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1 INTRODUCAO

A producao de queijo tipo Minas Frescal e embutidos ¢ uma das principais
fontes de renda de pequenos produtores e também uma forma de identidade de
muitos estados brasileiros (FURTADO, 1980). No entanto, essa atividade ainda ¢
realizada por produtores que ndo se atém as boas praticas de higiene e fabricagio
e sdo, portanto, potenciais veiculos de contaminagdes por diversos micro-orga-
nismos patogénicos.

Na cidade de Londrina-PR, ¢ comum o comércio de queijo tipo Minas
Frescal e embutidos de fabrica¢do artesanal, principalmente, em feiras livres
da cidade. As bactérias comumente encontradas nesses produtos sao os Entero-
coccus e as bactérias do grupo dos coliformes, como a Escherichia coli e a Sal-
monella, micro-organismos diretamente relacionados a manipulacao inadequada
dos produtores e a falta de higiene durante a produ¢do do alimento.
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O desenvolvimento da amplificacdo de DNA in vitro pela Reagdao em Cadeia
da Polimerase (PCR) facilitou a identificagdo de micro-organismos em alimen-
tos. Para esse fim, diversos trabalhos relatam o uso de PCR para a identificacdo
de Enterococcus sp. (E. faecium e E. faecalis), Salmonella spp. e Escherichia coli
(ETEC e EPEC). Dessa forma, este estudo visa isolar e identificar tais micro-or-
ganismos de queijo Minas Frescal e embutidos utilizando a técnica de PCR, a
partir do DNA de amostras identificadas pelos testes bioquimicos e diretamente
do alimento.

2 BACTERIAS POTENCIALMENTE PATOGENICAS
CONTAMINANTES DE ALIMENTOS

Os alimentos de origem animal ou vegetal, frescos ou processados, incluin-
do a 4gua, podem veicular diversos micro-organismos patégenos, causadores de
diversas perturbacdes fisiologicas nas pessoas que os consomem. Os alimentos
que, eventualmente, estejam contaminados por micro-organismos causadores de
doencas, ao ser ingeridos, permitem que os patdogenos ou os seus metabolitos
invadam os tecidos do hospedeiro causando graves doengas.

2.1 COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

O grupo dos coliformes totais incluem bactérias da familia Enterobacte-
riaceae, que fermentam a lactose, com formagao de gas a 37 °C por 48h, Ba-
cilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporogénicos, capazes de
fermentar a lactose com produgdo de gas, em 24 horas de incubagdo a 35 + 0,2
°C, para todos os alimentos (LANDGRAF, 2005). O grupo dos coliformes ter-
motolerantes incluem bactérias que fermentam a lactose com producao de gas a
temperatura de 44-45 °C. Fazem parte desse grupo os seguintes géneros: Esche-
richia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Desses quatro géneros, apenas a
Escherichia tem como habitat primdrio o trato intestinal do homem ou animal.
Os demais géneros podem ser encontrados, além das fezes, em vegetais e solo.
A presenca de coliformes totais nao indica necessariamente contaminacao fecal
e nem a presenga de coliformes termotolerantes. A pesquisa de presencga desse
grupo indica, com maior seguranca, as condi¢des higiénico-sanitdrias do produto
(LANDGRAF, 2005). Sua ocorréncia em alimentos ¢ avaliada sob dois aspectos:
(1) por ser uma enterobactéria, sua presenga no alimento indica contaminacao de
origem fecal, portanto, ele foi produzido em condigdes higiénicas insatisfatorias;
(2) o outro aspecto a ser considerado € que algumas cepas sdo patogé€nicas para
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o homem e animais e causam, principalmente, diarreias (KAPPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

2.1.1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli ¢ uma bactéria de morfologia em bastonete Gram-negativo,
anaerdbia facultativa e oxidase negativa (JAY, 1994). E considerada um micro-
-organismo patogénico classificado como “de severo perigo para a populacdo
em geral, representando risco de morte, sequelas cronicas ou longa duragao” no
grupo de risco A pela International Commission on Microbiological Specifica-
tions for Foods (ICMSF, 2002)

A presenga de E. coli em alimentos pode ser interpretada de duas formas.
Por se tratar de uma enterobactéria, sua presen¢a nos alimentos indica, necessa-
riamente, contaminag¢do de origem fecal, ou seja, condigdes higiénico-sanitarias
inadequadas. Outro ponto ¢ que muitas classes de E. coli sdo patogénicas para o
homem e animais (FRANCO, 2004).

Com base nos fatores de viruléncia, distintos sorotipos O:H, mecanismos
de patogenicidade (interagdo com a mucosa intestinal), manifestagdes clinicas
e epidemiologia as cepas patogénicas de E. coli sdo divididas em seis grupos:
(I) E. coli enteropatogénica (EPEC), (2) E. coli enteroinvasiva (EIEC), (3) E.
coli enterotoxigénica (ETEC), (4) E. coli enterohemorragica (EHEC), (5) E. coli
enteroagregativa (EAggEC) e (6) E. coli difusamente adesiva (diffusely adherent
E. coli) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Escherichia coli Enteropatogénica Classica (EPEC) ¢ um sorotipo de E.
coli ha muito conhecido que causa gastrenterites em criancas. A contaminacao
por esse micro-organismo se caracteriza pelos seguintes sintomas: diarreia
acompanhada de dores abdominais, vomitos e febre, com a doenca durando
cerca de seis a trés dias. A patogenicidade dessa cepa se deve a capacidade de
adesao e destrui¢ao das microvilosidades das células intestinais. A EPEC esta
entre os principais agentes enteropatogénicos, em especial na diarreia do lac-
tente, com altos indices de mortalidade. Esse micro-organismo ¢ responsavel
por cerca de 30% de diarreia aguda em criancas pobres com idade inferior a
seis meses. Recém-nascidos e lactentes jovens sdo as vitimas mais frequen-
tes de infecgdo por E. coli enteropatogénica classica. A diarreia causada pela
infecgdo por E. coli ¢ muito mais severa do que aquelas causadas por outros
micro-organismos patogénicos. E acompanhada de dores abdominais, vomitos
e febre. A doenga dura em torno de seis horas até trés dias, com incubacao de
17 a 72 horas (FRANCO, 2004).
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Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) sdo cepas de E. coli que pro-
duzem enterotoxinas nocivas para os seres humanos. Os sintomas da doenca
causada por ETEC, quando muito grave, se parecem com os da colera: fezes
aquosas e desidratacdo, e tratando-se de pessoas com quadro de desnutrigdo, a
desidratagdo ocorre de maneira muito severa. As bactérias desse grupo sdo as
causas principais de diarreia em paises subdesenvolvidos, pelo fato de estes nao
oferecerem condigdes de saneamento basico ou por ser inadequado. ETEC ¢
considerada umas das principais causas da chamada “diarreia do viajante” que
acomete pessoas que se deslocam com frequéncia para esses paises subdesenvol-
vidos. Surtos de contaminagao por E. coli enterotoxigénica em paises da Europa
e EUA estdo ligados ao consumo de dgua e/ou alimentos contaminados por esse
micro-organismo (FRANCO, 2004).

Segundo a Resolugcdo —RDC N° 12, de 2 de janeiro de 2001, o limite maximo
para contagem de coliformes termotolerantes para queijos de alta umidade ¢ de
5x10° UFC/grama de alimento e, para embutidos frescais, o valor maximo ¢ de
5x10° UFC/grama de alimento (BRASIL, 2001).

2.1.2 SALMONELLA SPP.

Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae ¢ compreende bacilos
Gram-negativos nao esporulados, anaerobios facultativos e sdo capazes de utili-
zar o citrato como unica fonte de carbono. Esse género de bactéria ¢ amplamen-
te distribuido na natureza, sendo que o trato intestinal de humanos e animais
sd0 os mais comuns. Salmoneloses relacionada a laticinios é, na maioria das
vezes, causada por leite cru ou inadequadamente pasteurizado e também queijo
(FRANCO, 2004).

Algumas infec¢des de salmoneloses, como as espécies Typhi e Parathiphi,
provocam septicemia, febre, e infec¢cdes em praticamente todos os 6rgaos. Os
sintomas aparecem apds 12 a 36 horas de contato com o micro-organismo com
durag¢do de um a quatro dias. Outros sintomas podem aparecer depois de al-
gumas semanas da infeccdo, artrite e sindrome de Reiter. Outras espécies de
Salmonella causam coélicas abdominais, febre, dores de cabega, diarreia e njusea
(SILVA, 2007a). Em criangas e recém-nascidos, a infec¢do por Salmonella pode
apresentar sintomas gravissimos ja que essa bactéria entra na corrente sanguinea
e pode lesionar diversos 6rgdos. Ha relatos de meningite e problemas renais de-
correntes da infec¢ao por Salmonella (FRANCO, 2004).

Acreditava-se que para uma infecgdo por Salmonella era necessaria uma in-
gestdo de um niimero de células superior a 10%. Entretanto, alguns fatores podem
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alterar esse valor: dependendo do sorotipo de Salmonella e, da eficiéncia dos
mecanismos de defesa no individuo e das caracteristicas do alimento, ou seja,
alimentos com alto teor lipidico, as Sa/monellas ficam protegidas nos globulos de
gordura e nao sdo afetadas por enzimas e nem pela acidez gastrica. Essa bactéria
¢ o agente de doenga mais comum de origem alimentar que causa surtos de diar-
reia e nos EUA anualmente sao diagnosticados aproximadamente 40000 casos
de salmoneloses (SILVA, 2007b). Dados recentes apontam para um crescimento
do nimero de infec¢des por Salmonella a cada ano (FRANCO, 2004).

Para medidas de controle, o calor ¢ uma forma eficiente, entretanto, algumas
cepas sdao mais resistentes do que outras. O ambiente influencia na resisténcia
da Salmonella: ambientes imidos diminuem a resisténcia do micro-organismo
quando comparados a ambientes com baixa umidade (FRANCO, 2004). A Re-
solug@o n° 12 de 2001 da Anvisa estabelece auséncia de Salmonella em 25 g de
alimento, para queijos de alta umidade e embutidos frescais (BRASIL, 2001).

Diferentes sorotipos de Salmonella tém sido identificados em animais com
salmonelose. Nao existe espécie-especificidade na infeccdo dos animais pelos
mais de 2000 diferentes sorotipos descritos para o micro-organismo, embora
evidéncias apontem certa seletividade de determinados sorotipos nas infecg¢des
em animais. No entanto, tem-se observado o predominio do sorovar Typhimu-
rium na salmonelose em animais (ACHA; SZYFRES 2003; QUINN et al., 2005).

Salmonella enteritidis é um sorotipo que nos anos 1980, em paises da
Europa, foi o mais comum causador de surtos de diarreia associados ao consumo
de ovos crus e carnes mal cozidas de aves (CDC, 2003). Causa febre, colicas ab-
dominais e diarreia, que pode apresentar grumos de sangue. E um sorotipo que
demonstra certa resisténcia a antimicrobianos e algumas cepas apresentavam
multirresisténcia (CONNOR, 2005). Esse sorotipo predominou entre todos os
sorovares isolados entre 1994 e 1999 pelo Laboratério de Ornitopatologia da
FMVZ de Botucatu/SP, e correspondeu a 75,6% dos 45 sorotipos isolados de
aves naquele periodo (ANDREATTI FILHO et al., 2001).

A grande maioria dos sorotipos de salmonelas sdo patogénicos para o
homem, de forma que os sintomas clinicos podem ser divididos em trés grupos
(CONNOR, 2005). O primeiro, ¢ a febre tifoide, causada por S. Typhi, que atinge
somente 0 homem e ndo possui reservatdrios em animais, por isso, a infec¢ao se
da entre as pessoas, pelo consumo de 4gua contaminada ou alimentos contami-
nados por fezes de humanos. Uma vez contaminada, a pessoa pode ser portadora
dessa bactéria por varios anos. A febre tifoide ¢ caracterizada por septicemia,
febre continua, cefaleia, diarreia e pode evoluir para 6bito. Quando contami-
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nada, a infeccdo pode durar até oito semanas. No segundo grupo, estd a febre
entérica, que € ocasionada pela S. Paratyphi A, B e C e ¢ mais branda que a
febre tifoide, tendo duragdo média de trés semanas, podendo ser causada pelo
consumo de agua e alimentos, principalmente vegetais e leite cru, mariscos e
ovos. No terceiro grupo estdo as infec¢des entéricas, causadas por outros tipos
de Salmonella. Sao raros os casos clinicos fatais e, geralmente, ¢ dispensada a
antibioticoterapia. Os alimentos mais incriminados sdo a carne bovina, as aves,
0S Suinos € 0s oVos Crus.

2.1.3 ENTEROCOCCUS SP.

Os enterococos sdo células esféricas ou ovoides, dispostos geralmente em
pares ou cadeias curtas em meio liquido. Algumas vezes podem apresentar-se
em formas cocobacilares, quando o crescimento ocorre em agar. Sao organismos
Gram-positivos e podem ser moveis, apresentando poucos flagelos e auséncia
de cépsula (KONEMAN; ALLEN, 2001). Sdo ainda anaerdbios facultativos e
a temperatura 6tima de crescimento ¢ de 35 °C, embora a maioria dos micro-
organismos se desenvolva entre 10 e 45 °C. Apresentam crescimento rapido em
meios de cultura, e podem ser cultivados na presencga de altas concentragdes de
sal (NaCl a 6,5%), toleram sais biliares a 40% e podem hidrolisar a esculina.
Essas propriedades basicas podem ser utilizadas para distinguir enterococos de
outros cocos Gram-positivos (SHANKAR et al., 1999).

A crescente importancia dos enterococos como patdgenos nosocomiais
tem sido a habilidade natural de adquirir plasmideos, ou seja, elementos extra
cromossdmicos que codificam caracteristicas que permitem a sobrevivéncia ou
vantagens quanto ao crescimento desses micro-organismos em ambientes nao
usuais e/ou estressantes, como o ambiente hospitalar. Linhagens virulentas
podem ser resultantes da aquisicao de genes pela troca genética e isso pode estar
relacionado a diversidade de elementos genéticos (plasmideos) (SHANKAR et
al., 1999; RIBOLDI, 2009).

Por colonizar o trato intestinal, tem-se sugestionado como um potencial risco
sanitario, justificando seu uso como indicador de contaminagao fecal (ARIAS et
al., 2010), além de promover a deterioracdo de alguns alimentos. Existem 14
espécies descritas de Enterococcus sp., sendo E. faecalis e. faecium os dois in-
tegrantes principais que constituem o grupo dos mais importantes agentes bac-
terianos relacionados com as infecgdes nosocomiais. Além disso, E. faecalis é a
principal espécie isolada do trato gastrointestinal humano e também a espécie E.
faecium pode ser encontrada em propor¢des variadas (SHANKAR et al., 1999).
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As infec¢des mais associadas com os enterococos sdo as do trato urinario,
intra-abdominais, pélvicas, bacteremia, endocardite, cutaneas, neonatais, do sis-
tema nervoso central e do trato respiratorio (GOULD et al., 2004).

3 AN[\[ISES MOLECULARES NA IDENTIFICACAO DE
PATOGENOS ALIMENTARES

A andlise microbiologica de um produto alimenticio pode ser conduzida
para investigar a presenga ou auséncia de micro-organismos nesse produto ou
para quantificar os micro-organismos presentes e para identificar e caracterizar
as diferentes espécies microbianas. Inimeros métodos laboratoriais de anélise
podem ser utilizados e, atualmente, esses métodos sao comumente divididos em
métodos “convencionais” € métodos “rapidos” (FRANCO, 2004).

Os métodos convencionais recebem essa denominagao porque foram desen-
volvidos hd muitos anos e desde entdo vém sendo empregados como oficiais na
maioria dos laboratorios brasileiros e também em outros paises. Esses métodos
de deteccdo de bactérias em alimentos envolvem etapas de pré-enriquecimen-
to e enriquecimento seletivo, seguidos por testes de identificagdo morfologica,
bioquimica e imunoldgica. Apesar de serem bem estabelecidos e de requererem
materiais de consumo mais baratos, tais procedimentos apresentam algumas
desvantagens como o intenso trabalho e a espera pelos resultados finais por
varios dias. Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos na busca de métodos ra-
pidos e confiaveis para a detec¢do de micro-organismos em alimentos (LANTZ;
HAHN-HAGERDAL; RADSTROM, 1994).

Os métodos rapidos surgiram a partir da década de 1970, como consequén-
cia da necessidade de se abreviar o tempo necessario para a obtengdo de resul-
tados analiticos, melhorar a produtividade laboratorial, simplificar o trabalho e
reduzir custos. Além dessas vantagens, alguns desses métodos apresentam maior
sensibilidade e especificidade que os métodos convencionais (FRANCO, 2004).
Entre os métodos rapidos, estd a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A PCR tem sido estabelecida em diagndsticos microbioldgicos como uma
valiosa alternativa para os métodos convencionais. Rapidez, bom limite de de-
teccdo, seletividade e potencial para a otimizagdo sdo as maiores vantagens desse
método. Entretanto, existem algumas varidveis a serem consideradas no uso da
PCR, como o custo do alto investimento tecnoldgico, a necessidade de aprova-
cdo oficial, regulamentos e instrugdes padronizadas (MALORNY et al., 2003).
Por meio dessa técnica, ¢ possivel identificar micro-organismos a partir de seu
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material genético. Repetidas séries do ciclo envolvem a desnaturacdo do DNA
molde, o anelamento dos primers e a extensao dos primers anelados pelo DNA
polimerase, resultando em uma acumulagdo exponencial de fragmentos especi-
ficos. Devido a extensao do primer, os produtos sintetizados em um ciclo podem
servir de molde para os proximos, e o nimero de copias do fragmento alvo dobra
a cada ciclo. A complementaridade entre as bases nitrogenadas constituintes dos
acidos nucléicos e as variagdes de temperatura permitem a reprodu¢do in vitro
do processo que ocorre in vivo (BROWN, 2003). E utilizado um oligonucleotideo
iniciador (primer) especifico para a identificagdo do género bacteriano, dando
uma precisdo na identificacdo de micro-organismos em alimento.

Os componentes essenciais para a PCR sdo a DNA polimerase termoesta-
vel, o primer, desoxinucleotideos (ANTPs), DNA molde, ions magnésio, tampao
e dgua. Geralmente o volume total de reagao varia de 20 a 100 pl. A PCR en-
volve ciclos repetidos de altas temperaturas para separar os filamentos de DNA,
temperaturas relativamente baixas para permitir a hibridizagdo dos primers
(anelamento) com as regides complementares do DNA alvo, e uma temperatura
intermediaria para a extensao da fita. A variacao da temperatura ¢ realizada com
auxilio do termociclador. E essencial que o termociclador promova aquecimento
e resfriamento idénticos, fornecendo resultados uniformes em todas as reagdes
(ATLAS; BEJ, 1994).

Usualmente a PCR ¢ empregada na analise de patogenos em alimentos a
partir de amostras enriquecidas, quando teoricamente o micro-organismo atinge
uma alta concentragdo, permitindo a deteccao de forma adequada (LANTZ;
HAHN-HAGERDAL; RADSTROM, 1994). A PCR, a partir de amostras sem
enriquecer, ou seja, diretamente do alimento, ¢ uma alternativa viavel pela maior
praticidade e rapidez. Segundo Myint et al. (2006), a analise direta do DNA
de micro-organismos do préprio alimento € realizada em menos de dois dias,
comprovando a praticidade da PCR como ferramenta no monitoramento de pa-
togenos numa industria de alimentos.

4 MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 14 amostras de queijo tipo Minas Frescal, cinco de lin-
guica defumada e nove de linguica fresca, adquiridas aleatoriamente na forma
de consumidor em feiras livres na cidade de Londrina-PR, durante o ano de
2011. As amostras foram transportadas na propria embalagem até o Laboratorio
de Microbiologia da UTFPR — campus Londrina, onde foram preparadas para
posteriores analises microbiologicas. As analises ocorreram no mesmo dia da
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aquisicdo da amostra ou em um periodo méximo de 12 horas, sendo mantidas
sob refrigeracao.

4.1 ISOLAMENTO CONVENCIONAL

Para estudar um micro-organismo em particular ¢ necessario separa-lo
da populagdo mista em que se encontra. Para tanto, ha necessidade de utilizar
técnicas de isolamento que resultem em cultivo puro.

41.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOTIPICA DE ESCHERICHIA COLI

O isolamento de Escherichia coli foi realizado segundo a metodologia
descrita por Kornacki e Johnson (2001), baseado no método do Numero Mais
Provével.

4.1.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOTIPICA DE SALMONELLA

O isolamento de Salmonella seguiu protocolo descrito FDA (2006). Esse
método consiste em um pré-enriquecimento seguido de um enriquecimento e o
plaqueamento seletivo diferencial. Posterior a isso, foram executados os testes
bioquimicos de confirmagao.

4.2.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOTIPICA DE ENTEROCOCCUS

O i1solamento de Enterococcus consistiu em realizar um pré-enriquecimen-
to seguido de um enriquecimento e o plaqueamento seletivo diferencial em Agar
Kanamicina Bile Esculina (KEA). Testes confirmatorios foram de catalase, cres-
cimento em 10 e 45 °C, em meio de cultura hipersalinizado (NaCl 6,5%).

4.2 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

A identificacdo genotipica ¢ uma técnica muito utilizada para a confirmagao
de micro-organismos patdégenos em alimentos. Para tanto, o DNA deve estar
livre do interior celular e a técnica de identificacdo mais aplicada é a Reagao em
cadeia da Polimerase (PCR).

4.2.1 EXTRACAO DE DNA DE E. (OLI E SALMONELLA

O DNA genomico de E. coli foi isolado utilizando-se a metodologia des-
crita por Farooq (2009), com modificagdes. Uma algada dos isolados de E. coli,
provenientes de crescimento em Agar BHI, foi inoculada em 3 ml de caldo BHI
e esses tubos incubados por aproximadamente 24h a 37 °C. Apos esse periodo,
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o conteudo total foi transferido para tubos de microcentrifuga e centrifugados a
10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado
com agua bi-destilada estéril, e novamente submetido a centrifugacdo a 10.000
rpm por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 500 pl de solucao de lise
(Tris-HCI1 1,0 M, pH 8.0; EDTA 0,5 M; NaCl 3,5 M; SDS 10%) e 5 puL de protei-
nase K (20 mg/ml). O tubo foi deixado em banho-maria a 55 °C por no minimo
1 h. Apos isso, foi acrescentado o mesmo volume de fenol-cloroférmio, a fim de
desproteinar a soluc¢ao. Finalmente, o DNA foi desidratado com etanol gelado e
ressuspenso em 50 pL de 4gua bi-destilada estéril e conservado a -20°C.

4.2.2 EXTRACAO DE DNA DE ENTEROCOCCUS

O DNA gendmico dos isolados foi extraido utilizando-se a técnica da lise
térmica (HAGEN et al., 2002). Com auxilio de uma al¢a previamente flambada,
os isolados de Enterococcus sp. foram inoculados em tubos contendo meio In-
fusdo Cérebro Coracdo (BHI) e incubados por aproximadamente 24 h a 37 °C.
Para a extragdo do DNA foi coletada uma colonia de cada isolado ¢ estas foram
ressuspendidas em tubo de microcentrifuga, contendo aproximadamente 100
puL de agua estéril. Os tubos foram incubados em banho contendo 4gua a uma
temperatura de aproximadamente 100 °C por 30 minutos. Apos, foram centrifu-
gados por 10 minutos a 12000 rpm, 3 puL de cada sobrenadante, contendo o DNA
gendmico, foi utilizado na reacdo de amplificagdo por PCR.

4.2.3 EXTRACAO DE DNA BACTERIANO DIRETO DO ALIMENTO

Para a extragdo do DNA gendmico bacteriano a partir de amostras de ali-
mentos, utilizaram-se duas metodologias designadas M1 e M2.

Metodologia M1: as amostras de alimentos foram submetidas a incubagdo
em caldo de enriquecimento por 24 horas a 37 °C. A partir desse crescimento, foi
retirado 1 ml e centrifugado a 15.000 g por 10 minutos. As células foram lavadas
duas vezes com salina tamponada fosfatada estéril (PBS, pH 7,2). O DNA foi
extraido por meio de aquecimento a 95 °C por 15 minutos em 20 pL de solucao
de lise 1:1 (0,125% SDS e 0,05M NaOH) e centrifugacao a 15.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer.

Metodologia M2: a partir da primeira diluicdo da amostra, retirou-se 2 ml e
procedeu-se a centrifugacao a 15.000 rpm por 10 minutos. As células foram lava-
das duas vezes com salina tamponada fosfatada estéril (PBS, pH 7,2). Acrescen-
taram-se 200 pL de 4gua deionizada esterilizada. O DNA gendmico foi extraido
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por meio de aquecimento a 95 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e
armazenado em freezer.

4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os primers utilizados neste trabalho estdao descritos na Tabela 1. Utilizaram-
-se 125mM de cada um dos primers, 2 pL de solu¢do tampao para PCR, 2,5mM
de cloreto de magnésio, 109uM de dNTPs mix, 0,5U de Tag DNA polimerase
e lul do DNA alvo (10-20ng-ul-1) em 20ul de volume final. A amplificagdo dos
fragmentos alvo foi realizada em termociclador (Biocycler), por meio de desna-
turagdo inicial do DNA a 94 °C por Sminutos, seguida de 35 ciclos (94 °C - 1
minuto; 55 °C - 1 minuto e 72 °C - 1minuto), e de extensao final a 72 °C por 10
minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2% contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminagdo ultravioleta. O
marcador de massa molecular utilizado foi o 100pb DNA Ladder (Invitrogen®).

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR para identificacdo de E.
faecalis, E. faecium, Escherichia coli (ETEC, EPEC) e Salmonella spp.

Oligonucleotideos Produto

Micro-organismo amplificado

(primers)

E. faccalis +ATCAAGTACAGTTAGTCT 941 ob
: -ACGATTCAAAGCTAACTG p
E. faccium +TAGAGACATTGAATATGCC N
: TCGAATGTGCTACAATC p
E. coli EPEC +GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC 384 pb

-CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG

. +CAC CCG GTA CAA GGC AGG ATT
E. coli ETEC _ATT TTT ACT TTC TGT ATT AGT CTT 190 pb

Salmonella s +AAACGTTGAAAAACTGAGGA 119
b - TCGTCATTCCATTACCTACC

Fonte: Autoria propria (2011).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram analisadas 14 amostras de queijo, cinco de lingui-
ca defumada e nove de linguica fresca. As 28 amostras foram submetidas as
analises microbioldgicas para deteccdo de Enterococcus sp. (E. faecium e E.
faecalis), Salmonella spp. e E. coli (ETEC e EPEC). Na tabela 2, encontram-se
os resultados para Enterococcus sp. O calculo do nimero de UFC/g de ali-
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mento, descrito por Silva et al. (2007b), foi em fun¢do do nimero de coldnias
tipicas contadas, diluicdo inoculada e percentagem de col6nias confirmadas.
Oito amostras de queijo (57%), duas de linguica defumada (14%) e quatro
de linguiga fresca (28%) apresentaram contaminacgdes por Enterococcus sp.,
variando de 6 x10°a 2,5 x10* UFC/g.

Tabela 2 — Resultados de enumeracéo de Enterococcus sp. a partir de amostras de alimentos

AMOSTRA/ Isolad
UFCg solados
E17Q.10 E18Q.10 E19Q.10 E20Q.10 E22Q.10 E25Q.10 E27Q.10 E30Q.11
Queijo
1,65x10*  1,25x10* 2,1x10*  2,5x10* 1,65x10* 8,25x103 6x103 1,9x10%
Linguiga Ele.10 Ele.10

Defumada ¢ 6x10°  9x10°
Linguica  F6f11  E7E11  ESf1l  EOR11

Fresca 1,5x10  2,5x10°  6,6x10°  8,7x10°

UFC: Unidade Formadora de Colonia; E: Enterococcus; Q: Queijo; e: Linguica defumada; f:
Linguica Frescal.
Fonte: Autoria propria (2011).

Nos testes presuntivos, Enterococcus sp. foi detectado em valores de 6,0 x
10° a 2,5 x 10* UFC/g de queijo analisados, 6,6 x 10°a 9,0 x 10° nas amostras de
linguica defumada ¢ 2,5 x 10° a 1,5 x 10* nas de linguiga fresca. Enfatizando que
os componentes adicionados no preparo da linguica, como sal e pimenta, ndo
interferiram na viabilidade celular deste micro-organismo.

As cepas isoladas que apresentaram caracteristicas de Enterococcus sp. nos
testes bioquimicos seguiram processo de extracdo de DNA para posterior analise
molecular por PCR. Para as andlises moleculares de determinagdo da espécie de
E. faecium e E. faecalis foram utilizadas 17 colonias escolhidas aleatoriamente.

Um total de 29% das colonias submetidas a amplifica¢do para determinagdo da espécie E. fae-
cium apresentaram um amplicon de 550 pb, caracteristico dessa espécie (Figura 1 A). As colonias
que ndo apresentaram amplificacdo para essa espécie foram submetidas a amplificagdo para a
espécie E. faecalis. Duas colonias (13%) foram amplificadas para essa espécie (Figura 1B),
apresentando um amplicon de 941pb. As demais coldnias devem pertencer a outras espécies do
género Enterococcus. Foram identificadas as espécies E. faecium e E. faecalis. A técnica de
PCR foi importante para distinguir as espécies de Enterococcus sp., uma vez que os testes bio-
quimicos de identificagdo somente identificaram o género.
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Figura 1 — (A) Gel de agarose a 1,5% demonstrando o resultado de amplifica¢do do gene
espécie especifico para E. faecium (550 pb). Canaletas 1 — peso molecular 1Kb;
2 a 7 — coldnias isoladas de queijo; 8 a 9 — colonias isoladas de linguica; (B) amplificagdo do
gene espécie especifico para E. faecalis (941 pb). Canaletas 1 — peso molecular 1Kb;
2 a 4 — coldnias isoladas de queijo; 5 — coldnia isolada de linguica.

1000

A

Fonte: Autoria propria (2011).

A presenga dos enterococos na microbiota do trato gastrintestinal de seres
humanos e animais explica a ocorréncia em alimentos de todos os tipos. Uma
vez presentes nos alimentos, esses micro-organismos sao capazes de sobreviver
e se multiplicar, podendo resistir a alguns processos tecnologicos de preparacao
e preservacao dos alimentos (GIRAFFA, 2002). Fujimoto et al. (2011) obti-
veram resultados semelhantes em queijos de coalho provenientes de duas re-
gides de producdo artesanal do estado do Ceard. Por meio da técnica de PCR,
foi identificada presenca de 90% de E. faecium, 2,7% de E. faecalis e 7,3% de
Enterococcus spp.

Riboldi et al. (2009) isolaram 56 cepas de Enterococcus sp. de diversos
vegetais e, utilizando-se de PCR, foram confirmadas contaminagdes por E. fae-
calis, E. faecium e Enterococcus spp. Ja um estudo realizado por Cariolato et al.
(2008) relatou a presenca de E. faecalis e E. faecium isolados de produtos lacteos
e identificados por PCR.

Na tabela 3, encontram-se as amostras que apresentaram presenga para
Salmonella spp. nos testes presuntivos, ou seja, nos meios de cultura utilizados
apresentaram colonias com caracteristicas tipicas para Salmonella. No entan-
to, nos testes moleculares (PCR) ndo foi verificada a presenca de Salmonella
spp., denotando um resultado satisfatorio por apresentar-se dentro dos padrdes

375



376

Tépicos em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos: Resultados de Pesquisas Académicas - Volume 4

estabelecidos pela Anvisa (BRASIL, 2001). O primer utilizado neste estudo
identifica o género Salmonella sp.

Tabela 3 — Presenga de Salmonella spp. a partir de amostras de alimentos

AMOSTRA/

UFC g Isolados

Queijo $19Q.10  S22Q.10 S23Q.10  S24Q.10  S28Q.10 S30Q.10
Linguica S1e.10 Sle.10 S3e.10 S4e.10 SSe.10
Defumada

Linguica S3f.11 S5£.11 S8f.11 E9f.11

Fresca

S: Salmonella; Q: Queijo; e: Linguica defumada; f: Lingui¢a Frescal.
Fonte: Autoria propria (2011).

Avila e Gallo (1996) em trabalho realizado com leite cru, leite pasteurizado
tipo C e queijo Minas Frescal ndo encontraram a presenga de Sa/monella, en-
tretanto, algumas culturas apresentaram caracteristicas bioquimicas similares a
desse micro-organismo; estas, isoladas, ndo se confirmaram quando submetidas
a testes sorologicos. Esse fato confirma que mesmo se utilizando da metodologia
padrao considerada mais indicada para o isolamento de Sa/monella, nao ha um
meio de cultivo seletivo ideal para o seu isolamento. Dionizio et al. (2003) atri-
buem tal fato pela grande multiplicagdo de coliformes nos meios seletivos para
Salmonella spp.

Nos testes presuntivos para Escherichia coli, foi detectada a presenca em
14,28% das amostras de queijo em quantidades que variaram de 460 a 1100
NMP/g de alimento. Em linguica fresca a presenca do micro-organismo foi de
77,78% das amostras em valores de 43 a >1100 NMP/g. Ja em linguica defumada
nao foi verificada a presenga de E. coli.

Para as analises moleculares de determina¢ao de ETEC e EPEC foram
utilizadas nove colonias escolhidas aleatoriamente. Os oligonucleotideos para
EPEC referem-se ao gene eaf que conferem uma proteina fimbrial especifica
dessa cepa. Ja para ETEC, o gene amplificado seria o que transcreve a proteina
termo labil (LT) dessa cepa.

Os testes bioquimicos identificaram a presenga de E. coli nas amostras de
queijo, linguica defumada e fresca. Apos a aplicacao da PCR, surgiram bandas
referentes a EPEC e ETEC, contudo, bandas inespecificas também foram visu-
alizadas. Provavelmente a temperatura de pareamento nao foi suficiente para
essas cepas. Estudos posteriores serdo realizados aumentando a temperatura.
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A prevencdo de contaminacdes de queijos tipo Minas Frescal depende de
medidas sanitarias capazes de evitar o contagio por material fecal de origem
humana e animal, como a lavagem das maos em toda a cadeia de producdo
dos queijos, a utilizagdo de agua tratada e o tratamento de esgotos (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Foi realizada neste estudo a extragao de DNA bacteriano direto do alimento.
Os testes de amplificacdo para as espécies de Enterococcus encontram-se na
Figura 5. Observou-se que a metodologia € eficiente e que ndo ha diferenga se a
extragdo € proveniente da metodologia 1 (M1) ou 2 (M2).

Figura 5 - Gel de agarose a 1,5% demonstrando o resultado de amplificagdo do gene espécie

especifico para E. faecium (550 pb) e E. faecalis (941 pb). Canaletas 1 — peso molecular 100

pb; 2 e 4 — metodologia de isolamento de DNA (M1); 3 e 5 — metodologia de isolamento de
DNA (M2)

2 3 4 5

Fonte: Autoria propria (2011).

O diagnoéstico microbiologico em amostras de alimentos pode ser demora-
do, ocorrendo em diversas etapas, levando dias até o resultado final. Por isso, a
técnica da PCR com a extracdo de DNA direta do alimento tem sido uma alter-
nativa, pois, além da reducdo do tempo e custo com reagentes, € uma técnica de
elevada confiabilidade de resultados.

Santos et al. (2001) utilizaram com sucesso a técnica de PCR direta de ovos
contaminados artificialmente com Sa/monella sp. Ja Jordao Junior et al. (2005)
isolaram Mycobacterium bovis diretamente do leite.
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6 CONCLUSAO

Esta pesquisa confirmou a presenga de Enterococcus sp. (E. faecium e E.
faecalis) em queijos Minas Frescal e em linguicas defumadas e frescas, comer-
cializados em feiras livres na cidade de Londrina-PR. A presenca de E. coli
foi confirmada, com bandas referentes a EPEC ¢ ETEC, contudo, bandas ines-
pecificas também foram visualizadas na PCR. Os resultados apresentados pela
microbiologia tradicional e pela deteccao molecular ndo foram iguais para Sal-
monella spp., confirmando a teoria de que as metodologias tradicionais ndo sao
suficientemente seguras na confirmacdo de patdogenos, como no caso dessa Sal-
monella, que fornece resultados falso-positivos com frequéncia. A PCR aplicada
diretamente do alimento, a partir do meio de pré-enriquecimento, foi adaptada
com sucesso, nao diferindo das metodologias de extracao utilizadas.

Dada a importancia que as toxinfecgdes alimentares assumem no contexto
da saude publica, este trabalho apresentou uma alternativa de diagnostico na
identificacdo de patdégenos. O curto tempo de execugdo e a confiabilidade da
PCR tornam-na uma excelente ferramenta em diagnostico microbiolédgico.
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