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1. INTRODUCAO

O estagio foi realizado na Universidade Federa¥igesa na cidade de Vigosa - MG,
com acompanhamento na area de Inspecéo de Pradu@sgem Animal, no periodo do dia
11 de Julho de 2011 a 23 de Setembro de 2011,zpada um total de 360 horas, sob
orientacdo da Professora Dra. Patricia Marques Behsupervisdo do Professor Dr. Luis
Augusto Nero.

O estagio curricular supervisionado em Medicinae¥pearia tem como objetivo
complementar os conhecimentos adquiridos na fadeléaaproximar o académico da vida
profissional, com a rotina pratica. Permite-nos parar diferentes formas de atuacédo e
pontos de vista, que somados aos conceitos tedpad$ormados, moldam uma forma
pessoal de pratica profissional.

A Inspecéo de Produtos de Origem Animal foi a midhea de escolha por ser uma
area muito importante para a saude publica em qu¢eninario se encaixa desde a cria¢do do
animal até o produto que chega ao consumidor,Emsha um produto de boa qualidade se

nao houver uma criagcdo bem sucedida.



2. DESCRIGAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Laboratério de Inspecao de Produtos de OrigenmAh{LIPOA) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV) é localizado na AvenideePetenry Rolfs, sem nimero, Campus
Universitario, na cidade de Vicosa — MG.

O LIPOA se encontra dentro do Setor de Medicinaekeéria Preventiva e Saude
Publica (MVPSP) sendo designado para: aulas psatieaduas disciplinas do curso de
Medicina Veterinaria (“Inspecéo de carnes”, lecamaelo professor Paulo Sergio de Arruda
Pinto, e “Inspecao de leite”, lecionada pelo preded_uis Augusto Nero); serve de suporte
para as atividades de pos-graduagédo (mestradoteraao), projetos de extensdo e projetos
de iniciagdo cientifica, aléem de disponibilizar sugpendéncias para estagios curriculares e
extracurriculares.

As pessoas envolvidas com o LIPOA séo basicameétiicos veterinarios que cursam
o programa de pos-graduacdo, servidores publigasiicos de laboratorios, alunos de
graduacdo, estagiarios da prépria UFV e de outrsiituicoes, além dos dois professores
responsaveis pelo laboratorio.

Além do LIPOA (Figuras 1 e 2), o MVPSP possui aslfirsstalacdes que sao de uso
comum para as areas do setor, tais como: salaide@x de material genético (Figura 3), sala
de lavagem de matérias (Figura 4), sala onde ssgadrés autoclaves para esterilizacdo de
materiais (Figura 6), Laboratério de Microbiologi&igura 5) e o Laboratério de
Bacteriologia (LDBAC) (Figura 7). Outra area de ,ysorém que nao faz parte do MVPSP, é
o Laboratério de Biologia Molecular (BIOMOL) (FiguB).

FIGURA 1 Laboratério de Inspegédo FIGURA 2: Laboratério de Inspecéo
Produtos de Origem Animal (LIPOA). Produtos de Origem Animal (LIPOA).
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011



FIGURA 3: Sala de extracdo de mate
genético. FONTE: Arquivos pessoais, 2011
FONTE: Arquivos pessoais, 2011

- "\.

FIGURA 5: Laborat6rio de Microbiologia. FIGURA 6: Sala de esterilizagdo de mate
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 onde se encontram trés autoclaves.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 7: Laboratério de Bactetimia FIGURA 8: Laboratério de Biologia Molecu
(LDBAC). (BIOMOL).
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011



3. DESCRIQAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estagio, as atividades debeda@®s incluiram: lavagem e
esterilizacdo de materiais; preparacoes de meiasiltiera, caldos de pré enriquecimento e
enriguecimento; extracdo de DNA; estocagem de ragdiupreparacdo de gel de agarose;
realizacdo de PCR; diluicdo derimers corrida de gel de agarose em eletroforese;
identificacdo de patdgenos em leite de caBraa(ireus, L. monocytogenes, Salmonstig,
Pseudomonaspp); identificacdo de patégenos em carsadntonellaspp,L. monocytogenes,
E. coli); analises microbioldgicas de carne, leite deaaleite de vaca (coliformes totaig e
coli, enterobactérias, bactérias aerébios mesdfilatdtac de leite de cabra em propriedades
na cidade de Muriaé — MG e regido; swab de cardamasas em frigorifico; andlises fisico-
quimicas de leite de vaca; pesquisé&Sdémonellaspp em leite de vaca, preparacdo da escala
de MachFarland; testes bioquimicos para identificagePseudomomaspp (coloracédo de
gram, teste da oxidase e glicose); identificacadatidade proteolitica deseudomonaspp,
além de verificacdo da acdo de &cidos (acido l&ti&oido acético) na inibicdo &almonella

Spp em carne bovina.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTAS)

As sindromes resultantes da ingestdo de aliment@goa contaminados com agentes
biolégicos ou quimicos (bactérias, virus, prionarapitas, toxinas, agrotoxicos, produtos
guimicos e metais pesados) sdo conhecidas comoc@®efransmitidas por Alimentos
(DTAs), Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA) ompglesmente toxinfec¢des (JAY,
2005; SILVA, 2008; BUZBY e ROBERTS, 2009), sendce guuitos estudos apontam as
bactérias como as principais causadores de DTA4.RER et al, 2010).

As DTAs sdo conhecidas desde tempos remotos, amtivetfoi somente no século
XIX, com as descobertas de Louis Pasteur, que fiestabelecida a relacdo entre
microrganismos e a deterioracdo dos alimentosyimb a capacidade destes de causarem
doenca (BRASIL, 2005).

Se comparado com o total de ocorréncias, o numersudos notificados de DTAs
representa apenas a ponta de iggberg (FORSYTHE, 200Q) Wieeler e colaboradores
(1999) constataram que na Inglaterra, para casartdgicado, existiam na época outros 136

casos nao notificados na comunidade, como mosigara 9.
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No Brasil, assim como na maioria dos paises, osurotificados se restringem
agueles que envolvem um maior nimero de pessogsanao a duracdo dos sintomas € mais

prolongada e, sendo assim, a ajuda do médico@tadi (CARMO et al, 2005). Os sintomas



mais comuns de DTAs sdo nauseas, diarréia, vémdo,no estbmago, podendo ou nao
ocorrer febre. A duracdo dos sintomas pode vagaalgumas horas até mais de cinco dias,
dependendo do agente envolvido, da quantidade eltteago alimento e do estado fisico do
paciente. Dependendo do agente etioldgico, o quathico pode ser mais prolongado e mais
grave, podendo apresentar desidratacdo gravegidiasanguinolenta, insuficiéncia renal
aguda e insuficiéncia respiratéria (CARMO, et &005; MURMANN et al., 2008;
FORSYTHE, 2010).

Em muitos surtos, a dose infectante de patégenoermr que a necessaria para
degradar os alimentos e, por isso, eles permaneoemsuas caracteristicas organolépticas
normais, ou seja, possuem sabor, odor e aparéacimdilimento de boa qualidade. Devido a
esses fatos, a rastreabilidade dos alimentos cangsade surtos € dificultada, uma vez que os
consumidores ndo conseguem associar 0 aliment@nm&dgel com a doenca observada
(FORSYTHE, 2010).

As DTA podem dar origem a surtos, que de acordoa@@enter for Disease Control
and Prevention(CDC) (2006), sao episodios em que duas ou maisopssapresentam
doencas semelhantes apos ingerirem alimentos co@dos com microrganismo patogénico
ou suas toxinas, configurando uma origem comum.

A investigacdo de um surto de DTAs se embasa em dpés principais: (1) a
investigacdo epidemioldgica propriamente dita,vésade formularios com entrevistas aos
envolvidos no surto para identificar o veiculo dngmisséao e o provavel agente etioldgico;
(2) a investigacao laboratorial, com a coleta desiras clinicas de pacientes, alimentos e
agua, para confirmacdo do agente etioldgico; e a(3pvestigacdo ambiental, ou seja,
averiguacdo do local de ocorréncia do surto pardesectar os fatores contribuintes que
possibilitaram o surgimento do mesmo (SANTA CATARIRO006).

A identificacdo e investigacdo de surtos causadwsapmentos € um componente
essencial na prevencdo e no controle das DTAs.oSwem esclarecimento etiolégico
geralmente tém como causas a notificacao tardéiséncia de coleta de amostras clinicas
e/ou de alimentos em tempo oportuno, ou testesrdair@is inadequados (EDUARDO,
KATSUYA e BASSIT, 2003).

A maioria dos surtos alimentares ocorre devido sb@s¢cao entre o consumo de
alimentos contaminados através da manipulacdo dgoade e a ma conservacdo ou
distribuicdes improprias do produto (GREIG e RAVRD09). Alimentos que possuem baixa
quantidade do agente patogénico e que, deste madaausariam surtos alimentares, podem

possuir aumentada significativamente a chance dgacaim surto quando conservados em



condicbes que favorecem a multiplicacdo do micmisyao. Por outro lado, algumas
bactérias comaListeria monocytogeneg Escherichia coliO157:H7 apresentam doses
infectantes muito baixas, permitindo que a simgl@staminacdo ou a auséncia de alguma
etapa de eliminacdo do microrganismo seja o sutei@ara causar o surto (CDC, 2006;
GREIG e LEE, 2009).

Com o crescimento do comeércio internacional e dlidade de deslocamento da
populacdo, houve um aumento e uma aceleracao slendigacdo de agentes patogénicos e
contaminantes em alimentos, aumentando assim @rabiidade da populacdo as DTAs.
Deste modo, surtos locais de DTAs tém se tornadm ameaca potencial para 0 mundo todo
(TAUXE et al., 2010).

A identificacdo de um uanico ingrediente alimentantaminado pode acarretar na
retirada de toneladas de produtos alimenticios nodm todo, com consideraveis perdas
econdmicas na producdo e embargo nos negoécios (EA&DAI., 2010). Por esses motivos,
0s paises acabaram percebendo a necessidade erthimia de um sistema de vigilancia e
da adocdo de medidas para garantir a segurangdinohemntos e para identificar os alimentos
envolvidos nos surtos de DTAs (HENAO et al., 201®. Brasil, em 1999, a Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), do Ministério da Saut#senvolveu em parceria com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Miné&gio da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e o Instituto Pan-Americano Aliimento, da Organizacdo Pan-
Americana da Saude, o Sistema Nacional de Vigi#ariepidemioldgica das Doencas
Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) com o intuite deduzir a incidéncia das DTA no
Brasil (BRASIL, 2007).

4.2.Principais Fatores que causam surtos de DTA

Os fatores que contribuem para a ocorréncia de Qiodem ser agrupados em: (1)
aqueles que permitem a proliferacdo do patdogenad@eles que permitem a sobrevivéncia
do patégeno nos alimentos; e (3) aqueles que mflam na contaminagdo dos alimentos
(CDC, 2006).

O prolongado tempo de exposicdo dos alimentos peetura ambiente € um dos
principais motivos apontados no envolvimento darr@cwia de surtos, sendo considerado
como um importante fator que contribui para a fedicdo do patdgeno. Ja em relacdo aos
fatores de sobrevivéncia dos patdogenos, os maidostsdo o tempo e a temperatura de
cozimento quando insuficientes durante a coccaaliimentos (TAUXE, 2002; CDC, 2006;

GREIG e LEE, 2009). Como exemplo de cozimento ingrite, foi relatado um surto de



gastroenterite, causada [ér coli enterotoxigénica &almonellaAnatum, em novembro de
2006, afetando 200 alunos e professores apds uar @m uma escola de ensino médio em
Copenhague, Dinamarca (PAKALNISKIENE et al., 2009).

Tem-se também que o contato entre a mao do madguao alimento foi o principal
fator de contaminacgéao relatado em estudos (CD(5)28@ndo que uma efetiva lavagem de
maos pode evitar a transmissdo das infec¢coes @a¥§GREIG e LEE, 2009). Por ser um
microrganismo encontrado comumente na pele e naesas do trato respiratorio superior, 0
Staphylococcus aureus o principal agente envolvido em surtos assosiadmanipulacéo
inadequada de alimentos, ainda mais pelo fato degserganismo produzir enterotoxinas
termotolerantes, ou seja, que podem resistir aosepsos de aquecimentos (JAY, 2005;
MICHELIN et al., 2006; PIGOTT, 2008),

4.3. Salmonella spp
4.3.1. Caracteristicas gerais

As salmonelas s&o bacilos gram negativos pequeanodamanho varia de 0,3 a 1,0um
x 1,0 a 6,0um e séo pertencentes a familia Entetet@ceae. Quando portadores de flagelos
peritricos, dizemos que 0s sorotipos sdo moveisetanto, alguns sorotipos ndo possuem
flagelos e por isso sdo classificados como sendaveim (SILVA, 2000; KORSAK,
CLINQUART e DAUBE, 2004). Sao aer@bicos e anaembifacultativos ndo esporulados e
0 metabolismo de glicose e outros carboidratodteesa producéo de acido e geralmente gas.
As bactérias desse género sao capazes de utilizdrato como Unica fonte de carbono;
produzem catalase &%t ndo produzem oxidase, indol e acetoina; ndoligdm uréia, mas
descarboxilam lisina e ornitina (D’AOUST e MAURER)Q7).

As salmonelas sdo mesodfilas, tendo como temperatitima para 0 seu
desenvolvimento 35° C a 40° C, porém, alguns socegsviEEm propriedades psicrotroficas
podendo se multiplicar em temperaturas de refriggerale 2° C a 4° C; existem ainda aqueles
sorovares que sao capazes de se multiplicar emetatmpas mais elevadas $4° C). Séo
microrganismos sensiveis ao calor e geralmenteastouidos pelo aguecimento a 60° C, por
15-20 minutos. O congelamento provoca uma reduguofisativa do numero de células
viaveis, mas ndo proporciona a destruicAo compitamicrorganismo (D’AOUST e
MAURER, 2007; BAILEY et al., 2010).

Quando as condicdes do meio ndo sdo favoraveisaassbrevivéncia, algumas
bactérias tém a capacidade de entrar em um estlddico de laténcia, no qual perdem a

capacidade de serem cultivadas, apesar de permameciveis (Viaveis Nao Cultivaveis -



VNC) (OLIVER, 2005). Alguns fatores presentes nloim@ntos, como concentracdes altas de
sais, temperatura ou pH baixos, escassez de rafrienpresenca de antimicrobianos, podem
desencadear o estado VNC (GUPTE et al., 2003; ROW2AN4). Entretanto, as bactérias
patogénicas, com&almonellaspp, mesmo nesse estado, podem manter seus fatores de
viruléncia, e apesar de ndo serem detectadas pedtedos convencionais de cultivo
microbiolégico, representam um potencial risco audsa dos consumidores
(PANUTDAPORN et al., 2006).

Existem, atualmente, mais de 2.610 sorovares &@almonella spp.
(GUIBOURDENCHE et al., 2010). Suas férmulas antigés sdo definidas e gerenciadas
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) atravé€altaborating Center for Reference
and Research on Salmonellano Instituto Pasteur, Franca. O método utilizauk
caracterizacdo d8almonellaspp. € a sorotipagem dos isolados de acordo cesgoema
White-Kauffmann-Le Minor, no qual cada sorovar éacterizado pela expressdo combinada
dos antigenos somaéticos (O) e flagelares (H). Narfaados paises, a sorotipagem fica
restrita a laboratorios de referéncia, aos quaislogratorios clinicos e de microbiologia de
alimentos enviam seus isolados $monellaspp. Tal constatacdo resulta no fato de que a
sorotipagem, principalmente dos sorovares menosdanes, consome tempo e recursos, € a
complexidade do sistema limita sua aplicacao (LtMlg 2005; RASSCHAERT et al., 2005).

4.3.2. Nomenclatura
A classificacédo do génefalmonellaspp € bastante complexa e, por isso, controversa,
o que fez com que surgissem diversas nomenclapwasvarios anos (OIE, 2004). A
nomenclatura mais recente considera que o g&emonellaconsiste em duas espéci§s:
entéricae S bongori A S. entéricaé dividida em seis subespécies, que sao distiagupor

caracteristicas bioquimicas. Estas subespécigO©$802004):

Tabela 1: Nomenclatura anterior e atual das subgspgue compdem3almonella enterica

Nomenclatura anterior Nomenclatura atual
Subespécie | Subespéeieterica
Subespécie |l Subespéciglamae

Subespécie llla Subespéaigzonae
Subespécie llIb Subespédirizonae
Subespécie IV Subespétieutenae

Subespécie VI Subespéamlica




Observacao: na nomenclatura anterior, a subesgémneresponde atualmente a S. bongori
Fonte: OIE, 2004

Em relacéo a grafia, considera-se internacionalnaceito o esquema proposto pela
CDC dos Estados Unidos, no qual o género, a espéaisubespécie sdo escritos em letras
italicas e o sorovar em letras romanas; além digsn;se que e a primeira letra deve ser
escrita em maidscula. Exemplificando, temos g@&alanonella entericaubespécienterica
sorovartyphimurium pode ser escrita com®almonellaTyphymurium (CDC, 2002; OIE,
2004).

4.3.3. Epidemiologia

O principal reservatorio das salmonelas é o tnatestinal dos animais e do homem,
sendo a salmonelose uma das doencas mais freqiemiz$0 homem como nos animais. A
doenca € transmitida para o homem através de aarog, agua e produtos de origem animal
contaminados (PEREIRA E SILVA, 2005; KOTTWITZ et.,aR008). Alguns animais,
principalmente aves e suinos, podem ser portadssstomaticos e, com isso, contaminarem
outros animais e produtos de origem animal. Esteatse um dos principais fatores que
dificultam a eliminagdo do agente do meio ambieflateendo com que a salmonelose mostre-
se como uma das zoonoses mais problematicas patala publica em todo mun@ftdOFER
et al., 1997; OIE, 2004).

Para causar a doenca no homem, a concentrac&aldwnellaspp. encontrada no
alimento tem que ser superior a dose infectantqual dependera de fatores ligados ao
hospedeiro tais como espécie, idade, raca, corgligdteicionais e imunoldgicas, assim como
também a viruléncia do sorovar envolvido. Assirm-g&e que o simples fato da bactéria estar
presente no alimento ndo é o suficiente para caudaenca, a qual somente sera manifestada
qguando relacionada com as condi¢bes mencionadarnias ao hospedeiro. A dose infectante
capaz de causar a doenca, entretanto, é variawdd ger de milhdes de células, como por
exemplo, 18 a 13° paraS Pullorum, assim como pode ser de apenas umaacéomo
ocorre com &. Typhi (JAY, 2005; CFSAN, 2008).

Relatérios ddCenter for Disease Contr@lnd Preventior(CDC) mostraram que 8,8%
dos surtos, 13,1% dos casos e 22,7% das morteoreldas a toxinfecgbes alimentares nos
Estados Unidos, de 1998 a 2002, foram causadoSaloronellaspp. (LYNCH et al., 2002).
Segundo o CDC (2011), aproximadamente 40 mil cdsosalmoneloses sédo reportados nos
Estados Unidos a cada ano, sendo 0s sorovarescoraigmente encontrados nas infecgdes

humanas as S. Thyphimurium e S. Enteritidis. NsiBrantre os anos de 1999 e 2009 houve



6.349 surtos de doencgas transmitidas por alimgiids), sendo que 49,7% (3.088) deles
tiverem um agente definido e nos outros 51,3% o@pdssivel identificar a causa. Dos 3.088
casos onde o agente foi identificado, aproximad#enén% foram causados por algum tipo
de Salmonellaspp, sendo ela o agente frequentemente identifieadsurtos de toxinfeccao
alimentar (SVS, 2009). Esses niumeros s ndo samresaipois no Brasil, assim como em
outros paises, muitos surtos ndo séo notificadog, vez que os sintomas sdo confundidos
com uma simples gripe ou pelo fato da duracdo dusmsas (nauseas, vomito, diarréia)
serem de curta duracdo (EDUARDO et al., 2004; S\085).

A European Food Safety Authority (EFSA), 6rgdo wsavel pela seguranca
alimentar na Unido Européia, reportou que no perieatre 2001 e 2005 ocorreram 5.355
surtos de doencas de origem alimentar, dos qudi63(63,6%) foram causados por
Salmonellaspp. (EFSA, 2005). Em 2009 ocorreram 108.614 suito salmoneloses, sendo
gue os principais sorovares encontrados foram $erikdis e S. Choleraesuis (GREIG e
RAVEL, 2009; EFSA, 2011).

4.3.4. Metodologias de deteccdo de salmonela

A metodologia convencional de deteccdo 8almonellaspp. estabelecida pela
Instrugcdo Normativa n® 62 (BRASIL, 2003) se basmia caracteristicas fenotipicas dos
isolados, com uso de meios de pré-enriquecimemaguecimento seletivo, e meios
especificos para isolamento e selecao desse patGpgguidos de posterior confirmacédo com
testes bioquimicos e reacdes de imunoaglutinaggse & outros métodos convencionalmente
adotados em diferentes paises consomem tempo,reedoede 4 a 7 dias, e ndo sendo,
portanto, adequados para o uso na rotina de mamtato da linha de producao de alimentos
(UYTTENDAELE et al., 2003; GERMINI et al., 2009). & disso, as propriedades
fenotipicas pelas quais as bactérias sdo idemtdgecgpodem ndo estar sendo expressa e,
mesmo quando expressas, podem ser dificeis drneti@r e classificar (MALORNY et al.,
2003). A recuperacdo de patdégenos pelos métodosercionais também pode ser
prejudicada devido a interferéncia da microbiotebetone do alimento, comprometendo seu
isolamento e identificacdo (BUSSE et al. 1995; @R, 1998; NERO et al., 2009).

Devido ao longo tempo de espera para se analisaespdtados para a deteccéo
microbiolégica convencional de salmonela, diversuétodos alternativos vém sendo
desenvolvidos, dentre eles as técnicas molecularesacdo em cadeia da polimerase (PCR)

€ a técnica molecular que mais vem sendo estudadalpteccéo de salmonela, visto tratar-se



de uma técnica mais rapida, possuir maior espikifie, maior sensibilidade e menor limite
de deteccdo (MALORNY et al, 2003; UYTTENDAELE et 2003; GERMINI et al, 2009).

4.3.4.1. Microbiologia Convencional

O pré-enriquecimento é o primeiro passo para ifiestfio deSalmonellaspp apos a
coleta das amostras, adicionando-se 225 ml dordduespecifico (solucéo salina peptonada
1% tamponada para alimentos, racfes e ingrediesieglando for leite em pd e/ou soro de
leite em po utilizar como diluente agua destiladaleionar 5 ml de verde brilhante solugéo
aquosa 0,1%) em 25 gramas (ou 25 ml) da amostieubando a solucdo formada a 36 + 1°C,
por, pelo menos, 16 horas e ndo mais que 20 hBsza etapa visa diminuir os efeitos do
processamento industrial dos alimentos, causanddestresse” nas células @almonella
spp, sem inativa-las biologicamente, além de imppae outras bactérias acidifiguem o meio
(BRASIL, 2003).

A fase de enriguecimento se da a partir do préeadimento, inoculando-se,
simultaneamente, 0,1 ml da primeira solucdo emuba tontendo 10 ml de caldo Rappaport
Vassiliadis (RV); 1 ml da mesma primeira solucéo @m tubo contendo 10 ml de caldo
Selenito Cistina (SC); e, se preferir, adicionantiéam 1 ml em um tubo contendo 10 ml de
caldo Tetrationato (TT). Todos os tubos devem sembados em banho-maria a 41 + 0,5°C
por 24 a 30 horas. O RV possui em sua composigétome de farinha de soja, o que estimula
o crescimento d&almonellaspp, além de conter verde malaquita e cloreto dgnésio,
tornando-o um caldo seletivo. No caldo SC, o agamibédor selenito de sédio atua inibindo
os coliformes e enterococos (BRASIL, 2003).

Apés a fase de enriguecimento, segue-se a etapesothmento e selecdo da
Salmonellaspp, desde que os tubos com os caldos de enriqe@cirapresentem sinais de
crescimento (turvacdo do caldo). Ocorrendo a t@wacgepica-se indculo do conteudo dos
caldos sobre a superficie de placas contendo ndeiasultura solidos, sendo o agar Verde
Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BRIeS)so obrigatdrio, e o segundo meio
de cultura ficando a escolha (os de preferéncia agar Rambach ou MLCB ou XLD).
Posteriormente, ou seja, apdés devidamente estriafaglacas deverdo ser incubadas,
invertidas, a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas (BRASNQ32.

Na composi¢cdo do BPLS ha a presenca de bile b@vithka um corante derivado do
trifenilmetano (verde brilhante), substancias esesponsaveis pela inibicdo de bactérias
gram positivas. O meio possui ainda a adicdo dahbioeina (antibidtico), responsavel por

inibir o crescimento dEroteussp.



No MLCB, a concentragdo de ions de magnésio prapw@co crescimento da
Salmonellaspp e a presenca de verde brilhante inibe a f@aetéria acompanhante; é
evidenciada tambéra producdo de H2S (teste bioquimico utilizado pdemtificacdo de
Salmonella) através do enegrecimento do centr@daia (BRASIL, 2003). E um meio que,
associado ao caldo de enriquecimento Rappaport iliddss tem sua seletividade
substancialmente aumentada.

Na selecao, selecionar de 3 a 10 colbnias tipicaampostra, conforme caracteristicas
descritas na tabela 2 (BRASIL, 2003):

Tabela 2: Caracteristica das colbnias de Salmoeeilacada um dos agares que podem ser
utilizados para sua identificacdo de acordo consaucédo Normativa n° 62.

Meio de cultura sélido Caracteristica da colonia

Incolores ou de cor rosada, entre translicidas
e ligeiramente opacas. Cor verde-amarelada
Agar BPLS . .
guando rodeadas por microrganismos

fermentadores de lactose.

Colbnias negras, convexas lisas e brilhantes,
com bordas regulareSalmonellaPullorum e
Agar MLCB SalmonellaGallinarum apresentem-se de cor
azul intensa ou violeta. Nao h& crescimento

de SalmonellaTyphi eSalmonellaParatyphi

Colbnias vermelhas ou pretas (quando

Agar XLD
produtoras de H2S);

Colbnias de cor vermelha. Alguns sorovares
Agar Rambach apresentam-se com coloracdo rosa claro,

péssego ou amarelo.

FONTE: adaptagéo do texto BRASIL, 2003

Apés a selecdo, realizar algumas provas bioquénitais como: verificagdo da
presenca de citocromo oxidase (negativa); produgharease (negativo); fermentacdo da
glicose (positivo), sacarose (negativo) e lactomgdtivo) no meio TSI; descarboxilacdo da
lisina (maioria negativo); producdo de H2S (maiopasitivo); motilidade (a maioria
apresenta motilidade positivaSalmonellaGallinarum e &almonellaPullorum apresentam
motilidade negativa) e producao de indol (nega@genas 1% produz) (BRASIL, 2003).



A Ultima etapa é a prova de soroaglutinacdo, queeilase na reacdo antigeno-
anticorpo, com consequente aglutinacdo do antiffente ao anti-soros pa&almonellaspp
polivalente “O” e “H”, dois fatores de viruléncia dactéria. As culturas que apresentarem
perfil bioquimico compativel corBalmonellasppe que néo reagirem frente aos anti-soros
polivalente “O” e “H” ou apresentarem reacdo ine#fima devem ser identificadas por
método molecular ou remetidas para uma InstituigdoReferéncia, para conclusdo do
resultado (BRASIL, 2003)



FIGURA 10: Placa de petri contendo meioc FIGURA 11: Placa de petri contendo meia
cultura MLCB. cultura XLD.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 12: Placa de petri com meio FIGURA 13: Crescimento de Salmonella
cultura Rambach. De vermelho, coldi meio de Cultura BPLS. As coldnias

tipicas deSalmonellaque crescem no agar. avermelhadas, pois$almonellando fement:
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 lactose e sacarose.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

POSITIVO _ _ NEGATIVO _
I—LﬂLAELU'HHﬁLI!;AEI NAQ HA AGLUTINACAD

FIGURA 14: prova de soroaglutinacdo, que baseiassé&eacdo antigeramticorpa
com consequente aglutinacdo do antigeno frente amtissoros paraSalmonell
polivalente “O” e “H".

FONTE: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alféisanelose/salmonelose-4.php



4.3.4.2. PCR

A reacgdo de polimerizagdo em cadeia (“Polimerasinateaction”, PCR) € a técnica
que permite a amplificacdo do DNAVvitro. O DNA é uma dupla hélice, formado por desoxi-
ribonucleotideos, os quais sdo formados por 4 tijgobases: adenina e guanina (puricas) e
citosina e timina (pirimidicas). Essas bases estdtadas para o interior da cadeia e
interagem entre si ordenadamente e por meio deepatd hidrogénio, estabilizando deste
modo a dupla hélice. As ligacdes covalentes amicagjdicas, entre o grupamento fosfato
ligado ao C5 de um nucleotideo com a hidroxila db d@ outro nucleotideo, unem os
nucleotideos e formam a cadeia (SAIKI, et al., 8)98

Dentro da célula, durante o processo de replicagéersas proteinas se ligam a
regides determinadas (origens de replicacao), prentn a abertura das fitas, e introduzindo
os oligonucleotideos iniciadorepritmnerg para que a enzima DNA polimerase promova o
alongamento da cadeia de forma bidirecional sempreentido 5’-3’, a partir de uma fita
molde, formando 2 fitas idénticas a original. Ess®Eesso € mimetizado pela rea¢do de PCR.

Primeiramente € necessario extrair o DNA da célala que este possa ser alcancado
pela enzima polimerase. Depois € necessario abriitas do DNA, o que é conseguido
através do aumento da temperatura que proporcioaantento da energia cinética das
moléculas, levando ao rompimento das pontes dedédio que ligam as fitas. Essa reacéo é
reversivel, visto que as fitas se unem novamendadp a temperatura é abaixada. Com as
fitas separadas, gmimers especificos de cada reacdo (desenhados para anelécais
determinados do genoma, amplificando apenas o gkmmg podem anelar na sequéncia
complementar do DNA se esta estiver presente. Amenpolimerase utilizad@ vitro é
derivada de microrganismos termofilos e resistalt@as temperaturas usadas para desnaturar
as fitas. Apos o anelamento dosmersa enzima atua adicionando os oligonucleotideos um
um. Durante a PCR séo realizados varios ciclos gaeao fragmento alvo seja amplificado
milhdes de vezes. Geralmente sdo usados de 2C:88,00s quais englobam as etapas de
abertura das fitas, anelamento e extensagdosers Como a quantidade do fragmento de
DNA amplificado € muito grande, depois de realizaddetroforese é possivel visualizar uma
banda de DNA no gel de agarose (MULLIS e FALOON®37).

Apds cada ciclo, o numero de fragmentos se duplieaum formando-se 2, e entéo
novamente 4, 8, 16, 32, 64, 128... de tal formreappde ser definida matematicamente por:

N =N, X 2"




N = numero de moléculas amplificadas

N, = numero de moléculas iniciais

n = namero de ciclos de amplificacéo

Heat to 85'C ( A)
W DNA Strands will seperate

b oy = -'*r*”..«'. .-:'-.h.r'r-‘-*t"*-"-l -

72 C
Taq polymerase synthesizes
new DNA strands

Tuto New DNA _ =
. x Molecules &
T TR T T N S 2

DTS GHIES PENETIN JEIDEE BOTETTW JUENEN eI PELShE

FIGURA 15: Esquema de PCR com as 3 fases (despatyranelamento e extensio).
FONTE: http://www.enciclopedia.com.pt/print.php&y#\&item_id=1038



Na aplicacdo diagnéstica e, particularmente na ddiotogia, a atuagdo da biologia
molecular é muito ampla, apesar de estar aindaunbocde afirmagcdo e de uso restrito a
pesquisa e ao ensino. Porém, muitas doencas in$ascdependem de um diagndstico rapido
e seguro. A sua liberac&o para uso rotineiro noré&brio clinico ainda ndo é permitida para
toda as possiveis aplicagbes, porém tem-se queessidade da utilizacdo de meios mais
sensiveis e precisos fardo com que a técnica desB@Rne uma ferramenta impressindivel e
qguase obrigatéria no diagndéstico precoce de véoascas, apesar do custo ainda mostrar-se
um pouco elevado (EHLN e DUBEAU, 1989).

Os principais problemas citados na literatura papadronizagdo da técnica de PCR
sao: ndo deteccgao do produto, baixo rendimentaaitupo desejado, presenca de bandas nao
especificas, formacdo de dimeros dpsimiers que competem pela amplificacdo com o

produto desejado e mutacao devido a erro de incagfo (KANKI, et al, 2009).

5. Acompanhamento no Estagio
5.1.Introducéo ao projeto de mestrado

O projeto intitulado “Avaliacdo das técnicas de ¢&wade Polimerizacdo em Cadeia
(PCR) eNestedPCR na identificacdo d8almonellaspp. em carcacas bovinas” tem como
finalidade avaliar métodos alternativos na detecg@dsalmonellaspp, uma vez que 0s
métodos convencionais sdo demorados e trabalhosos.

Foram utilizadas cepas dg&almonellaspp., como controle positivo e cepas nao-
Salmonellasendo elas escolhidas pelo fato de serem rekmtasneSalmonellaou por serem
encontradas no mesmo ambiente e crescerem sob smamecondi¢cdes, tais como,
Enterobacter cloacae, Raoutella planticola, Seaatnarcescens, Hafnia alvei, Proteus
mirabillis, Providencia rettgeri, Edwardisiella tda, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica, Shigella dysenteriae, Campylobateli, Campylobacter jejuni, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Listeria inbcei&taphylococcus aureus

As amostras foram adquiridas do projeto “Implantagé um centro colaborador em
defesa agropecuaria para avaliacdo de riscos notdgiros em produtos de origem animal
(CDA-ARMPOA)”, onde era feito swabs de carcaca havem abatedouros selecionados em
Minas Gerais e estes acondicionados em bolsasissttmtendo agua peptonada 0,1%, e
homogeneizados por 5 minutos em homogeneizadat@iéido tipoStomacher

O meétodo microbiolégico convencional utilizado f@ da ISO 6579:2001
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2®2). Uma aliquota

de 40 mL do homogenato incial foi centrifugada eeglimento ressuspendido em agua



peptonada tamponada (APT), que era incubada a 33°C8h. Em seguida, 0,1 mL da APT
era transferido para um tubo contendo 10 mL deocBM (Figura 16) e incubado a 41,5°C
por 24h em banho-maria. Outra por¢céo de 1 mL aresterida para um tubo contendo 10 mL
de caldo tetrationato Muller-Kauffmann com novolmac(MKTTn) (Figura 17) e incubado a
37°C por 24h. Apos incubagdo, um indculo de cadidocera estriado em placas com agar
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (Figura 18 e 19)agar Mannitol Lysine Crystal Violet
Brilliant Green (MLCB) (Figura 20), com incubaca@a°C por 24h. Duas a quatro colonias
tipicas deSalmonellaspp. eram submetidas a provas bioquimicas, emmegan agar
triplice agucar ferro (TSI) (Figura 21) e LysinerirAgar (LIA) (Figura 22).
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FI@RR 16: Fase de enriquecime FIGURA 17: Fase de enriquecimento |

para Salmonella Caldo Rappaport- SalmonellaCaldo Tetrationato.
Vassiliadis. FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 18: Agar XLD com colénias pret FIGURA 19: Agar XLD com crescimento
tipicas deSalmonella. colbnias, porém negativo pagalmonella

FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011



Figura 20: Crescimento de col6nias tipica
Salmonellaem agar MLCB.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 21: Agar TSI cot FIGURA 22: Agar LIA com resultac
resultado positivo pardalmonella. positivo pargSalmonella.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: LACOMA (Palotina)

As aliquotas submetidas ao PCR foram coletadassegsintes etapas: homogenato
inicial (dgua peptonada 0,1%), caldo de pré-endiguento (APT 1%) e caldos de
enriguecimento seletivo RV e MKTTn, apés suas retsypaEs incubacdes, quando pertinente
Esses isolados foram recuperados em caldo Braimt Heasion (BHI), com incubacédo a
37°C por 24h. O DNA era extraido utilizando-se o\Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI, EUA). Apés extracdo, o DNA submetido a eletroforese em gel
de agarose 1% e observado em transluminador. O &traido era entdo estocado a°@0

até utilizacdo na PCR (Figura 23).



FIGURA 23: Visualizacdo daxtragdo de DNA em transluminador submetido a aflatese em gel «
agarose 1%, sendo que a minima presenca de DNéaindia realizagéo correta da extragao.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011

5.1.1. Realizacédo do PCR

ApoOs a extracdo do DNA, foi realizado o PCR comacarthostra, sendo que
cada uma dela era submetida apsidersselecionados.

A preparacdo da amostra era em uma capela de danxtdnuo, utilizando um
Kit que ja continha a Taq polimerase ¢, dNTP (desoxirribonucleotideos) e outros
componentes necessarios para o PCR. Esse Kit staratio junto com oprimers
selecionados (forward e reverse) e, posteriormergeamostras de DNA obtidas da
extragdo eram entdo adicionadas (a adicdo do DidAesta fora da capela para que

nao houvesse contaminacéo do KIT e plasers.



FIGURA 24: preparacao do Mix (Kit para P  FIGURA 25: Adicdo do DNA obtido ¢
e os primers) dentro da capela de f extracdo dentro do eppendabntendo o K
continuo. para a PCR e o primer em questao.

FONTE: arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011

Apbs isso, oeppendorfseram postos em um termociclador (aparelho utitizpdra
realizacdo das etapas do PCR) (Figura 26), onda pacher ja possuia seu programa
gravado, com temperatura e numero de ciclos egpeipara cada um deles (Figura 27).
Saindo do termociclador, as amostras eram colocaagel de agarose 1% e submetidas a
eletroforese (Figuras 28 e 29). No gel, além dasstnass, era colocado um controle positivo
(uma cultura de ATCC d8almonella e um controle negativo (agua pura). Em seguidgelo
era posto no transluminador (Figura 30) para \anifse as amostras eram positivas para o

primer em questao.
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FIGURA 26: Termociclador. FIGURA 27: Visor do Termociclador, contendo dapas d
FONTE: arquivos pessoais, 2011 PCR com o numero de ciclos e a temperatura de wad
' delas.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011



FIGURA 28: Aparelho de eletroforese e a ¢ FIGURA 30: Transluminador utilizado pi
para suporte do gel de agarose. visualizacdo do gel com as reacdes logo aj
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 saida da eletroforese.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 29: Cuba de suporte para o gel de agaroseii©ulos pretos indicam as canaletas omde e
postos as reacdes de PCR. As setas vermelhasrmmdigaanto a reacao ja "correu” no gel.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011

Depois de visualizado no transluminador, o gel kEneado até outro aparelho
semelhante, porém com uma maquina fotograficateeeea acoplado a um notebook para que
0 gel com as reacdes de PCR fossem fotografadoeazenados (Figura 31). No notebook,
as bandas de DNA eram comparadas ao controle ymosifuando elas se encontravam na
mesma altura, a amostra era positiva parnarimer em questdo e caso nao houvesse o
aparecimento de nenhuma banda ou ainda houvessebanua inespecifica, essa era

considerada negativa (Figura 32, 33 e 34)



FIGURA 31: Transluminador com maqu FIGURA 32: Resultado do PCR. A prime
fotografica acoplado a um notebook. canaleta do gel é o controle positivo e a seg
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 0 negativo (agua).

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 33: Resultado do PCR. A primeira cané FIGURA 34: Resultado do PCR. O circulo p
contem um marcador onde cada banda represent mostra o aparecimento de bandas inespecificas
guantidade especifica de pares de base. amostras.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011

A altura da banda no gel de agarose se da pelormekxular que, por sua vez, é
definido pelo numero de pares de base gpgroer possui, ou seja, uma molécula inteira de
DNA quando feita a eletroforese nao vai ter “catid gel na mesma proporgédo que uma
amostra onde se encontra apenas um segmento dqmaNzaso quando se utilizgpomer).
Cada primer possui uma quantidade de pares de base espec8san, primers com
guantidades menores de pares de bases tendenrex™oaais o gel.

Por se tratar de um projeto de mestrado ainda elanaento, ndo foi possivel ilustrar
resultados especificos dizendo se o PCR foi efieiera deteccdo d8almonellaspp em

homogenato, pré-enriquecimento e/ou enriquecimefpms realizar o PCR em todas as



amostras, ainda sera feitonextedPCR, que é um método de analise derivado do PCR,
porém mais especifico, uma vez que o segmentocemtea dentro do segmento analisado no
PCR. Contudo, como nao foi acompanhada nenhum&eardd procedimento em questéo,

nao foi relatado no presente relatorio.

5.2.Concluséao

A Salmonellaspp € um microrganismo de grande importancia patale publica,
sendo ela a responsavel pela principal doenca cueede tanto 0 homem como 0s animais
(salmonelose), uma vez que é de dificil seu cantnabto que existem muitos animais que
sao portadores assintomaticos.

Os meétodos convencionais de deteccdoSddmonella tanto os propostos pela
Legislacdo Brasileira como os seguidos pela ISOCQiN 6rgdos de outros paises, séo
demorados (levam de 4 a 7 dias), além de ndo sademuados para 0 uso na rotina de
monitoramento da linha de producédo de alimentosroCaonto negativo desses métodos é
que as propriedades fenotipicas pelas quais asérisactao identificadas podem nédo estar
sendo expressas, e mesmo quando expressas, paddificess de interpretar e classificar.

O PCR é uma técnica que pode suprir essas falsaséimdos convencionais, pois é
uma técnica com maior especificidade, além de tapacidade de fornecer um resultado em
menor tempo, ou seja, uma vez estabelecido um @adiéma técnica que proporcione um

resultado confiavel, o alimento pode chegar aowwoidor livre do patdgeno.



6. LEITE DE CABRA
6.1.Revisao Bibliografica
6.1.1. Introducao
Por sua composicéo, o leite é considerado um dose@tios mais completos em
termos nutricionais sendo fundamental para dietadma. Entretanto, pela mesma razao,
constitui num excelente substrato para o desemaelvio de uma grande diversidade de
microrganismos, inclusive os patogénicos provereio proprio animal, do homem e dos
utensilios utilizados na ordenha. Dai a constardequpacdo com a qualidade do leite para
técnicos e autoridades ligadas a area de saudejpalimente pelo risco de veiculagdo de
microrganismos relacionados com surtos de doengawigem alimentar (LEITE JR et al.,
2000; TIMM et al., 2003). Portanto, o leite deve senuseado de forma correta desde a
ordenha até chegar a industria e ao consumiddr(MNUARIO MILKBIZZ, 1996).
A higiene e o controle do leite e produtos lacti&ms como objetivo basico assegurar
a sua inocuidade ao consumidor. A contaminacdo certos microrganismos e/ou suas
toxinas, constituem as causas mais frequentes a@epras sanitarios, além das perdas
econdmicas (PADILHA et al., 2001). Esta praticaueds custos operacionais de producéo,
incluindo a deterioracdo do leite por atividadeddicante de bactérias mesofilicas. Porém,
pode ocasionar problemas tecnoldgicos associadatividade de enzimas proteoliticas e
lipoliticas de bactérias psicrotroficas (PINTO let 2006).

6.1.2. A caprinocultura leiteira

A caprinocultura € uma das atividades mais antidas civilizacdo humana,
contribuindo para a fixagdo do homem em primeindsleos de assentamento, fornecendo
produtos importantes como o leite, a carne e a. pée Brasil, os primeiros colonos
portugueses trouxeram 0s caprinos no inicio danadgdo, deixando para o pais uma
importante fonte de suprimento alimentar, principaite para regidées mais aridas
(CORDEIRO, 2006).

O leite de cabra tem um papel importante na aliaggit do ser humano,
principalmente por sua qualidade nutricional a gpebsui caracteristicas dietéticas e
terapéuticas fundamentais (FISBERG et al., 1999)lei& caprino possui alcalinidade
distinta, maior efeito e alta digestibilidade tamante justificada pelo elevado teor de acidos
graxos de cadeia curta e meédia, 0 que favorecgaziasnento gastrico e, em consequéncia,
reduz o aparecimento de refluxo gastro-esofagi&ERLEIN, 2004). Além disso, é um leite

bastante utilizado como alternativa para alimemtagé criancas e adultos sensiveis ou



alérgicos ao leite de vaca. Isto se deve as difaserexistentes entre a estrutura dos
aminoacidos das proteinas do leite das duas esgé€didRK, 2005).

A producédo de leite caprino e seus derivados dgesena um nicho de mercado
restrito, uma vez que a producao de leite bovirgspicuma grande producdo, menor custo de
producao e menor preco de mercado, (HAENLEIN, 2084haior parte do consumo do leite
caprino se d& sob condi¢des de leite fluido (94%guido de leite em po6 (3%) e derivados,
como queijos e iogurtes (3%) (BORGES, 2003).

De acordo com a Organizacdo das NacOes UnidasapAgaicultura e Alimentacao
(FAO, 2011), em 2009 o rebanho caprino era de 868000 de cabecas, com uma producgao
de leite aproximada de 15 milhdes de toneladasapofmundo. Ja no Brasil, o rebanho
caprino em 2006 foi de 9.850.000 cabecas, com umodupdo de leite caprino de
aproximadamente 150.000 toneladas por ano (Tal&las4). Aqui, a caprinocultura &
bastante desenvolvida na regido Nordeste, que ip@3$% do rebanho nacional de caprinos
(IBGE, 2011), e é caracterizada como uma atividddebase familiar e que vem se
desenvolvendo rapidamente, decorrente do leitenmagonstituir uma importante fonte de
alimento para familias de baixo poder aquisitiyiela alta capacidade produtiva dos animais
(leite, carne e couro) em locais com condicbesatesfveis para exploracdo agricola e
pecuaria. Porém, a qualidade e quantidade dogdesuzido ainda precisam ser melhoradas
(CORREIA et al, 2001).

Tabela 3: Efetivo e Ranque dos maiores rebanhasiocgamo mundo

CAPRINOS
Pais Cabecas Part. (%)

1° China 172.957.208 23,3
2° [ndia 124.500.000 16,8
3° Paquistdo 52.800.000 7,1
4° Sudao 40.000.000 54
5° Bangladesh 34.500.000 4,6
6° Nigéria 27.000.000 3,6

7° Ird 26.000.000 3,5

8° Indonésia 12.450.000 1,7
9° Tanséania 11.700.000 1,6
10° Quénia 11.000.000 1,5

11° Brasil 9.850.000 1,3




Total Mundial 742.864.558 100
FONTE: FAO, 2006
Tabela 4: Producdo mundial de leite de cabra
Pais Tonelada
india 3.200.000
Bangladesh 1.280.000
Paquistédo 1.197.000
Sudéao 560.000
Franca 495.000
Iran 396.000
Somdlia 360.000
Espanha 317.000
Turquia 233.000
China 232.912
Indonésia 232.000
Grécia 229.600
Mali 175.000
Ucrania 148.000
Brasil 141.000
Mundo 12.048.894

FONTE: FAO, 2002

Um procedimento importante para adequacéo da p&odedgeira no Brasil, inclusive
em relacdo ao leite de cabra, foi & adocdo da aatteifrio entre a producdo e a industria
(BRASIL, 2002; SANTOS e FONSECA, 2003). A consea@do leite cru sob refrigeracdo é
importante para inibir o desenvolvimento microbiamaonsequiente deterioracdo de seus
componentes. Em relacdo ao leite de cabra produmd®rasil, usualmente € adotada a
refrigeracao ja nas propriedades rurais, com tatesjlo leite cru também sob refrigeragéo, e
até mesmo congelado (BRASIL, 2000).

6.1.3. Instrucdo Normativa n° 37/2000
Esta instrucdo normativa tem como objetivo fixar cadicdes de producdo, a
identidade e os requisitos minimos de qualidaddede de cabra destinado ao consumo

humano, referente ao seu comércio nacional. Dadactom ela, o leite de cabra é definido



como “o produto oriundo da ordenha completa, imiopga, em condi¢cées de higiene, de
animais da espécie caprina sadios, bem alimentadescansados” (BRASIL, 2000, p. 1).

Até 1988, ndo existia no Brasil uma regulamentagdpecifica sobre producao e
comercializacao de leite de cabra e, com issohaéi@ um controle adequado da sanidade do
rebanho, da higiene de producdo e nem da qualdtzslprodutos (CORDEIRO et.a2006).
Com a publicagdo da Instrugdo Normativa n°37 (BRAS2000), a producdo e o
beneficiamento do leite caprino foram regulamergado Brasil; porém, essa legislacdo so
estabelece os critérios microbianos para o prodasteurizado e esterilizado e nao para o
leite cru. A tabela 5 mostra os critérios microbgitos e sua tolerancia quanto ao leite de
cabra pasteurizado e esterilizado:

Tabela 5: Critérios microbioldgicos e tolerancigostos pela Instrugcdo Normativa N° 37 ao
leite de cabra pasteurizado e esterilizado

Requisito Critérios de Aceitagdo Categoria Método de Andlise
(ICMSF)
Microrganismos 1-n=5:c=2: m=1x
Aerobios mesofilos 104
(UFC/mL): 4 1=5 Portaria S.D.A/MA
1- Pasteurizado M=5x 10 =10 101, de 11/8/93
2- Esteriliz./JUHT 2-n=5;¢c=0;m=10
Coliformes/mL
0 — . — . — .
(30/35C) 1-n=5;c= 2 m=2, 1=5 idem item anterior
1- L. Pasteuriz. M= 4 5-5
2- L. Esteriliz./UHT 2-n=5;¢c=0,m=0
Q
Coliformes/mL (45C) A= =2 m=0 -
1-L. Pasteuriz. 1-n SMZ 12’ m=0; 1=5 idem item anterior
2-L. Esteriliz./UHT 5. n=5c=0 m=0 2=5
Salmonella spp 25 Ml N=5;¢c=0;m=0 1=5 idem item anterior
(L.Past./Esteriliz./JUHT) 2=5

FONTE: Instrugdo Normativa N° 37 (BRASIL, 2000)

Na Europa e nos Estados Unidos, o método de regupaevenir zoonoses e outras
bactérias patogénicas ou suas toxinas em leiteade & realizado através da contagem
bacteriana no leite de cabra cru. A contagem baoteré definida pelo numero de

microrganismos aerobios por unidade formadora @0 (UFC) (PIRISI et al., 2007).



6.1.4. Principais microrganismos do leite cru

De acordo com a faixa de temperatura 6tima patdépicacao, os microrganismos
associados a alimentos podem ser classificados eategjorias: (1) bactérias psicrofilas
(multiplicacdo entre 0 e 15°C), (2) bactérias migs®f(entre 20 e 40°C) e (3) bactérias
termdfilas (entre 44 e 55°C). Existem também dudsae categorias de microrganismos que
devem ser consideradas: os psicrotroficos, caraatirs por microrganismos que conseguem
se desenvolver em baixas temperaturas (menores7YE independentemente de sua
temperatura 6tima de multiplicacdo, e os termod8rique compreendem 0S microrganismos
capazes de resistir ao processo térmico de pasieéid (FONSECA e SANTOS, 2000).
Esses grupos de microrganismos estdo relacionamnsac qualidade microbiolégica dos
alimentos, principalmente o leite, sendo importatelicadores das condi¢cdes higiénicas de
producado, além de constituirem importantes indieglde problemas durante a obtencéo e
processamento destes (CARVALHO, 2001). Neste dmntvarios outros grupos de
microrganismos podem ser pesquisados em leitendasa identificacdo de problemas
pontuais na cadeia produtiva, talemo as enterobactérias e os coliformes.

O génerdescherichiasp, juntamente com os génekrsterobactersp, Citrobactersp
e Klebsielasp, formam o grupo denominado coliformes. Essedadtonetes curtos, Gram
negativos, ndo formadores de esporos, aerObiosarré@bios facultativos e fermentadores de
lactose com producdo de gés. Os coliformes podenclassificados em dois grupos:
coliformes totais e coliformes fecais, também cldwsade termotolerantes (SILVA,
JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997; FDA, 2002).

Os coliformes totais séo representados por cer@d @spécies de bactérias, dentre as
guais se encontram bactérias originarias do melnearte e do trato intestinal de humanos e
de outros animais de sangue quente (GEUS e LIMB8RI4& os coliformes termotolerantes
tém como principal representanteEacherichia coli,identificada em 1885 pelo pediatra
alem&do Theodor Escherich. Em 1892, Shardinger prapditilizacdo deE. coli como
indicador de contaminacédo fecal devido sua amg#ilollicdo no intestino de humanos e
animais. Embora a maioria das cepas ndo sejamdevadas patogénicas, muitas sao
patogenos oportunistas que causam infeccédo irmestim humanos (FDA, 2002; GEUS e
LIMA, 2008).

Os coliformes, portanto, constituem um grupo dssloca contaminacdo de agua e
ambiente de ordenha, sendo um importante indicdeaondicdes higiénicas especificas na
producao de leite. Além disso, altas contagensedesscrorganismos no alimento podem

indicar tratamento térmico e manipulacdo inadegsiadtém de falta de sanitizacdo dos



equipamentos (SORHAUG e STEPANIAK, 1997). Variapéeses de coliformes sao
psicrotréficos, podendo estar presentes em leiteder maneira significativa (SANTOS e
LARANJA, 2001).

A multiplicacdo microbiana do leite pode ser dinida pela refrigeracédo logo apos a
ordenha, desde que esteja associada a outrossfatspecialmente de ordem higiénica. Neste
processo de conservagdo do leite pelo frio, recdmer que, na segunda hora apos a
ordenha, 0 mesmo deve estar a 4°C, condicdo queinmdade o desenvolvimento de
psicrotréficos. Na grande maioria das propriedddésiras, a temperatura de refrigeracao
oscila de 5 a 10°C, o que pode ser considerado r@sfriamento marginal do leite”
(SANTOS e LARANJA, 2001). Nesta faixa de temperatacorre a multiplicagcdo de
microrganismos psicrotroficos, como o0s pertencentes géneros Pseudomonas,
Achromobacte e Flavobacterium, (SORHAUG e STETANIAK, 1997). Tem-se que
Pseudomonas spp., Bacillus spp., Serratia spptefidsspp., Yersinia spp., Lactobacillus
spp., Flavobacterium spp., Corynebacterium sppgrddioccus sppe Clostridium sppséao
exemplos de importantes microrganismos psicrowéfiassociados ao leite (FONSECA e
SANTOS, 2000).

Segundo Wiedmann et al. (2000), a deterioracateite se da principalmente pelos
psicrotréficos devido ao fato deles produzirem aiomia das enzimas proteoliticas e
lipoliticas que sé@o secretadas durante a estocagantes do processamento do alimento.
Muitas dessas enzimas podem resistir ao processamhepasteurizacao rapida, conduzido a
72°C por 15 segundos e, até mesmo ao processdral@ldh temperatura (UHT), que utiliza
temperatura entre 138°C e 149°C por 2 a 10 segud@dividade dessas enzimas pode
reduzir a qualidade sensorial e a vida de prateliis produtos lacteos fluidos processados.
Desta forma, tem-se que uma ampla variedade ddepmab relacionados a qualidade de
produtos lacteos pode estar associada a acaopdasdie proteases de origem microbiana,
como alteracéo do sabor e odor do leite (FONSEGANTOS, 2000).

Dentre os varios tipos de microrganismos guoelem estar envolvidos com a
contaminacdo do leite pos-pasteurizacdo, destaca-seseudomonasspp bactérias
responsaveis por causar a deterioracdo do leiteeysezmdo durante a estocagem sob
refrigeracdo (PINTO, 2006). Essa contaminacdo ecprncipalmente durante o envase do
leite pasteurizado, que pode nao ser conduzidmmeaf asséptica (ENEROTH et al., 2000;
WIEDMANN et al., 2000). De acordo com Sorhaug ep8tgak (1997), a multiplicacao da
microbiota psicrotrofica contaminante, produtorapieteases termoestaveis, € o principal

fator que influencia a qualidade dos produtos tctabricados com matéria prima mantida a



7°C ou menos por periodos prolongados. A inativag@mpleta dessas enzimas pelos
tratamentos térmicos adotados pela indUstria derlats ndo é possivel, considerando-se a
sua elevada termorresisténcia (ZALL e CHAN, 1981).

Suhren (1989) afirma que dentre os psicrotrofiegénero mais freqientemente
isolado do leite refrigerado é o d&seudomonassendo as espécidd aeruginosa, P.
fluorescens, P. fragi, P. putidaP. putrefaciensas que tém papel relevante na qualidade do
leite fluido e demais derivados lacteos. No leite hatura” refrigerado, a espécke.
fluorescensge predominante sobre as demais espécies (DESMASURGUEGUEM 1997;
RYSER, 1999; ENEROTH et al., 2000;). Adams et B99(7) mostraram que 70 a 90% dos
psicrotréficos isolados de leite cru, estocado@ @dr periodo correspondente a uma semana,
foram identificados como sendoPseudomonasEneroth et al. (2000) verificaram que
espécies d@seudomonasonstituiram de 72 a 77% dos isolados em amosedsité cru,
leite pasteurizado e amostras ambientais de indsiste laticinios.

Entretanto, apesado potencial deteriorante, nem todas as espéciegéiero
Pseudomonassdo capazes de produzir proteases, lipases enés®H, enzimas esta
responsaveis por promover a deterioracdo do [BMWEDMANN et al.,, 2000; DOGAN e
BOOR, 2003). Kohlmann et al. (1991) verificaram aquntre seis isolados psicrotroficos de
leite, P. fluorescens P. fragi produziram maiores quantidades de proteases elii@es.
Em outro estudo, a avaliacdo de 66 isolado$sieudomonagrovenientes de leite cru e
processados indicou que 58% eram proteoliticos DMENN et al., 2000). Ja Dogan e
Boor (2003) identificaram 338 isolados de leite odPseudomonasgjos quais 51% eraid.
fluorescens,sendo que 69% das estirpes desses isolados erat@es de enzimas

proteoliticas.

6.1.5. Pseudomonas sp.

As Pseudomonassdo bacilos retos ou levemente encurvados, mddeisdo a
presenca de um ou mais flagelos polares, gram inega que podem mostrar-se sozinhos,
em pares ou em pequenas cadeias. Sao bactéridscasyindo formadoras de esporos,
fermentadoras de glicose e outros carboidratogrtenrentes a familia Pseudomonadaceae.
(KISKA e GILLIAN, 2003).

A Pseudomonas aeruginosayrincipal espécie do género, produz pigmentos
fluorescentes e sollveis em agua, como a piociaa@ioverdina. A piocianina é produzida
por mais da metade dos isolados, apresenta-seax@rde em pH neutro ou alcalino, sendo

a responsavel pela origem do nome. Alguns isolgaloduzem também outros pigmentos



hidrossolluveis como piorrubina (avermelhado) ounglanina (marrom a preto) (POLLAK,
1995). Trata-se de bactérias ubiquitarias na eature que ndo tem grandes exigéncias
nutritivas, o que faz com que possam estar em gealtpcal, além de possuirem uma
versatilidade em termos de temperatura e condeddsentais. Sobrevivem, sobretudo, a pH
neutro, tendo um leque muito grande de temperatuage conseguem sobreviver, entre 0s
4°C e 0s 43°C (VILACA, 2007).

A Pseudomonasp. é classificada como uma bactéria psicrotréficgparsavel pela
liberacdo de enzimas lipoliticas e proteoliticasgadte o tratamento térmico, alterando deste
modo as caracteristicas organolépticas dos prodatdsos. A maioria dos membros do
géneroPseudomonasp. encontram-se no solo e agua, caracterizadorse microrganismos
ambientais. Assim, a presenca desta espécie déribatas amostras de leite implica em
precarias condicbes de higiene durante sua maggmylndices elevados de mastite clinica e
subclinica e refrigeracdo inadequada (GASPAROTT&. £2009).

6.2.ACOMPANHAMENTO
6.2.1. Apresentacao do projeto de mestrado

O projeto intitulado “Caracterizacdo microbiolégide leite de cabra na regido de
Vicosa, MG, e identificacdo da atividade protecéitidePseudomonaspp. isolados desse
produto” tem como objetivo avaliar a qualidade wiiologica de leite de cabra cru, por meio
de pesquisa de microrganismos indicadores de leigifseudomonaspp.

Por se tratar de um projeto de mestrado ainda etananto, algumas etapas néo
foram acompanhadas, sendo que s6 serda@atados os procedimentos seguidos durante o
periodo de estagio. Os resultados ja obtidos tamb&omn serdo divulgados por razdo de
exclusividade em publicacdo, sendo que as inforege@djui contidas tiveram a permissao

expressa do autor principal do projeto.

6.2.2. Materiais e Métodos
O trabalho sera realizado em trés etapas: a parstpa compreendeu a identificacdo
das propriedades leiteiras de caprinos na regietacde amostras e analises microbioldgicas
(aerébios mesofilos, coliformes totaisEscherichia coli Enterobacteriaceae spp.
psicrotroficos totais, psicrotroficos proteolitic@numeracédo e isolamento Bseudomonas
spp, bem como a pesquisa de patdégenos @atraonellaspp elListeria sp);a segunda etapa
ird corresponder a identificacdo por PCR dos issatkPseudomonaspp. e deteccdo de

gene associado a produgdo de enzima proteolititalopeotease alcalinayfr); e a terceira



etapa irA corresponder test@s vitro em leite de cabra microfiltrado e inoculado
artificialmente com isolados deseudomonaspp. com atividade proteolitica, sendo estes os
microrganismosisolados na segunda etapa, conservados em ddsrarandicbes e
verificando-se sua multiplicacéo e deterioracdoataeina.

Como mencionado anteriormente, somente a prim&agadoi acompanha durante o

periodo de estagio, portanto, as outras 2 etapasanao relatadas.

6.2.2.1. Coleta de amostras e diluicbes

As amostras foram adquiridas de propriedades quedem a sua producao para CCA
Laticinios (Caprilat), sendo elas localizadas ngide da Zona da Mata de Minas Gerais
(Figuras 35 e 36). Na primeira visita, foi aplicaglm questionario de mdultipla escolha para
caracterizar as propriedades rurais selecionatbaangendo as seguintes informacdes: raca
do rebanho, produtividade, nimero de animais etadéo, sistema de producao (intensivo,
semi-intensivo ou extensivo), tipo de ordenha (meed manual, em sistema aberto ou
fechado), controle de mastite, boas praticas denghb do leite (pré-dipping, descarte de
primeiros jatos, pés-dipping) e tipos de conservaiid leite cru (refrigeracdo, congelamento,

temperatura ambiente).

-
FIGURA 35: Uma das propriedades selecior ~ FIGURA 36: Uma das propriedades seleciol
para coleta das amostras na regido da Zol para coleta das amostras na regido da Zona da
Mata em Minas Gerais com ordenha manual. Mata em Minas Gerais com ordenha mecénica.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011



Foram coletados aproximadamente 500 mL de leitergpiientes de tanques de
refrigeracdo contendo o leite da ordenha do dierintou do préprio dia pertencentes a cada
uma das propriedades selecionadas (Figura 37). mesteas foram acondicionadas
individualmente em garrafinhas de vidro (Figura 88)éreis e mantidas sob refrigeracao
durante o transporte até o LIPOA da UFV. Em corelicssépticas, as amostras de leite
foram submetidas a diluicdo seriada em escala d&cpreparadas com solucdo de NaCl

0,85% para possibilitar a realizacdo das analisesbiologicas.

FIGURA 37: Tanquele resfriamento para armazen:
leite de cabra coletado. FIGURA 38: Coleta da amostra

FONTE: Arquivos pessoais, 2011 garrafinhas de vidro.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

6.2.2.2. Analises microbiologicas

Para enumeracdo de microrganismos aerébios mesofioam utilizadas placas
Petriflm™ AC (3M Microbiology, St. Paul, MN, USAEom incubacdo a 35°C por 48 horas,
sendo escolhidas as diluicdes*1® 10° de cada amostra para serem semeadas (Figura 39).
Apos incubacéo, todas as coldnias vermelhas forsnfmdam enumeradas e o resultado final
expresso em Unidades Formadoras de Coldnias pgUmRC\mL).

Duas diluicées (16 e 10%) de cada amostra também foram selecionadas pama se
semeadas em Petrifim™ EC (3M Microbiology) paraireeracado de coliformes totais e
Escherichia coli com incubacéo a 35°C por 48 horas (Figura 40)eA{o0s incubacéo, as
colonias formadas na area de inoculacédo (colongamelhas com presenca de gas eram
classificadas com coliformes totais e colénias @azoim presenca de gas eram classificadas

comE. coli) foram enumeradas e o valor final expresso em BEC/



Enterobactérias foram enumeradas em Petrifim™ BBl (Microbiology), com

semeadura de duas diluicdes 11 10?) selecionadas de cada amostra, e incubacdo a 35°C

por 48 horas (Figura 42). ApOs incubacao, as catbrfiormadas na area de inoculacéo

(colbénias vermelhas com zonas amarelas ao redan, a0 sem producao de gas) eram

enumeradas e o valor final expresso em UFC\mL.

FIGURA 39: Placa de Petrifilm utiliza
para enumeracdo de bactérias aer
mesdfilas.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011
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FIGURA 41: Placa de Petfrifil

utilizada para enumeracéo de colifor|
e E. coli. A seta preta indica
crescimento deoliformes totais ja qt
ha a presenca de gas. A seta branc
serve para contagem, pois n&o
formacgéo de gés.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 40: Placa de Petrifilm utiliza
para enumeracao de coliformes totai.e
coli. Os pontos azuis indien crescimen
deE. coli.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 42 Placa de petrifil
utilizada para enumeraga de
Enterobactérias, sendo que
formacado da coloracdo amarela
redor da coldnia indica o crescimento.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011



Para enumeracdo de psicrotréficos totais/proteosifia metodologia utilizada foi a
descrita por Downes e Ito (2001), onde as diluicB@$ e 10° de cada amostra foram
selecionadas e aliquotas de 0,1 mL foram semeadakiglicata e por superficie em placas
contendo Agar padrdo de contagem (PCA), adiciodadeite desnatado estéril (10%) (Skim
Milk Agar - SMA), previamente distribuido e solidi&do. Apos semeadura, as placas foram
incubadas a 7 °C por 10 dias, sendo contadas @sia®lsem halo para a enumeracao de
psicrotréficos totais e as colbnias que formaranoshae protedlise para enumeracao de

psicrotroficos proteoliticos (Figura 43). Os readtis foram todos expressos em UFC/mL.

FIGURA 43: Placas para enumeracao de bactériasopsificas. A seta azul indica bactérias
proteoliticas, ja que ndo ha formagédo de halo.tA wermelha indica a formagédo de halo e corr
a bactéria é classificada como proteolitica.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

Para enumeracdo deseudomonaspp. foi utilizado o protocolo ISO 11059 (ISO,
2009), onde duas diluicées (1@ 10°% selecionadas foram semeadas por superficie {@disu
de 0,1 mL) e em duplicata em placas contendo Agme Pseudomonassendo este
suplementado com Penicilina G sédica (/L) e Pimaricina (0,01 g/L) e adicionado com
leite em po6 desnatado estéril (10%). ApOs semeadarplacas foram incubadas a 25 °C por
72 horas. Quando ocorreu a formacdo de halo dedise, as colénias foram classificadas
como Pseudomonaspp. proteoliticas (Figura 44) e quando ndo hau¥ermacao do halo,
elas foram classificadas daseudomonaspp. (Figura 45). O resultado final foi expresso
UFC/mL.



=

FIGURA 44: Bactérias classificadas cc FIGURA 45 Bactérias classificadas co

Pseudomon: proteoliticas ja que houve Pseudomonasspp ja que nao houve
formacéo do halo em agar Pseudomonas. formacéo do halo em agar Pseudomonas.
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011

Foram feitas analises para dois microrganismosgpatoos, sendo est&almonella
spp eListeria monocytogene®araSalmonellaspp o método microbioldgico convencional
utiizado foi o da ISO 6579:2001 (INTERNATIONAL OR®GIIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2002), ja descrito no presenteatélrio (Figuras 46 e 47).

FIGURA 46: Crescimento de coldnias | FIGURA 47: Crescimento de col6nias tipica
tipicas deSalmonellaem agar XLD, sendo Salmonella em agar MLCB, porém, ap
resultado negativo. realizado o teste de aglutinacdo, o resultad
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 negativo.

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

Para andlise déisteria monocytogenesti utilizado o standard methodgFDA,
2011), onde 25 mL de leite foram transferidos pemabagestéril contendo 225 mL de caldo
triptona de soja suplementado com extrato de leee@,6% (TSB-YE) ou em caldo de
enriquecimento pard.isteria (TEB) que foram incubados a 35°C por 4 horas eoidep



suplementado com 0,5 mL de suplemento seletivoLideria SR0141E (fase de pré
enriguecimento) e novamente incubado por 18 hor88°€ (Figuras 48 e 49). Apés o
enriquecimento, foram feitas estrias em placasecalt agar Palcam (Oxoid CM0887 e
Oxoid SRO150E) e agar Oxford (Oxoid CM0862 e OX8RI0140) e estas incubadas a 37°C
por 24 horas. As colbnias tipicas ldsteria (col6nias com cor cinzenta esverdeada com halo
preto ao redor em ambos os agars) foram semeadagiesmcontendo agar triptona de soja
suplementado com extrato de levedura (TSA-YE) @bss foram incubados a 35°C por 24
horas, caso houvesse crescimento o resultado datramera considerado positivo para
Listeria monocytogenes

Para comparacdo das colbnias tipicas de Listericagan Palcam e Oxford, foi
utilizada uma ATCC -American Type Culture Collectioftultura de bactérias sorotipadas
em arquivos)a Listeria monocytogenesTCC 7644 (Figuras 50 e 51).

FIGURA 48:Bagestéril contendo 225 mL FIGURA 49:Bagestéril contendo 225 mL
TEB mais 25 mL de leite de cabra (amo:  TEB mais 25 mL de leite de cabra (amo:
sem o suplemento pard steria. contendo o suplemento seletivo de List
FONTE: Arquivos pessoais, 2011 SRO141E

FONTE: Arquivos pessoais, 2011

FIGURA 50: Crescimento da ATCC 76 FIGURA 61: Crescimento da ATCC 76
(Listeria  monocytogengsem agar Palca  (Listeria monocytogengsem agar Oxfor
(controle). (controle).

FONTE: Arquivos pessoais, 2011 FONTE: Arquivos pessoais, 2011



Nao houve crescimento em placa (tanto de Oxfommocdalcam) em nenhuma
amostra de leite de cabra coletada, por isso ndedlizada nenhuma analise em TSA-YE.

6.3.Conclusao

Devido a facilidade e o baixo custo de producadeite bovino, o leite de cabra
acaba ficando em segundo plano, sendo mais consyroigpessoas que possuem algum tipo
de alergia ao leite bovino ou em regides ondeag@o de caprinos é mais exploradas, como
por exemplo, o Nordeste brasileiro.

Por ser um alimento que vem ganhando espaco ntadeemundial, o leite de cabra
passou a ser mais fiscalizado principalmente n jpigrcontrole sanitario e, com isso, passou
a ter uma preocupacdo maior quanto ao seu acondinento logo apds a ordenha, ja que
essa fase é considerada a mais importante quaotataminacao.

A refrigeragdo € a melhor maneira de se acondician leite, pois ela inibe o
crescimento da maioria dos microrganismos patogénkorém, se toda a etapa da ordenha e
do armazenamento for feita de forma correta, o, seais “limpa” possivel, a integridade

do leite de cabra vai ser preservada e nao varercaicontaminacao.



7. CONCLUSAO GERAL

O estégio supervisionado realizado na Universideelderal de Vigcosa em Minas
Gerais foi de suma importancia para a conclusa@utso de Medicina Veterinaria pela
Universidade Estadual de Maringa, uma vez que &gesproporcionou um contato direto
com a préatica, além de ter possibilitado uma viievente do assunto abordado.

A UFV me ofereceu uma 6tima estrutura, tanto emmas tecnolégicos como
profissional, desta forma, pude aprimorar meus ecintentos adquiridos durante todo o
curso de graduacado, assim como adquirir Nnovos diziados.

Outro ponto positivo do estagio supervisionadaué gle proporciona, mesmo que
por um periodo curto, o contato direto com a cearde uma forma profissional e ndo sé
académica, nos preparando para a “vida real” girerdamos apos a faculdade.

Enfim, o estagio supervisionado corroborou aindaisnpara minha decisdo em
continuar na “vida” académica, com pesquisas eameglat contribuir para melhorar a

qualidade dos alimentos que chegam até o consumidor



8. REFERENCIAS

ADAMS, B.M.; BARACH, J.T.; SPECK, M.LHeat resistant proteases produced in milk
by psychrotrophic bacteria of dairy origin. Journal of Dairy Science, v.58, n.6, p.828-835,
1975.

ANUARIO MILKBIZZ. Leite sai do latdo e entra pelo candSdo Paulo: Editora Milkbizz;
1996.

BAILEY, S.; et al.Salmonellaln: JUNEJA, V.K.; SOFQOS, J.N. EdBathogens and Toxins
in Foods: Challenges and InterventionsCap. 7, p. 108-118, Washington, DC: ASM Press,
2010.

BORGES, C.H.PCusto de Producao de leite de cabra na Regido Suteslo Brasil. In:
Simpaosio Internacional de Caprinos de Corte, 2,p8810 Internacional sobre Agronegécio
da Caprinocultura Leite, 1, Jodo Pessoa/PB, Ade#&n Pessoa/PB, p. 303-312, 2003.

BRASIL. Ministério da Agricultura. Instrucdo Normad n. 37, de 31 de outubro de
2000.Regulamento Técnico de Producéao, ldentidade e Qudéde do Leite de
Cabra. Brasilia, 2000.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasimento. Departamento de Inspecédo de
Produtos de Origem Animal. Instrucdo Normativa ntd 18 de setembro de 2002. Diéario
Oficial da Unido, Brasilia, 20 de setembro 2002.

BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASECIMENTO.
Instrucdo Normativa n® 62 de 26/08/20QHicializa os Métodos Analiticos Oficiais para
Anélises Microbiologicas para Controle de Produtosie Origem Animal e Agua Diario
Oficial da Uniag 18/09/2003, Secéao 1, p.14, 2003.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilanem SaudeBoletim eletronico
epidemiolégico — vigilancia epidemioldgica de doeag transmitidas por alimentos no
Brasil, 1999-2004 ano 5, n.06, 2005. Disponivel em <http://www.sagdv.br/svs, acesso
em 01/11/2011.

BRASIL, Ministério da Saude. Secretaria de Vigiidanem Saude — SVS. Coordenacédo de
Vigilancia das Doencas de Transmissdo Hidrica méitar.Vigilancia Epidemioldgica das
Doencas Transmitidas por Alimentos no Brasil 2007. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdfapr sentacao_dta.pdf> acesso em:
01/11/2011.

BUSSE, M.Media for Salmonella. International Journal of Food Microbiology, v.36117-
31, 1995.

BUZBY, J. C, ROBERTS, TThe Economics of Enteric Infections: Human Foodbore
Disease CostsGastroenterology. 2009; 136:1851-62.

CARMO, G. M. 1., et al.Vigilancia epidemiologica das doencas transmitidagpor
alimentos no Brasil, 1999-2004 Boletim Eletrénico Epidemioldgico, ano 5, n.6,080
Disponivel em <http://portal.saude.gov.br/portajiavos/pdf/bol_epi_6 2005 corrigido.pdf>
acesso 15/10/2011.



CARVALHO, E.P. Microbiologia de alimentos Lavras: Universidade Federal de Lavras,
p.128, 2001.

CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTIONsalmonella 2002
Disponivel em: <http://www.cdc.gov/salmonella/geténdex.html>, acessado em:
09/10/2011.

CDC - Centers for Disease Control and Preventi®@urveillance for Foodborne-Disease
Outbreaks - United States, 1998-2002Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR),
2006. Disponivel emxhttp://www.cdc.gov/immwr/preview/mmwrhtml/ss55

10al.htm#top >, Acesso em: 20/10/2011.

CFSAN/FDA — CENTER FOR FOOD SAFETY & APPLIED NUTRON, FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION. Foodborne pathogenic microorganism and natural toxis
handbook. “Bad Bug Book”. 2008. Disponivel em: <http://cfsan.fda.gov/~ndvajol.html>,
acessado em: 07/10/2011.

CLARK, S. Comparing milk: human, cow, goat & commercial infart formula. 2005
Disponivel em: <http://www.saanendoah.com/compérd.h acessado em 30/10/2011.

CORDEIRO, P.R.CMercado do leite de cabra e de seus derivadoRevista CFMV.
Brasilia/DF -Ano XlI- n°39, 2006

CORREIA, R.C.; MOREIRA, J.N.; ARAUJO, J.L.Pmportancia social e econémica da
caprino-ovinocultura no Vale do Rio Gaviao-BA: elerentos para tomada de decisao
Petrolina-PE: Embrapa Semi-Arido; Salvador: CARy,3Z001.

D’AOUST, J. Y., MAURER, JSalmonella speciesin: DOYLE, M.P.; BEUCHAT, L.R.,
eds. Food Microbiology: Fundamentals and Fontigesd. Washington: ASM Press, 2007.

DOWNES, F. P.; ITO, KCompendium of methods for the microbiological exanmation
of foods fourth edition, ed: apha, v.4, p.676, 2001.

DE BOER, E.Update on media for isolation of Enterobacteriaceaefrom foods.
International Journal of Food Microbiology, v.4548-53, 1998.

DESMASURES, N.; GUEGUEN, MMonitoring the microbiology of high quality milk by
monthly sampling over 2 yearsJournal of Dairy Research, v.64, p.271-280, 1997.

DOGAN, B.; BOOR, K.JGenetic diversity and spoilage potentials amoung Badomonas
spp. isolated from fluid milk products and diary processing plants.Applied and
Environmental Microbiology, v.69, p.130-138, 2003.

EDUARDO, M. B. P.; et al. Salmonella Enteritidis — Uma importante causa de surtos
bacterianos veiculados por alimentos e a necessidadle uma nova regulamentacao
sanitaria para os alimentos implicados, Sao PauloBrasil, 1999-2003 Boletim
Epidemiolégico Paulista, v.1, n.8, p. 6-11, 2004.



EDUARDO, M. B. P., KATSUYA, E. M. BASSIT, N. PCaracteristicas dos surtos de
doencas transmitidas por alimentos associados a tagrantes no estado de S&o Paulo -
1999-2002 Higiene Alimentar, 17 (104/105, encarte): 60-8103.

EFSA — EUROPEAN FOOD SAFATY AUTHORITHYThe European Union Summary
Report on Trends and Sources of Zoonoses, Zoono#gent and Food-borne The EFSA
Journal, v. 9, n. 3, 2011.

EHLN, T., DUBEAU, L.Detection of ras point mutations by polymerase chaireaction
using mutation-specific,m inosine containing oligoacleotide primers. Biochem Biophy.
Res. Commun. v.160, p.441-7, 1989.

ENEROTH, A.; AHRNE, S.; MOLIN, GContamination routes of Gram-negative spoilage
bacteria in the production of pasteurized milk evaliated by randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD). International Dairy Journal, v.10, p.325-3310Q0

FAO — Food and Agriculture Organization. Disponivel em: <www.fao.org>gcessado em:
20/10/2011.

FDA. BAM: Enumeration of Escherichia coli and the coliform bacteria Bacteriological
Analytical Manual, setembro de 2002. Disponivel em:
<http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/Labora@ihods/BacteriologicalAnalyticalM
anualBAM/ucm064948.htm#fn14>. Acesso em 28/10/2011.

FDA — FOOD AND DRUG ADMINISTRATION.Detection and enumeration of Listeria
monocytogenes. 2011. Disponivel em: <
http://www.fda.gov/food/scienceresearch/laborata@tmds/bacteriologicalanalyticalmanual
bam/ucm071400.htm>, acessado em 03/11/2011.

FISBERG, M., et alAceitacéo e tolerancia de leite de cabra em pré-edares Revista de
Pediatria Moderna, Sao Paulo, v.35, n.7, 1999

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION. FAO. Banco deados FAOSTAT.
Disponivel em: <http://apps.fao.org> Acessado et /2011.

FONSECA, L.F.L.,, SANTOS, M.VQualidade do leite e controle de mastiteSdo Paulo:
Lemos Editorial, p.175, 2000.

FORSYTHE, S. JMicrobiologia da seguranca alimentar 12 edi¢cdo. Porto Alegre: Artmed,
424p, 2000.

FORSYTHE, S. JMicrobiologia da seguranca alimentar Porto Alegre: Atmed. 424 p,
2002

FORSYTHE, S.JMicrobiology of Safe Food.2 ed. Oxford: Blackwell Publishing Ltd, 2010.

GASPAROTTO, P.H.G., et dsolamento e identificacdo da bactéri@seudomonas so. em
amostras de leite in naturaCentro Universitario Luterano de Ji-Parana, 2009.



GERMINI, A.; MASOLA, A.; CARNEVALI, P.; MARCHELLI, R. Simultaneous detection
of Escherichia coli O175:H7, Salmonella spp., andListeria monocytogenes by multiplex
PCR. Food Control, v.20, p.733-8, 2009.

GEUS, J. A. M; LIMA, I. A.Analise de coliformes totais e fecais: Um comparatb entre
técnicas oficiais VRBA e Petrifilm EC aplicados emuma induastria de carnes.In: Il
Encontro de Engenharia e Tecnologia dos CampossG2e06, Ponta Grossa, Parana, 2006.

GREIG, J.D, LEE, M.B. Enteric outbreaks in long —term care facilities and
recommendations for prevention: a review Epidemiol. Infect. v.137, p.145-55, 2009.

GREIG, J.D, RAVEL, A.Analysis of foodborne outbreak data reported interrationally
for source attribution. International Journal of Food Microbiology. v.130.2, p.77-87,
20009.

GUIBOURDENCHE M.; et alWeill F.X. Supplement 2003-2007 (No. 47) to the \Wie-
Kauffmann-Le Minor scheme. Research in Microbiology, v.161, n.1, p.26-9, @01

GUPTE, A. R.; REZENDE, C. L. E.; JOSEPH, S. Mduction and resuscitation of viable
but nonculturable Salmonella enterica serovar Typhimurium DT104. Applied and
Environmental Microbiology, v. 69, n.11, p. 6669;-2503.

HAENLEIN, G.F.W. Goat milk in human nutrition. Small Ruminant Research,
Amsterdam, v51, p. 155-163, 2004.

HENAO, O.L, et al.Methods for Monitoring Trends in the Incidence of Foodborne
Diseases: Foodborne Diseases Active Surveillance thMerk 1996-2008 Foodborne
Pathogens and Disease, 2010.

HOFER, E.; SILVA FILHO, S.J.; REIS, M.FPrevaléncia de sorovares dé&almondla
isolados de aves no BrasiPesquisa Veterinaria Brasileira, v.17, n.2, p.351®97.

IBGE —Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica Disponivel em <www.ibge.gov.br>,
acessado em: 20/10/2011.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. ISO 6579.
Microbiology of food and animal feeding stuffs — i#@ntal method for the detection of
Salmonellaspp., 4th ed, 2002

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, ISO/TS 11059. Milk
and milk products — Method for the enumeration ofPseudomonas spp., 14 p., 2009.

KANKI, M.; et al. Effect of sample preparation and bacterial concenttion on
Salmonella enterica detection.In: POULTRY MEAT USING CULTURE METHODS AND
PCR ASSAYING OF PREENRICHMENT BROTHSood Microbiology, v.2009, p.1-3,
20009.

KISKA, D. L e GILLIAN, P. H. Pseudomonas. InManual of Clinical Microbiology .
MURRAY, P. R, et al. ed, 8th ed. Manual of clidicaicrobiology. American Society for
Clinical Microbiology, Washington DC, 2003.



KOHLMANN, K.L.; et al. Production of proteases by psychrotrophic microorgaism.
Journal of Dairy Science, v.74, p.3275-3283, 1991.

JAY, J.M.; trad. TONDO, E.C. et aMlicrobiologia de Alimentos. 62 edicao — Porto Alegre:
Artmed, 2005

KORSAK, N.; CLINQUART, A.; DAUBE, G. Salmonella spp. Dans les denrées
alimentaires d’origine animale: un réel probleme desanté publique?Analles de medicine
véterinaire, n.148, p. 174-193, 2004.

KOTTWITZ, L.B.M., et al. Contaminacdo por Salmonella spp. em uma cadeia de
producdo de ovos de uma integracdo de postura cone@l. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.60, n.2, p.49@008.

LEITE JR, A.F.S., et al.Qualidade microbiolégica do leite tipo C pasteurizeo,
comercializado em Jodo Pessoa, ParaibRevista Higiene Alimentar, Sdo Paulo, v. 14, n.
74, p. 45-49, 2000.

LIM, H.; et al. Comparison of four molecular typing methods for thedifferentiation of
Salmonella spp. International Journal of Food Microbiology, v.1@5411-8, 2005.

LYNCH, M., et al.Surveillance for foodborne disease outbreaks — Umtl States, 1998—
2002.Mortality and Morbidity Weekly Report, v. 55, p34; 2002.

MALORNY, B., et al. Multicenter validation of the analytical accuracy d Salmonella
PCR towards an international standard Applied Environmental Microbiology, v.69, n.1,
p.290-6, 2003.

MICHELIN, A.F. Surto de intoxicacdo alimentar estafilococica no micipio de Birigui,
Sao Paulo Rev. Inst. Adolfo Lutz. v.65, p.46-9, 2006.

MULLIS, K.B.; FALOONA, F.A. Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase
catalyzed reaction Methods Enzymol. v.155, p.335-50, 1987.

MURMANN, L., et al. Quantification and molecular characterization of Salmonella
isolated from food samples involved in salmonellasioutbreaks in Rio Grande do Sul,
Brazil. Brazilian Journal of Microbiologyd9: 529-534, 2008

NERO, L. A., et al Interference of raw milk autochthonous microbiota o the
performance of conventional methodologies foListeria monocytogenes and Salmonella
spp. detection Microbiological Researgii 64, 529-35, 20009.

OIE (Escritério Internacional de EpizootiaSaimonellosis. Manual of Diagnostic tests and
vaccines for terrestrial animals, 5 ed., 2004. Digpel em:
http://www.oie.int/eng/norms/mmanual/A_00129.htracessado em: 03/11/2011.

OLIVER, J. D.Viable but nonculturable state in bacteria Journal of Microbiology, v. 43,
p. 93-100, 2005.



PADILHA, M.R.F., et al.Pesquisa de bactérias patogénicas em leite pasteado tipo C
comercializado na cidade do Recife, Pernambuco, Bsa. Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, v.34, p.167-171, 2001.

PAKALNISKIENE, J., et al. A foodborne outbreak of enterotoxigenic E. coli and
Salmonella Anatum infection after a high-school dinner in Denmark, Neember 2006
Epidemiol. Infectv.137, p.396-401, 2009.

PANUTDAPORN, N.; et al.Resuscitation of the viable but non-culturable sta of
Salmonella enterica serovar Oranienburg by recombinant resuscitation-ppomoting
factor derived from Salmonella Typhimurium strain LT2 . International Journal of Food
Microbiology, v. 106, p. 241-247, 2006.

PERREIRA, M.S.; SILVA, P.LPrevaléncia de anticorpos contraSalmonella pullorum e
identificacdo bacteriologica deSalmonella sp. em galinhas “caipiras” em Uberlandia
(MG). Guia avicultura industrial, n.6, p.22-23, 2005.

PIGOTT, D.C.Enfermedades asociadas a los alimentoRev. Chil Infect. v.25, p.395-9,
2008.

PINTO, C.L.O., et alQualidade microbiolégica de leite cru refrigerado esolamento de
bactérias psicrotréficas proteoliticas Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, v. 26, n. @&

PIRISI, A.; LAURET, A.; DUBEUF, J. PBasic and incentive payments for goat and
sheep milk in relation to quality. Small Ruminant Research, v. 68, p. 167-178, 2007.

POLLACK M. 1995. Pseudomonas aeruginosaln: MANDELL, D.; BENNETHS, J. e
DOLIN, R. eds. Priciples and pratice of infecBodiseases. Churcuil Livingstone, New
York, 1995

RASSCHAERT, G., et alComparison of Five Repetitive-Sequence-Based PCRping
methods for molecular discrimination of Salmonella enterica Isolates Journal of Clinical
Microbiology, v.43, n.9, p.3615-23, 2005.

ROWAN, N.J.Viable but non-culturable forms of food and waterbane bacteria: Quo
Vadis? Trends in Food Science & Technology, v.15, p.462004.

RYSER, E.Microrganisms of importance in raw milk. Michigan Dairy Review, v. 8, p. 7-
9, 1999.

SAIKI, R.K. et al.Enzymatic amplification of (globin genomic sequenceand restriction
site analysis for diagnosis of sickle cell anemi&cience v.230, p.1350-1354, 1988.

SANTA CATARINA. Secretaria de Estado da Satde.esist Unico de Salde. Diretoria de
Vigilancia Epidemiolégica. 2008Manual de orientacdo para investigacdo em surtos de
DTA. 20 p. Disponivel em:
http://www.dive.sc.gov.br/conteudos/publicacoes/uzas cartilhas/Manual _de_Orienta-
cao_para_Investigacao_em_Surtos_de DTA.pdf, ac2S&00/2011.



SANTOS, M.V.; FONSECA, L.F.LBactérias psicrotroficas e a qualidade do leiteRevista
CBQL, v.19, p.12-15, 2003.

SANTOS, M.V.; LARANJA, F.L.FImportancia e efeito de bactérias psicrotroficas dwe
a qualidade do leite Revista Higiene Alimentar, v.15, n.82, p.13-19, 200

SILVA, E. N., et al.Efeitos dos probidticos e antibiéticos sobre as wsidades e pH do
trato gastrointestinal de frangos de corte Ciéncia agrotécnica, Lavras/MG, v.24, p. 163-
173, 2000.

SILVA JR, E. A.Manual de Controle Higiénico-Sanitario em Servicosle Alimentacao.6
ed. Sao Paulo: Ed Varela. 2008.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.C.A.; SILVEIRA, N.F.A. Manual de métodos de andlise
microbioldgica de alimentos.Séo Paulo: Varela, 317p, 1997.

SORHAUG, T.; STEPANIAK, L.Psychrotrophs and their enzymes in milk and dairy
products: quality aspects Trends in Food Science an Technology, v. 8, pA1351997.

SUHREN, G.: MCKELLER,R.CEnzimes of Psychrotrophs in Raw FoodCRC. Press.
Boca Raton, fl. 310, 1989.

SVS — SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, MINISTERIODA SAUDE.
Vigilancia epidemiolégica das doencas transmitidagor alimentos no Brasil, 1999-2004
Boletim eletrénico ano 5, n. 6, p. 2-7, 2005.

SVS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, MINISTERICDA SAUDE. Andlise
epidemiolégica dos surtos de doencas transmitidaspalimentos no Brasil 1999-2009.
Disponivel em
<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdfiesea ep_surtos_dta_brasil_2009.pdf>.
Acesso em: 09 de maio de 2011.

TAUXE, R.V. Emerging foodborne pathogensinternational Journal of Food Microbiology.
v.78 p.31-41, 2002.

TAUXE, R.V, et al. Evolving public health approaches to the global cHienge of
foodborne infection International Journal of Food Microbiology. v.189.6-28, 2010.

TIMM, C.D; et al.Avaliagdo da qualidade microbiolégica do leite pdsurizado integral
produzido em microusinas da regido sul do Rio Grarel do Sul Revista Higiene
Alimentar. Sao Paulo, v. 17, n. 106, p. 100-1040320

UYTTENDAELE, M., VANWILDEMEERSCH, K.; DEBEVERE, JEvaluation of real-
time PCR vs automated ELISA and a conventional culire method using a semi-solid
medium for detection of Salmonella. Letters in Applied Microbiologyv.37, p.386-91,
2003.

VILACA, M.J.L. Aula de microbiologia: Pseudomonadae e Vibrionaceae. Portugal, 2007.



WELKER, C.A.D; et al.Andlise microbiologica dos alimentos envolvidos ersurtos de
doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorridosio estado do Rio Grande do Sul,
Brasil. Rev. Bras. De Biociéncias. 2010; 8:44-8.

WHEELER, J.G.; et alStudy of infectious intestinal disease in Englandrates in the
community, presenting to general practice, and repted to national surveillance British
Medical Journal, v.318, p.1046-1050, 1999.

WIEDMANN, M., et al. Molecular and phenotypic charactezation of Pseudonmas spp.
Isolated from milk. Applied and Environmental Microbiology. v.66, p.Z38095, 2000.

ZALL, R.R.; CHAN, J.H.Heating and storing milk on dairy farms pasteurizaion in milk
plants. Journal of Dairy Science, Lancaster, v.64, p.15804, 1981.



