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RESUMO

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes sao microrganismos patogénicos de
grande importancia para a seguranca alimentar. A detecao e identificacao destes
microrganismos pelos métodos padrao é trabalhosa e demorada, o que explica a
grande variedade de métodos alternativos existentes no mercado. Muitos destes
métodos alternativos sao validados por organizagdes internacionais reconhecidas.
Neste trabalho avaliou-se o desempenho do método alternativo PCR em tempo real
na pesquisa de Salmonella spp e de L. monocytogenes, tendo-se utilizado os kits
“MicroSeq Salmonella spp Detection” e “MicroSeq Listeria monocytogens
Detection” da Applied Biosystems para a lise e extracdo do ADN e comparou-se
com os respetivos métodos de referéncia 1ISO 6579:2002 e ISO 11290-1:1996
Amendment 1:2004. Utilizaram-se 20 amostras de carnes e derivados, sendo 5 de
carne moida, 9 de fumados, 4 de enchidos e 2 de entremeada que deram
resultados negativos para a pesquisa de Salmonella spp e que foram
posteriormente contaminadas com Salmonella tiphymurium ATCC 14028
(Microbiologics). Para a pesquisa de L. monocytogenes o procedimento foi idéntico,
tendo-se contaminado experimentalmente 15 amostras de queijo curado com
Listeria. monocytogenes ATCC 7644 (Microbiologics). Analisaram-se ainda 20
amostras de queijo como amostras cegas. Nas condicbes em que o trabalho foi
realizado, a sensibilidade, a especificidade e a concordancia relativas foram de
100% na comparacao dos resultados obtidos pela PCR em tempo real com os
obtidos pelo método ISO 6579:2002 e pelo método ISO 11290-1:1996 Amendment
1:2004, para a pesquisa de Salmonella spp. e L. monocytogenes, respetivamente.
A PCR em tempo real permitiu detetar Salmonella spp em amostras de produtos
carneos com um nivel de contaminagdo de 3 UFC/25g, e L. monocytogenes em
amostras com um nivel de contaminacao de 6 UFC/ 25g de queijo. A comparagao
do limite de detecao relativo pela PCR em tempo real com os respetivos métodos
padrdao nao deu diferencas significativas. Pode concluir-se assim que a utilizagéo
da técnica PCR em tempo real representa uma mais-valia em analises de rotina
pois permite a obtencéo de resultados fiaveis num curto espaco de tempo. A PCR
em tempo real € uma excelente ferramenta para a triagem de alimentos isentos de

Salmonella spp e de L. monocytogenes obtendo-se resultados em 2 dias.

Palavras-chave: Salmonella spp., Listeria monocytogenes, PCR em tempo real
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ABSTRACT

Salmonella spp. and Listeria monocytogenes are pathogenic microorganisms of
great importance for food safety. Detection and identification of microorganisms by
standard methods, is laborious and time-consuming, which explains the wide range
of alternative methods available on the market. Many of these alternative methods
are validated by recognized international organizations. This study assessed the
performance of alternative method real-time PCR in the research of Salmonella spp.
and L. monocytogenes, having used the kits "MicroSeq Salmonella spp Detection”
and "MicroSeq Listeria monocytogens Detection" of Applied Biosystems to Lysis
and DNA extraction and compared it with the respective reference methods ISO
6579: 2002 and ISO 11290-1: 1996 Amendment 1: 2004. For this assay we
selected 20 samples of meat and derivatives, being 5 of ground beef, 9 of smoked,
4 of sausage and 2 of streaky bacon which gave a negative result for Salmonella
spp and which were subsequently contaminated with Salmonella tiphymurium
ATCC14028 (Microbiologics). For the assessment of L. monocytogenes the
procedure was identical, having been contaminated experimentally 15 samples of
cured cheese with L. monocytogenes ATCC 7644 (Microbiologics). Moreover, 20
samples of cheese were analyzed as blind samples. The conditions under which the
work was performed, the sensitivity, specificity and relative agreement were 100%
in the comparison of results obtained by real-time PCR with those obtained by the
method ISO 6579: 2002 and ISO 11290-1 method: 1996 Amendment 1: 2004, for
detecting Salmonella spp. and L. monocytogenes, respectively. The real-time PCR
allowed to detect Salmonella spp in samples of meat products with a level of
contamination of 3 UFC/25g, and L. monocytogenes in samples with a level of
contamination of 6 UFC/25 g of cheese. Comparison of the detection limit for real-
time PCR with the respective standard methods gave no significant differences. It
can be concluded that the use of real-time PCR technique represents an added
value in routine analysis because it allows obtaining reliable results within a short
period. The real-time PCR is an excellent tool for the screening of food free of
Salmonella spp. and L. monocytogenes obtaining results in 2 days.

Key-words: Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Real-time PCR
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1. INTRODUCAO

A seguranca alimentar tem vindo nestes Ultimos anos a adquirir enorme relevancia
no dominio da saude publica. O conhecimento cada vez mais amplo da
transmissdo de doencas através dos alimentos tem determinado a necessidade de
submeter estes produtos a analises de forma a avaliar a sua inocuidade e,

consequentemente, muitas técnicas tém sido desenvolvidas (Roberts, 2006).

A anélise microbiolégica de um alimento visa quantificar e/ou investigar a presenca
ou auséncia de um determinado microrganismo em determinado produto, os quais
podem constituir riscos para a saude do consumidor. Estas analises permitem
também identificar os microrganismos a fim de rastrear as condi¢des de higiene em
que o alimento foi processado, assim como determinar o agente etiolégico mais
provavel no caso duma intoxicacao alimentar. A andlise microbiolégica € ainda
imprescindivel para verificar se os padrdes e as especificagcbes microbiolégicas,
nacionais, ou internacionais, estao a ser cumpridas (Franco & Landgraf, 2002).

Pelo elevado niumero de casos causados por Salmonella spp. e pela gravidade das
infecbes causadas por Listeria monocytogenes, estes dois agentes séao
considerados dos mais importantes causadores de doencas transmitidas por
alimentos (Tauxe, 1997). Os métodos de referéncia para a detecdo de L.
monocytogenes e Salmonella spp nos alimentos sdo muito trabalhosos e moroso
(Rodriguez-Lazaro et al., 2004) o que levou a procura de novas metodologias mais
rapidas, onde se incluem métodos moleculares como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) (Feng, 2007).

Os métodos rapidos surgiram a partir da década de 70 em consequéncia da
necessidade de se reduzir o tempo de andlises nos laboratorios de microbiologia,
aumentando-se assim a produtividade do trabalho realizado. Tais métodos
apresentam uma série de vantagens como redugdo do tempo de andlise,
significando menor retengdo do produto na industria, diminuigdo dos custos,
simplificacdo das tarefas de realizagdo de analises, facilidade de leitura dos
resultados e especificidade, além de maior sensibilidade de alguns métodos
quando comparados com os métodos convencionais (Hajdenwurcel, 1998).



A principal vantagem dos métodos rapidos € permitir, na industria alimentar, uma
rapida triagem das amostras contaminadas. No entanto, sendo uma ferramenta de
triagem, os resultados negativos sdo considerados definitivos enquanto resultados
positivos sdo considerados presuntivos, requerendo confirmagdo dos mesmos por
um método padrao (Feng, 2007).

Parametros como a precisao, custo, tempo de analise, aceitabilidade pelos 6rgaos
oficiais e comunidade cientifica, operacionalidade, formacdo e qualificacdo do
analista, disponibilidade e qualidade de reagentes, assisténcia técnica oferecida
pelos fabricantes e disponibilidade de espago de laboratério, devem ser
considerados na escolha e implementacdo de métodos rapidos (Lightfoot & Maier,
2003).

A detecéo e identificacdo de muitos microrganismos faz-se hoje com o auxilio dos
mais variados métodos de amplificacdo e hibridagdo dos &cidos nucleicos. Os
acidos nucleicos dos microrganismos podem ser detetados e analisados
diretamente sem amplificacédo, ou apés amplificacdo. Os métodos sem amplificacao
incluem a hibridacado com sondas e a amplificagao de sinal, pela técnica do bDNA.
Os métodos baseados na amplificagdo de acidos nucleicos incluem os sistemas de
amplificagéo de sondas, no qual se incluem a PCR e as suas numerosas variagoes
(Ferreira & Sousa, 2000).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo comparar a metodologia
padrao utilizada no Laboratério Regional de Veterinaria (LRV) para a pesquisa de
Salmonella spp em carne e derivados e para a pesquisa de L. monocytogenes em
queijos, com o meétodo rapido, PCR em tempo real. Considera-se que a
implementacao destas pesquisas por PCR em tempo real no LRV, uma importante
contribuicdo para responder as solicitacoes feitas pelas entidades oficiais de

vigilancia e controlo, produtores e consumidores.
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2.1. Seguranca Alimentar

Em pleno século XXI, a seguranga alimentar continua a ser um dos maiores
desafios da humanidade, para tal tem contribuido o aumento da exigéncia por parte

dos consumidores.

Vivemos numa época de grandes avangos cientificos, que nos permitem olhar para
0 que comemos de outra forma. A sazonalidade de muitos alimentos deixou de
existir. O aprovisionamento também foi alterado radicalmente com a possibilidade
de conservar em congelacao e em refrigeracao.

Segundo a OMS, seguranca alimentar € um termo abrangente que se refere ao
facto de que “todas as pessoas, em todos os momentos, devem ter acesso a uma
alimentacao suficiente para uma vida ativa e saudavel, disponivel portanto, em
quantidade e qualidade nutricionalmente adequadas, além de serem livres de
contaminagcées que possam levar ao desenvolvimento de doencas de origem
alimentar” (WHO, 2004).

Esta definicdo tem sido utilizada de forma imprecisa em alguns paises, ou seja, 0
conceito de “Food security” é por vezes confundido com “Food safety”, porque as
palavras “security” e “safety” sdo sinbnimos em muitas linguas” (WHO, 2004). No
entanto, estes conceitos sao diferentes.

“Food safety” é um termo usado com significado de garantia do consumo alimentar
seguro, no ambito da saude coletiva. A caracteristica essencial do alimento seguro
€ a sua inocuidade, livre de contaminantes de natureza quimica, bioldgica, fisica ou
ainda de quaisquer agentes que possam colocar em risco a saude de quem 0s
consome (Nitzke et al., 2010). Por outro lado, “Food Security” refere-se a garantia
de acesso ao consumo de alimentos. Esta designacao abrange todo o conjunto de
necessidades para a obtencdo de uma nutricdo adequada a saude (Nitzke et al.,
2010).

O termo “Food Security” comecou a ser utilizado apés o fim da Primeira Guerra
Mundial. A partir deste acontecimento, ficou evidente que um pais poderia dominar
o outro controlando o seu fornecimento de alimentos. Desta forma, a alimentacao
tonar-se-ia uma arma poderosa, principalmente se aplicada sobre um pais que néao

tivesse a capacidade de produzir de forma autbnoma, bens alimentares em
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quantidade suficiente para a sua populacdo. A questdo adquiria, desta forma,
significado de segurancga nacional para cada pais, apontando para a necessidade
de formacéo de stocks "estratégicos" de alimentos e fortalecendo a ideia de que a
soberania de um pais dependia de sua capacidade de auto-suprimento de
alimentos (Maluf, 2000).

Em 2001, a FAQO, estabeleceu a definicao atual de “Food Security” — “Situacao que
existe quando todas as pessoas, a qualquer momento tém acesso fisico, social e
economico a alimentos suficientes, seguros e nutritivos, que permitam satisfazer as
suas necessidades em nutrientes e preferéncias alimentares para uma vida activa
e saudavel”. Assim, a “Food security” € uma designacao abrangente, onde se inclui
a disponibilidade, o acesso fisico e econdmico, a estabilidade dos abastecimentos
e do acesso e a utilizacdo de alimentos seguros e saudaveis (FAO/WHO, 2006).
Assim, segundo esta designacao, o termo alimento seguro € um conceito que vai
ganhando importancia, ndo s6 pelo seu interesse para a saude publica, mas

também pelo seu importante papel no comércio internacional (Barendz, 1998).

Até aos anos 60, a seguranca e a qualidade dos alimentos era dada pelo controle
de qualidade tradicional, feito através de amostragens e analises, considerando no
geral, parametros definidos para o produto final (Portugal et al., 2002). Hoje em dia,
devem ser entendidas como um compromisso e um objetivo vital por todas as
organizagbes do sector alimentar, ao longo de toda a cadeia — do produtor ao
consumidor. Neste sentido, assiste-se a uma evolugdo vertiginosa tanto nos
métodos de producédo e processamento dos alimentos como na fiscalizagédo e
controlo necessarios de modo a garantir a correta implementacdo das normas de

seguranca consideradas adequadas em cada caso.

2.1.1. Leqislacao Comunitaria

A Uniao Europeia, consciente da extrema importancia da seguranca alimentar,
desenvolveu uma legislagdo adaptada as novas realidades, tendo em conta,
nomeadamente, a defesa dos interesses do consumidores e a necessidade de
consolidacao do mercado interno. Para além da legislacdo, houve a necessidade

de desenvolver a investigacdo no campo da microbiologia alimentar e de promover



a prestacao de servicos de apoio a seguranca alimentar nas mais variadas
vertentes de atuacdo (EU-RAIN, European union-risk analysis information network,
2005).

Neste sentido, a UE viu-se obrigada a rever um vasto numero de Diretivas
Comunitarias, em matéria de higiene dos géneros alimenticios no sentido de
garantir um nivel elevado de saude publica e em Abril de 1997 publicou um
documento de reflexdo, com uma série de ideias para analise e debate publico
sobre os Principios Gerais da Legislacdo Alimentar da Unido Europeia — Livro
Verde (Unido-Europeia, 1997).

Em Janeiro de 2000, foram publicados os resultados desse processo de consulta e
debate, sendo apresentadas propostas de acdo comunitaria em matéria de
Seguranca Alimentar num documento com 84 pontos de acdo denominado “Livro

Branco sobre Seguranca Alimentar” (Unido-Europeia, 1999).

Esta publicagdo abrange toda a cadeia, de modo a existir um método completo e
coeso de seguranca alimentar “da exploragdo agricola até a mesa”. Como a
legislagéo existente ndo era comum a todos os estados membros, tornava-se,
necessario definir, a nivel comunitario, uma base comum para as medidas que
regulam os géneros alimenticios e os alimentos para animais. Em todas as etapas
desta cadeia, a responsabilidade juridica de velar pela segurangca dos géeneros
alimenticios incumbe aos operadores das empresas do setor alimentar (Unido-
Europeia, 1999).

Para responder a estas preocupacées, a UE, publicou o Regulamento (CE) n?
178/2002 de 28 de Fevereiro (2002b), que determina os principios e normas gerais
da legislagdo alimentar, cria a Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos e estabelece procedimentos em matéria de seguranga dos generos
alimenticios”, tendo entrado em vigor no dia 1 de Janeiro de 2005.

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA ou EFSA) reforca o
sistema atual de apoio cientifico e técnico. A sua missdo essencial é fornecer ajuda
e pareceres cientificos independentes, assim como criar uma rede para uma

estreita cooperagdo com os organismos analogos nos Estados-Membros. Também



tem como fungdes avaliar os riscos ligados a cadeia alimentar e informar o grande

publico sobre os mesmos.

A legislacao comunitaria aparece como consequéncia do Livro Branco. Aparece

assim:

e Regulamento (CE) n.? 852/2004 do Parlamento Europeu (2004b), que
estabelece requisitos gerais de higiene a respeitar pelas empresas do sector
alimentar em todas as fases da cadeia alimentar. Este Regulamento € de

aplicagédo obrigatéria desde Janeiro de 2006;

e Regulamento (CE) n.® 853/2004, do Parlamento Europeu e do Conselho, de
29 de Abril de 2004 (2004c), que estabelece regras especificas de higiene
aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal, a fim de garantir um

nivel elevado de segurancga dos géneros alimenticios e de saude publica;

¢ Regulamento (CE) n.® 854/2004, do Parlamento Europeu e do Conselho, de
29 de Abril de 2004 (2004d), que estabelece regras especificas de
organizagcao dos controlos oficiais de produtos de origem animal destinados

ao consumo humano;

e Diretiva 2003/99/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 17 de
Novembro (2003), relativa a vigildncia das zoonoses e dos agentes

zoonobticos;

e Diretiva 2004/41/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 21 de Abril
de 2004 (2004a), que revoga certas diretivas relativas a higiene dos géneros
alimenticios e as regras sanitarias aplicaveis a producao e a comercializacao
de determinados produtos de origem animal destinados ao consumo
humano e altera as diretivas 89/662/CEE e 92/118/CEE.

Além disso, os seguintes Regulamentos e Diretivas completam a legislacao

comunitaria em matéria de higiene dos generos alimenticios:

¢ Regulamento (CE) n.? 882/2004, do Parlamento Europeu e do Conselho, de
29 de Abril (2004f), que reorganiza os controlos oficiais dos géneros
alimenticios e dos alimentos para animais de maneira a integrar os controlos

em todas as etapas da producao e em todos os setores;



e Diretiva 2002/99/CE do Conselho, de 16 de Dezembro de 2002 (2002a), que
estabelece as regras de policia sanitaria aplicaveis a producao,
transformacgao, distribuicdo e introducao de produtos de origem animal
destinados ao consumo humano. Nela constam as condicbes para a
colocacdo no mercado dos produtos de origem animal e as restricdes
aplicaveis aos produtos provenientes de paises ou de regides terceiros,
sujeitos a restricdes de policia sanitaria;

e Regulamento (CE) n.? 183/2005, do Parlamento Europeu e do Conselho, de
12 de Janeiro (2005a), que estabelece os requisitos de higiene para
alimentacao animal, que completa o “pacote higiene”, pela incluséo de um
elo importante da cadeia alimentar, garantindo a seguranca dos alimentos

para animais.

Em 2006 entrou em vigor um novo pacote de legislacao cujo diploma fundamental
€ o Regulamento (CE) N° 852/2004(2004b). No entanto, o pacote legislativo é mais
completo, devendo ainda ter-se em consideracdo e particular atengdo aos

principios, definicoes e regras estabelecidas nos seguintes documentos:

e Regulamento (CE) N° 882/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho de
29 de Abril de 2004 (2004e) relativo aos controlos oficiais realizados para
assegurar a verificagdo do cumprimento da legislacao relativa aos alimentos
para animais e aos generos alimenticios e das normas relativas a saude e

ao bem-estar dos animais;

e Regulamento da Comissao (CE) N? 2073/2005 de 15 Novembro de 2005

(2005b) relativo aos critérios microbioldgicos para géneros alimenticios;

e Regulamento da Comissao (CE) N° 2074/2005 de 5 Dezembro de 2005
(2005c) relativo a implementacao de medidas para determinados produtos
previstos no Regulamento (CE) N® 853 (2004c) e para a organizacao de
controlos oficiais no ambito dos Regulamentos (CE) N° 854/2004 (2004d) e
N 882/2004 (2004e).
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O cumprimento do Regulamento (CE) N® 852/2004 (2004b) é compulsivo para
todos os Estados-Membros da Unido Europeia e a entrada em vigor deste
Regulamento é concomitante com a revogacao da Diretiva N® 93/43/CE (1993)
transposta para a ordem juridica nacional pelo Decreto-Lei n® 67/98 de 18 de
Marco (1998), revogado, entretanto, pelo Decreto-Lei n® 113/2006 de 12 de Junho
de 2006 (2006).

Assim, o Regulamento (CE) N° 852/2004 (2004b) estabelece as regras gerais
destinadas aos operadores das empresas do setor alimentar no que se refere a
higiene dos géneros alimenticios e aplica-se a todas as empresas e operadores,
responsabilizando os respetivos operadores pela auséncia de cumprimento das
normas da legislacdo alimentar. Aplica-se a todas as fases de producéo,
transformacao e distribuicdo de géneros alimenticios, incluindo a producéo
primaria. E, portanto, um diploma de aplicagdo horizontal no setor alimentar.

2.1.2. Autoridade responsavel pela seguranca alimentar em Portugal

Através do Decreto-Lei n® 237/2005, de 30 de Dezembro (2005), foi criada, a nivel
nacional, a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica, resultante da
extincdo de varios organismos que, entdo, operavam na darea da segurancga
alimentar, tais como a Direccao-Geral do Controlo e Fiscalizacdo da Qualidade
Alimentar, a Agéncia Portuguesa de Segurancga Alimentar e a Inspecdo-Geral das
Atividades Econdmicas. Segundo este Decreto a ASAE é a entidade responsavel
pela avaliacdo e comunicagdao dos riscos na cadeia alimentar, bem como pela
disciplina do exercicio das atividades econdémicas nos setores alimentar e nao
alimentar, mediante a fiscalizacdo e prevencao do cumprimento da legislagéo
reguladora das mesmas (Picciochi, 2006).

Em 2012 foi publicada a nova organica da ASAE, pelo Decreto-Lei 194/2012
(2012). De acordo com este Decreto de Lei a ASAE tem por misséo a fiscalizagao e
prevencdo do cumprimento da legislagdo reguladora do exercicio das atividades
econOmicas, nos setores alimentar e nao alimentar, bem como a avaliacdo e
comunicagao dos riscos na cadeia alimentar, sendo o organismo nacional de

ligacdo com as suas entidades congéneres, a nivel europeu e internacional.
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2.1.3. Autoridade responsavel pela sequranca alimentar na Regidao Autbnoma dos
Acores

A nivel Regional sédo vérias as entidades responséaveis pela seguranca alimentar:

- Inspegéo Regional das Atividades Economicas - Servico da Vice-Presidéncia do
Governo Regional dos Acores, Emprego e Competitividade Empresarial ao qual
incumbe, na RAA, garantir o cumprimento das normas que disciplinam as
atividades econdmicas.

Este servigo tem por ambito o territério da RAA, através da fiscalizagdo de todos os
locais onde se proceda a qualquer atividade industrial, comercial, agricola,
piscatoria ou de prestagdo de servicos, zelando pelo cumprimento de todas as

normas que disciplinam o exercicio de tais atividades economicas.

- Secretaria Regional dos Recursos Naturais - é o departamento do Governo
Regional que define e executa a politica regional nos dominios da agricultura e
pecuaria, das pescas e aquicultura, do desenvolvimento rural, da formacao agraria
e extensao rural, das florestas, da orla costeira e dos assuntos relacionados com o
mar, do ambiente, do ordenamento do territério e dos recursos hidricos,
promovendo o reforgo da importancia das atividades produtivas tradicionais e o
pleno aproveitamento das potencialidades naturais da Regido, sob uma perspetiva
global e integrada e de desenvolvimento sustentavel.

Entre outras missées que foram atribuidas a esta secretaria, através do Decreto
Regulamentar Regional n® 11/2013/A (2013) destacam-se as seguintes:

e Apoiar as atividades econdmicas nos dominios da agricultura e pescas e
industrias e atividades conexas, do desenvolvimento rural e das florestas,
apoiando a valorizacdao e o desenvolvimento sustentavel das atividades

produtivas tradicionais da Regiao;

e Assegurar a protecdo, a qualidade e a seguranca da producdo agricola,
designadamente nas areas de protecdo animal e de sanidade animal,
protecao vegetal e fitossanidade.
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Para a prossecucdo destas missdes a SRRN dispde da Direcao Regional da
Agricultura e Desenvolvimento Rural, como executivo central e dos Servigos de

Desenvolvimento Agrario de Ilha, como executivos periféricos.

A Diregdo Regional da Agricultura e Desenvolvimento Rural tem por missdo
contribuir para a definicdo da politica regional nos dominios da agricultura e
pecuaria, incluindo a industria e atividades conexas, do desenvolvimento rural, da
formagdo agraria e da extens&o rural, bem como orientar, coordenar e controlar a

sua execugao.

Na dependéncia da DRADR funciona um nucleo de servigos designados por
Direcédo de Servicos de Veterinaria, que compreende 0s seguintes servigos: Divisao
de Higiene Publica Veterinaria e Laboratorio Regional de Veterinaria.

A DHPV compete, entre outras fungdes, as seguintes tarefas:

- Participar na definicao, aplicacdo e avaliacdo das politicas de saude publica,
emitir parecer técnico sobre os projetos de instalacdo e dos equipamentos dos
estabelecimentos destinados ao abate, preparagéo, transformacao, manipulagao,

tratamento, armazenamento e distribuicdo de produtos de origem animal;

-Coordenar os procedimentos na aprovacado de estabelecimentos que laboram
produtos e subprodutos alimentares e, validar as propostas de atribuigcéo,
suspensao e cancelamento dos numeros de aprovacao, a estabelecimentos de

produtos e subprodutos de origem animal;

-Definir e coordenar a estratégia na gestdo de risco com vista a promocao da
seguranca dos produtos e a execugao das normas de funcionamento dos controlos
oficiais e da inspec¢ao higiossanitaria;

-Cooperar com outras instituicoes e servigos nos planos de prevengao e luta contra
as doengas animais e emergentes de carater zoonético e participar nos inquéritos

epidemioldgicos;

- Coordenar o funcionamento e as medidas de gestdo de risco das atividades
relacionadas com os postos de inspecao fronteiricos e pontos de entrada na
Regido e o sistema de certificacdo de produtos de origem animal para efeitos de
exportacao;
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- Definir, regulamentar e coordenar a atividade dos médicos veterinarios oficiais da
Regiao e as acdes de inspecéo higiossanitaria dos produtos animais destinados ao

consumo publico ou a industria;

O LRV, é o laboratério oficial da Regiao competindo-lhe, entre outras funcoes,
colaborar na preparacéo, coordenagao e execucao dos planos de controlo oficial;
prestar apoio direto a organismos oficiais com competéncias especificas no &mbito
do controlo oficial de produtos de origem animal, a inspecao de fronteiras, inspecao
sanitaria e inspecdo de alimentos e seguranga alimentar e realizar analises no

ambito da sanidade animal.

- Médicos Veterinarios Municipais

As responsabilidades dos MVM no ambito do controlo dos estabelecimentos de
comércio a retalho de carne, produtos da pesca e produtos lacteos sao as

seqguintes:

e Manter um registo atualizado do universo de estabelecimentos sob seu

controlo;
e Articular com as DSV no sentido de dar cumprimento ao previsto nos plano;

e Programar a execugao dos controlos oficiais aos estabelecimentos sob sua

jurisdicao, de acordo com os critérios definidos;

e Executar os controlos oficiais e manter um registo atualizado das ac6es de

controlo oficial realizadas.

2.2. Perigos de Origem Alimentar

Os perigos alimentares podem ter origem bioldgica (bactérias, virus e parasitas
patogénicos), quimica (compostos téxico produzidos durante o processamento,
pesticidas, contaminantes tdxicos inorganicos, antibioticos, promotores do

crescimento, aditivos alimentares toxicos, lubrificantes, tintas ou desinfetantes) ou,
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ainda, fisica (pedras, pedacos de vidro ou de metal), sendo que, estes ultimos

tendem a ter um menor impacto na saude publica.

Sao hoje conhecidos mais de 200 agentes, de origem microbiana ou quimica, que
podem aparecer nos alimentos e desencadear o aparecimento de doencas. Este
namero tem propensao para continuar a aumentar com a alteragéo dos habitos de
producdo, preparacao e de consumo dos alimentos. Os novos compostos quimicos
gue vao sendo libertados para o ambiente, como resultado da atividade humana,
poderdo contribuir para a contaminacdo das cadeias alimentares. Contudo, os
perigos bioldgicos sdo 0s que representam maior ameaga, devido a sua elevada
capacidade para causarem doencas de ag¢ao quase imediata (Newell et al., 2010).

Os dados Europeus mais recentes sobre zoonoses e surtos de origem alimentar,
sao referentes a 2011 e foram publicados em 2013 pela “European Food Safety
Authority” e o “European Centre for Disease Prevention and Control” no “Summary
report on zoonoses, zoonotic agents and food-borne outbreaks 2011”. No total,
foram reunidos dados sobre varios microrganismos, entre eles: Salmonella,
Campylobacter, Listeria monocytogenes, Escherichia coli verotoxinogénica,
Mycobacterium bovis, Brucella e Yersinia enterocolitica (EFSA, 2013).

Segundo este relatério, foram registados 95 548 casos confirmados de
salmonelose em humanos. Este nimero diminuiu 5,4% em comparacdo com 2010
e 37,9% em comparagcdao com 2007. Presume-se que a redugdo observada é
devido ao sucesso dos programas de controlo de salmonelas em popula¢des de
aves de capoeira. A carne picada e derivados, bem como os moluscos bivalves
vivos foram as categorias de alimentos com maior proporcao de produtos nao

conformes.

A mesma situagédo foi registada com a listeriose, 0 niumero de casos também
diminui em comparagao com 2010. Em 2011 foram confirmados 1 476 casos de
listeriose e tal como nos anos anteriores, foi relatada uma alta taxa de mortalidade
(12,7%) entre os casos. Todavia, foram poucos o0s casos em que a L.
monocytogenes foi detetada acima do limite de seguranca juridica de alimentos
prontos para consumo. Os alimentos que mais frequentemente excederam estes
limites foram os produtos da pesca, queijos e linguicas.
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As zoonoses que registaram um aumento significativo em 2011, foram a
campilobacteriose humana, com 220 209 casos confirmados e as infe¢des
causadas por Escherichia coli verotoxinogénica com 9 485 casos, sendo 1 064
causados pelo serogrupo O104. A campilobacteriose continuou a ser a zoonose

mais relatada.

No total, foram relatados na UE 5 648 surtos de origem alimentar, resultando em 69
553 casos de doenga em humanos, 7 125 hospitalizacées e 93 mortes. A maioria
dos surtos relatados foram causados por Salmonella, Campylobacter, toxinas
bacterianas e virus; no entanto, a epidemia em humanos foi causada por
Escherichia coli produtora de toxina de Shiga associada a sementes germinadas
(Fig. 2.1). Os ovos e ovoprodutos surgem como as principais vias de contaminagéao
(EFSA, 2013).

Figura 2.1. Distribuicdo dos surtos de origem alimentar por agentes na EU, 2008-2011
(Adaptado de EFSA (2013))
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Contudo, muitas das notificacbes de doenca de origem alimentar, apresentadas,
resultam de estimativas, uma vez que a maioria dos paises nao dispde de sistemas

de registo de dados.

Em Portugal, tal como acontece na maioria dos paises industrializados, os dados
relativos as doencas de origem alimentar sdo escassos, 0 que se traduz numa

subavaliagdo da real dimensdo desta questdo e, provavelmente, numa incorreta
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percecao da importancia relativa de cada uma das doencas. O facto da maioria das
vitimas de uma infecao ou intoxicacao alimentar ndo recorrer a um profissional de
saude e, quando o faz, raramente ser sujeita a andlises que permitam identificar o
agente responsavel, contribui para esta situacao (Veiga et al., 2009). Por exemplo,
a campilobacteriose, que foi a zoonose mais relatada na Unidao Europeia, podera
estar subestimada em Portugal devido ao facto de ndo ser de declaragéao
obrigatéria. Também existem dados que sugerem a existéncia de uma elevada
incidéncia de contaminacgao por L. monocytogenes em alguns alimentos mas como
a listeriose, ndao € de declaragdo obrigatéria, esta também devera estar
subestimada (EFSA, 2009).

Segundo o oitavo relatério da OMS sobre o programa de vigilancia para o controlo
das doencas de origem alimentar, toxinfe¢cdes e intoxicacbes na Europa (1999-
2000) (WHO, 2003) podemos constatar que, apesar dos dados serem escassos,
para o ano 2000 foram notificados 2 224 casos de intoxicagdo com origem
alimentar em Portugal, dos quais 23% dizem respeito a casos de brucelose, e 20%
a casos de salmonelose (Fig. 2.2).

Figura 2.2. Surtos de origem alimentar verificados em Portugal no ano 2000 (Adaptado de
WHO (2003)).
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Os géneros alimenticios associados a estes surtos foram identificados em 70% das
doencas de origem alimentar investigadas em 2000. Desta percentagem, 29%
foram confirmados, apds diagnéstico laboratorial (Fig. 2.3). Os produtos e

preparados a base de carne, produtos de pastelaria e as refeicdes prontas para
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consumo foram dos géneros alimenticios mais frequentemente imputados (WHO,
2003).

Figura 2.3. Distribui¢cdo do total de surtos de origem alimentar verificados em Portugal nos
anos de 1999 e 2000 por categoria de produto (Adaptado de WHO (2003)).
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2.3. Controlo

A possibilidade da intoxicacdo alimentar de origem bacteriana causar grandes
surtos de doencga aguda, num curto periodo de tempo, faz com que esta seja uma
ameaca com que a maioria das empresas de géneros alimenticios se depara
constantemente. Neste sentido foi publicado no final de 2005 o Regulamento (CE)
N?°. 2073/2005 da Comissao de 15 de Novembro de 2005 (2005b).

O Regulamento (CE) n.? 2073/2005 (2005b), alterado pelo Regulamento (CE) n.°
1441/2007, da Comissao de 5 de Dezembro de 2007 (2007), pelo Regulamento
(UE) n® 365/2010 da Comissao de 28 de Abril de 2010 (2010), pelo Regulamento
(UE) n® 1086/2011 da Comissao de 27 de Outubro de 2011 (2011) e pelo
Regulamento (UE) n® 209/2013 da Comissao de 11 de Margco de 2013 (2013),
estabelece para diferentes géneros alimenticios, quais os respetivos critérios
microbiolégicos de seguranca, define a aceitabilidade de um produto ou de um lote

de géneros alimenticios colocados no mercado e estabelece critérios de higiene
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dos processos. Este regulamento refere que os géneros alimenticios ndo devem
conter microrganismos nem as suas toxinas e metabolitos em quantidades que

representem um risco inaceitavel para a saude humana.

De acordo com o estabelecido no artigo 3° do regulamento (CE) n.? 2073/2005
(2005b) os operadores das empresas do sector alimentar devem assegurar que 0s
géneros alimenticios cumprem os critérios microbiolégicos estabelecidos no seu
anexo | (critérios de seguranca dos géneros alimenticios e de higiene dos
processos). Para o efeito, em cada fase da producéo, transformacéao e distribuicéo
de alimentos, incluindo a venda a retalho, os operadores das empresas do sector
alimentar devem tomar medidas, no quadro dos seus procedimentos baseados nos
principios do sistema Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (HACCP) e
da aplicacéo de boas praticas de higiene.

Quando necessario, os operadores das empresas do sector alimentar responsaveis
pelo fabrico do produto devem realizar estudos em conformidade com o anexo Il do
Regulamento (CE) n.® 2073/2005 (2005b), a fim de verificar se os critérios sédo
cumpridos durante todo o periodo de vida util dos produtos. Este requisito é
aplicavel, em especial, aos alimentos prontos para consumo suscetiveis de permitir
o crescimento de L. monocytogenes constituindo assim um risco para a saude
publica. Os referidos estudos podem incluir a determinacdo das caracteristicas
fisico-quimicas dos produtos alimentares, tais como o pH, Aw, teor de sal,
concentragdo de conservantes e tipo de sistema de embalagem, bem como a
consulta da literatura cientifica disponivel e dos dados de investigacao relativos as

caracteristicas de crescimento e sobrevivéncia dos microrganismos em questao.

Segundo este regulamento os limites aplicados tém em consideragdo a
composigcao e o processo de fabrico dos alimentos, isto €, os fatores intrinsecos e
extrinsecos que condicionam o desenvolvimento das bactérias. No entanto, estes
limites devem estar abertos a reexame e, se necessario, serem revistos ou
completados tendo em conta a evolugao no dominio da seguranca dos géneros
alimenticios e da microbiologia alimentar, o que inclui os progressos registados na
ciéncia, tecnologia e metodologia, as alteragcdes de prevaléncia e niveis de
contaminacao, a evolugédo da populacao de consumidores sensiveis, bem como os

eventuais resultados das avaliagdes de riscos (Gomes, 2007).
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Em relacdo a L. monocytogenes, este regulamento estabelece como critério
microbiolégicos aplicaveis aos géneros alimenticios, que este patogénico nao deva
estar presente acima das 100 UFC/g durante o seu periodo de vida util, quando
colocado no mercado e nos alimentos em que é possivel ocorrer o crescimento da
bactéria, no entanto, deve estar ausente em 25 g antes do produto deixar de estar
sob o controlo imediato do operador da empresa do sector alimentar, a menos que
o produtor possa demonstrar, a contento da autoridade competente, que o produto
nao excedera o limite de 100 UFC/g até ao fim do seu periodo de vida util. No caso
da Salmonella este regulamento estabelece como limite a sua auséncia em 25g.

2.4. Salmonella spp

2.4.1. Classificacdo

O género Salmonella (Fig.2.4) foi nomeado como tal em 1885 pelo médico

veterinario e patologista, Salmon (Yan et al., 2003).

Figura 2.4. Visualizacdo da Salmonella Typhi através da técnica de imunofluorescéncia.
(Adaptado de (Baker et al., 2007)).

A classificacdo desta bactéria evoluiu ao longo do tempo. Historicamente, a sua
classificacado era baseada na epidemiologia, gama de hospedeiros, manifestacdes
clinicas, reacdes bioquimicas e padrdes antigénicos de superficie. De acordo com
a nomenclatura mais recente, que reflete os avancos recentes em taxonomia

(Grimont & Weill, 2007), o género Salmonella consiste de apenas duas espécies
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principais: Salmonella enterica e Salmonella bongori. A S. enterica é dividida em
seis subespécies, que sao distinguiveis por certas caracteristicas bioquimicas e
pela sua susceptibilidade a lise pelo bacteriéfago. Estas sub espécies séo: enterica,
Salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Para os serotipos de S. bongori,
o simbolo V foi mantido para evitar confusdo com os nomes do sorovar de S.

enterica subsp. enterica (Quadro 2.1).

Quadro 2.1. Distribuicdo do género Samonella em espécies, subespécies e nimero de
serotipos (Adaptado de (Guibourdenche et al., 2009)).

Género | Espécie Subespécie Numel:o de
Serotipos

Salmonella | enterica | enterica 1547

salame (ll) 513

arizonae (llla) 100

diarizonae (lllb) 341

houtenae (1V) 73

indica (VI) 13

bongori | Subespécie V 23

Total 2610

As estirpes de Salmonella sado classificadas em serotipos com base na vasta
diversidade dos seus antigénios de superficie, os quais s&o antigénios somaticos
(O),flagelares (H) e capsulares (Vi) em conformidade com o esquema de
Kauffmann—White. Os antigénios O sao designados por numeros arabes (1, 2, 4,
etc.), enquanto os antigénios H sao designados por letras minusculas do alfabeto e
por numeros arabes. S6 existe um tipo imunoldgico de antigeno Vi, encontrado
somente em Salmonella typhi, Salmonella dublin e Salmonella hirschfeldii. Os
antigénios O e Vi sdo termorresistentes, ndo sendo destruidos pelo aquecimento a
100° C durante duas horas. Os antigénios H sado termolabeis. Para determinacao
do serotipo de uma Salmonella, os antigénios H que recobrem a célula precisam

ser eliminados pelo aquecimento (Franco & Landgraf, 2004).

Os serotipos mais comuns que causam infecdes em humanos e animais pertencem

a subespécie enterica. Os serotipos das outras subespécies sao mais
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frequentemente encontrados em animais poiquilotérmicos € no ambiente, sendo
ocasionalmente associados a doengas humanas. Alguns serotipos de subespécie
arizonae e subespécie diarizonae tém sido associados com a doenca em perus e
ovelhas enquanto outros podem ser transportadas por anfibios e répteis de vida
livre ou em cativeiro (OIE, 2010).

Na Salmonella enterica subespécie enterica, muitos serotipos sdo designados por
um nome geralmente indicativo de doencas associadas, especificidade do
hospedeiro ou origens geograficas. Algumas salmonelas clinicamente importantes
como a Salmonella typhi foram denominadas de acordo com a doenca, outras,
como a Salmonella abortusovis foram correlacionadas com a doenca e/ou animal a
partir do qual foram isoladas, ou mesmo pela regido geografica onde o organismo
foi isolado pela primeira vez, como a Salmonella london e Salmonella panama
(Patrick & Frangois, 2007).

2.4.2. Caracteristicas Taxondmicas

A Salmonella pertence a familia das Enterobactereaceae e compreende pequenos
bastonetes, 0,7 a 1,5 ym por 2,5 a 5,0 um, Gram-negativos, nao esporulados,
aerébios ou anaerdbios facultativos, catalase positiva, oxidase negativa. Séo
bactérias fermentadoras de acucares com producédo de gas, producdo de H,S e
sdao normalmente mdéveis com flagelos peritricos, exceto Salmonella pullorum e

Salmonella gallinarum, que séo iméveis (Forshell & Wierup, 2006).

A atividade de agua afeta diretamente o desenvolvimento da bactéria embora o
limite minimo seja de 0,94, as salmonelas podem sobreviver por até mais de um

ano em alimentos com baixa Aw (Germano & Germano, 2008).

O pH o6timo para a multiplicagdo das salmonelas fica préximo de 7,0, sendo que
valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Dependendo da
natureza do acido utilizado para a acidificagao, o pH minimo pode subir para 5,5. O
acido acético, o acido propiénico e o acido butirico sdao mais inibitérios do que o
acido cloridrico, para um mesmo pH. As salmonelas nao toleram concentracoes de
sal superiores a 9%. O nitrito é inibitério e o seu efeito é acentuado pelo pH acido.
A temperatura ideal para a multiplicacdo da Salmonella € 35-37° C, sendo a
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minima de 5° C e a maxima de 47° C. Porém valores maximo e minimo dependem
do serotipo (Franco & Landgraf, 2004).

2.4.3. Reservatorios

A Salmonella localiza-se primordialmente no trato gastrointestinal das aves em
geral, de mamiferos domésticos e silvestres, bem como de répteis, sem provocar,
na maioria das espécies hospedeiras, manifestacao de sintomas. Isto ocorre, por
exemplo, com a Salmonella enteritidis, Salmonella pollorum e Salmonella
gallinarum em aves e a Salmonella choleraesuis em suinos (Germano & Germano,
2008). Os animais de estimacdo sao considerados 0s principais reservatorios de
Salmonella do tipo typhimurium, enteritidis e newport (Silva, 1995). A transmissao
ao homem ocorre, geralmente, pela ingestao de alimentos e/ou agua contaminados
(Favrin et al., 2001).

As fontes mais comuns de Salmonella séo as carnes, principalmente de frango,
leite e ovos. Além destes, diversos alimentos podem ser envolvidos na
transmissdo, sejam eles crus, insuficientemente processados ou que sofreram

contaminacao cruzada, de origem animal ou vegetal (Garrick & Smith, 1994).

2.4.4 Epidemiologia

Este género é certamente, o de maior relevancia em alimentos, pelo numero de
pessoas afetadas pela salmonelose, pelas complicagdes e sequelas desta doenca,
pela quantidade e volume de produtos alimenticios contaminados e pela perda
econdmica devido a tratamento médico ou hospitalar ou reprocessamento e

destruicdo de alimentos (Kaku et al., 1995).

A preocupacdo com a sua ubiquidade e com os efeitos decorrentes da sua
veiculagdo pelos alimentos tem extensdo internacional (Pardi et al., 1995). No
entanto a sua epidemiologia é muito complexa, pois a origem da contaminacao dos
alimentos pode ocorrer por duas vias. Por um lado, os alimentos de origem animal
podem conter esses microrganismos na sua origem, animais com infecdes
subclinicas ou portadores assintomaticos de Salmonella spp podem carregar este
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agente para os alimentos a que dao origem. Por outro lado, os alimentos podem
ser contaminados através de equipamento, manipuladores, roedores, insetos ou
até mesmo por contaminacdo cruzada com outros alimentos, o que é muito

frequente (Picollo, 1992).

Segundo Tessari et al. (2003), os serotipos mais associados as infecoes
alimentares sdo Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium. Os primeiros
registos em humanos de Salmonella enteritidis datam de 1888 em

Frankenshausen, Alemanha.

A Salmonella typhimurium € o serotipo mais encontrado nos alimentos no Brasil,
EUA, Canada e Japado. Contudo, alguns serotipos possuem distribuicdo mais
restrita, tais como: Salmonella derby, que é muito frequente no México, porém raro
nos EUA; Salmonella panama que tem grande importdncia na Europa e a
Salmonella weltewreden na Asia (Germano & Germano, 2001).

Os hébitos alimentares influenciam a epidemiologia das salmoneloses. A
preparacao e o armazenamento de grandes quantidades de alimentos, manuseio e
controlo inadequados, e ainda temperaturas desfavoraveis sao condicbes que
propiciam o aparecimento de contaminac¢des deste tipo, e favorecem o processo
multiplicativo da Salmonella. Como exemplo pode citar-se 0 consumo de visceras
de animais, habito comum em determinados paises (China, Africa do Sul, Israel),
que tem causado varios surtos de salmonelose (Germano & Germano, 2001).

Outros fatores que contribuem para esse incremento s&o: 0 aumento da proporgao
de idosos na populacao e do numero de pacientes crénicos e imunocomprometidos
(Darwin & Miller, 1999).

Apesar da altissima incidéncia de surtos de salmonelose relatados em todo o
mundo (Quadro 2.2), a magnitude do problema ainda é subestimada, pois a maioria
dos casos nao é notificada. Como a salmonelose é uma doenga auto-limitante,
muitas vezes ela ndo € diagnosticada corretamente. Além disso, como a maioria
das pessoas infetadas ndo procura atendimento médico, amostras clinicas nem
sempre sao obtidas para testes laboratoriais e muitas vezes os resultados
encontrados ndo sao comunicados aos 6rgaos de saude responsaveis (Rabsch et
al., 2001).

24



Consequentemente estima-se que o nimero de infecdes nao notificadas € 20 a 100

vezes maior do que as notificadas. Nos Estados Unidos, estima-se que o niumero

de casos de salmonelose seja 38 vezes maior que o numero de casos notificados
(Heinitz et al., 2000).

Quadro 2.2. Levantamento epidemiolégico de Salmonella spp

Ano Pais Ocorréncia Referéncia

1986 - 1993  Argentina Notificaram-se 150 surtos afetando mais de 600 (Caffer &
pessoas, sendo que 47,3% apresentarem Salmonella Eiguert, 1994)
enteritidis como agente causador da toxinfegao.

1984 Portugal Relatou-se a frequéncia de Salmonelose e(Caffer & (Bernardo &
Eiguert, 1994)(Caffer & Eiguert, 1994)(Caffer & Eiguert, Machado, 1989)
1994)m 92% dos surtos.

1991 - 1994  ltdlia Salmonella spp foi responsavel por 81% dos surtos (Scuderi et al.,
onde S. enteritidis estava relacionado a 34% deles. 1996)

1995 Brasil Notificou-se 56 surtos causados por Salmonella com (Kaku et al.,
3516 casos e 5 6bitos. 1995)

1995 - 2001 Comunidade Relatou-se em 13 paises 600 000 casos de (Gill etal., 2004)

Europeia (13 Salmonelose humana por ano, na sua maioria causada
paises) por S. enteritidis e S. typhymurium.
1999 - 2002  Brasil Registaram-se 878 surtos de toxinfecao alimentar, com (Eduardo &
20471 casos, das bactérias envolvidas a Salmonella Katsuya, 2003)
spp correspondeu a 25,6% dos surtos.
2000 Brasil Surto causado por pao de queijo contaminado por (Sousa & Joelle,
Salmonella 2000)
2000 Franca Surto causado pelo consumo de sanduiches (Haeghebaert et
contaminados por Salmonella spp envolvendo 34 al., 2000)
pessoas, levando a morte de uma crianga.
2000 - 2004  Brasil Registou-se 277 surtos causados pelo consumo de (ANVISA, 2004)
OVOS e maionese caseira.
2004 Inglaterra 90% dos surtos alimentares foram causados por (Franco &
Salmonella spp. Landgraf, 2004)
2004 EUA, Dados relatam o aumento gradativo da incidéncia de (Franco &
Canada e Salmonelose. Landgraf, 2004)
Japao

2005 Estados Infecbes por Salmonella, resultaram em 168 000 casos, (WHO, 2013)
Unidos 15 000 internacdes, 580 mortes, com custo aproximado

de 3 bilides de ddlares.

2007 Inglaterra e Dos 101 surtos alimentares analisados, a Salmonella (Hughes et al.,
Pais de spp. foi responsavel por mais da metade deles. 2007)
Gales

2008 Estados 40 000 casos de Salmonelose foram relatados, (CDCPUS,
Unidos resultando em 600 mortes 2008)
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2.4.5. Alimentos envolvidos

A capacidade de algumas espécies de microrganismos sobreviverem em
determinados alimentos, depende ndo somente de suas caracteristicas fisicas e
nutricionais, mas também de fatores intrinsecos e extrinsecos dos alimentos como:
temperatura, pH, atividade de agua entre outros, como também, manipulacao e
armazenamento inadequado. Finstad et al. (2012) afirmaram que mais de 95% dos
casos ocorridos de salmonelose foram transmitidos por consumo de alimentos
impréprios ou que foram contaminados no momento de seu preparo por praticas

indevidas de manuseio.

Sao considerados alimentos que predispde o crescimento e/ou manutencdo de
Salmonella spp todos aqueles com alto teor de humidade e alta percentagem de
proteina, como, por exemplo, produtos lacteos (leite e queijos cremosos), ovos
(pudins, gemadas, licores de ovos, maioneses), carnes (de bovinos, suinos e aves)

e seus derivados (Germano & Germano, 2008).

Evangelista (2001), acrescenta ainda que os alimentos expostos ao ambiente

durante muito tempo, sdo mais vulneraveis ao crescimento de Salmonella spp.

A presenca de Salmonella spp. em amostras de carne, armazenadas a 0° C e
18°C, por 90 dias, indica que estas bactérias sobrevivem a periodos longos de
armazenamento, sob baixas temperaturas. O método de conservacao de carnes
em baixas temperaturas ndo garante a eliminacdo de microrganismos,

provenientes da contaminacao acidental de carcacas (Fortuna & Franco, 2005).

As carnes de aves domésticas, as carnes bovinas e suinas mal passadas ou cruas,
e ainda os churrascos ou bifes, podem ser fontes de contaminacdo. No caso das
aves, o0s seus derivados e ainda os ovos podem ser considerados a principal fonte
contaminante de Salmonella spp. O leite e seus produtos ndo pasteurizados
também se podem transformar em inimigos, quando se fala em contaminacéao via

alimentos (Gomes, 2009).

Produtos de origem vegetal, como verduras e frutas, podem ser contaminados
durante diferentes etapas de cultivo, devido a praticas agricolas incorretas,
sobretudo as concernentes a adubacdo com excrementos nao tratados e aguas

residuais (Germano & Germano, 2008).

26



As fontes ambientais deste microrganismo incluem entre outros, agua, solo,
insetos, superficies industriais e de cozinha, fezes de animais, carnes cruas, aves e
alimentos crus de origem marinha. A transmissdo ocorre quando o organismo é
introduzido na area de preparacao dos alimentos onde encontra condi¢cées que lhe
permitem multiplicar-se, como a temperatura de conservacdo e o modo de
preparagéo. Pode ainda ocorrer contaminagdo cruzada de alimentos processados
com alimentos ndo processados. O organismo também pode ser transmitido
através do contato direto com animais infetados, em ambientes contaminados por
humanos infetados ou material fecal contaminado (Viegas, 2009).

Na UE a Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium sdo os serotipos mais
associados a doencas humanas. Os casos de Salmonella enteritidis sao mais
associados a consumo de ovos contaminados e carne de aves domésticas;
enquanto o serotipo com maior prevaléncia, Salmonella typhimurium esta mais

associada ao consumo de carne de porco, de frango e bovina (EFSA, 2013).

2.4.6. Medidas de controlo e prevencao

Considerando que a presenca de Salmonella no produto final destinado ao
consumo humano é inaceitavel, sdo necessarias medidas gerais e/ou especificas
para prevenir a contaminagao dos alimentos ou controlar a multiplicagao bacteriana

nestes.

Das medidas de controlo e prevencdo necessarias destacam-se: evitar a
contaminagao cruzada; assegurar um aquecimento suficiente dos alimentos,
seguidos de uma refrigeracao rapida quando armazenados e evitar deixa-los muito
tempo a temperatura ambiente; comprovar que os manipuladores de alimentos néo
sdo portadores de Salmonella; controlar os roedores, passaros e insetos nas
fabricas e terrenos adjacentes; incrementar a vigilncia e detecao de salmonelas

sobre todos os alimentos cozidos (Fortuna & Franco, 2005).

O calor é uma forma eficiente para a destruicao deste patogénico, no entanto
algumas Salmonellas sao mais resistentes que outras, por exemplo, a Salmonella
seftenberg € 10 a 20 vezes mais resistente que os outros serotipos (Franco &
Landgraf, 1996). Além do calor, a irradiagdo com pequenas doses de raios gama
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tem sido utilizada, uma vez que elimina as Salmonellas dos produtos crus e racdes
(Hobbs & Roberts, 1998).

De acordo com Hobbs & Roberts (1998), o controlo de Saude Publica é realizado
através da higiene da producéo, tratamentos seguros e de armazenagem; quando
a contaminacao ocorre no ambiente de preparacao dos alimentos, é imprescindivel
que seja efetuado de maneira correta a limpeza dos equipamentos, utensilios e
superficies (Cardoso & Carvalho, 2006).

Em produtos a base de carne de aves, o controlo da Salmonella é feito através da
chamada exclusdo competitiva. Neste processo, impede-se que Salmonella
colonize o trato gastrintestinal das aves ainda na fase inicial das suas vidas. Os
animais recém-nascidos sao submetidos a um tratamento com culturas
microbianas mistas, que vao ocupar os sitios de aderéncia das salmonelas,

excluindo-as da flora intestinal dos animais (Franco & Landgraf, 2004).

Estas medidas, aplicadas em qualquer local de manipulagdo de alimentos, seja em
ambiente comercial ou doméstico, sdo de importédncia fundamental para a

diminui¢do da incidéncia de toxinfegdes alimentares.

2.5. Listeria monocytogenes

2.5.1. Classificacao

O género Listeria é constituido por seis espécies: L. monocytogenes, L. seeligeri, L.
ivanowvvi, L. welshimeri, L. grayi e L. innocua, baseado na homologia do ADN,
homologia do rRNA 16S, propriedades quimiotaxicas e analise enzimatica. Apenas
as espécies hemoliticas provocam doenca, sendo representadas pela L.
monocytogenes, L. seeligeri e L. ivanovvi. No entanto, sé a primeira é considerada

patogénica para o Homem (IFT, 2004).

L. Monocytogenes (Fig.2.5) foi inicialmente descoberta por Murray em 1924, sendo
inicialmente denominada por Bacterium monocytogenes devido a monocitose
apresentada por animais de laboratério experimentalmente infetados (Vazquez-
Boland et al., 2001).
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Em 1927, Prie estudando uma patologia em roedores na Africa do Sul, isolou do
figado destes animais uma bactéria a qual denominou Listerella hepatolytica, em
homenagem ao seu investigador Joseph Lister. Devido a semelhancga entre as duas
bactérias, estes dois pesquisadores resolveram denominar o microrganismo de
Listerella Monocytogenes, Contudo, Listerella ja contemplava um género
protozoario, entdo, Prie sugeriu a mudanga da nomenclatura para Listeria
monocytogenes (Vazquez-Boland et al., 2001).

Fig. 2.5. Listeria Monocytogenes (Adaptado de Vertefeuille (2011))

L]

A espécie L. monocytogenes inclui treze serovares (1/2a, 1/2b, 1/2c¢, 3a, 3b, 3c, 4a,
4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7) serotipificados com base em reacbes com antisoro de
coelho, que se distinguem pelos carbohidratos de superficie e antigénios flagelares
(Lopez et al., 2006; Orndorff et al., 2006).

Os serovares 4b, 1/2a e 1/2b sdo os agentes isolados na maioria dos casos de
doenca no animal e no Homem (Chaturongakul et al., 2008; Lopez et al., 2006;
OIE, 2008). Sao responsaveis por mais de 90% das infecdes em humanos, e 0s
mais frequentes em géneros alimenticios e locais de processamento de alimentos
(Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

L. monocytogenes tem o seu genoma codificado para mais de 209 reguladores de
transcricdo o que lhe confere a capacidade de sobreviver e multiplicar-se em
ambientes muito diferentes. Um gene deste tipo que esta bem estudado € o prfA,
este regula a expressao de diversos genes pertencentes ao grupo responsavel pela
viruléncia das espécies do género Listeria (Liu et al., 2004).
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A capacidade de diferenciar as estirpes verdadeiramente virulentas das restantes
poderia evitar a eliminacao injustificada de alimentos e prevenir surtos de doenca
(Liu et al., 2004). No entanto, a legislacgdo em vigor bem como a OMS, nao
distinguem estirpes virulentas de nao virulentas, quando mencionam 0s riscos
associados aos alimentos definem esta espécie como um todo.

2.5.2 Caracteristicas taxonémicas

A Listeria € um organismo ubiquitario que esta amplamente distribuido pelo
ambiente especialmente em plantas e solos (EFSA, 2012). O género é composto
por bactérias, Gram-positivas, pequenas, em forma de cocos, possuindo
aproximadamente 0,4-0,5 ym de didmetro e 1-2 ym de comprimento, movimentam-

se por flagelos a temperatura ambiente (FDA, 1992; Liu et al., 2007).

Sao bactérias anaerébias facultativas com metabolismo fermentativo, e que se
multiplicam bem em ambientes com baixa quantidade de O, e aumento na tenséao
de CO,, como no caso de alimentos embalados a vacuo ou em atmosfera
modificada (Nilsson et al., 2000).

E um microrganismo muito versatil, desenvolve-se em ambientes quentes, mas
também a baixas temperaturas, incluindo as de refrigeracdo, sendo a sua
temperatura 6tima de crescimento entre 30 e 37°C. Suporta altas concentracdes de
sal, sobrevive a grandes variagcdes de pH (entre 4,3 e 9,4) (EFSA, 2012), tolera
bem a presenga de NaCl (sobrevivendo a 25,5 % de NaCl), e necessita de um
minimo de Aw de 0,932 (Liu et al., 2007).

Além destas importantes caracteristicas, L. monocytogenes é ainda capaz de aderir
a diferentes superficies, contaminando os produtos alimentares (Autio et al., 2002),
e por consequéncia, diferentes alimentos tém sido relatados por estarem
associados com casos esporadicos e surtos de listeriose (Autio et al., 2002;
Nakamura et al., 2004; Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

Como caracteristicas bioquimicas distintivas, as espécies do género Listeria devem

ser classificadas como catalase positiva, oxidase negativa, fermentadoras de
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glicose produzindo, principalmente, acido latico, e ndo redutoras de nitrato a nitrito
(Schmid et al., 2005).

2.5.3 Reservatorios

A L. monocytogenes é um microrganismo que pode colonizar e fazer parte da
formacdo de um biofilme e, por este meio, fazer parte do meio ambiente de
producdo de alimentos. Os alimentos crus e materiais de producdo de alimentos
crus podem ser contaminados por este microrganismo. Os alimentos cozinhados
podem ser recontaminados com o contacto com os alimentos crus, caixas,

manipulagéo ou devido aos sistemas de ventilagdo (EFSA, 2012).

Os grandes reservatorios deste agente de infecao sdo o solo, a silagem e o trato
gastrointestinal de animais assintomaticos, entre os quais se encontram o0s
mamiferos, as aves, 0s peixes e 0s crustaceos. Contudo a maioria dos casos
clinicos ocorrem em ruminantes, os porcos raramente desenvolvem a patologia. A
maior parte das infe¢cdes em animais sdo subclinicas, todavia a listeriose pode
manifestar-se de forma esporadica ou epidémica. Apesar do impacto econdémico da
listeriose em animais, existe uma relacdao entre os animais e o seu papel como
fonte de contaminacdo para o homem, devido a ingestdo de produtos
contaminados (OIE, 2008).

Alguns estudos mostram que 1 a 10% da populagdo humana é portadora de L.
monocytogenes ao nivel intestinal (FDA, 1992).

2.5.4. Epidemiologia

A importancia relativa da transmissao zoonética desta patologia ao Homem ainda
nao esta determinada, contudo, é mais relevante para a Saude Publica a
contaminacao do ambiente em que se processam os alimentos (OIE, 2008).

A investigacao epidemiolégica demonstrou que sdo poucos os alimentos que nao
transmitem L. monocytogenes, a maioria dos casos sdo surtos e estao associados

a alimentos processados (Roche et al., 2009).
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A primeira associacdo de L. monocytogenes a uma doenca no Homem, foi
registada no Canada em 1981, quando surgiu o primeiro surto de doenca de
origem alimentar que atingiu 41 pessoas e causou a morte a 15 criangas e 2
adultos, devido ao consumo de uma salada de repolho cru (Schelch et al., 1983;
Slutsker & Schuchat, 1999). Um outro surto no ano de 1983, em Massachusets
teve origem na ingestao de leite de vaca pasteurizado, questionando-se a eficacia
da pasteurizacdo na eliminagcdo deste agente. A contaminagdo ter-se-ia dado
devido a uma elevada concentragcao de L. monocytogenes no leite cru, protegida no
interior das células. Estudos posteriores demonstraram que a pasteurizagéo é

eficaz a eliminar esta bactéria (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

Em 1985 um grande surto com queijo Mexican Style, estabeleceu definitivamente a
espécie de L. monocytogenes como agente de doenca de origem alimentar. Outros
surtos associados a queijo evidenciaram o perigo da utilizagcdo de leite cru na
producédo de queijo. Os alimentos pré-cozinhados ou prontos a consumir também
constituem motivo de preocupagdo, pois tém ocorrido surtos de listeriose
relacionados com este grupo de alimentos (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

A listeriose €& reportada essencialmente em paises industrializados, havendo
poucos ou nenhum caso reportado de Africa, Asia e América do Sul. Isto tanto
pode refletir diferentes padroes de consumo ou habitos alimentares, diferente
suscetibilidade dos hospedeiros, falta de meios de diagndstico (Rocourt et al.,
2000) ou mesmo por falta de informagéo, por ndo haver sistemas de vigilancia

implementados.

Em 2002, foi levado a cabo um estudo para avaliar a necessidade e a viabilidade
de uma rede europeia que centralizasse toda a informacado sobre as infecdes
humanas provocadas por L. monocytogenes. Todos o0s paises questionados
(Austria, Alemanha, Bélgica, Dinamarca, Escécia, Espanha, Finlandia, Franca,
Grécia, Holanda, Irlanda, Islandia, ltalia, Noruega, Portugal, Reino Unido, Suécia,
Suica), exceto Portugal, tinham sistemas de vigilancia da listeriose (Valk et al.,
2005).

A Franca, Alemanha e Reino Unido apresentaram 64% do total dos casos de
listeriose humana declarados em 2005 e 2006 na Unido Europeia. A Dinamarca e o

Luxemburgo registaram as maiores incidéncias de listeriose, com valores iguais ou
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superiores a 0,9 casos por 100 000 individuos no ano de 2006 (Denny &
McLauchlin, 2008).

De acordo com a EFSA, em Portugal ndo existem dados que nos permitam avaliar
a ocorréncia de listeriose humana. Contudo segundo a Direcao Geral de Saude em
2010 ocorreu um surto de listeriose humana na Regido de Lisboa e Vale do Tejo.
Os dados compilados pela ASAE, no ambito do PNCA, demonstram que, das 578
amostras colhidas no mesmo ano, a nivel do retalho e testadas para o parametro L.
monocytogenes, 15 apresentaram-se nao conformes (com contagem acima de 100
UFC/g), representando uma taxa de positividade de 2,6%. Das 15 amostras
positivas 7 (num total de 117 amostras) eram de queijo, 6 (num total de 196) de
produtos a base de carne e 2 (num total de 81 amostras), de prato cozinhado,
representando assim taxas de positividade de 5,98%, 3,06% e 2,46%,
respetivamente (PITA, 2012).

2.5.5. Alimentos envolvidos

Tal como ja referenciado, a infecdo humana por L. monocytogenes transmite-se
principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados, sendo na sua maioria:
leite ndo pasteurizado, queijos de leite ndo pasteurizado, gelado e manteiga,
vegetais crus, saladas insuficientemente lavados e ainda outros alimentos
processados, nomeadamente de charcutaria, peixe e produtos da pesca (DGS,
2010).

A contaminacdo destes alimentos pode ocorrer desde a colheita ao
processamento, no retalho ou no consumidor mas geralmente ocorre durante a
fase de processamento do alimento na fabrica. Apds a introducdo de Listeria nas
instalaces esta pode persistir por um longo periodo de tempo (Miettinen et al.,
1999; Vogel et al., 2001). L. monocytogenes apresenta caracteristicas, referidas
anteriormente, que levam a sua sobrevivéncia nas instalagdes fabris e que levam a
gue esta bactéria seja uma ameaca a seguranca sanitaria dos alimentos (Vazquez-
Boland et al., 2001).

O nivel de contaminacdo dos alimentos é ocasionalmente superior a 10° UFC/g
(podendo atingir valores de 10’ UFC/g em queijo), apesar de normalmente ser
inferior a 10?2 UFC/g (Awaisheh, 2010).
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O Quadro 2.3. e 2.4 apresenta a percentagem de amostras positivas em alguns
alimentos em paises da Europa e nos Estados Unidos da América e demonstra que
a incidéncia de L. monocytogenes nos alimentos € muito variavel.

Quadro 2.3. Ocorréncia de Listeria monocytogenes em alimentos crus em diferentes

paises.
Alimentos crus Incidéncia (%) Fonte
Portugal
Leite (Ovelha, vaca e cabra) 2%
. (Guerra et al., 2001)
Carne de galinha 60%
. (Mena et al., 2004)
Peixe 12%
Espanha
Leite de cabra 2,56% (Gaya et al., 1996)
Dinamarca
Carne 30,9%
. (Norrung et al., 1999)
Peixe 14,2%
USA
Caranguejo 3% (Thimothe et al., 2002)

Quadro 2.4. Ocorréncia de Listeria monocytogenes em alimentos prontos para consumo
em diferentes paises.

Alimentos “prontos para consumo” Incidéncia (%) Fonte
Portugal
Queijo de pasta semi-dura de ovelha 44%
Produtos a base de carne 21% (Guerra et al., 2001)
Fiambre 25% (Mena et al., 2004)
Queijo fresco 4%
Espanha
Salada 10,3% (De Simon & Ferrer, 1998)
Dinamarca
Salmao fumado 40% (Jorgensen & Huss, 1998)
USA
Salada embalada 0,74%

.. (Gombas et al., 2003)
Queijos 0,71%
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2.5.6 Medidas de controlo e prevencao

As medidas de prevencao e controlo existentes sdo eficazes quando adotadas de
forma sistematica, como documentado em Frangca e nos EUA (Estados Unidos da
América), onde a incidéncia foi reduzida nas ultimas décadas devido ao aumento
da atividade regulatéria, implementacdo de programas de autocontrolo baseados
nos principios HACCP ao longo da cadeia industrial e recomendacgdes especificas
para os grupos de alto risco (Valk et al., 2005).

A ampla distribuicdo de Listeria no ambiente facilita a sua entrada em fabricas e
matadouros e as suas caracteristicas (multiplicacdo a temperaturas de
refrigeracdo, producdo de biofilmes) ajudam a que esta consiga subsistir nas
instalagbes por longos periodos de tempo. Assim, a sua introducdo é inevitavel
mas a contaminacdo dos alimentos pode ser reduzida através de uma higiene
meticulosa (Schlech, 2000).

Para eliminar este patogénico da cadeia € importante a introdugcdo de medidas
fundamentadas nas unidades fabris, assim como a respetiva monitorizacdo (Liu,
2008). Um das principais medidas € o controlo do microrganismo nos pontos de
origem da matéria-prima (Franco & Landgraf, 1996).

Outras medidas a serem tomadas no local de produgéo séo:
v Limpeza e sanificagdo dos equipamentos;

v' Construcao da industria de maneira a impedir a entrada de animais, poeira e

insetos;

v Evitar o contato do produto final com a matéria-prima, evitando, assim, a

contaminacgao cruzada.

v Organizacao pela industria de um setor de controlo de qualidade que se
aplique ndo somente aos parametros de processamento, mas também ao

controle do ambiente, inclusive do pessoal (Franco & Landgraf, 1996).

Deve ser dada especial atencdo a formacao dos trabalhadores. Estes, além de
serem potenciais fontes de entrada de microrganismos para as instalacdes, podem
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igualmente ser responsaveis pela contaminacdo cruzada, quando séao

negligenciadas as regras basicas de manipulag¢do dos alimentos (Liu, 2008).

A educacado dos consumidores é de extrema importancia para a prevengao da
listeriose, principalmente dos grupos de risco. Um adequado processamento
térmico dos alimentos, uma correta armazenagem de produtos refrigerados (<
5°C), uma limpeza regular dos frigorificos e o consumo de alimentos “pronto para
consumo” 0 mais rapido possivel sdo algumas das recomendacdes. Os principios
de higiene e preparacdo de boa comida também desempenham um papel
importante na prevencgao de Listeria e outras infecoes de origem alimentar (EFSA,
2012).

2.6. Analise Microbioldgica de Alimentos

Ha uma série de razdes que justificam a necessidade de analisar os alimentos para
determinar quantitativa ou qualitativamente os microrganismos presentes. Um dos
principais objetivos das andlises microbioldgicas € verificar que o alimento cumpra
certas normas padronizadas (normas internas estabelecidas pela companhia
processadora, as externas exigidas pelo comprador ou as legalmente
estabelecidas), que as matérias-primas cumpram as normas pré-estabelecidas pelo
produtor; que o processo de fabrico esteja sob controlo e que a higiene da linha de

fabricacdo seja assegurada (Hayes, 1995).

Na selecdo dos métodos a serem usados num laboratorio € importante, portanto,
usar métodos publicados como normas, sempre que estejam disponiveis. Em
alguns paises, os métodos sdo especificados na legislacdo e, portanto, ndo ha
escolha. Os métodos estao disponiveis nas seguintes fontes (Lightfoot & Maier,
2003):

I. International Standards Organisation (ISO);
ll. Comissao Europeia de Normalizagdo (CEN);
lll. International Dairy Federation (IDF);

IV. Association of Official Analytical Chemists (AOAC);
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V. Organismos de normalizacéo de cada pais.

2.6.1. Método Padréao

A detecao de Salmonella spp e L. monocytogenes em alimentos é frequentemente
realizada pelos métodos convencionais, chamados métodos padrdao, que foram
desenvolvidos para a detecdo de ambas as bactérias em situacdes desfavoraveis,
como € o caso de alimentos nos quais as células bacterianas se encontrem em
numero muito reduzido e/ou danificadas pelo processo de preservagdo, como
aplicacao de calor, de congelamento ou de secagem (Giombelli, 2000; Silva et al.,
1997).

As técnicas convencionais para detegcdo de Salmonella spp e Listeria spp em
alimentos, embora apresentem algumas variagdes na selecao dos meios de cultura
e na forma de preparagdao das amostras envolvem basicamente quatro etapas que
podem ser aplicadas a qualquer tipo de alimento: pré-enriquecimento,
enriquecimento seletivo, isolamento em meios seletivos solidos, e identificacdo
completa das coldnias por meio de testes bioquimicos e sorolégicos (Reis et al.,
2002).

O pré-enriqguecimento em caldo ndo seletivo permite a recuperacdo de células
danificadas por incubagdo da amostra por um periodo minimo de 18 horas a 35-
37°C. Varios meios podem ser utilizados nesta etapa, recomendados por 6rgaos
nacionais e internacionais (AOAC, 2002).

A etapa de enriquecimento em caldo seletivo tem como objetivo inibir a
multiplicagdo da microbiota acompanhante e promover a elevacao do numero de
microrganismos, inoculando-se o pré-enriquecimento em caldo seletivo por 18 a 24
horas em temperaturas recomendadas para o caldo utilizado. E recomendado a
utilizacdo de, no minimo, dois tipos de caldos seletivos, pois a resisténcia destes
microrganismos varia de estirpe para estirpe. A eficacia do isolamento depende da
interacdo entre meios de enriquecimento seletivo, temperatura e tempo de
incubacgéao (AOAC, 2002; Silva et al., 1997).
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O plagueamento seletivo e diferencial tem como objetivo o desenvolvimento
preferencial de unidades formadoras de colénias (UFC) com caracteristicas tipicas
para posterior confirmagdo soroldgica e bioquimica (AOAC, 2002; Silva et al.,
1997).

A primeira confirmacao € realizada com o objetivo de se verificar se as coldnias
tipicas desenvolvidas na placa sado realmente as bactérias pesquisadas (AOAC,
2002; Silva et al., 1997).

A segunda confirmagao € efetuada através de provas bioquimicas e sorolégicas

utilizadas para a identificacdo da espécie (Fortuna & Franco, 2005).

Embora esta metodologia padrdo continue a ser o padrao de referéncia, apresenta
uma sensibilidade limitada, j& que requer que os caldos de enriquecimento
contenham um numero de células viaveis suficiente para permitir seu isolamento
(Chaicumpa et al., 1995). Além disso, outras bactérias que crescem nos meios
seletivos podem apresentar colénias com caracteristicas semelhantes e prejudicar
0 seu isolamento e identificacdo (Rambach, 1990).

Outras limitagdes da metodologia normalizada dizem respeito ao crescente numero
de serotipos destes patogénicos que apresentam reacdes bioquimicas atipicas,
como a fermentacdo de lactose (Fach et al., 1999), e o desenvolvimento de
colénias com morfologia diferente das descritas na literatura. Também os efeitos
debilitantes da exposicdo destes patogénicos a dessecacdo, radiacdo, baixas
temperaturas e preservagcdo pelo calor ou agentes quimicos, durante o
processamento dos alimentos, e a limitacdo de nutrientes podem resultar em
células viaveis nado cultivaveis, limitando a fiabilidade de métodos biologicos (Doran
et al., 1994).

Assim, devido as limitagbes da metodologia normalizada mencionadas e,
principalmente, devido ao longo periodo de tempo requerido para a detecao,
diversos métodos foram propostos nos ultimos anos (Blackburn, 1993;
Swaminathan & Feng, 1994).
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2.6.2. Métodos Réapidos

Existem varios fatores que devem ser considerados antes de se adaptar um novo

método rapido (Fung, 1995; Swaminathan & Feng, 1994):

1.

Exatidao. Os resultados falsos-positivos ou falsos-negativos devem ser
minimizados e preferencialmente inexistentes. O método de detegédo deve

ser 0 mais sensivel possivel e o limite de detecao o mais baixo possivel.

Validacao. Os métodos rapidos de andlises devem ser validados utilizando
técnicas “standard” e avaliando estudos de colaboracdo. Estes estudos
devem realizar-se preferencialmente em amostras de alimentos
contaminadas artificialmente. Nos E.U.A. a avaliagdo pela AOAC
Internacional tem uma ampla aceitacdo. Em Franca a AFNOR tem uma
posicao similar. Para tratar estes aspetos na Unidao Europeia foi iniciado o
Projeto Europeu MICROVAL.

Rapidez. Os métodos rapidos de detecao de patogénicos e toxinas deverao
oferecer resultados precisos em poucas horas ou num dia. No entanto,
muitos métodos de detecdo necessitam de um enriquecimento da amostra,
ja que necessitam de um minimo de 10*10° organismos/ml para darem

resultados fidedignos.

Automatizacao. A capacidade de analisar muitas amostras ao mesmo
tempo é imprescindivel nos métodos rapidos, no entanto também é
importante a possibilidade de formatos mais simples para o uso em

laboratérios pequenos.

Matriz das amostras. Os novos métodos devem funcionar bem para as
diferentes matrizes a analisar. A microflora acompanhante, os componentes

da matriz, etc. podem interferir com o método e invalidar o resultado.

Custos. O financiamento inicial dos métodos rapidos pode ser elevado,

porque muitos sistemas requerem instrumentos caros.
Simplicidade. Os métodos devem ser faceis de realizar e manipular.

Disponibilidade. O fornecimento deve ser rapido.
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9. Suporte técnico. A formacao, o servigco técnico e 0 acompanhamento por
parte da companhia que desenvolveu 0 método sao essenciais.

10.Necessidade de espaco. Os instrumentos devem ser preferencialmente

compactos e pequenos.

Dos métodos existentes para detecdo rapida de Salmonella spp e L.

monocytogenes, destacam-se os testes imunologicos e moleculares.

a) Testes imunoldgicos

Um dos testes imunolégicos mais utilizado é o da aglutinacdo. A reacao de
aglutinacdo caracteriza-se pela formagdo de agregados visiveis como resultado da
interacdo de anticorpos especificos e particulas insoliveis que contém
determinados antigénios na sua superficie. A aglutinacao pode ocorrer tanto com
particulas que apresentam determinados antigénios naturais na sua superficie
(hemacias, bactérias, protozoarios, etc.) como com particulas inertes (particulas de
latex, poliestireno, bentonite, etc.), ou mesmo com células antigenicamente nao
relacionadas (hemacias, bactérias) as quais se adsorvem ou se fixam antigénios
soluveis. No primeiro caso, a reacdo € dita aglutinacdo direta, e no segundo,
aglutinagdo indireta ou passiva (Ferreira & Avila, 1996). Este teste é um indicador
altamente especifico e pode ser efetuado numa lamina, em tubos ou numa placa
com micro pogos. A aglutinacdo em tubos € normalmente mais sensivel do que em
lamina, porque requer um periodo de incubagdo mais longo, permitindo que haja
uma maior interacao entre o antigénio e o anticorpo. As placas com micro pogos

podem ser usadas para reduzir o volume do anticorpo usado (HPA, 2011).

As suspensbes bacterianas padronizadas e 0s anticorpos podem ser obtidos
comercialmente, em testes de aglutinacédo latex. Estes testes sdo preferidos pela
sua simplicidade, especificidade e sensibilidade (Resende & Franco, 2001). As
particulas de latex sdo esferas de poliestireno que podem ser utilizadas como
suportes na adsor¢cdo de proteina soluvel e antigénios polissacaridos, funcionando
como sistema indicador da reacédo antigénio-anticorpo (Ferreira & Avila, 1996).
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Entre as técnicas imunolégicas, baseadas nas reacbes antigénio-anticorpo,
destacam-se as imuno-enzimaticas que utilizam anticorpos marcados com uma
enzima cromogénica. As técnicas imuno-enzimaticas podem utilizar anticorpos
policlonais e também monoclonais que sdo capazes de detetar muitos dos
serotipos associados a infecdo humana (Reis et al., 2001).

O primeiro ensaio imuno-enzimatico foi relatado em 1977 com a necessidade de
abreviar o tempo necessario para obter os resultados analiticos da Salmonella e
melhorar a produtividade laboratorial (Beumer et al., 1991; Franco & Landgraf,
1996). Os ensaios imuno-enzimaticos utilizados em técnicas de triagem podem
contribuir para acelerar e simplificar a detecao de diversos tipos de patogénicos em
alimentos (AOAC, 2002) e sao muito utilizados por apresentarem diversas
vantagens: simplicidade, rapidez, sensibilidade, especificidade e conveniéncia
como método de triagem (Franco & Landgraf, 1996).

Os ensaios imuno-enzimaticos do tipo ELISA sdo muito utilizados, em fungéo das
vantagens que proporcionam (Chart et al., 1998; Johnson & Van Emon, 1996). O
principio basico deste teste é a imobilizacdo de um dos reagentes numa fase
sélida, enquanto outro reagente pode ser ligado a uma enzima com preservacao
tanto da atividade enzimatica como da imunoldgica do anticorpo. O teste deteta
quantidades extremamente pequenas de antigénios ou anticorpos, podendo ter
elevada precisdo se 0s reagentes e os parametros do ensaio forem bem
padronizados. Dependendo do substrato enzimatico utilizado, a formagédo do
produto podera ser acompanhada de produgdo de cor, luz ou fluorescéncia
(Ferreira & Avila, 1996).

Varios sistemas reagentes de ELISA tém sido utilizados para detecdo de
Salmonella spp e L. monocytogenes. Estes geralmente requerem que o
microrganismo alvo esteja numa concentracdo 10° UFC/mL, apesar de alguns
testes relatarem um limite de sensibilidade de 10* UFC/ml (Forsythe, 2002). Tal
requerimento justifica as etapas de pré-enriquecimento seletivo utilizadas nas

metodologias.

Um dos sistemas validado pela AOAC, para ambas as detecdes, Salmonella spp e
L. monocytogenes foi o sistema mini-VIDAS. Em comparagdo com métodos

tradicionais, o tempo de ensaio é reduzido em até 2 dias e a analise estatistica dos
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dados indica que nao ha diferenca significativa entre eles. A essas vantagens
aliam-se outras como: maior sensibilidade e especificidade, comparadas aos
métodos convencionais. O maior problema referido com o método € a ocorréncia
de resultados falso-positivos ou falso-negativos. Resultados falso-positivos de
ELISA podem ser eliminados usando combinagdes de anticorpos monoclonais de
alta especificidade (AOAC, 2002; Franco & Landgraf, 1996).

Historicamente, o sistema Vidas foi validado pela AFNOR, em 17 de Junho de 1994
como um método de analise rapida para todos os produtos para a alimentacao
humana. Esta validacdo foi obtida de acordo com o método de referéncia descrito
em Franca NF EN ISO 11290-1 padrdao (2004). O método também foi validado
como método oficial N ¢ 999,06 pela AOAC, em maio de 1999.

O método Vidas consiste num sistema de andlise qualitativa imuno-enzimatica
automatizada que utiliza pela técnica ELFA uma mistura de anticorpos monoclonais
de captura com grande especificidade para detecdo de antigénios (estirpes moveis
e imdveis) nos produtos alimentares e nas amostras ambientais. Todas as etapas
do teste sdo executadas automaticamente utilizando galerias plasticas
descartaveis, constituidas por compartimentos contendo os reagentes necessarios
para o teste. A leitura e interpretacdo dos resultados também sido automaticas
(AOAC, 2002; Reis et al., 2001).

b) Testes moleculares

Dentro dos métodos moleculares, a PCR é uma 6tima alternativa para uma detegéo
rapida, sensivel e especifica. Varios procedimentos e mdultiplas combinagdes da
PCR foram desenvolvidos e usados por varios investigadores para a pesquisa

patogénicos (Fields et al., 1997; Meng et al., 1997).

A elevada sensibilidade da PCR permite que as sequéncias alvo sejam detetadas
mesmo quando presentes em baixas concentragdes, permitindo a detecdo de
populacdes bacterianas pequenas dentro de uma microbiota complexa. Embora a
reacdo da PCR seja capaz de amplificar a sequéncia de ADN alvo a partir de um

Unico organismo, um volume extremamente pequeno (1 a 10 pl) de amostra de
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ADN utilizado na reacdao restringe o limite de detecadto da PCR em,
aproximadamente 102 ou 10 células/ml (Sharma & Carlson, 2000).

Apesar da alta sensibilidade da PCR, sdo necessarias etapas de enriquecimento
para aumentar o numero de células a nivel detetavel. Em acréscimo, estes
enriguecimentos antes da PCR auxiliam na recuperacdao de células danificadas
aumentando o seu numero em relacao a concentracao de inibidores, diluem células
mortas e substancias inibidoras para a reacdo que possam estar presentes na
matriz da amostra, aumentam a probabilidade de detecdo de células vivas e
possibilitam o isolamento do organismo alvo para testes complementares (Sharma
& Carlson, 2000). Assim, a necessidade de monitorizar em simultdneo a
quantidade e qualidade do ADN amplificado levou ao desenvolvimento de uma
variante da técnica da PCR convencional: a PCR em tempo real.

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa ou PCR em
tempo real quantitativa ou simplesmente qPCR ou RTqg-PCR, foi descrita pela
primeira vez em 1993, por Higuchi e seus colaboradores. Montaram um sistema ao
qual acoplaram uma camara de video, de modo a monitorizar a PCR durante todos
os ciclos. Este mecanismo permitia-lhes detetar o aumento da fluorescéncia
durante a reacao, devido a ligacao de brometo de etidio as moléculas de ADN de
dupla cadeia recém-sintetizadas (Higuchi et al., 1993).

O procedimento é semelhante ao da técnica da PCR convencional diferindo
essencialmente numa caracteristica inovadora: a possibilidade de quantificacao em
tempo real do ADN amplificado, em cada ciclo de amplificacdo. Assim, apresenta
as trés fases caracteristicas da PCR: a fase de crescimento exponencial, fase de
crescimento linear e fase estacionaria. A primeira fase € bastante especifica e
precisa. Na fase de crescimento linear os produtos da reacdo sdo consumidos e
iniciam o processo de degradacgdo. A fase estacionaria corresponde ao final da
andlise devido ao elevado nivel de degradacdo dos produtos da PCR. Os
compostos fluorescentes adicionados ao ADN geram um sinal de fluorescéncia que
€ diretamente proporcional a quantidade de produto amplificado ao longo das
diferentes fases e que podem ser representados graficamente como demonstrado
na Figura 2.6. (Higuchi et al., 1993).
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Figura 2.6. Representagao grafica das fases da PCR em tempo real (Adaptado de (Kubista

M, 2006).
Fase exponencial Fase estacionaria
40 - L —
30 4
Fase de crescimento
20 -

linear

A fase de crescimento exponencial é considerada a melhor para se estudar a
reacdo devido a elevada eficiéncia registada, uma vez que a relagdo entre a
quantidade de produto e do input de ADN é mais consistente. Por este motivo os
dados de fluorescéncia sao geralmente recolhidos desde o inicio do processo de
amplificacédo. A interpretacdo dos resultados obtidos pelos equipamentos obriga a
que se definam conceitos especificos, como “baseline”, ponto CT e “threshold”
(Heid et al., 1996; Kubista M, 2006; Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).

A “baseline” corresponde ao limiar minimo de detegdo de fluorescéncia do
instrumento sendo considerado “ruido de fundo" do equipamento. O ponto CT,
denominado na literatura como “cycle threshold”, corresponde ao numero de ciclos
necessarios para que a fluorescéncia da reacao seja detetavel. Trata-se de um
ponto a partir do qual a fluorescéncia detetada ultrapassa o limiar da fase
exponencial, conhecido também na literatura como “threshold”, definido automatica
e arbitrariamente pelo software do equipamento em funcdo da “baseline”. O valor
minimo de CT é dependente da quantidade de moléculas presente no inicio do
processo de amplificagdo, o que significa que um menor numero de moléculas
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inicialmente representa um maior numero de ciclos requeridos para gerar um
aumento exponencial do sinal da fluorescéncia que seja significativamente superior
a “baseline” (Heid et al., 1996; Kubista M, 2006; Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et
al., 2008).

Na maioria dos protocolos da gPCR, o valor CT varia entre 17 ciclos
(aproximadamente 10 milhées de moléculas iniciais) e 37 ciclos (aproximadamente

1 molécula inicial) como é demonstrado na Figura 2.7 (Pelt-Verkuil et al., 2008).

Figura 2.7. Representagao gréfica dos resultados da amplificagdo em tempo real em
funcéo de diferentes teores de moléculas de ADN iniciais (Adaptado de Pelt-Verkuil et al.
(2008)).
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A eficiéncia da amplificacdo é fundamental para o sucesso da técnica. Esta deve
variar idealmente entre os 90% e 100% (-3,6> declive > -3,1). A eficiéncia da
amplificagéo pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo o comprimento da
ampliacdo, existéncia de estruturas secundarias na amostra, qualidade dos
“primers” usados, procedimentos laboratoriais incorretos, presenca ou utilizacao de
inibidores da PCR (hemoglobina, ureia, heparina, glicogénio, gorduras, ides calcio,
etc.), presenca ou utilizacao de promotores da PCR (glicerol, DMSO, BSA, proteina
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gene 32, Taq Extender, E.coli ss DNA binding), entre outros (Pelt-Verkuil et al.,
2008).

O sucesso desta técnica rapidamente levou ao seu aperfeicoamento. Para tal
contribuiram, por exemplo, o desenvolvimento de sondas de oligonucleotidos de
dupla-hélice projetadas para unir o fragmento replicado do ADN, no caso da
microbiologia de alimentos para "detetar" uma sequéncia caracteristica do
patogénico desejado (Borges et al., 2006), e a descoberta de que a “Taq
polimerase” possui atividade exonuclease 5"-3". Na dultima década diversas
plataformas de instrumentacdo foram criadas e comercializadas, no entanto, a
maioria € composta por um termociclador, com sistema o6tico para a excitacao e
recolha da emissao da fluorescéncia e um computador com software proprio para a

aquisicao de dados e analise final da reacédo (Mackay et al., 2007).

Métodos validados de PCR estédo disponiveis na Bio-Rad, Roche, QualiconOxoid,
Genesystems, AES Chemunex, Applied BioSystems, Idaho Technology Inc.,
Lantméannen, IEH Laboratries and Consulting Group, ADNucleis e BioControl
systems. A validacdo € um passo importante no processo de padronizacdao de um
método porque fornece evidéncias que o novo método da resultados semelhantes
e esta de acordo com o atualmente utilizado na referéncia (Patel et al., 2006).

Sao varios os problemas associados aos métodos de amplificacdo de &cidos
nucleicos (Anexo 1). Uma das maiores dificuldades da PCR convencional e da
gPCR em Microbiologia Alimentar € a presenca de compostos que inibem a reacao
da PCR. Estes compostos podem contaminar os modelos de ADN extraidos de
amostras de alimentos e por sua vez, podem gerar resultados falso-negativos
(Elizaquivel & Aznar., 2008). Portanto, a avaliagdo e eliminacdo de compostos
inibitérios de PCR s&o passos importantes no desenvolvimento da PCR classica e
da gPCR (Abu Al-Soud & Radstrom, 2000).
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3.1. Caracterizacao da Amostra

Os alimentos mais frequentemente associados aos casos de salmonelose sao as
carnes e derivados enquanto que os produtos da pesca, queijos e linguicas
contaminados com Listeria monocytogenes estdo associados aos casos de
listeriose. Neste sentido, o Regulamento 2073/2005 (versdo consolidada) (2005b)
determina a pesquisa de Salmonella spp. em carnes e derivados (Anexo 2) e de L.
monocytogenes em alimentos prontos para consumo (Anexo 3). No ambito deste
estudo, utilizaram-se duas matrizes de alimentos: queijo curado para a pesquisa de
L. monocytogenes e carnes e derivados para a pesquisa de Salmonella spp.

As amostras foram recebidas como amostras cegas e analisadas no LRV no
ambito do Controlo Oficial dos estabelecimentos de Alimentos de Origem Animal.

Selecionaram-se para o presente estudo amostras que deram resultados negativos
para a pesquisa de Salmonella spp e L. monocytogenes: 20 amostras de carnes e
derivados, sendo 5 de carne moida, 9 de fumados, 4 de enchidos, 2 amostras de
entremeada e 15 amostras de queijo curado. As amostras foram contaminadas
experimentalmente de acordo com as figuras 3.1. e 3.2..

Foram ainda analisadas 20 amostras de queijo sem qualquer analise prévia.

3.2. Culturas microbianas

Foram utilizadas duas estripes de referéncia, Salmonella Tiphymurium ATCC14028
(Microbiologics) e L. monocytogenes ATCC 7644 (Microbiologics). As estirpes
foram reconstituidas no meio de cultura “Sheep Blood Agar (Oxoid CM0854)
suplementado com 7% de sangue de carneiro, incubaram a 37°C durante 24 horas.
Apds a incubagéo foram suspensas no meio “Skim Milk”, divididas em aliquotas e
conservadas a — 70°C até a sua utilizacdo (segundo as instrucdes do fabricante,
Microbiologics).

Aquando da sua utilizacao, a cultura foi inoculada no meio de “Brain Heart Infusion
Broth” (Oxoid CM1135) e foi a incubar durante 24 horas a 37°C. Decorrido o tempo

de incubacéo, foi realizada uma contagem de cada uma das culturas, tendo-se
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obtido 6,8x10® UFC/mI na contagem de Salmonella tiphymurium e 2,4x10® UFC/ml
na contagem de L. monocytogenes.

3.3. Contaminacao das amostras

Uma vez que um dos objetivos do presente trabalho era determinar o limite de
detecdo relativo do método em estudo, foram realizadas diluicdes seriadas de
forma a obter concentracdes de 1 UFC/ml (10®), 10 UFC/ml (107) e 100 UFC/ml
(10°) UFC/ml, apés o que se procedeu & contaminacdo das amostras. Estas
concentracdes foram verificadas pela realizacdo de uma contagem dos indculos

utilizados.

Pesaram-se, em condi¢cdes de assépsia, 4 tomas de 25 g de cada amostra para
sacos stomacker esterilizados. Numa toma foi adicionado 1 ml de meio de cultura
estéril (controlo negativo), as restantes trés tomas, foi adicionado 1 ml da cultura de
trabalho, cada uma com 1 nivel de contaminacgao diferente (Figura 3.1 e 3.2).

Figura 3.1. Preparagao das amostras de carne e derivados para pesquisa de Salmonella

Carne e Derivados

g 258 g 258
1 ml 1 ml 1ml 1ml
[ [ [ [
Meio de Salmonella Salmonella Salmonella
cultura spp. spp. spp.
(Controlo) Diluicao 10°® Diluicao 10”7 Diluicao 10°®

49



Figura 3.2. Preparacao das amostras de queijo para pesquisa de L. monocytogenes.

Queijos
I_.-" Y
J I'\
| \
r':. w '
1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Meio de Listeria Listeria Listeria
cultura monocytogenes monocytogenes | monocytogenes
(Controlo) Diluigao 10°® Diluicdo 10”7 Diluicao 10°®

3.4. Pesquisa de Salmonella spp

A pesquisa de Salmonella spp. em carnes e derivados, foi feita pelo método de
referéncia descrito na 1ISO 6579:2002- “Microbiology of food and animal feeding
stuffs -Horizontal method for the detection of Salmonella spp.” (Anexo 4) e por meio
da gPCR, utilizando o Kit da Applied Biosystems “MicroSeq Salmonella spp
Detection Kit.

3.4.1. Pré-enriquecimento em caldo nao seletivo

O pré-enriquecimento em caldo ndo seletivo é comum a ambos os métodos.
Adicionou-se a cada uma das amostras analisadas, 225 mL de agua peptonada
(Oxoid CM509). Homogeneizou-se as suspensdes durante 1 minuto no stomacker
(8 batimentos por segundo) e incubou-se a 37°C +/- 1°C durante 18 +/- 2 h.
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3.4.2. Pesquisa de Salmonella spp pelo Método Padrao

A pesquisa de Salmonella pelo método de referéncia, exige mais 3 etapas extra em
relacado ao pré-enriquecimento em caldo ndo selectivo; enriquecimento seletivo em

meios liquidos, plaqueamento e identificacdo e confirmacgao.

O enriquecimento seletivo em meios liquidos foi feito em Rappaport Vassiliadis
Soja (RVS) (BioMérieux) e Muller Kauffmann with Tetrathionate and novobiocin
MKTTn (Bio-Rad). O caldo RVS incubou a 41,5 °C +/- 1°C durante 24 +/- 3 horas e
o caldo MKTTn incubou a 37°C+/-1°C durante 24 +/- 3 horas.

Para a identificacdo a ISO recomenda a utilizacdo do meio de cultura Xylose-
Lysine-Desoxycholate Agar (XLD agar) (Oxoid) e outro meio seletivo,
complementar ao XLD agar que seja apropriado para o isolamento das salmonelas
lactose positivas. A escolha do mesmo é da responsabilidade dos laboratorios.
Neste trabalho foi utilizado o meio de cultura seletivo Rapid Salmonella (Bio-Rad).
Este € um meio cromogénico que permite um bom crescimento e diferenciacao das
coldnias caracteristicas de salmonela e esta validado pela AFNOR (N° BRD 07/11-
12/05) e pela AOAC-RI (N°. 050701). Tem como principais vantagens o fato de ser
de facil preparagédo, permitir a clara diferenciagdo das coldnias e detetar as
salmonelas moveis e as lactose positivas. Os meios de cultura seletivos utilizados

foram a incubar a 37°C +/- 12C durante 24 +/- 2 horas.

Apos o periodo de incubacgéao foi verificado o eventual desenvolvimento de coldnias
tipicas e atipicas de Salmonella spp. No meio de cultura Rapid’ Salmonella Agar,
as colonias tipicas apresentam-se magentas. No meio XLD Agar as coldnias
apresentam-se com o centro negro e com um halo de cor vermelha devido a
mudanca de cor pelo indicador, contudo, neste meio as variantes de salmonela H,S
negativas (Ex: S. paratyphi A) sdo rosa com o centro rosa escuro. As Salmonellas

lactose positivas crescem de cor amarela com ou sem escurecimento.

Foram realizadas subculturas das colénias caracteristicas de Salmonella spp no
meio de cultura Agar nutritivo (Oxoid), para utilizacao das coldnias nos testes de

confirmagéo bioquimicos e seroldgicos.
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A confirmagédo bioquimica da Salmonella spp foi efetuada pelo teste do Triple
Sugar Iron Agar (Oxoid); da Ureia Agar Base (Difco) e pelo ID 32 E (bioMérieux
Ref? 32400), cujo procedimento foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante. A realizacdo dos testes (TSI e Ureia) funciona como um método de
triagem na pesquisa de salmonela, reduzindo deste modo a utilizacdo das galerias
de ID32E, no caso do teste de ureia ser positivo.

As galerias ID 32E permitem a realizagcdo de testes de identificagdo em 18/24
horas. Sao constituidas por 32 microtubos de testes bioquimicos padronizados e
miniaturizados. Os microtubos sdo inoculados com uma suspensdo bacteriana,
com densidade o6tima adequada (0,5 Mcfarland), que reconstitui os meios
reacionais. As reacdes produzidas durante o periodo de incubacdo a 37°C
traduzem-se por alteragcées da cor do meio ou reveladas apds adicao de reagentes
especificos. Estes testes estdo associados a bases de dados extensivas,
armazenadas no programa do aparelho Mini Api (bioMérieux). Estas bases de
dados séo regularmente atualizadas, em fungdo da evolugdo dos conhecimentos

na area da identificacdo bacteriana a nivel internacional.

A confirmacao Seroldgica foi realizada com o “Antiserum Salmonella Group Poly A-
| & Vi” Ref? 222641 da BD-Difco.

3.4.3. Pesquisa de Salmonella spp por PCR em tempo real

Em paralelo ao procedimento padrdo, foi executado o Kit “MicroSeq Salmonella

spp. Detection Kit” da Applied Biosystems, segundo as instrucées do fabricante.

Apos o pre-enriquecimento recolheu-se 750 pl do sobrenadante e tranferiu-se para
uma coluna de filtracao inserida num tubo tipo eppendorf, com o objetivo de filtrar a
amostra. Centrifugou-se o filtrado durante 3 min a 13 000 x g. Descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 50 uL de tampao de lise ao pellet, ressuspendeu-se o
sedimento por pipetagem, seguiu-se uma incubacao a 95°C por 10 min. Apds este
tempo, centrifugou-se por 1 min a 13 000 x g, descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se 0 ADN em 250 uL de agua. Pipetou-se 30 uL para os tubos
contendo o reagente liofilizado. Ap6s uma centrifugacdo a 2 000 x g, durante 2

minutos, colocaram-se cuidadosamente as tiras contendo as amostras no
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termociclador de gPCR e introduziu-se as variaveis da corrida no software
(temperaturas e tempos de cada um dos passos e o n® de ciclos) (Quadro 3.1). A
desnaturacao, hibridagdo/extencao ocorrem durante a corrida no termociclador de
gPCR (7500 Fast — Applied Biosystems).

Quadro 3.1. Etapas da corrida no termocicador de PCR em tempo real para o Kit
“MicroSeq Salmonella Detection Kit”. Adaptado de Applied Biosystems (2009)

Activacao da PCR
Passos enz(i;ma Ciclos (40 ciclos)
Desnaturacao Hibridacao/Extencao
Temperatura 95 °C 95 °C 60 °C
Tempo 2 min. 3 seg. 30 seg.

Por ultimo analisou-se os resultados. Todos os positivos ou suspeitos positivos
resultantes deste procedimento devem ser confirmados através da inoculagdo no

meio Rapid Salmonella e dos testes de confirmacao indicados pela ISO 6579:2002.

3.5. Pesquisa de Listeria monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes nos queijos curados, foi realizada de acordo com
a 1ISO 11290-1:1996 Amendment 1:2004 — “Microbiology of food and animal feeding
stuffs - Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes Part 1: Detection method” (Anexo 5), como método normalizado e
por gPCR, como método alternativo.

3.5.1. Enriquecimento Primario

O enriquecimento primario foi comum a ambos os métodos, tendo-se para o efeito
adicionado a cada uma das amostras analisadas (25g), 225 mL do meio “Half
Fraser” (Oxoid CM0895 e Sr0166). Homogeneizou-se as suspensdes durante 1
minuto no stomacker e incubou-se a 30°C +/- 1°C durante 24 h +/- 2 h.
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3.5.2. Pesquisa de Listeria monocytogenes pelo Método Padrao

Tal como na pesquisa de Salmonella spp, para a pesquisa de L. monocytogenes
pelo método padrao sao necessarias, para além do enriquecimento primario, mais

3 etapas.

O enriquecimento secundario agora em meio seletivo - “Fraser Broh Base” Oxoid
CMO0895 e Sr0156) que incubou a 37°C +/- 1°C durante 48 horas +/- 2 h.

Para a identificacdo a ISO recomenda a utilizagdo do meio de cultura Agar Listeria
(BioRad) e outro meio seletivo, complementar ao Agar Listeria e que seja
apropriado para o isolamento da L. monocytogenes. Neste trabalho foi utilizado o
meio de cultura selectivo “Rapid L’'mono” (356 4043 Bio-Rad), que esta validado
pela AFNOR (N° BRD 07/05 - 09/01) e pela AOAC-RI (N° 030406). Tem a
vantagem de além de ser de facil preparacao, inibir a maioria da flora interferente
(bactérias Gram-negativas e positivas, leveduras e bolores). Os meios utilizados
incubaram a 37°C +/- 1°C durante 24 horas seguidas de mais 18 a 24 horas,
quando nao existe crescimento ao fim de 24 horas de incubacao.

Apos o periodo de incubagéo, foi verificado o eventual desenvolvimento de coldnias
tipicas de L. monocytogenes.

No meio de cultura Agar Listeria, as coldnias tipicas apresentam-se azuis
esverdeadas rodeadas por um halo opaco. No meio Rapid L’ mono as col6nias

apresentam-se com a cor azul.

A confirmagédo bioquimica da L. monocytogenes foi efetuada pelo teste da
hemdlise, da catalase e pelo Api Listeria (bioMérieux 10300), cujo procedimento foi

realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os testes de hemolise e catalase sao indicados pela ISO 11290-1 e ndo sao
contemplados pelo API Listeria. Estes dois testes servem de triagem na pesquisa
de L. monocytogenes, o teste de catalase porque todas as Listerias sao catalase
positivas e o teste da hemdlise porque permite diferenciar, apenas as espécies L.
monocytogenes, L. seeligerie L. ivanovii sdo produtoras de 3-hemolise.
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O API Listeria € um dos sistemas capaz de identificar todas as espécies de Listeria,
incluindo L. monocytogenes. As galerias sdao compostas por 10 microtubos que
contém os substratos desidratados e permitem a realizacao de testes enzimaticos e
fermentacdes de acucares. A leitura destas galerias é feita visualmente e a
identificacéo foi feita de forma automatica utilizando o aparelho de leitura (Mini API)
da bioMérieux.

3.5.3. Pesquisa de Listeria monocytogenes por PCR em tempo real

Em paralelo ao procedimento normalizado, foi executado o Kit “MicroSeq Listeria
monocytogenes Detection Kit” juntamente com o “PrepSEQ Rapid Spin Sample
Preparation Kit” da Applied Biosystems, segundo as instrucdes do fabricante. O
“PrepSEQ Rapid Spin Sample Preparation Kit” € recomendado na analise de
alimentos com um alto teor lipidico e na deteccao de bactérias de lise dificil, como
a Listeria spp.

Apoés o pre-enriquecimento recolheu-se 750 pl do sobrenadante e tranferiu-se para
uma coluna de filtragao inserida num tubo tipo eppendorf, com o objectivo de filtrar
a amostra. Centrifugou-se o filtrado durante 3 min a 13 000 x g. Decorrido o tempo
de centifugagcédo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 500 pL de agua
esterilizada ao pellet.

Para facilitar a lise das bactérias que tem uma lise dificil e para alimentos com
elevado teor de lipidos antes do tampao de lise fez-se um rebentamento mecanico
das células tendo-se utilizado Zirconium do “PrepSEQ Rapid Spin Sample
Preparation Kit”. Para o efeito transferiu-se a suspensao obtida para um tubo de 1,5
ml contendo Zirconium. Centrifugou-se novamente durante 3 min a 13 000 x g.
Descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 50 yL de tampéao de lise ao pellet,
ressuspendeu-se o sedimento por pipetagem, seguindo-se uma incubacao a 95°C
por 10 min. Apds este periodo de tempo, centrifugou-se por 1 min a 13 000 x g,

descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o ADN em 250 yL de agua.

Pipetou-se 30 uL para os tubos contendo o reagente liofilizado. Apdés uma
cetrifugacédo a 2 000 x g, durante 2 minutos, colocaram-se cuidadosamente as tiras
contendo as amostras no termociclador de gPCR e introduziu-se as variaveis da
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corrida no software (temperaturas e tempos de cada um dos passos e o0 n® de
ciclos) (Quadro 3.1). A desnaturacdo, hibridacdo/extencdo ocorrem durante a
corrida no termociclador de gPCR (7500 Fast — Applied Biosystems).

Por ultimo analisou-se os resultados. Neste sistema de deteccdo de agentes
patogénicos da ® MicroSEQ para amostras alimentares, € recomendado, para
confirmar o resultado, a execug¢do das culturas e os métodos de confirmacao
indicados pela ISO 11290-1:1996 Amend. 1:2004, sempre que o resultado seja
positivo ou duvidoso.

3.6. Analise Estatistica

A EN/ISO 16140 (2003) preconiza que para uma comparacao de meétodos, sejam
analisadas 60 amostras por tipo de alimentos, incluindo alimentos com
contaminacao natural e experimental, devendo ser feita a andlise estatistica para
determinar os seguintes parametros: Concordancia relativa, Sensibilidade Relativa,

Especificidade Relativa e Limite de detecéo relativo.

a) Concordancia relativa: Grau de correspondéncia entre a resposta obtida pelo
método de referéncia e a resposta obtida pelo método alternativo em amostras
idénticas;

b) Desvio Positivo (NP): O método alternativo indica um falso positivo quando tem
um desvio positivo, ou seja, quando tem um resultado positivo enquanto o método

de referéncia indica um resultado negativo;

c) Desvio Negativo (PN): O método alternativo indica um desvio negativo se este
da um resultado negativo enquanto o método de referéncia da um resultado

positivo;

d) Sensibilidade relativa: Capacidade do método alternativo para detetar o alvo
quando ele é detetado pelo método de referéncia;

e) Especificidade relativa: Capacidade do método alternativo de nédo detetar o alvo
quando ele nao é detetado pelo método de referéncia.
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A analise destes parametros foi realizada segundo o teste nao paramétrico de
McNemar. Segundo Siegel (1956), o calculo (|PN — NP| - 1)2 /(PN+NP) = x? sera
significativo para p=0,05 quando x* > 3,84.

O Limte de detecao relativo é avaliado pelo nimero minimo de microrganismo
cultivavel que pode ser detetado em 50% das ocasides, pelo método alternativo e
pelo método padrdo. E calculado utilizando o teste exacto de Fisher.
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4.1. Pesquisa de Salmonella spp em carne e derivados

Foram analisadas 20 amostras de carnes e derivados, para pesquisa de
Salmonella spp. As amostras foram contaminadas com trés niveis diferentes de
indculo, com o objetivo de conhecer o nivel de dete¢cdo de cada um dos métodos
utilizados (Anexo 6).

A maior percentagem de alimentos analisados pertence ao grupo dos fumados,
onde estao incluidos o fiambre e o chouricao (Grafico 4.1).

Grafico 4.1. Percentagem de amostras analisadas por grupos para detecdo da ocorréncia
de Salmonela spp em carne e derivados

10%

25%
20% | >
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B Fumados
Enchidos

M Entremeada

45%

Estas amostras foram analisadas pelo método padrao - ISO 6579:2002 e por gPCR
utilizando o kit “MicroSeq Salmonella spp Detection KiT”. O pré-enriquecimento foi

comum nos dois métodos (Fig 4.1).

As amostras foram contaminadas experimentalmente como descrito no material e
métodos (Fig. 3.1), tendo esta contaminacgao sido verificada imediatamente antes e
apos a inoculacdo e apdés a fase de incubacdo de Pré-enriquecimento. Na
contagem efetuada antes da contaminagcdo verificou-se que o0 numero de
microrganismos na diluicdo 10°® foi de 3 UFC/ml, na diluicdo 107 de 42UFC/ml e na

diluicdo 10°® foi incontavel.
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Figura 4.1. Representacgao gréafica do procedimento segundo a ISO e as instrugbes do
fabricante do KIT utilizado na PCR em tempo real (Applied Biosystems)

Amostra + inéculo

!

Pré-enriquecimento

Positivo / \ Positivo Presuntivo

'\ Vtodo Padras APOR < Confirmar pelo método padrao

Negativo / Negativo

Nas amostras analisadas imediatamente apo6s inoculacéo verificou-se a auséncia
de crescimento nas amostras contaminadas com as diluicdes 10% e 107 e uma
contagem de 6 UFC/25g nas amostras contaminadas com a diluicdo 10°. Apés o
pré-enriguecimento verificou-se cultura abundante (incontavel) em todas as
amostras contaminadas experimentalmente para todas as diluicées. Nos controlos

negativos ndao houve crescimento.

No que se refere a andlise por gPCR, a integracao e interpretacao dos resultados
obtidos foi efectuada pelo software ABI 7500 V2.0.6, sendo baseada em conceitos
especificos e bem definidos como: “baseline”, ponto CT (“Cycle threshold”) e
“threshold”. A “baseline” corresponde ao limiar minimo de detecéo de fluorescéncia
do instrumento sendo considerado “ruido de fundo® do equipamento. O ponto CT,
corresponde ao numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia da reacao
seja detetavel. A partir deste ponto a fluorescéncia detetada ultrapassa o limiar da
fase exponencial, o “threshold”, definido automatica e arbitrariamente pelo software
do equipamento em funcédo da “baseline”. O valor minimo de CT depende da
quantidade de moléculas de ADN presentes no inicio do processo de amplificacao,
0 que significa, que um menor numero de moléculas inicialmente necessita de um
maior numero de ciclos requeridos para gerar um aumento exponencial do sinal da
fluorescéncia que seja significativamente superior a “baseline” (Heid et al., 1996;
Kubista M, 2006; Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).
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Como se pode verificar pela andlise dos resultados apresentados no quadro 4.1, de
facto quanto maior o numero de salmonelas utilizadas para contaminar
experimentalmente as amostras (quanto menor a diluicdo, respetivamente), e
consequentemente maior o numero de moléculas de ADN presente, menor o
numero de ciclos requeridos, ou seja, quanto maior o nivel de contaminagéo,

menor o valor de CT.

Quadro 4.1. Valor médio do CT por niveis de contaminacdo de Salmonela spp em carne e

derivados
Valor médio do Ct Média IPC
(Controlo
Grupos Diluicao Valor médio | Dilui¢do | Valor médio | Diluicdo | Valor médio
Positivo
10°® Total (Ct) 10”7 Total (Ct) 10° Total (Ct)
Interno)
Carne moida 23,14 19,90 17,85
Fumados 15,93 12,78 10,06
18,65 16,04 13,77 27,85
Enchidos 15,16 17,76 13,71
Entremeada 20,35 13,70 13,45

Nas amostras ndo contaminadas (Controlo negativo), ndo foram observados
resultados positivos como se pode verificar no Anexo 6. O valor do CT nestas
amostras foi superior a 40, dai o resultado ser negativo.

Ao comparar os resultados obtidos pelos dois métodos (Quadro 4.2), verificamos
que a percentagem de concordancia da qPCR com a ISO 6579:2002, nas amostras
sem contaminacao experimental (controlo negativo) foi de 95%, pois uma das
amostras apresentou um resultado indeterminado, o que significa, que nao foi
detetado nenhum valor de CT e o0 equipamento emite o resultado como

indeterminado.
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Quadro 4.2. Resultados analiticos dos diferentes métodos avaliados na pesquisa de
Salmonella spp nas amostras analisadas sem e com contaminagédo experimental

Nivel de contaminagao ISO 6579:2002 gPCR
Resultados positivos 0 0
Resultados negativos 20 19
Sem contaminagao

Resultado indeterminado 0 1
Total de amostras analisadas 20 20
Resultados positivos 20 20
Diluigdo 10°® Resultados negativos 0 0
Total de amostras analisadas 20 20
Resultados positivos 20 19
Resultados negativos 0 0

Diluigdo 107
Resultado indeterminado 0 1
Total de amostras analisadas 20 20
Resultados positivos 20 20
Diluicdo 10® Resultados negativos 0 0
Total de amostras analisadas 20 20

Nas amostras contaminadas com as diluicdes de 10® e 10, a percentagem de
concordancia com o método padrao foi de 100%, ou seja, todas as amostras foram
positivas pela qPCR e pela ISO 6579. Na contaminagdo com a diluicdo 107 um dos

resultados foi indeterminado, pelo que a percentagem de concordancia foi de 95%.

Todos os resultados obtidos foram analisados e comparados com um controlo
positivo interno da reacao (IPC — Internal Positive Control). A inclusao do IPC nas
reacOes, além de confirmar o rendimento de todos os reagentes, previne a
ocorréncia de resultados falsos negativos decorrentes da possivel presenca de
substancias inibidoras da PCR (Applied-biosystems, 2008).

Nas duas amostras que apresentaram resultado indeterminado, também o valor do
IPC foi indeterminado. Tal facto pode estar relacionado com problemas durante a
fase de amplificacdo e detecdo, que resultaram duma preparacao incorreta do
“‘master mix”, duma pipetagem incorreta do controlo positivo e das amostras, da
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degradacdo da sonda, da programacdo incorreta do termociclador, ou do

posicionamento incorreto do controlo positivo.

Quando o resultado é indeterminado a sessdo ndo é valida e deve ser repetida a
partir da fase da amplificagdo (Poort, 1996). No entanto, nao foi possivel repetir o
ensaio, tendo em conta que ja nao havia reagdes disponiveis do Kit utilizado.

4.2. Pesquisa de Listeria monocytogenes em queijos

Na pesquisa de Listeria monocytogenes foi utilizada a matriz queijos, em que foram
incluidas 15 amostras contaminadas experimentalmente, com trés niveis diferentes
de inéculo e um controlo negativo, e 20 amostras cegas, ou seja, nao analisadas

previamente (Anexo 7).

As amostras foram analisadas pelo método padrao - ISO 11290-1 e por qPCR e tal
como na pesquisa de Salmonella spp, o pré-enriquecimento foi comum nos dois

métodos.

Uma vez que o queijo € muito rico em gordura e pelo facto da Listeria ser uma
bactéria gram-positiva e consequentemente a lise das células ser mais dificil
utilizou-se o “PrepSeq Rapid Spin Sample Preparation Kit”, que foi desenvolvido
para a andlise de alimentos com um alto teor lipidico e na detecc¢ao de bactérias de
lise dificil (Applied-Biosystems, 2010b).

A sensibilidade de detecdo do “MicroSEQ Listeria monocytogenes Detetion Kit”
aumenta quando se utiliza o “PrepSEQ Rapid Spin Sample Preparation Kit”, além
de que a combinacao destes dois kits consome pouco tempo e é de facil utilizacao
(Rodriguez-Lazaro et al., 2005).

Tal como na pesquisa de Salmonella spp, 15 amostras foram contaminadas
experimentalmente como descrito no material e métodos (Fig.3.2), tendo esta
contaminacao sido verificada por sub-cultura imediatamente antes e apés a
inoculacdo, assim como apds a fase de incubacdo do pré-enriquecimento. Os
resultados foram muito idénticos aos que se obtiveram para a Salmonella, ou seja,

na contagem efetuada antes da contaminacédo verificou-se que o numero de
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microrganismos na diluicdo 10°® foi de 6 UFC/ml, na diluicdo 10”7 de 71UFC/ml e na
diluicao 107 foi incontavel.

Nas amostras analisadas imediatamente ap6s inoculacéo verificou-se a auséncia
de crescimento nas amostras contaminadas com as diluicdes 10® e 107, e uma
contagem de 9 UFC/25g nas amostras contaminadas com a diluicdo 10°. Apés o
pré-enriquecimento verificou-se cultura abundante (incontavel) em todas as
amostras contaminadas experimentalmente para todas as diluicdes. Nas amostras

utilizadas como controlos negativos ndo houve crescimento.

No que diz respeito a qPCR, antes da corrida foram introduzidas no software as
variaveis necessarias, como descrito no material e métodos (Quadro 3.1). Apds a
corrida foram analisados os resultados obtidos com o IPC da reacado, tendo-se
verificada que a média dos valores CT obtidos neste estudo, sdo concordantes com
a carga microbiana presente, ou seja quanto maior o nivel de contaminag¢ao, maior
o CT (quadro 4.3).

Quadro 4.3. Valor médio do CT por niveis de contaminagao de Listeria monocytogenes em

queijos
Valor médio do CT
Amostras Média IPC
Sem analise prévia Diluigdo 10® | Diluicdo 10”7 | Diluigdo 10®
Queijo curado 30,99 26,90 25,10 22,20 28,61

Ao comparar os resultados obtidos pelos dois métodos (Quadro 4.4), verificAmos
que percentagem de concordancia da gPCR com a ISO 11290-1:1996 Amendment
1:2004, foi de 100%.em todas as amostras analisadas. No entanto, ha que salientar
o facto de que duas das 15 amostras contaminadas com a diluicdo 10, deram
resultados negativos pelos dois métodos, quando deveria ter sido positivo. Nesta
situacao ha que ter em conta que a contagem obtida no nivel de contaminagdo com
a diluicdo 10® UFC/ml utilizado foi de 6 UFC/mI, o que sugere que ocorreu um erro

de procedimento.

Nao foram observados resultados positivos nas amostras ndo contaminadas
(Controlo negativo), como se pode verificar no Anexo 7. O valor do CT nestas
amostras foi superior a 40, dai o resultado ser negativo.
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Quadro 4.4. Resultados analiticos dos diferentes métodos avaliados na pesquisa de
Listeria monocytogenes nas amostras analisadas com e sem contaminac¢ao experimental

Nivel de ISO 11290-1:1996
gPCR
contaminagao Amendment 1:2004
Resultados positivos 0 0
S taminaca

em contaminacao Resultados negativos 15 15
(Controlo negativo) Total de amostras 15 15

analisadas
Resultados positivos 13 11
Diluicdo 10° Resultados negativos 2 2
Total de amostras 15 13

analisadas
Resultados positivos 15 15
Diluicdo 107 Resultados negativos 0 0
Total de amostras 15 15

analisadas
Resultados positivos 15 15
Diluicso 10°® Resultados negativos 0 0
Total de amostras 15 15

analisadas

Finalmente, analisaram-se 20 amostras de queijo que n&o foram analisadas
previamente, cujo resultado para a pesquisa de L. monocytogenes era
desconhecido, de forma a reproduzir um procedimento normal de rotina pela gPCR.
Quando comparamos os resultados obtidos (presencga/auséncia) nos dois métodos,
verificamos que nas amostras sem analise prévia, 6 (30%) foram positivas pelos
dois métodos e 14 foram negativas também pelos dois métodos (Quadro 4.5). A

percentagem de concordancia nestas amostras foi de 100%.
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Quadro 4.5. Resultados analiticos dos diferentes métodos avaliados na pesquisa de
Listeria monocytogenes nas amostras sem analise prévia

ISO 11290-1:1996
gPCR
Amendment 1:2004
Resultados positivos 6 6
Resultados negativos 14 14
Total de amostras analisadas 20 20

Os elevados niveis de concordancia obtidos refletem todo o trabalho desenvolvido
nos ultimos anos, no sentido de otimizar os procedimentos de detecao qualitativa
de patogénicos por qPCR, nomeadamente no que se refere a eliminagcdo de
substancias que poderiam inibir a PCR (concentracao dos acidos nucleicos alvo), a
homogeneizacdo das amostras e as medidas de prevengcao de medi¢cao de células
mortas (KLEIN, 20002; Wolffs et al., 2004).

4.3. Analise Estatistica

A utilizagdo de métodos rapidos para a detecdo de microrganismos exige a sua
validagcédo de forma a garantir que fornegam resultados fiaveis. O regulamento (CE)
n® 2073/2005 (2005b) refere que é aceitavel o uso de métodos rapidos desde que
estes sejam validados em funcdo do método de referéncia, ou o uso de métodos
préprios desde que certificados por terceiros em conformidade com o protocolo
estabelecido na norma EN/ISO 16140 (2003) ou outros protocolos idénticos

internacionalmente aceites.

E dada assim a liberdade aos laboratérios de decidir implementar o método que
melhor se aplica, tendo em conta o numero de amostras processadas diariamente,

as instalagdes, o pessoal, 0 equipamento e o orgamento que tém para investir.

Este estudo ndo possuia amostras suficientes que permitissem uma analise
estatistica de validacao conforme o descrito na EN/ISO 16140 (2003). Contudo
aplicou-se o tratamento estatistico tendo em conta o numero de amostras
analisadas, segundo a mesma ISO, de modo a obterem-se dados que permitam a
sua comparacdo. Assim os dados obtidos serdo utilizados no célculo da
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concordancia, sensibilidade e especificidade relativas e do limite de detecao

relativo.

4.3.1. Concordancia, sensibilidade e especificidade relativa

Os estudos de avaliacao do desempenho de métodos alternativos para a detecao
rapida de agentes patogénicos em alimentos, exige a contaminagao experimental
dos alimentos de forma a poder se avaliar parametros como sensibilidade,
especificidade, exclusividade e inclusividade, que somente podem ser
determinados quando se tem um conhecimento da presenca/auséncia dos

microrganismos desejados (Feng, 1998).

No quadro 4.6 e 4.7 sdo apresentados os resultados obtidos no calculo da
concordancia relativa, sensibilidade relativa e especificidade relativa, nas amostras
sem contaminagdo e nas amostras com os diferentes niveis de contaminacao. No
célculo destes parametros apenas devem ser considerados os resultados positivos
e negativos (EN/ISO 16140), pelo que os resultados indeterminados que se

observou neste estudo nao estao incluidos nos calculos.

Como se pode verificar no quadro 4.6 na pesquisa de Salmonella spp, a
percentagem obtida para estes parametros foi de 100%. O mesmo resultado foi
obtido aquando da validagdo deste método pela AFNOR (Applied-Biosystems,
2010a) na matriz de carne e derivados, em que a gPCR foi considerado
semelhante a ISO 6579:2003.
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Quadro 4.6. Valores da concordancia relativa, da sensibilidade relativa e da especificidade
relativa, resultantes da comparagéao dos dois métodos utilizados na pesquisa de
Salmonella spp.

Métodos: Concordancia N Sensibilidade . Especificidade
: + _
ISO 6579 PP | NN | PN | NP relativa % relativa (%) relativa (%)
N | PP+NN
gPCR (++) | ) | (+) | 4 100x(PP+NN) 100xPP 100xNN
PP+PN NN+NP
Salmonella spp N ’ N4+ ’ N-
Sem
0 19 0 0 19 19 100 0 0 19 100
cont.
Nivel =5
10 20 0 0 0 |20 20 100 20 100 0 0
contam. —
10 19 0 0 0 19 19 100 19 100 0 0
10° | 20 0 0 0 |20 20 100 20 100 0 0

Legenda: PP - concordancia de amostras com resultados positivos em ambos os métodos (+/+); NN- concordancia de amostras com
resultados negativos em ambos os métodos (-/-) ; NP- Desvio positivo: método de referéncia negativo e método alternativo positivo (R-
/A+); PN- Desvio negativo: método de referéncia positivo e método alternativo negativo (R+/A-); N- Somatdrio.

Quadro 4.7. Valores da concordancia relativa, sensibilidade relativa e da especificidade
relativa, resultantes da comparagéo dos dois métodos utilizados na pesquisa de L.

monocytogenes
Métodos Concordancia . Sensibilidade N Especificidade
+ -
ISO 11290-1 relativa % relativa (%) relativa (%)
PP NN PN NP
qPCR Y IV P N [ PP+NN | 100x(PP+NN) 100xPP 100xNN
Listeria PP+PN NN+NP
monocytogenes N N+ N-
Sem [ ¢ 15 0 0 15 15 100 0 0 15 100
cont.
Nivel 10°® 15 0 0 0 15 15 100 15 100 0 0
ive
contam. ™. 71 15 | © 0 o |15 15 100 15 100 0 0
10°® 11 2 0 0 13 13 100 11 100 2 100
Sem andlise
. 6 14 0 0 20 20 100 6 100 14 100
prévia

Legenda: PP - concordancia de amostras com resultados positivos em ambos os métodos (+/+); NN- concordancia de amostras com
resultados negativos em ambos os métodos (-/-) ; NP- Desvio positivo: método de referéncia negativo e método alternativo positivo (R-
/A+); PN- Desvio negativo: método de referéncia positivo e método alternativo negativo (R+/A-); N- Somatério.

Na pesquisa de L. monocytogenes (quadro 4.7), a percentagem obtida no célculo
da Especificidade, Sensibilidade e Concordancia Relativas foi de 100%. O relatério

da validacao deste método em produtos lacteos pela AFNOR (Applied-Biosystems,
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2011), indica que a Especificidade Relativa calculada foi de 98%, a Sensibilidade
Relativa foi de 96,8% e a Concordancia Relativa foi de 97,5%. Com estes
resultados, tal como no caso da Salmonella spp, a QPCR pode-se considerar uma
alternativa ao método padrao.

Os mesmos resultados foram obtidos em outros estudos. Barocci et al. (2008)
verificaram que a utilizacdo da qPCR para a detegdo de L. monocytogenes em
amostras de alimentos e superficies a partir do pré-enriquecimento apresentava a

mesma sensibilidade quando comparada com o método padréo.

Vanegas et al. (2009) avaliaram a detec¢ao de L. monocytogenes por gPCR, apds o
pré-enriquecimento, em leite cru de cinco municipios de Boyaca-Colombia. Neste
estudo, de um total de 81 amostras, 21 deram resultados positivos pela gPCR e
apenas 13 amostras foram positivas pelo método padrao, o que levou os autores a
concluir que a qPCR tem maior sensibilidade quando comparado com o método
padrdo. No entanto, neste estudo, ndo foi realizada nenhuma confirmagdo dos
resultados positivos, 0 que sugere que possa tratar-se de falsos positivos.

De facto a qPCR permite a detecdo, ciclo a ciclo, com elevada sensibilidade e
especificidade da intensidade de fluorescéncia emitida em decorréncia da
amplificagdo da sequéncia de ADN-alvo, independentemente de se tratar de ADN
de células mortas ou células viaveis, dai a necessidade de confirmacdo dos
resultados positivos pelo método padrdo. O problema de detecdo de falsos
positivos € ainda mais evidente no que se refere a pesquisa de L. monocytogenes
por gPCR, pois segundo o Regulamento 2073:2005 (2005b), esta deve ser
realizada apenas em alimentos prontos para consumo, ou seja, onde a
probabilidade de existrem células bacterianas mortas como resultado do

processamento € elevada.

No que se refere a pesquisa de Salmonella spp num estudo em que se analisaram
110 amostras de diferentes alimentos (frango, carne picada, peixe e leite cru)
verificou-se uma elevada sensibilidade relativa de 100% da gPCR, quando
comparado com o método padrao (Malorny et al., 2003).

Fakhr et al. (2006) num estudo em que utilizaram o Kit “ iQ-Check Salmonella”

(BioRad) quando comparado com o método padrdo em amostras de carne de peru,
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verificou-se que apods a etapa de pré-enriquecimento a gPCR nao conseguiu
detetar Salmonella spp em 3 das 49 amostras que foram positivas pelo método
normalizado. Uyttendaele et al. (2003) utilizando o mesmo kit para a pesquisa de
Salmonella spp em aves naturalmente contaminados, verificaram que apds a etapa
de pré-enriquecimento em agua peptonada, a gqPCR também deu alguns falsos

negativos.

Nos métodos padrdo em que a detecao é feita por crescimento em placa, o passo
de pré-enriquecimento permite que as células microbianas recuperem de condigdes
de stresse como as que se verificam nos alimentos, promovendo a recuperacao
das células em estado nao-cultivavel, aumentando a detecdo de células viaveis.
Neste sentido, o pré-enriquecimento, tal como indicado pelas ISOs 6579:2002 e
11290-1:1998, contribui para aumentar a sensibilidade do método.

Nos métodos moleculares, no entanto, como a detecdo é feita em funcédo do
namero de moléculas de ADN presente, 0 pré-enriquecimento sé contribuird de
facto para aumentar a sensibilidade do método se houver multiplicacdo dos

microrganismos durante a incubacao em agua peptonada.

4.3.2 Limite de detecao relativo

A determinacdo do limite de detecdo relativo, ou seja o numero minimo de
microrganismos cultivavel que pode ser detetado em 50% das ocasides, pelos dois
métodos, foi feita pelo teste exato de Fisher tendo-se utlizado os resultados
apresentados nos quadros 4.8 e 4.9. Verificou-se que ndo houve diferencas entre
os métodos utilizados, tendo em conta que os resultados positivos e negativos

foram iguais.
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Quadro 4.8. Organizacao dos dados necessarios ao calculo do limite de detegéo relativo
para a pesquisa de Salmonella spp

Resultados
Contaminacao Método Negativos Positivos Total
ISO 6579 20 0 20
S/ contaminacgao qPCR 19 0 19
Total 39 0 39
ISO 6579 0 20 20
Diluigdo 10® qPCR 0 20 20
Pesquisa de Total 0 40 40
Salmonella spp ISO 6579 0 20 20
Diluigdo 107 qPCR 0 19 19
Total 0 39 39
ISO 6579 0 20 20
Diluigdo 10°® qPCR 0 20 20
Total 0 40 40

Quadro 4.9. Organizacao dos dados necessarios ao calculo do limite de detegao relativo
para a pesquisa de L. monocytogenes

Resultados
Contaminacao Método Negativos Positivos Total
1ISO 11290-1 29 6 35
S/ contaminacao qPCR 29 6 35
Total 58 12 70
ISO 11290-1 2 13 15
Diluigdo 10 qPCR 2 9 11
Pesquisa de Listeria Total 4 22 26
monocytogenes 1ISO 11290-1 0 15 15
Diluicdo 107 qPCR 0 15 15
Total 0 30 30
1ISO 11290-1 0 15 15
Diluigdo 10° qPCR 0 15 15
Total 0 30 30

Na pesquisa de L. monocytogenes, para o nivel de contaminagdo mais baixo (6
UFC/25 g) as diferencas entre os dois métodos nao foram estatisticamente
significativas. Pode-se entdo concluir que o limite de detecéo pela qPCR utilizando
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0 “MicroSeq Listeria monocytogenes detection kit” é idéntico ao obtido pelo método
padrao descrito na ISO 11290-1.

Se considerarmos que quando se pesquisou Salmonella spp e L. monocytogenes

pelo método qPCR,

a pesquisa realizou-se

imediatamente apdés o pré

enriquecimento, e que pelos métodos padrdao as amostras foram ainda incubadas

em caldos de enriquecimento,

na realidade o numero de microrganismos

analisados na PCR, foi inferior ao analisado pelo método padrdo, ou seja, na

pratica o limite de detecao pela qPCR ¢ inferior a do método padréo.

4.4. Andlise Comparativa

Uma das grandes vantagens da utilizagdo da qPCR é exatamente o tempo

necessario até a emissdo de um resultado. Ao comparar o tempo necessario nas

duas metodologias (fig. 4.2.) verificamos, que independentemente do resultado

obtido, a qPCR permite uma resposta num espacgo de tempo mais curto.

Figura 4.2. Tempo necessario para a realizagdo dos ensaios pelo método padréo e pelo

método rapido

MicroSeq detection Kits
Applied biosystems

Método padrido

150 8579:2002

Método padrio

IS0 11280-1:1585

Pré-enriguecimento Preparacdoc da amostra™, | Andlise TE'T'DD total
-2 dias — sem
confirmacdo
-4 dias — com
18-24 h. 1-25h. confirmacio
Tempo total
Enri iment -4 dias — zem
Pré-enrigueciments nriquecimenta lsolamento™| Confirmacdo confirmacdo
secundario )
-7 dias — com
confirmacdo
18-24 h. 18-24 h. [1224n | | 48720 |
Tempo total
: . : Enriquecimento . -6 dias — sem
Pré-enriguecimento secundério lzolamentoy] Confirmacdo cnnﬁrmau;an
-5 dias — com
confirmacdo
18-24 h. 24+24n | | 4872n |
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Na pesquisa de Salmonella spp e L. monocytogenes pela metodologia padrdo
foram necessarios 4 e 6 dias, respetivamente, para a emissao dos resultados
qguando estes foram negativos (ISO 6579:2002, ISO 11290-1:1998), enquanto pela
gPCR o tempo necessario foi de apenas 2 dias. Quando os resultados foram
positivos, devido a necessidade de confirmacao, levou 7 e 9 dias, na pesquisa de
Salmonella spp e L. monocytogenes pela metodologia padrdo, respetivamente,
sendo possivel obter os mesmos resultados ao fim de 4 dias utilizando a gqPCR.

Para industria alimentar este tempo significa custos acrescidos.

Uma das desvantagens da qPCR é o custo. Para além do elevado custo inicial,
resultante do investimento num termociclador gPCR, se compararmos o0s
consumiveis e reagentes utilizados em ambos os métodos (Quadro 4.10),
verificamos que os custos sdo superiores quando se utiliza a gPCR. No entanto,
estes custos referem-se apenas aos kits utilizados no presente trabalho, os quais
poderdo ser substituidos por outros kits com custo diferentes, ou até mesmo
preparando todos os tampdes de lise e extracdo de ADN, assim como o desenho
“‘in-house” dos primers e sondas a utilizar, 0 que seguramente tornara o custo por
analise em gPCR muito inferior. A utilizacdo de reagentes “in-house” requer uma

validacao posterior, para que possam ser utilizados em laboratérios certificados.

Quadro 4.10. Custos das analises utilizando a metodologia padrao e a metodologia rapida.

Método
Pesquisa de Salmonella spp

I1SO 6579:2002 “Microseq Salmonella detection Kit”

Custo por anadlise sem confirmacao 7€ 13€
Custo por analise com confirmacao 18€ 22€
. “MicroSeq Listeria monocytogens
Pesquisa de L. monocytogeses 1SO 11290-1:1998 . k
detection Kit”
Custo por andlise sem confirmacgado 20€ 22 €
Custo por analise com confirmacdo 33€ 35€
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Os kits utilizados no presente trabalho o “MicroSeq Salmonella spp Detection Kit” e
o “MicroSeq Listeria monocytogens Detection Kit” (Applied Biosystems) estao
certificados pela “AFNOR” (certificado n® ABI 29/02-09/10 e ABI 29/02-09/10 e
certificado n® ABI 29/05-19/11, respetivamente), segundo a EN/ISO 16140:2003. A
certificacdo permite a utilizacdo dos Kits como método de rotina em qualquer
laboratério sem ser necessaria nova validacdo, sendo porém necessario a sua

implementagéo.

E necessario que o laboratério tenha em consideracéo, caso opte por outros kits ou
procedimentos mais econdmicos, a necessidade de proceder a sua validagcao se
estes nao estiverem validados por uma entidade exterior, e.g. AFNOR, AOAC,

entre outras.

Apesar dos resultados apresentados no presente trabalho darem um forte
contributo, a implementacdo da qPCR como método de rotina no LRV, exige que
se repitam os mesmos procedimentos para outras matrizes relevantes para o
laboratério. A ISO/TS 19036 (2006) agrupa as matrizes com base nas suas
propriedades fisicas em quatro grupos distintos, tais como:

e Liquidos e pds (p. ex. agua, leite, leite em po, leite de soja, leite de coco);

e Solidos bem misturados (p. ex. carne picada, carne separada
mecanicamente, carne de salsicha, carne esmagada, gelado de leite, natas
batidas, creme de soja);

e Solidos pequenos (ou muito pequenos) (p. ex. salsa desidratada/cogumelos,
cenouras raladas, salada, camardes, cereais, alimentos para animais, avelas

trituradas, etc.);
e Qutros sélidos (p. ex. queijo, carne nao picada, pastelaria, etc.).

e O numero de matrizes a serem testadas depende da variedade de matrizes
analisadas por rotina pelo laboratério.

Finalmente o laboratério deve ainda realizar os ensaios de controlo de qualidade
indicados pela NP EN ISO 17025 (2005), os controlos internos (minimo 3 brancos e
4 controlos positivos e negativos, por analista) e os controlos externos (minimo de

1 participacéo por analista num ensaio Interlaboratorial).
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5. CONCLUSOES

As diversas metodologias baseadas na biologia molecular vieram trazer um
contributo enorme a pesquisa de agentes de infegcdes de origem alimentar. No
entanto, a metodologia baseada em qPCR ¢é influenciada pelo método de extracédo
de ADN, pelo processo de enriquecimento, e pelo tipo de alimento, pelo que ha a
necessidade de normalizar o método para cada bindémio agente patogénico/matriz
de alimento. Assim, nas condicbes em que o presente trabalho foi desenvolvido

pode-se concluir que:

e A gPCR utilizando o “MicroSeq Salmonella spp Detection Kit” da Applied
Biosystems € uma alternativa eficaz a 1ISO 6579:2003 para a pesquisa de
Salmonella spp em produtos céarneos, nomeadamente carne moida,
fumados, enchidos e entremeada, apds o pré-enriquecimento em meio de
Agua Peptonada, uma vez que a sensibilidade, a especificidade e a

concordancia relativas foram de 100%:;

e A gPCR utilizando o “MicroSeq Listeria monocytogens Detection Kit” da
Applied Biosystems é uma alternativa eficaz a ISO 11290-1:1996 para a
pesquisa de Listeria monocytogenes em queijos maturados, apdés o
enriquecimento primario em meio half fraser, uma vez que a sensibilidade, a

especificidade e a concordancia relativas foram de 100%;

A gPCR permitiu detetar Salmonella spp em amostras de produtos carneos com
um nivel de contaminacao de 3 UFC/25g, e L. monocytogenes em amostras com
um nivel de contaminacdo de 6 UFC/ 25g de queijo. Para ambos os
microrganismos a comparagao do limite de detecdo relativo pela qPCR com os
respetivos métodos padrao nao deu diferencas significativas.

Pode concluir-se que a utilizagdo da técnica qPCR, utilizando os kits “MicroSeq
Salmonella spp Detection Kit” e “MicroSeq Listeria monocytogens Detection Kit” da
Applied Biosystems, representa uma mais-valia na rotina de um laborat6rio de
analises microbioldgicas, uma vez que em analises de triagem permite a obtengéo

de resultados fidveis num curto espaco de tempo:
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e Se os resultados de pesquisa forem negativos é possivel obter resultados
pela gPCR ao fim de 2 dias, comparativamente com 4 e 6 dias para a
pesquisa de Salmonella spp e a L. monocytogenes pelos métodos padrao,
respetivamente.

e Se os resultados forem positivos, exigindo a sua confirmagao, € possivel
obter resultados pela qPCR ao fim de 4 dias, comparativamente com 7 € 9
dias para a pesquisa de Salmonella spp e a L. monocytogenes pelos
métodos padrao, respetivamente.

A gPCR é uma excelente ferramenta para a triagem de alimentos isentos de
Salmonella spp e de L. monocytogenes. No entanto, se o laboratério Regional de
Veterinaria decidir implementar a gPCR como método de rotina, os procedimentos
desenvolvidos no presente trabalho terdo que ser repetidos para todas as matrizes
alimentares analisadas por rotina no laboratério (ISO/TS 19036).
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ANEXOS



Anexo 1 - Problemas associados aos métodos de amplificagéo de acidos nucleicos.

Adaptado de (Podzorski & Persing, 1995).

Problema

Falsos Positivos

Falsos negativos

Excesso de sensibilidade

Amplificagdo de genes quiméricos (hibridos)

Causa

Contaminagao com produtos amplificados

Reagentes contaminados

Amostras contaminadas durante o processamento de

controlos positivos ou de amostras positivas

Esquema de ftrabalho bidirecional/limitagdes de

instalagdes

Presenca de inibidores

Erros na medicao de volumes

Erro humano

Extrag8o inadequada dos &cidos nucleicos

Mau funcionamento do equipamento (termociclador)

Problemas com reagentes (concentragdo de magnésio,

sintese de primers)

Fraca qualidade das amostras

Detecdo de organismos mortos, presenca de
microrganismos em individuos assintomaticos, detegdo
de contaminantes ambientais, dete¢cdo de sequéncias

endégenas

Presenca de regides conservadas entre diferentes tipos

de ADN alvo existentes na mesma amostra.
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Anexo 2 - Tabela com os limites estabelecidos para a Salmonella spp. (Adaptado de

Regulamento CE 2073/2005)

Categoria de Alimentos

Limite

Fase de Aplicacao

Carne picada e preparados
de carne destinados a
serem consumidos crus

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
util

Carne picada e preparados
de carne destinados a
serem consumidos
cozinhados

Auséncia em 10g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Carne separada
mecanicamente

Auséncia em 10g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Produtos a base de carne
destinados a serem
consumidos crus

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Produtos a base de carne
obtidos a partir da carne de
aves de capoeira e
destinados a serem
consumidos cozinhados

Auséncia em 10g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
util

Gelatina e colagénio

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Queijo, manteiga, leite em

pd, soro de leite em pd e
natas fabricadas com leite
cru ou com tratamento mais
fraco que a pasteurizacao

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Sorvetes fabricados com
leite

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
util

Ovo produtos e alimentos
prontos para consumo que
contenham ovos crus

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Crustaceos e moluscos
cozidos

Auséncia em 259

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Moluscos bivalves vivos e
equinodermes, tunicados e
gastrépodes vivos

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil

Sementes germinadas

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil
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Anexo 2 - Continuagao

Categoria de Alimentos

Limite

Fase de Aplicacao

Frutas e produtos horticolas
pré-cortados, bem como
sumos de frutas e de
horticolas nao
pasteurizados

Auséncia em 25¢

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
util

Formulas para lactentes
desidratadas e alimentos
dietéticos desidratados
destinados a lactentes com
menos de seis meses e
férmulas de transicéo
desidratadas

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida
atil
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Anexo 3 - Tabela com os limites estabelecidos para a Listeria monocytogenes. (Adaptado

de Regulamento CE 2073/2005)

Categoria de Alimentos

Limite

Fase de Aplicacao

Alimentos prontos para
consumo destinados a
lactentes e alimentos
prontos para consumo
destinados a fins medicinais

especificos

Auséncia em 25¢g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida

atil

Alimentos prontos para
consumo suscetiveis de
permitir o crescimento de L.
monocytogenes, exceto 0s
destinados a lactentes e a

fins medicinais especificos

Auséncia em 25¢g

Antes de o alimento deixar
de estar sob o controlo
imediato do operador da
empresa do sector alimentar

que o produziu

100 ufc/g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida

atil

Alimentos prontos para
consumo nao suscetiveis de
permitir o crescimento de L.

monocytogenes, exceto 0s
destinados a lactentes e a

fins medicinais especifico

100 ufc/g

Produtos colocados no
mercado, durante a sua vida

atil
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Anexo 4 - Diagrama do procedimento para a Pesquisa de Salmonella segundo a ISO
6579:2002

25 g ou 25 ml da amostra
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Anexo 5 - Diagrama do procedimento para a Pesquisa de Listeria monocytogenes
segundo a ISO 11290-1:1996 Amendment 1:2004
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Anexo 6 - Relacao dos resultados obtidos pela ISO 6579:2002 e por PCR em tempo real
para detecdo da ocorréncia de salmonela spp em carne e derivados

Nivel de
Amostras ISO 6579:2002 qPCR Valor Ct
contaminagdo
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 30,15
1-Carne moida
Diluicao 107 POS POS 23,88
Diluicdo 10°® POS POS 21,97
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 32,30
2-Carne moida
Diluicao 107 POS POS 29,95
Diluicao 10°® POS POS 26,55
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10°® POS POS 19,75
3-Carne moida
Diluicao 107 POS POS 16,44
Diluicao 10°® POS POS 13,50
S/ contaminacgéo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 18,85
4-Carne moida
Diluicao 107 POS POS 15,97
Diluicao 10°® POS POS 13,50
S/ contaminacgdo NEG NEG Indeterminado
. Diluicdo 10°® POS POS 14,63
5- Carne moida
Diluicdo 10”7 POS POS 13,25
Diluicdo 10°® POS POS 12,51
S/ contaminagdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10°® POS POS 19,40
6 -Fiambre
Diluicdo 107 POS POS 15,00
Diluicao 10°® POS POS 14,72
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 16,32
7-Fiambre
Diluicao 107 POS POS 15,00
Diluicao 10°® POS POS 14,72
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Anexo 6 - Continuagao

Nivel de
Amostras ISO 6579:2002 qPCR Valor Ct
contaminagao
S/ contaminacdo NEG RI Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 15,17
8-Fiambre
Diluicdo 107 POS POS 14,05
Diluicdo 10°® POS POS 12,50
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 13,91
9-Fiambre
Diluicdo 107 POS POS 13,67
Diluicao 10°® POS POS 13,31
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 14,32
10-Fiambre
Diluicao 107 POS POS 14,26
Diluicao 10°® POS POS 13,83
S/ contaminagdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 14,50
11-Chourico
Diluicdo 10”7 POS POS 14,05
Diluicdo 10°® POS POS 12,34
S/ contaminacgdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 26,62
12-Chourico
Diluicdo 10”7 POS POS 25,55
Diluicdo 10° POS POS 18,96
S/ contaminagdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 20,50
13-Chourico
Diluicdo 107 POS POS 17,08
Diluicdo 10° POS POS 15,49
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 19,80
14-Chourico
Diluicdo 107 POS POS 14,34
Diluicdo 10° POS POS 12,95
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Anexo 6 — Continuacao

Nivel de
Amostras ISO 6579:2002 qPCR Valor Ct
contaminagao
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 14,94
15-Chouricao
Diluicdo 107 POS POS 13,99
Diluicdo 10°® POS POS 12,99
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 17,62
16-Chouricao
Diluicdo 107 POS POS 14,97
Diluicao 10°® POS POS 12,68
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicao 10°® POS POS 16,97
17-Chouricao
Diluicao 107 POS POS 15,52
Diluicao 10°® POS POS 14,46
S/ contaminagdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 14,71
18-Chouricao
Diluicdo 10”7 POS RI Indeterminado
Diluicdo 10°® POS POS 13,21
S/ contaminagdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 16,61
19-Entremeada
Diluicdo 10”7 POS POS 13,87
Diluicdo 10° POS POS 13,46
S/ contaminagdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 13,70
20-Entremeada
Diluicdo 107 POS POS 13,53
Diluicdo 10° POS POS 13,44

Rl= Resultado indeterminado
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Anexo 7 - Relagao dos resultados obtidos pela ISO 11290-1:1996 Amendment 1:2004 e por
PCR em tempo real para dete¢do da ocorréncia de Listeria monocytogenes em queijos

ISO 11290-1:1996

Queijo curado Nivel de contaminagao gPCR Valor Ct
Amendment 1:2004
Amostra 1 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 2 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 3 Sem analise prévia POS POS 28,34
Amostra 4 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 5 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 6 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 7 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 8 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 9 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 10 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 11 Sem analise prévia POS POS 25,18
Amostra 12 Sem analise prévia POS POS 35,20
Amostra 13 Sem analise prévia POS POS 33,27
Amostra 14 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 15 Sem analise prévia POS POS 32,20
Amostra 16 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 17 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 18 Sem analise prévia POS POS 31,77
Amostra 19 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
Amostra 20 Sem analise prévia NEG NEG Indeterminado
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS RI Indeterminado
Amostra 21
Diluigdo 10”7 POS POS 29,27
Diluigdo 10° POS POS 24,98
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Anexo 7 - Continuagao

SO 11290-1:1996

Queijo curado Nivel de contaminacdo gPCR Valor Ct
Amendment 1:2004
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 31,09
Amostra 22
Diluicdo 10”7 POS POS 29,21
Diluicdo 10 POS POS 25,70
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 32,94
Amostra 23
Diluicdo 10”7 POS POS 26,55
Diluicdo 10 POS POS 24,84
S/ contaminacéo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 28,62
Amostra 44
Diluicdo 10”7 POS POS 26,91
Diluicdo 10°® POS POS 22,47
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 29,46
Amostra 25
Diluicdo 10”7 POS POS 26,19
Diluicdo 10 POS POS 22,80
S/ contaminacgdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 24,94
Amostra 26
Diluicdo 10”7 POS POS 18,60
Diluicdo 10 POS POS 18,22
S/ contaminacgdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 24,33
Amostra 27
Diluicdo 10”7 POS POS 18,92
Diluicdo 10 POS POS 16,82
S/ contaminacgdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® NEG NEG Indeterminado
Amostra 28
Diluicdo 10”7 POS POS 32,58
Diluicdo 10 POS POS 29,95
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Anexo 7 - Continuagao

ISO 11290-1:1996
Queijo curado Nivel de contaminacdo gPCR Valor Ct
Amendment 1:2004
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS RI Indeterminado
Amostra 29
Diluicdo 10”7 POS POS 33,39
Diluicdo 10 POS POS 30,22
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 NEG NEG Indeterminado
Amostra 30
Diluicdo 10”7 POS POS 33,03
Diluicdo 10 POS POS 30,80
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 21,53
Amostra 31
Diluicdo 10”7 POS POS 18,47
Diluicdo 10°® POS POS 15,53
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 24,50
Amostra 32
Diluicdo 10”7 POS POS 18,34
Diluicdo 10 POS POS 15,48
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 22,44
Amostra 33
Diluicdo 10”7 POS POS 18,24
Diluicdo 10 POS POS 14,79
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10 POS POS 21,70
Amostra 34
Diluicdo 10”7 POS POS 17,82
Diluicdo 10 POS POS 14,35
S/ contaminacdo NEG NEG Indeterminado
Diluicdo 10® POS POS 34,34
Amostra 35
Diluicdo 10”7 POS POS 28,92
Diluicdo 10 POS POS 26,07

Rl= Resultado indeterminado.
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