade de melhorar os métodos analiticos para
deteccdo do patdégeno em produtos alimenticios, que se confirma com o elevado
namero de pesquisas realizadas envolvendo L. monocytogenes, principalmente em
paises desenvolvidos.

Elaborar técnicas eficientes para deteccdo do microrganismo demanda
intensa pesquisa que envolve diversos profissionais como, microbiologistas, bilogos
moleculares, sanitaristas, epidemiologistas além de 6rgdos publicos e privados,
dentre outros.

O aumento da populacdo mundial e o consequente aumento do consumo de
alimentos, requerem cuidados mais efetivos e eficientes na busca de alimentos
seguros, 0 que proporciona uma real diminuicdo de casos de doencas de origem

alimentar muitas vezes nao diagnosticados adequadamente.
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CAPITULOII

PADRONIZACAO DE UM PROTOCOLO DE PCR E NESTED PCR PARA A DETECCAO DE
LISTERIA MONOCYTOGENES EM QUEIJOS MINAS FRESCAL

1. Introducéo

Nas ultimas décadas, diversos surtos de doencas de origem alimentar, leite
pasteurizado, queijos macios tipo Mexican style e queijo mole tipo "Vacherin Mont
d’Or", tém sido relatados (FARBER & PETERKIN, 1991). O queijo Minas frescal é
um dos queijos mais populares do Brasil e é consumido por todas as camadas da
populacdo. E um produto de massa crua, com alto teor de umidade (46 a 55%), ndo
maturado e que deve ser consumido nos primeiros quinze dias apés sua fabricacéao,
por ser altamente perecivel mesmo sob refrigeracdo (SILVA etal.,, 2003;
PERRY, 2004; HOFFMAN et al., 2003). Os queijos de massa mole, de alto pH e
umidade elevada permitem o desenvolvimento de diversos microrganismos
(VARNAN & SUTHERLAND, 1994).

Devido a sua composicdo, o queijo Minas Frescal representa um excelente
substrato para o desenvolvimento de microrganismos, inclusive de Listeria
monocytogenes, um patdgeno considerado emergente e que apresenta capacidade
de multiplicagdo sob temperaturas de refrigeracdo e de sobreviver, durante longos

periodos, mesmo em condi¢cfes adversas (NALDINI, 2002).

O género Listeria estd composto pelas espécies L. monocytogenes, L.

ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L. murrayi sendo que,
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apenas L. monocytogenes e L. ivanovii sdo consideradas como potencialmente
patogénicas para humanos e animais (COCOLIN et al., 2002; KASNOWSKI, 2004).

L. monocytogenes € um patdgeno intracelular facultativo, que pode se
multiplicar em macrofagos, células epiteliais e fibroblastos cultivados. As listerias
desenvolve-se em temperatura de 1 a 45°C, sendo a faixa 6tima de 30 a 37°C,
embora existam relatos sobre o crescimento a 0°C. Suportam repetidos
congelamentos e descongelamentos (FRANCO & LANDGRAF, 2004).

A listeriose é considerada como uma das mais importantes doencas de origem
alimentar e também é uma zoonose, sendo que 0s animais sdo importantes
reservatorios na manutencao do agente no ambiente (ACHA & SZYFRES, 1987). A
relevancia de L. monocytogenes em saude publica diz respeito, de um lado, a
gravidade da manifestacdo clinica, resultante do comprometimento do sistema
nervoso central, e de outro, a possibilidade da infeccdo acometer preferencialmente
as gestantes, com sérias consequéncias para os fetos (GERMANO & GERMANO,
2003).

Devido a gravidade das infeccbes, nas quais a taxa de mortalidade em
individuos pertencentes aos grupos de risco pode alcancar até 50%, e por ndo ser
ainda conhecida a dose minima infectante, nos Estados Unidos a Food and Drug
Administration (FDA) estabeleceu a norma de “tolerancia zero” para a presenga de
L. monocytogenes em alimentos prontos para o consumo, sendo seguida pelo
United States Department of Agriculture (USDA) (Di MAIO, 2000; LACIAR et al.,
2006; CABANES et al., 2002). Alguns paises da Europa tém sido mais tolerantes,
admitindo a presenca de até 100 células de L. monocytogenes por grama ou por
mililitro de alimento (CALEIRO, 2009).

No Brasil, estad previsto apenas limite de tolerancia para a presenca de L.
monocytogenes em queijos de muita alta, de alta e de média umidade, como por
exemplo, o queijo tipo Minas frescal, o tipo Minas Padrdo e o tipo Mussarela,
respectivamente, sendo o critério microbiolégico estabelecido por: n=5; c¢=0; m=0,
por meio de legislagbes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 1997; BRASIL, 2004) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001).
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Mesmo com inumeros trabalhos realizados sobre L. monocytogenes, ha
poucos estudos referentes a sensibilidade e especificidade das tecnologias
utilizadas para deteccdo deste microrganismo em queijos de muito alta umidade,

gue fornecam dados para melhorar a eficacia de medidas de controle de qualidade.

As metodologias convencionais para deteccdo do L. monocytogenes em
alimentos sdo demoradas e utilizam caracteristicas fenotipicas para confirmacéo da
presenca do microrganismo. O surgimento de tecnologias moleculares vem
proporcionando resultados eficientes e mais réapidos na deteccdo de L.
monocytogenes em alimentos. Dentre os diagnosticos moleculares, destaca-se a
PCR que proporciona resultados mais rapidos e eficazes na deteccdo de
microrganismos em alimentos. A sensibilidade e especificidade deste teste
diagnostico, mostrou-se mais eficiente em comparacdo a metodologia microbiologica
tradicional. A utilizagdo da Nested PCR é ainda melhor que a PCR convencional,
pois utiliza-se outro par de primers aumentando assim sua especificidade e

sensibilidade.

Assim, neste estudo objetivou-se padronizar uma técnica de reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) e Nested PCR para deteccédo de L. monocytogenes em
queijos de muito alta umidade tipo Minas Frescal, visando a verificacdo da
sensibilidade e da especificidade desta técnica, em comparacdo com metodologia
convencional para deteccdo desse microrganismo, contribuindo para a melhoria dos

sistemas de fiscalizacéo de derivados lacteos.
2. Materiais e métodos

2.1. Cepade L. monocytogenes e preparo de indculos

Uma cepa de L. monocytogenes ATCC 7644, mantida congelada a -80°C em
caldo tripticase de soja (TSB, Oxoid, Basingstoke, England) acrescido de glicerol
(20%), foi estriada em agar tripticase de soja (TSA, Oxoid) acrescido de sangue
equino desfibrinado (7%), com incubacdo a 37°C por 24h. Apos verificagdo de
pureza da cultura, uma colbnia isolada foi semeada em TSB (Oxoid) e incubada a 37

°C overnight.
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A cultura obtida foi diluida em TSB (Oxoid) até atingir uma turvidez
semelhante & escala 1 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 3 x 10°
UFC/mL. A partir dessa cultura foi realizada diluicdo seriada em escala decimal
utilizando-se solucdo NaCl 0,85% para obtencdo de in6culos com concentracdes
aproximadas de 1, 10, 100 e 1.000UFC/mL.

Para confirmagdo da concentracdo exata das culturas obtidas, foram
realizadas diluicdes seriadas em escala decimal utilizando NaCl 0,85% e semeadas
em duplicata e por superficie em agar cromogénico ALOA (Oxoid) e Osford (Oxoid).
ApOs incubacgdo a 37°C por 24h as colbnias formadas foram enumeradas e os

resultados obtidos expressos em UFC/mL.
2.2. Producdao de queijo Minas frescal e contaminacéo artificial

A massa de queijo tipo Minas frescal foi produzida em laticinio experimental.
Foram utilizados aproximadamente 100L de leite desnatado, submetidos a processo
de microfiltracdo sob temperatura de 50°C. Apds a microfiltracdo o leite foi
transferido para um tanque de aco inoxidavel, no qual permaneceu até atingir 36°C.
Em seguida foram adicionados: 40mL de cloreto de calcio, 300g de cloreto de sadio,
70mL de coalho liquido e 25mL de &cido latico. A massa permaneceu em repouso
até atingir o ponto de corte, quando foi cortada para obtencdo de cubos grandes,
sendo em seguida separada do soro por processo de mexedura. Da massa obtida
foram extraidas cinco aliquotas de 15009 cada, que foram acondicionadas em sacos
plasticos esterilizados.

As aliguotas de massa de queijo tipo Minas frescal foram artificialmente
contaminadas com a cultura de L. monocytogenes em condi¢cdes assépticas,
obtendo-se o0s seguintes tratamentos: T1, que correspondeu ao controle negativo
(sem adicéo de inéculo); T2, com 1UFC/g; T3, com 10UFC/g; T4 com 100 UFC/g; e
T5 com concentracdo final de 1000UFC/g. Em seguida, as massas foram
homogeneizadas e, acondicionadas em formas esterilizadas para obtencéo de
gueijos com aproximadamente 150 g. Apds dessoragem a 4 °C, os queijos obtidos

foram embalados em sacos plasticos esterilizados e conservados a 4 °C.
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2.3. Andlises microbioldgicas
2.3.1. Coleta de amostras

No dia da producéo (dia 0), e apos 5 e 10 dias de estocagem sob refrigeracéo
(4°C), uma amostra de queijo de cada tratamento foi coletada e analisada quanto a
presenca de L. monocytogenes por meétodos convencionais e moleculares. As
analises microbiolégicas convencional, PCR convencional e Nested foram realizadas

em 3 repeticdes.
2.3.2. Deteccao convencional de L. monocytogenes

A deteccdo de L. monocytogenes foi realizada conforme protocolo 1SO
11290—1/A1-2004 e ISO 11290—1/A2-2004. Aliquotas de 25g de amostra de cada
tratamento foram coletadas assepticamente e, transferidas para bags estéreis
contendo 225mL de caldo Half-Fraser (Oxoid) sem suplemento, homogeneizados e

incubados a 20 °C por 1h.

Em seguida, ao restante do caldo Half-Fraser foi adicionado suplemento
especifico (Oxoid) e reincubado a 30°C por 24h. Ao final do periodo de incubacéo,
0,1mL do caldo Half-Fraser foi transferido para 10mL de caldo Fraser (Oxoid), com
incubacdo a 35 °C por 24h; apGs a incubacéo foi semeado, por esgotamento, em
ALOA (agar Listeria according Ottaviani and Agosti) e Agar Oxford (Oxoid), com
incubacdo a 35 °C por 24-48h. A presenca de colbnias tipicas de Listeria spp.
(ALOA: pequenas colbnias azuis esverdeadas, com halo de precipitacdo ao redor;
Oxford: pequenas colbnias acinzentadas, com halos escuros ao redor) foi

considerado como resultado positivo para L. monocytogenes.
2.3.3. Deteccao molecular de L. monocytogenes: PCR e Nested PCR

Aliquotas de 25g das amostras foram retiradas assepticamente para detec¢éo
molecular de L. monocytogenes, e transferidas para bags esterilizadas contendo
225mL de solucdo salina peptonada a 0,1% (Oxoid). Apd0s homogeneizacéao,
volumes de 1, 5 e 10mL foram centrifugados a 10.000RPM por 15min. O
sobrenadatante das aliquotas de 5 e 10mL foi descartado e ressuspendido com 1mL

de solugdo salina peptonada a 0,1% (Oxoid), e novamente centrifugados a
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10.000RPM por 15min. Apés a centrifugacdo, todos os sobrenadantes foram
descartados e os pellets foram ressuspendidos com 1mL de solucdo salina
peptonada a 0,1% (Oxoid). O material obtido foi submetido a extracdo de DNA
utilizando o kit WIZARD® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI,
EUA).

A deteccédo de L. monocytogenes pela técnica de PCR foi realizada conforme
protocolo descrito por Border et al. (1990), utlizando os primers LM1
(CCTAAGACGCCAATCGAA) e LM2 (AAGCGCTTGCAACTGCTC), que detecta
um fragmento do gene hlyA responsavel pela codificacdo de listeriolisina (LLO), e
resulta num produto de PCR com aproximadamente 702pb. Cada reacédo foi
composta por um total de 25,0uL, constituida por 12,5uL do kit para PCR Go Taq
Green Master Mix 2x (Promega), 1,0uL de cada primer na concentracdo de 10

pMol/uL, 2,0uL do DNA extraido e agua ultra pura até completar o volume final.

As condic¢des de amplificacado foram 5min a 94°C, 35 ciclos de 30s a 94°C, 45
s a 50°C (anelamento), 45s a 72°C e extensao final de 5min a 72°C. Marcador de
peso molecular de 100pb e os produtos de PCR obtidos foram adicionados de
GelRed 20 x (Biotium Inc., Hayward, EUA), separados em gel de agarose a 1% e

visualizados em transiluminador.

A Nested PCR foi realizada utilizando 1,0uL do produto de PCR obtido
previamente, com os primers LisF (GATGCAGTGACAAATGTGCC) e LisR
(GATTCACTGTAAGCCATTTCG), desenhados considerando a sequéncia do gene
hlyA disponivel do GenBank NuUmero de Acesso: NC-002973.6. Cada reacdo foi
composta por um total de 25uL, constituida por 12,5uL do kit para PCR Go Taq
Green Master Mix 2x (Promega), 1,0uL de cada primer na concentracdo de 10
pMol/uL, 1,0uL do produto de PCR previamente obtido e agua ultra pura até

completar o volume final.

As condi¢des de amplificagdo foram um ciclo de 1min a 94°C, 30 ciclos de 30s
a 94°C, anelamento a 60°C por 30s, 72°C por 30s e extenséo final de 5min a 77°C,
com manutencdo a 4°C até retirada do termociclador. Marcador de peso molecular

de 100pb e os produtos de PCR obtidos foram adicionados de GelRed 20 x
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(Biotium Inc., Hayward, EUA), separados em gel de agarose a 1% e visualizados em

transiluminador.
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3. RESULTADOS

Tabela 1. Frequéncias de resultados positivos obtidos na deteccéo de L. monocytogenes, em massas de queijos tipo minas frescal
contaminadas artificialmente, por meio de metodologia microbiol6gica 1ISO11290 e técnicas moleculares de PCR convencional e

Nested PCR.
Dia0 Dia5 Dia 10
Tratament
o ISO PCR PCR Nested ISO PCR PCR Nested ISO PCR PCR Nested
Convencional Convencional Convencional
UFClg 1129 1129 1129
0 0 0
1im 5m 10m im 5m 10m Im 5m 10m im 5m 10m im 5m 10m im 5m 10m
L L L L L L L L L L L L L L L L L L
T1(0)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 33,3 | 100 | 100 100 100 0 0 0 100 | 100 | 66,6 100 0 0 0 100 | 100 100
T2 (1)
100 0 33,3 | 33,3 [ 100 | 100 | 66,6 100 0 0 0 100 | 100 100 100 0 0 0 100 | 100 100
T3 (10)
100 0 33,3 | 33,3 [ 100 | 100 | 66,6 100 0 0 0 100 | 66,6 | 100 100 0 0 0 100 | 100 100
T4 (100)
T5 (1000) 100 0 33,3 | 33,3 | 66,6 | 100 100 100 0 0 33,3 | 100 | 100 | 66,6 100 0 0 0 100 | 100 100
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Os resultados obtidos nessa pesquisa demonstraram que as trés
metodologias avaliadas foram capazes de detectar L. monocytogenes em massas
de queijo tipo Minas frescal, contaminados artificialmente. Na analise dos resultados
obtidos nos diferentes periodos, foi possivel observar que, no dia zero (primeiro dia
de contaminacdo), a metodologia ISO foi capaz de detectar a presenca de L.
monocytogenes em todos os tratamentos, com excecdo do T1 que representou o
controle. A frequéncia de deteccdo pela metodologia ISO foi de 100% em todos o0s
volumes utililizados. Os resultados obtidos nas analises realizadas nas amostras no
dia 5 e dia 10, mantidas sob temperaturas de refrigeragcdo, demonstraram que a
metodologia ISO manteve a frequéncia deteccdo de L. monocytogenes em 100%

das amostras(Tabela 1).

Na avaliacdo da PCR convencional no dia 0, a maior frequéncia de deteccéo
foi de 33,3% nos tratamentos T3, T4 e T5 quando utilizados volumes de 5mL e, a
partir do tratamento T2 quando utilizado o volume de 10mL (Figura 1). Com 5 dias
de fabricacdo a PCR convencional demonstrou uma brusca diminuicdo na
frequéncia de deteccdo que somente ocorreu nas amostras contaminadas com 1000
UFC/g e quando utilizados 10mL de volume para o processamento da reacao
(Figura 2), que pode ser explicado pelo periodo de incubacéo e pelo fato de a
bactéria apresentar caracteristica psicotréfica. J& com 10 dias de fabricacdo a PCR
convencional ndo pode detectar o patdbgeno em nenhum dos volumes e tratamentos

utilizados.

Figura 1. PCR convencional realizado no dia 0; Canaleta - 1 Marcador; canaleta 2- controle negativo; canaleta 3
— controle positivo; canaleta 4 — 1 mL [0]; canaleta 5 — 1 mL [1]; canaleta 6 — 1 mL [10]; canaleta 7 — 1 mL [100];
canaleta 8 — 1 mL [1000]; canaleta 9 — 5 mL [0]; canaleta 10 — 5 mL [1]; canaleta 11 — 5 mL [10]; canaleta 12
[100]; canaleta 13 - 5 mL [1000]; canaleta 14 — 10 mL [0]; canaleta 15 — 10 mL [1]; canaleta 16 — 10 mL [10];
canaleta 17 — 10 mL [100]; canaleta 18 — 10 mL [1000]
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Figura 2. PCR Convencional realizado no Dia 5; canaleta 1 — Marcador; canaleta 2 — controle
positivo; canaleta 3 — controle negativo; canaleta 4 — 1 mL [0]; canaleta 5 — 1 mL [1]; canaleta 6 — 1mL
[10]; canaleta 7 — 1 mL [100]; canaleta 8 — 1 ml [1000]; canaleta 9 — 5 mL [O]; canaleta 10 — 5 mL [1];
canaleta 11 — 5 mL [10]; canaleta 12 — 5 mL [100]; canaleta 13 — 5 mL [1000]; canaleta 14 — 10mL [O];
canaleta 15 -10mL [1]; canaleta 16 — 10 mL [10]; canaleta 17 — 10mL [100]; canaleta 18 — 10mL
[1000]

No dia 0 a Nested PCR demonstrou alta eficiéncia na deteccdo do patégeno
em todos os tratamentos e com os trés volumes testados, sendo que quando
utilizado o volume de 5mL a frequéncia de deteccdo foi de 100% em todos os
tratamentos, que podem ser devidos a uma influéncia da concentracdo de DNA
(Figura 3). Com 5 dias de fabricacdo a Nested PCR (Figura 4) apresentou frequéncia
de deteccdo de 100% em todos os tratamentos com volume de 1mL e, de no minimo
66,6% nos outros volumes e tratamentos (Tabela 1), corroborando o resultado obtido
no dia zero de que o aumento do volume néo é relevante para esta metodologia. No
dia 10, Nested PCR manteve a frequéncia de 100% na deteccdo de L.
monocytogenes em todos os tratamentos e volumes de utilizados (Figura 5) e pode
ter sido influéncia do periodo de manutencédo da massa de queijo sob refrigeracéao,
favorecendo o0 crescimento dessa bactéria que apresenta caracteristicas
psicrotroficas (Tabela 1).
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Figura 3. Nested PCR realizado no Dia 0O; canaleta 1 — Marcador; canaleta 2 — controle positivo;
canaleta 3 — controle negativo; canaleta 4 — 1 mL [0]; canaleta 5 — 1 mL [1]; canaleta 6 — 1 mL [10];
canaleta 7 — 1 mL [100]; canaleta 8 — 1mL [1000]; canaleta 9 — 5 mL [0]; canaleta 10 — 5 mL [1];
canaleta 11 — 5 mL [10]; canaleta 12 — 5 mL [100]; canaleta 13 — 5 mL [1000]; canaleta 14 — 10 mL
[0]; canaleta 15 — 10mL [1]; canaleta 16 — 10mL [10]; canaleta 17 — 10mL [100]; canaleta 18 — 10mL

[1000]

Figura 4. Nested PCR realizado no Dia 5; canaleta 1 — marcador; canaleta 2 — controle positivo;
canaleta 3 — controle negativo; canaleta 4 — 1mL [0]; canaleta 5 — 1mL [1]; canaleta 6 — 1 mL [10];
canaleta 7 — 1 mL [100]; canaleta 8 — 1 mL [1000]; canaleta 9 — 5 mL [0]; canaleta 10 — 5 mL [1];
canaleta 11 — 5 mL [10]; canaleta 12 — 5 mL [100]; canaleta 13 — 5 mL [1000]; canaleta 14 — 10mL [0];
canaleta 15 — 10mL [1]; canaleta 16 — 10mL [10]; canaleta 17 — 10 mL [100]; canaleta 18 — 10mL

[1000]
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Figura 5. Nested PCR realizado no Dia 10; canaleta 1 — marcador; canaleta 2 — controle positiva;
canaleta 3 — controle negativo; canaleta 4 — 1mL [0]; canaleta 5 - 1mL [1]; canaleta 6 — 1mL [10];
canaleta 7 — 1 mL [100]; canaleta 8 — 1 mL [1000]; canaleta 9 — 5 mL [0]; canaleta 10 — 5 mL [1];
canaleta 11 — 5 mL [10]; canaleta 12 — 5 mL [100]; canaleta 13 — 5 mL [1000]; canaleta 14 — 10mL [0];
canaleta 15 — 10mL [1]; canaleta 16 — 10mL [10]; canaleta 17 — 10mL [100]; canaleta 18 — 10mL
[1000]

4 - Discussao

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram que a metodologia ISO foi
capaz de detectar o microrganismo em todos os tratamentos utilizados o que
também pode ser observado utilizando a Nested PCR, ja a metodologia de PCR
convencional demonstrou baixa eficiéncia na deteccdo do patégeno. O desempenho
da PCR convencional nas condi¢bes testadas estd condicionado a contagens
maiores do que 10UFC/g de L. monocytogenes em queijos de muita alta umidade
para que seja possivel amplificacdo na reacdo (Figura 1). Isto demonstra a
necessidade de alta concentracdo de Listeria monocytogenes para deteccdo do

microrganismo por PCR convencional direto dos queijos.

Ja o desempenho da Nested PCR néo foi alterado em fun¢do do aumento de
volume, sendo possivel a obtencdo do aumento na concentracdo de DNA por meio
da amplificagéo realizada na PCR convencional. Esta primeira amplificagdo n&o foi o
suficiente para detectar o patdgeno na PCR convencional, mas permitiu a deteccéo
de Listeria monocytogenes utilizando Nested PCR. Esta metodologia obteve
resultados positivos até para concentracdes de aproximadamente 1 UFC/g do
produto original, e isso testando até mesmo 1 mL da diluicdo de 1:10 do queijo (ou

seja, 0,1 mL de Listeria/mL) demonstrando alta sensibilidade.
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A dificuldade em se detectar o microrganismo através da reacdo da PCR
convencional pode ser devido a baixa quantidade do microrganismo ou pureza do
DNA (AMAGLIANI et al., 2007; POIARES et al., 2008).

Na presente pesquisa, a sensibilidade da reacdo foi avaliada de maneira
semelhante a realizada por Rantsiou et al. (2008), na qual série de diluicbes
decimais de L. monocytogenes ATCC 7644 foram realizadas e a partir das analises
de PCR verificou-se a possibilidade de deteccdo do patdégeno, sendo que a PCR
convencional também n&o se mostrou eficaz na deteccdo do microrganismo em
queijo minas frescal e as analises de sensibilidade analitica mostraram que, o ensaio
de gPCR foi altamente sensivel para a deteccdo a partir de um baixo nimero de

copias dos acidos nucleicos alvo.

Estes resultados reforcam a observacdo de que o aumento do volume
utilizado na PCR convencional, com consequente aumento da concentragcdo do
DNA, pode interferir na deteccéo do microrganismo, e que a Nested PCR apresenta
vantagens na sua utilizacdo por diminuir consideravelmente, o tempo necessario
para o diagndstico, ja que com a utilizacdo de volume de 1mL, dispensa a realizacao

de centrifugacfes para a obtencéo do pellet de DNA.

Em pesquisa realizada por Peres (2007), atribui a diminui¢cdo da sensibilidade
da reacdo de PCR multiplex quando Listeria monocytogenes € incubada em queijo,
a lise insuficiente da bactéria apds crescer no leite devido a reagentes utilizados na
extracdo e componentes do alimento como gordura, proteinas que dificultam a lise
celular e consequente diminuicdo da quantidade de DNA. Tais fatores podem ter
contribuido a nédo deteccao do patégeno quando analisado por PCR convencional.
Ainda, contaminantes presentes na amostra podem inibir a reacdo e, enzimas
termoestaveis produzidas por microrganismos podem degradar os produtos da
amplificacdo (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

De acordo com Rodrigues et al. (2009), os resultados negativos podem ser
devidos a falha de amplificacdo ou até mesmo, por erro na extragdo do DNA e
Franco & Landgraf (2004), consideram que os resultados negativos dos testes
dependem do numero e tamanho das amostras examinadas, da sensibilidade da

metodologia empregada e do numero de patdogenos presentes. Nessa pesquisa,
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excluidos possiveis erros de extragéo e considerando-se os volumes e tamanhos de
indculos empregados, podemos afirmar que a PCR convencional apresentou baixo

desempenho na deteccdo do microrganismo.

Ainda, outros autores descrevem diversos fatores que podem interferir na
técnica de PCR diminuindo a sensibilidade e, gerando resultados falsos negativos
Nnos ensaios, entre 0s quais séo citados: 0s meios de cultura e reagentes utilizados
na extracdo de DNA, a baixa sensibilidade da reacado, a presenca de inibidores da
Taq polimerase na amostra, o baixo conteddo de DNA na amostra (como em sangue
e alimentos), o método de extracdo, a concentracdo de ions de magnésio, a
temperatura e a duracdo de cada ciclo, a quantidade de ciclos, a concentracédo dos
dNTPs e da polimerase, assim como a concentracdo de DNA utilizado na reacéao,
(GANDRA et al., 2006, 2008; PENHA et al., 2008; ABRAHAO, 2005).

Peres et al. (2010), relatam que em 47 amostras leite com inéculos de L.
monocytogenes variando de zero a 1.900 UFC/mL, ndo observou-se deteccdo por
meio da técnica de PCR quando esta foi realizada nos cultivos em LEB apo6s 24
horas de incubacéo, por métodos diferenciados usados para extracao de DNA; apos
48 horas de enriquecimento em LEB, resultados positivos foram encontrados em
amostras de leite inoculadas com 1UFC/mL. Entretanto, melhores resultados foram
obtidos quando a PCR foi realizada utilizando-se DNA obtido diretamente da colbnia

suspeita em meio solido.

Resultados semelhantes a esta pesquisa foram obtidos por Rijpens & Herman
(2004), que utilizaram PCR convencional para detectar L. monocytogenes em
queijos artificialmente contaminados e relataram que a PCR convencional ndo foi o
melhor método de deteccdo, quando comparado a metodologia microbiolégica
convencional e que, especialmente em gqueijos moles, os métodos que incorporam
meios de enriquecimento seletivos apresentaram melhores resultados que a PCR

convencional.

by

Na presente pesquisa, as amostras submetidas a andlise microbiolégica
convencional, puderam ser detectadas em todos os tratamentos sendo que, todas
foram submetidas a etapa de enriqguecimento. Ja quando analisadas por PCR

convencional, ndo submetidas a enriquecimento, estas ndo puderam ser detectadas.
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Em contrapartida tais amostras negativas a PCR convencional quando submetidas a
uma segunda amplificacdo por Nested PCR, geraram resultados positivos para as

mesmas.

Gandra et al. (2008), relatam que uma das principais limitacbes da PCR esta
relacionada a presenca de substancias inibidoras nas amostras oriundas da
extracdo de DNA, causando falha na amplificagcdo e consequentemente, resultados
falso negativos e Guilbaud et al. (2005) afirmam que os métodos rapidos utilizados,
atualmente, para identificar L. monocytogenes, necessitam de uma concentracdo

minima do microrganismo de 10°UFC/ml.

Resultados semelhantes aos obtidos na presente pesquisa foram encontrados
por Aslam et al. (2003), que desenvolveram uma técnica de PCR convencional para
deteccdo de L. monocytogenes em leite que, sob condi¢bes normais, apresentou
nivel de deteccéo baixo e ap6s incubacéo, foi possivel detectar apenas, 102 UFC/mL
de bactéria.

Nesta pesquisa, apesar de constatarmos que a metodologia tradicional
preconizada pela ISO apresentou alta eficiéncia na detecgcéo de L. monocytogenes,
ela também apresenta as desvantagens de ser laboriosa e demorada por depender
de etapas de pré-enriquecimento, de enriguecimento e de testes bioquimicos
confirmatérios. Em contrapartida, a pesquisa demonstrou que o emprego da Nested
PCR contribui para o0 aumento da sensibilidade e especificidade da reacéo através
da utilizacdo de dois pares de primers especificos ao microrganismo, que diminui a

probabilidade de resultados falsos negativos.

O emprego de Nested PCR, para aumento da sensibilidade também foi
relatado por Estrada et al. (2007), no diagndstico molecular da Yersinia enterocolitica
em carnes, que consiste na reamplificagdo, com primers internos, de um fragmento
amplificado em uma primeira reacdo. Os resultados da otimizacdo da técnica quanto
a concentracdo de reagentes, especificidade, sensibilidade e a deteccdo de
microrganismos foram obtidos ap0s a selecdo dessa associacdo de primers

(TAKIUCHI et al., 2003; D'AGOSTINO et al., 2004).

No entanto, fatores que influenciam a realizacdo da PCR convencional, bem

como de outras variaveis da PCR nos alimentos continuam a ser investigados.
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Apesar de demonstrar alta sensibilidade e especificidade, a PCR apresenta
desvantagem pelo fato de incerteza do microrganismo estar viavel podendo assim
ser capaz de causar Listeriose. Isto mostra que a metodologia molecular pode ser
utiizada como uma triagem ao diagnostico de deteccdo de Listeria sendo
posteriormente avaliada por metodologia ISO comprovando sua viabilidade. A 1SO
confirma o resultado positivo da Nested, mas a realizacdo da técnica molecular no

primeiro momento ja apresenta o resultado positivo em menor tempo.

Ensaios semelhantes foram descritos por outros autores (LEVIN, 2003;
AZNAR & ALARCON, 2003; D'AGOSTINO et al., 2004). Freitas et al. (2006), relatam
que um método baseado em PCR deve ter alto grau de acuracia e de diagndstico,
bem como um bom limite de deteccdo, garantindo-lhe assim alta especificidade e
sensibilidade, o que foi obtido nessa pesquisa através da utilizacdo de dois pares de

primers.

Segundo Hoorfar et al. (2002a,b), as dificuldades para a reproducédo de testes
publicados, devido a variacdo no desempenho dos termocicladores, na eficiéncia
das diferentes polimerase e na presenca de inibidores da PCR na matriz da amostra,
tém dificultado a implantacdo pelos laboratérios, particularmente aqueles com
programas de garantia da qualidade. E necessario ter métodos baseados em PCR

gue sejam utilizados como padrdes reconhecidos internacionalmente.

Padrdes internacionais derivados de métodos tradicionais requerem um limiar
de deteccao de uma célula por 25 gramas de amostra. O limite de detecc¢éo teérico
de uma célula microbiana por reacdo de PCR pode ser traduzido na pratica em 10°-
10* células por mL de amostra pré-enriquecida. Um pequeno volume inicial é usado
na reacdo de PCR. Por esta razdo, a analise por PCR é usualmente precedida por
uma etapa de enriguecimento para se obter uma multiplicacdo de células
bacterianas. A PCR deve detectar ao menos 10-100 copias do DNA desejado. Esta
deteccdo pode ser constatada na presente pesquisa através do desempenho obtido
por meio da Nested PCR, que apresentou um limite de detecgdo mais baixo em

relacdo a PCR convencional nos varios volumes utilizados.

As técnicas moleculares tém aumentado a velocidade e sensibilidade

com que tais patdogenos podem ser detectados e, permitido que
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laboratérios identifiquem os organismos que nao desenvolvem ou desenvolve-se
lentamente em cultivos convencionais. No entanto, o ganho da analise em
sensibilidade pode ndo ser necessariamente maior quando comparado com métodos
convencionais. Por exemplo, em situacdes onde as amostras clinicas sao coletadas
e mantidas em boa qualidade, a quantidade de microrganismos presentes pode
muito bem ser suficiente para a deteccdo pelos métodos convencionais (RALL et al.,
2009).

Diversas pesquisas sugerem e, concordamos com esse postulado, que mais
trabalhos sejam realizados empregando-se metodologias moleculares, como a
utilizac@o de técnicas que ndo somente detectem como também quantifiquem o DNA
do microrganismo presente no alimento, pois através desta analise ndo s6 a
deteccdo do patdbgeno como também a definicdo de quantidade de células presentes
torna-se possivel bem como a possibilidade de definicAo da vitalidade do

microrganismo presente no alimento.

No entanto, a quantificacdo direta de L. monocytogenes em alimentos por
PCR ainda é dificil porque, o microrganismo geralmente esta presente em niveis
muito baixos, conforme constatado por por Gombas et al. (2003) e Norton (2002),

que demonstraram que 0 enriquecimento da amostra € ainda, necessario para

atingir o limite de deteccéo desejado em alguns testes diagnosticos.

Os meétodos de rastreamento baseados em PCR  oferecem
resultados rapidos e confidveis, e sdo ideais para testar amostras com uma alta
probabilidade de resultados negativos referentes a presenca de L. monocytogenes
e, melhores métodos para a purificagdo facilitardo os ensaios quantitativos bem
como, a deteccdo simultanea dos principais patégenos presentes em cada tipo de
alimento por meio de multiplex PCR (KAWASAKI et al., 2005).

Assim, se considerarmos o curto prazo de validade desse tipo de alimento,
que apresenta como principal caracteristica a alta umidade que, por sua vez,
favorece a multiplicagdo bacteriana, a Nested PCR pode ser considerada mais
adequada e sua utilizacdo como ferramenta de diagndstico para os Servicos de

Inspecéo deve ser recomendada, considerando a obtenc&o de resultados com maior
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rapidez e alta frequéncia na detec¢do de L. monocytogenes, indicando sensibilidade

e especificidade suficientes para a sua aplicagéo.
5. Concluséo

Na presente pesquisa foi padronizada uma técnica de Nested PCR para
deteccado de Listeria monocytogenes em queijos de muito alta umidade. Alem disso
realizou-se a comparacao de diferentes metodologias para deteccdo de Listeria

monocytogenes em queijos de muito alta umidade, sendo possivel concluir que:

- a metodologia microbiolégica convencional ISO 11290 apresentou alta

sensibilidade na deteccéo do patdégeno em diferentes niveis de concentracao;

- a técnica molecular de Nested PCR padronizada apresentou desempenho
comparavel a metodologia microbiolégica convencional, com a vantagem de ser

mais rapida, menos laboriosa e apresentar menos pontos criticos;

- Comparando-se as duas técnicas moleculares, a sensibilidade pode ser
ainda mais evidenciada em relacdo a Nested PCR, ja que obteve melhor
desempenho na deteccdo do patégeno, em relacdo a todos os volumes e
tratamentos utilizados nessa pesquisa.

Sendo assim, esta técnica pode contribuir positivamente com os 6rgaos de
fiscalizacdo, por proporcionar diagnésticos rapidos e eficazes, bem como melhorar o
controle e prevencdo da contaminacdo de derivados lacteos por L. monocytogenes.
Por fim, mais estudos devem ser realizados no intuito de melhorar a sensibilidade e
a especificidade de testes diagndésticos utilizados na deteccdo de microrganismos

em alimentos.
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CapiTtuLo I

1. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo geral deste trabalho, de padronizar uma técnica molecular para
deteccdo de L. monocytogenes em gqueijos de muito alta umidade foi plenamente
alcancado. Apesar da técnica de PCR convencional néo ter sido capaz de detectar o
microrganismo nas diversas concentracdes, a técnica de Nested PCR mostrou-se
extremamente eficaz, assim como a metodologia 1SO, porém com a vantagem de
ser mais rapida e de eliminacdo de varios pontos criticos, comuns as técnicas
microbiolégicas. Apesar de eficiente as técnicas moleculares ndo apresentam
garantia de que a Listeria esteja viavel, mas na presente pesquisa isso pode ser
comprovado utilizando a metodologia ISO. A técnica foi padronizada utilizando
culturas puras de Listeria monocytogenes ATCC 7644 e oligonucleotideos LM1 e

LM2 para PCR convencional e LisF e LisR para PCR Nested.

Os primers utilizados para a PCR convencional ndo produziram boa
amplificacdo para os volumes e as concentracfes diferenciadas demonstrando baixa
sensibilidade para deteccdo do patégeno. O mesmo ndo ocorreu ha analise
realizada por nested PCR onde a amplificacéo obtida apresentou boa eficiéncia, pois
detectaram todas as amostras em volumes e concentragdes diversas, demonstrando
assim alta sensibilidade para detec¢do do microrganismo. Nesta analise a detecgao
foi possivel até com 1 UFC/g de queijo bem como com uma alta concentracao de
1000 UFC/g de queijo.

A andlise microbiologica mostrou-se eficaz para deteccdo de Listeria
monocytogenes independente do nivel de contaminag&o do alimento. Conclui-se que

a andlise molecular pode reduzir o tempo na detec¢do de L. monocytogenes em
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queijo de muito alta umidade podendo esta substituir com eficiéncia a metodologia
microbiolégica convencional. A presente pesquisa sugere que a analise molecular
possa ser uma ferramenta a ser utilizada pelos servicos de inspecéo para deteccao
de microrganismos em alimentos principalmente os que necessitam de rapidez no
diagnostico levando-se em consideragcédo o tempo de prateleira de alguns produtos

alimenticios.
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ANEXOS

Tabela 1 — Resultados das analises realizadas em massas de queijo minas frescal
nos diversos volumes e tratamentos através de metodologia ISO, PCR convencional
e PCR Nested.

Tratamento Lote Dia ISO Contagem ISO PCR Convencional PCR Nested
Deteccio iml Sml 10ml iml Sml_| 10ml
0 1 0 0 - - - - - - -
1 1 0 0 + - - - + + +
10 1 0 0 + - - - + + R
100 1 0 Incontéavel + - - + + _
1000 1 0 Incontavel + - - - + + +
0 2 0 0 - - - - - - -
1 2 0 0 + - - + + + +
10 2 0 0 + - + ¥ + + +
100 2 0 Incontavel + - + + + + +
1000 2 0 Incontavel + - + + ¥ + +
0 3 0 0 - - - - - - -
1 3 0 0 + - - - + + +
10 3 0 0 + - - - + + +
100 3 0 Incontavel + - - - + + +
1000 3 0 Incontavel + + - - - + +
0 1 5 0 - - - - - . -
1 1 5 0 + - - . + + +
10 1 5 7 + - - - + + +
100 1 5 Incontavel + - - - + + +
1000 1 5 Incontéavel + - - - + + R
0 2 5 0 - - - - - . -
1 2 5 0 + - - . + + +
10 2 5 3 + - - - + + +
100 2 5 Incontavel + - - _ + _ +
1000 2 5 Incontéavel + - - + + + +
0 3 5 0 - - - - - . -
1 3 5 0 + - - - + + -
10 3 5 2 + . - - + + +
100 3 5 Incontavel + - - - + + +
1000 3 5 Incontavel + - - - + + +
0 1 10 0 - - - - - . -
1 1 10 3 + - . N + + +
10 1 10 Incontavel + - - - ¥ + +
100 1 10 Incontavel + - - - + + +
1000 1 10 Incontavel + - - - + + +
0 2 10 0 - - - - - i _
1 2 10 10 + - . B + + +
10 2 10 Incontavel + - - - ¥ + +
100 2 10 Incontavel + - - - + + +
1000 2 10 Incontéavel + - - - + + +
0 3 10 0 - - - - - i _
1 3 10 7 + - - - + + +
10 3 10 Incontavel + - - - ¥ + +
100 3 10 Incontavel + - - - + + +
1000 3 10 Incontavel + - - - + + +
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Figura 1 — Esquema grafico de metodologias e tratamentos realizados

3(1oous

T4(1000U G

2
o
a2
&
o
-

°
fa}
£l

L

10ml

3

o I -

10ml

|
I

1o ]

E g
S
=
=
a
<
H ;

a4 Conv.

10ml

« =
3 3

«n e
3 3

10ml

83



