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Resumo

Com este trabalho pretendeu-se avaliar a prevaléncia de Esherichia coli produtora de
toxina Shiga (STEC) e de Listeria monocytogenes em leite cru de ovelha e cabra, por PCR
em Tempo Real. No caso de amostras positivas para a pesquisa destes microrganismos,
pretendeu-se avaliar a prevaléncia dos principais serogrupos de STEC e classificar os
serogrupos associados aos isolados de Listeria monocytogenes. Foram igualmente
analisadas as pastas de duas amostras de queijo curado.

As amostras de leite analisado (n=58) provieram de 36 exploragdes localizadas na
regido da Beira Baixa, fornecedoras de uma queijaria que elabora queijo curado feito com
leite cru de pequenos ruminantes. Os resultados das andlises microbioldgicas das
amostras de leite cru permitiram concluir que o leite cru de ovelha, comparativamente
com o leite cru de cabra, constitui um maior reservatdrio para os genes de viruléncia de
STEC, com 94,1% e 85,3% das amostras de leite cru de ovelha analisadas com pesquisa
positiva para stx1/stx2 e eae, respetivamente. Em relacdo a prevaléncia dos serogrupos
de STEC, verificou-se que o serogrupo mais prevalente foi o 045, presente em 38,6% da
totalidade das amostras analisadas, seguido dos serogrupos 0103/145 (22,8%), 026
(19,3%) e 0125 (8,8%). O serotipo 0157:H7 estava presente em duas amostras de leite
de ovelha. Nao foi detetado o serogrupo 0111.

Do total de amostras analisadas, duas foram positivas para Listeria monocytogenes
(3,4%), em leite cru de cabra. No queijo curado, uma das amostras também se revelou
positiva para Listeria monocytogenes em 25g de amostra. A serotipagem por
PCR Multiplex dos isolados de L. monocytogenes provenientes das trés amostras com
pesquisa positiva para este microrganismo permitiu-nos concluir que todos os isolados
pertenciam ao serogrupo 4b, 4d e 4e.

No ambito do Plano Nacional de Colheita de Amostras (PNCA) foram analisadas pela
ASAE, em 2013 e 2014, um total de, respetivamente, 86 e 41 amostras de queijo curado
produzido com leite cru, adquiridas em grandes superficies e queijarias a nivel nacional.
Os resultados da avaliagdo da qualidade microbiolégica de queijo curado no ano 2013
basearam-se na apreciacdo de cada uma das amostras com base nos resultados das cinco
unidades analisadas para pesquisa de Salmonella em 25g, contagem de E. coli (ufc/g) e
contagem de L. monocytogenes (ufc/g). No total das amostras, 6% revelaram-se nao
conformes para a contagem de Listeria monocytogenes (ufc/g) e as restantes (94%)
revelaram-se conformes para os parametros analisados. No ano 2014, as amostras foram
analisadas quanto a pesquisa de Salmonella em 25g, contagem de E. coli (ufc/g) e
contagem de L. monocytogenes (ufc/g). O nimero de amostras ndo conformes para queijo
curado foi de 5%.
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Abstract

This study sought to assess the prevalence of Shiga toxin-producing Esherichia
coli (STEC) and Listeria monocytogenes in raw milk from sheep and goats, using a Real-
Time PCR assay. In the case of positive samples for research of these microorganisms, the
aim was to assess the prevalence of the main serogroups of STEC and the serogroup
associated with the isolates of L. monocytogenes. Two cured cheese samples, made with
raw milk from sheep and goats, were also analyzed.

The milk samples analyzed (n=58) came from 36 milk producers located in the Beira
Baixa region, providing a cheese factory that produces ripened cheeses made from raw
milk of small ruminants. The results of the microbiological analysis of raw milk samples
showed that the raw milk of sheep, compared to raw milk of goat, is a major reservoir for
virulence genes of STEC, with 94.1% and 85.3% of raw sheep’s milk samples with
positive detection to stx1/stx2 genes and eae gene, respectively. Regarding the prevalence
of STEC serogroups, it was found that the most prevalent serogroup, the 045 serogroup,
was present in 38.6% of all samples, followed by the 0103 / 145 (22.8%), 026 (19.3%)
and 0125 (8.8%) serogroups. The serotype 0157: H7 was present in two sheep milk
samples. The 0111 serogroup was not detected.

Of the total analyzed samples, two were positive for Listeria monocytogenes (3.4%),
from raw goat milk. Concerning ripened cheeses, one of the samples also revealed a
positive detection of L. monocytogenes in 25g of sample. Multiplex PCR serotyping of L.
monocytogenes isolated from the three samples with positive detection of this
microorganism has enabled us to conclude that all isolates belonged to serogroup 4b, 4d
and 4e.

Under the National Sampling Plan (Plano Nacional de Colheita de Amostras, PNCA)
were analyzed by the Autoridade de Seguranga Alimentar e Econémica (ASAE), in 2013
and 2014, a total of, respectively, 86 and 41 cured cheese samples produced with raw
milk and purchased in supermarkets and dairies nationwide. The results of the
evaluation of cured microbiological cheese quality in the year 2013 were based on the
examination of each sample (with five units per sample), regarding the results of
detection  of Salmonella in 25g, E. coli enumeration (cfu/g) and L.
monocytogenes enumeration (cfu/g). Concerning all the samples, 6% proved not conform
to the enumeration of L. monocytogenes (cfu/g) and the remaining (94%) proved
conform to the parameters analyzed. At 2014 the number of non-compliant samples for
cured cheese was 5%.
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Estudo de Listeria monocytogenes e E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) em leite cru de pequenos ruminantes e avaliagéao
microbiolégica de queijo curado

1. Introducao

A qualidade, seguranca e autenticidade dos alimentos constituem preocupacgoes
do consumidor atual. Os consumidores esperam que os alimentos que compram e
consomem sejam apeteciveis, nutritivos e ao mesmo tempo seguros (Pfeifer et al,
2004).

Durante o processo de producdo, transporte, armazenamento e distribuicao,
qualquer alimento esta sujeito a contamina¢do por substancias tdéxicas ou por
microrganismos patogénicos ou de deterioracdo. O leite, devido a sua riqueza
nutritiva, constitui um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de diversos
microrganismos, sendo veiculo de transmissao de importantes agentes zoondticos

para o homem (Frazier, 1993).

A Organizacao Mundial de Saide (OMS) estima que as doencas provenientes da
ingestdo de agua e alimentos causam morte a cerca de 2,2 milhdes de pessoas
anualmente, em todo o mundo, 1,9 milhdes das quais sendo criangas (WHO, 2008). As
diarreias provocadas pelo consumo de alimentos contaminados e de dgua imprépria
para consumo sdo, nos ultimos anos, as principais causas de doenca e morte nos
paises em desenvolvimento, matando cerca de 1,8 milhdes de pessoas todos os anos.
Numa listagem das doengas com maior prevaléncia no mundo, as gastroenterites
ocupam o primeiro lugar. De acordo com as suas estimativas, as doengas de origem
alimentar sdao 300 a 350 vezes mais frequentes do que indicam os casos declarados,
afetando, anualmente uma em cada trés pessoas. Estas doengas sdo na sua maioria
toxinfecOes alimentares, termo frequentemente utilizado para englobar as infe¢des
alimentares, que ocorrem quando se ingere um alimento contaminado com um
microrganismo patogénico que é capaz de se multiplicar no trato gastrointestinal, e as
intoxicacOes alimentares, que resultam da ingestdao de alimentos onde previamente
cresceram bactérias ou outros microrganismos que produziram toxinas que acabam
por ser ingeridas juntamente com o alimento (Veiga et al, 2009).

Em relacdo ao leite e seus derivados, os cuidados higiénicos para evitar a
contamina¢do devem ser iniciados desde o maneio do animal pela ordenha até a
obtencdao do produto final (Riedel, 1992). Diversos microrganismos patogénicos
podem ser encontrados no leite, entre eles podem-se destacar a Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC) e Listeria monocytogenes.

Em Portugal a listeriose ndo é uma doenca de notificacdo obrigatéria e ndo se
encontra em funcionamento nenhum sistema de vigilancia, pelo que os casos ndo sao
reportados a EFSA (EFSA, 2015). Deste modo, é importante saber qual a situacdo em
Portugal no que concerne a existéncia de leites e queijos contaminados com esta
bactéria e que sao possiveis de provocar esta doenca.

Assim, com este trabalho pretendeu-se avaliar a prevaléncia de STEC e Listeria
monocytogenes em 58 amostras de leite cru de pequenos ruminantes. No caso de
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amostras positivas para a pesquisa destes microrganismos, pretendeu-se avaliar a
prevaléncia dos principais serogrupos de STEC e classificar os serogrupos associados
aos isolados de Listeria monocytogenes.



Estudo de Listeria monocytogenes e E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) em leite cru de pequenos ruminantes e avaliagéao
microbiolégica de queijo curado

2. Pesquisa bibliografica
2.1 O leite de pequenos ruminantes
Caracterizado como um fluido bioldégico de alta polivaléncia alimentar, o leite é

produzido pelas fémeas dos mamiferos, existindo variagdes na sua composicao de
acordo com a espécie animal (Tabela 1).

Tabela 1: Composicao nutricional média de leite de pequenos ruminantes.

Espécie
Proteina (%)  Gordura (%) Lactose (%)
Animal
Ovino 55 7,4 4.8
Caprino 2,9 4,5 4,1

Fonte: Adaptado de Nunes (2004)

Por se tratar de um alimento rico em principios nutritivos e pela elevada
quantidade de agua, a sua conservagdo sem intervengao tecnoldgica é praticamente
impossivel, sendo portanto uma substancia altamente perecivel (Oliveira, 1986) e um
excelente meio de cultura, podendo ser facilmente contaminado por varios grupos de
microrganismos que nele encontram condi¢des 6timas de multiplicacdo (Zocche et al,
2002).

No que se refere a definicao de qualidade do leite, o caso do fabrico de queijo a
partir de leite cru representa a situacao mais completa e complexa pois envolve, para
além dos aspetos relacionados com a genuinidade de composicao e das caracteristicas
higiénicas comuns (parametros fisicos, quimicos e microbiol6gicos), todos os aspetos
que se podem relacionar com as caracteristicas finais do produto ou que podem ter
implicacdes a nivel tecnolégico (Martins e Vasconcelos, 2001). Os ganhos em
eficiéncia no processamento industrial, aliados as caracteristicas organolépticas do
produto final, fazem com que a qualidade da matéria-prima seja um atributo cada vez
mais considerado pelas industrias de lacticinios (Demeu et al,, 2001).

A industria dos lacticinios de pequenos ruminantes depende de consumidores
com elevado poder de compra, dispostos a pagar mais por um produto tradicional ou
que procuram uma alternativa aos lacticinios de bovino (Haenlein, 2001).
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2.2 0 queijo

Os queijos e outros produtos derivados do leite, tal como todos os alimentos, tém
de ser seguros e deverdo ser reconhecidos como tal pelos consumidores. O fabrico do
queijo obedece a regras bem definidas, podendo destacar-se o respeito pelos
procedimentos de fabrico e maturagdio bem como o acompanhamento de
procedimentos de higiene ao longo de todo o processo. A sanidade dos rebanhos, a
ordenha higiénica, o licenciamento das queijarias e uma boa defini¢ao de controlo do
processo de fabrico sao os aspetos mais importantes para garantir a seguranca do
produto. A seguranca alimentar dos queijos tradicionais depende de todos os
operadores envolvidos (Kalantzoupolos et al,, 2002).

Segundo o Regulamento (CE) n® 2073/2005 de 15 de novembro, a bactéria L.
monocytogenes nao deve estar presente acima das 100 unidades formadoras de
coldnias/g, nos géneros alimenticios que se encontrem no mercado e durante o seu
periodo de vida util. Este critério aplica-se aos alimentos prontos para consumo
susceptiveis de permitir o crescimento de L. monocytogenes, excepto os destinados a
lactantes e a fins medicinais especificos (Tabela 2). A nivel do estabelecimento
industrial, nos alimentos em que é possivel ocorrer a sua multiplicacao, a bactéria
deve estar ausente em 25 g no momento que o alimento deixa de estar sob o controlo
do operador da empresa, a menos que o produtor possa demonstrar, a contento da
autoridade competente, que o produto ndo excedera o limite de 100 ufc/g até ao fim
do seu periodo de vida util.

Tabela 2: Critérios de seguranca dos géneros alimenticios para L. monocytogenes.

Flano de
. . amostra- Limites (%) . e
. : M rzan s/tespectiva o b ] milis L X
Categonia de alimentos Microrganismos/tespectivas |~ oy Método de anilize de Fase am que o critério se aplica
toxinas e metabelitos refaréncia (%)
n c m M
1.1, Alimentos prontos para consume destinados a lac- | Listeria monocytogenes | 10 Q Auséneia em 25 g ENTSO 11290-1 | Produtos colocados no mercado du-
tentes e alimentos prontos para consumo destina- rante o seu peredo de wvida ntl
dos a fins medicinais especifico (%)
1.2, Alimentos prontos para consume susceptiveis de | Listeria monocytogenes ] 0 100 ufe/g (%) ENISO 11280-2 (%) | Produtos colocades no mercade du-
permitir o crescimento de L. monocytogenes, ex- rante o seu periodo de vida util
cepte o5 destinados a lactentes e a fins medicinais
25pecinees h] Q Aunséncia em 25 g () EN/ISO 11290-1 Antes de o alimento deixar de estar sob
o conmolo imediato do operador da
empresa do sector alimentar que o pro-
duzin
1.3, Alimentos prontos para consume nic susceptiveis | Listeria monocytogenes | 3 0 100 ufe/g EN/ISO 11290-2 (%) | Produtos colocados ne mercade du-
de permitir o crescimento de L monocyiogenes, rante 0 seu periodo de wvida ttil
excepto os destinades a lactentes e a fins medici-
nais especifices () (%)

Fonte: Regulamento (CE) n° 2073/2005
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2.3 Potenciais perigos associados ao leite e produtos lacteos

Os principais perigos associados ao leite e produtos lacteos decorrem de
contaminagdes fisicas, quimicas e microbioldgicas assumindo, no entanto, esta ultima,
um papel relevante em termos de seguranca e qualidade alimentar.

O leite cru é um alimento muito perecivel e um Otimo substrato para o
desenvolvimento dos microrganismos. As principais doenc¢as relacionadas com o
consumo de leite ou produtos lacteos, assim como a sua deterioragdo, estdo
associadas, maioritariamente, com a presenc¢a de agentes bioldgicos. A maioria dos

microrganismos isolados no leite cru sdo bactérias (Batista e Venancio, 2003).

Note-se que a qualidade e seguranca do leite e produtos lacteos estdo relacionados
com o grau de contaminacdo inicial. Um leite com elevada carga microbiana
dificilmente mantém estaveis as suas caracteristicas por periodos de tempo longos,
mesmo que se encontre conservado a temperaturas adequadas de refrigeracdo, uma
vez que a contaminacdo inicial que sofreu, principalmente por bactérias
psicrotréficas, formadoras ou ndo de esporos, resulta na producdo de elevadas
quantidades de enzimas - lipases e proteases - que irdo causar rapidamente
alteracdes no produto (ASAE, 2009). Outros fatores igualmente importantes sdo: a
agua, saude das fémeas produtoras de leite, alimentacdo animal e praticas de maneio,
procedimentos de ordenha, equipamentos e utensilios utilizados na ordenha,
processos de higienizacdo, estacdo do ano, clima, conservacdo do leite e tempo que
medeia desde a ordenha até ao seu tratamento ou transformacao (Britz e Robinson
2008; Schimidt, 2008; ASAE, 2009). O grau de contaminacdo inicial do leite pode
assim comprometer toda a linha produtiva pelo que o compromisso global de todos
os intervenientes nessa cadeia de producao é essencial.

Uma das fontes de contaminacao do leite é o préprio animal, através da presenca
de mastites. Estas sao inflamac¢des da glandula mamaria cuja etiologia é infecciosa ou
traumatica (Radostits et al, 2007). Os agentes bacterianos mais comuns de mastite
sdo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
uberis e Pseudomonas aeruginosa (Heredia et al, 2009; Adams e Moss, 2008).
Ocasionalmente foram reportados casos de mastites devidas a outros
microrganismos, nomeadamente Salmonella, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
bovis e Mycobacterium tuberculosis (Adams e Moss, 2008). Em Portugal, Pintado et al
(2009) isolaram L. monocytogenes num ovino lactante que, apesar de ndo apresentar
sintomatologia, excretava este microrganismo no lado esquerdo do tbere.
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2.4 Requisitos especificos e gerais a cumprir pelos operadores
econoémicos

Com o objetivo de evitar, eliminar e reduzir para niveis aceitaveis, os perigos que
possam colocar em causa a saude do consumidor existem requisitos, medidas e
procedimentos - alguns de carater obrigatorio e outros apenas de caracter orientador
- a adotar por parte dos operadores econdmicos. Os requisitos especificos de higiene,
que devem ser cumpridos pelos operadores econémicos do setor do leite e produtos
lacteos, encontram-se no Regulamento (CE) n? 853/2004 do Parlamento e do
Conselho, de 29 de abril, na Seccao XI respeitante ao leite e produtos lacteos. Nos
pontos I) II) e IlII) do Capitulo I estabelecem-se os requisitos sanitarios aplicaveis a
producgdo de leite cru, a higiene nas exploracdes de leite cru e aos critérios aplicaveis
ao leite cru, respetivamente. A conjugar a este diploma ha a referir o Regulamento
(CE) n.2 852/2004 do Parlamento e do Conselho também de 29 de abril, relativo a
higiene geral dos géneros alimenticios.

Em adicdo ao estabelecido legalmente nos varios artigos deste regulamento, os
operadores, dependendo da fase em que atuam, devem cumprir com os requisitos
gerais de higiene aplicaveis a todos os operadores das empresas do setor alimentar.

Para além destes dois Regulamentos existe legislacdo que, direta ou indiretamente
contribui para alcangar o objetivo pretendido - a seguranga alimentar - como é o caso
dos diplomas legais relativos a satide, bem-estar e alimentacdo animal, aos critérios
microbiolégicos e a qualidade da agua. Nesta sequéncia, pretende-se abordar de
forma sintética os requisitos mais pertinentes que os operadores devem cumprir

desde a producdo primadria até a venda ao consumidor final.

Os locais destinados ao armazenamento do leite devem estar protegidos contra os
parasitas, estar adequadamente separados dos locais de estabulacdo e, quando
necessario, dispor de um equipamento de refrigeracio adequado, mantido limpo e
concebido/equipado de modo a evitar qualquer contaminag¢ao. Apés a ordenha, a
temperatura elevada associada ao tempo de armazenagem do leite cru sdo fatores
importantes de proliferacio de bactérias mesoéfilas (FAO e IDF, 2013). No
Regulamento (CE) n.2 853/2004, no ponto B do n.2 II, do Capitulo I, da Sec¢ao IX,
consta que os operadores de empresas do setor alimentar devem assegurar que,
imediatamente ap06s a ordenha, o leite deve ser mantido num local limpo, de modo a
evitar qualquer contaminacdo, e ser arrefecido imediatamente a uma temperatura
ndo superior a 8 2C (no caso da recolha ser feita diariamente) ou nao superior a 62C
(no caso da recolha ndo ser feita diariamente). Por outro lado com a manutengao do
leite em refrigeracao durante longos periodos existe uma proliferacdo de bactérias
psicrotroficas.

Tendo em conta que, no decorrer do transporte do leite cru para os locais de
tratamento e/ou transformacdo, poderdao ocorrer contaminagcdes quimicas,
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microbiolégicas e fisicas existem procedimentos base que, se forem cumpridos,
garantem que esta fase ndo contribuira para nenhum problema de seguranca e
qualidade do leite e produtos lacteos. Estes devem ser adequados e encontrar-se em
bom estado de conservacao e higiene. Para tal devem, obrigatoriamente, sofrer um
adequado processo de higienizacdo de modo a evitar o risco de contaminag¢do quimica
ou microbioldgica do leite cru, quer seja pela existéncia de residuos de leite ou outros
géneros alimenticios resultantes de transportes anteriores, quer seja pela
possibilidade de subsistirem residuos de detergentes e desinfectantes consequentes
de uma aplicagdo ou enxaguamento incorrecto.

No Regulamento (CE) n.? 853/2004 é referido ainda que cabe aos operadores
econémicos adotar os procedimentos necessarios para assegurar que o leite cru
obedeca aos critérios estabelecidos e que, no caso de os mesmos ndo serem
cumpridos, deverdo informar a autoridade competente desse facto e tomar medidas
efetivas para corrigir essa situacao de irregularidade.

Para além da aprovacdo dos estabelecimentos, o artigo 3.2 do Regulamento (CE)
n.2 852/2004 refere que os operadores das empresas do setor alimentar devem
assegurar que em todas as fases de producdo, transformacdo e distribuicdo de
géneros alimenticios existam processos baseados nos principios do sistema de analise
de perigos e controlo dos pontos criticos (HACCP).

2.5 Escherichia coli como indicador de higiene

Um dos microrganismos mais usados como indicador de higiene é a bactéria
Escherichia coli. Esta foi descrita em 1885 pelo bacteriologista alemdao Theodor
Escherich, tendo sido isolada de fezes de criangas (Adams e Moss, 2008). Inicialmente
designada Bacterium coli, foi renomeada em 1920, altura em que as evidéncias da
relacdo da bactéria com gastroenterites e consequente mortalidade infantil
aumentavam (Roberts et al., 1996).

O trato intestinal dos animais homeotérmicos, nos quais se inclui o ser humano, é
uma fonte natural de E. coli e, portanto, virtualmente todos os humanos e animais
domésticos saudaveis apresentam esta bactéria na flora do seu intestino.

E. coli é a espécie mais conhecida do género Escherichia. Apesar de haver
serogrupos patogeénicos de E. coli, a maioria das bactérias é inofensiva, relacionando-
se através de comensalismo com humanos e animais (CDC, 2010; Adams e Moss,
2008). Nesta relagdo, E. coli sintetiza vitaminas uteis ao ser humano e compete com
bactérias patogénicas, suprimindo o seu desenvolvimento quando estas estao
presentes (Lablé e Garcia, 2001).

A presenca de E. coli em alimentos é um indicador de contaminacao fecal direta ou
indireta. Elevadas contagens de E. coli e de coliformes totais normalmente indica
falhas ao nivel da higiene (Yucel e Ulusoy, 2006). A contaminacao fecal direta ocorre
durante o processamento de matérias-primas de origem animal, devido

7



Ana Isabel Pires Lourenco

essencialmente a uma fraca higiene pessoal dos manipuladores e a deficientes
praticas de producdo. Ja a contaminacdo fecal indireta pode ter a ver com a agua
poluida e esgoto, na preparacao de alimentos, na higiene pessoal, na agricultura e no
lazer (Ray, 2004).

Em produtos processados pelo calor, como os pasteurizados, pode-se recorrer a
contagem de E. coli para comprovar a eficacia do processo térmico. A presenca desta
bactéria apds processamento pelo calor é vista com grande preocupacao, pois ha uma
elevada possibilidade da presenca de microrganismos patogénicos entéricos no
género alimenticio. A sua presenca permite ainda dar uma indicacdo sobre as
condig¢des higiénicas da fabrica e/ou da possibilidade de ocorréncia de contaminacgao
pos-processamento (Downes e Ito, 2001; Ray, 2004).

2.6 Microrganismos indicadores de seguranca
2.6.1 Listeria monocytogenes

O género Listeria inclui seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimert. L.
seeligeri, L. ivanovii e L. grayi (Liu, 2006; Ludwig et al, 2009). Listeria monocytogenes
€ a Unica espécie patogénica para o homem, enquanto que L. ivanovii é considerada
potencialmente patogénica para o homem e os animais (Chambel et al, 2007; Adams
e Moss, 2008). Listeria monocytogenes é um microrganismo amplamente distribuido
no ambiente. Podemos ver as suas caracteristicas na Tabela 3.
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Tabela 3: Resumo das caracteristicas da L. monocytogenes.

Microrganismo Listeria monocytogenes

Bacilos; Gram-positivos; Nao formam esporos; Anaerdbios facultativos;

Caracteristicas do Psicrotroéficos; Cresce a temperaturas de 32C-422C (6timo 30-372C); pH

microrganismo 5,0-9,0 (minimo 4,4);ay > 0,92.
Microrganismo ubiquitario - solo, agua, plantas, ambiente, silagens;
Pode igualmente ser encontrado nas fezes dos animais (selvagens e
Fonte domeésticos) e do Homem (que podem ser portador assintomatico deste
microrganismo, no leite de animais saudaveis ou com mastites.

Doenca Listeriose

Periodo de Incubagio 3 a 70 dias
Sinais clinicos de uma pessoa portadora de listeriose nao sdo especificos
. e com frequéncia sdo confundidos com sintomas de uma gripe, como

Sintomas

febre e dores de cabeca, podendo ser acompanhado por sintomas
gastrointestinais, como nauseas, vomitos e diarreias.
Duracao Dias a varias semanas
Se a infecdo passar para o sistema nervoso, verifica-se rigidez no
pescoco (torcicolo), confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes;
A contaminacdo do feto pode resultar em aborto ou parto prematuro;
Nos adultos com o sistema imunitario debilitado e nos recém-nascidos
podem ocorrer septicemia ou meningite.
Ingestdo de alimentos crus contaminados ou de alimentos contaminados
Modo de transmissdo que sofreram um tratamento térmico que visava a eliminacdo ou

Sequelas

associado aos reducdo para niveis aceitaveis dos microrganismos patogénicos, mas foi
alimentos insuficiente ou sofreram  uma contaminag¢do apos 0
tratamento/processamento.
Medidas e Boa higiene pessoal; Boas praticas de higiene do decorrer no processo
processamentos de de fabrico; Tratamento térmico dos géneros alimenticios;
controlo Armazenamento dos géneros alimenticios a temperaturas adequadas.

2.6.1.1 Caracteristicas bioquimicas

Como requisitos nutricionais, a maioria das estirpes de L. monocytogenes
necessitam de cisteina, valina, isoleucina e leucina para se multiplicarem e nenhuma
requer asparagina, glutamina, prolina, histidina e tirosina como fator
essencial/estimulante de crescimento (Siddigi e Khan, 1989). A fenilalanina e o Fe3*
estimulam o crescimento e a glucose e a glutamina sao necessarias como fonte
primaria de carbono e azoto (Premaratne et al,, 1991).

Listeria apresenta reacdo catalase positiva e oxidase negativa e apresenta
positividade aos testes: vermelho de metilo e Voges-Proskauer (Ludwig et al, 2009).

As espécies de Listeria sob condi¢coes de aerobiose fermentam a glucose, formando
acido lactico, acido acético e acetoina e, sob condicoes de anaerobiose, ndo se forma
acetoina mas forma-se acido lactico (Pine et al, 1989). Produz acido através da
fermentacdo de agicares como a glucose, manose, maltose e fructose, sem producao
de gas e hidrolisa a esculina mas nao a ureia. A gelatina e a caseina do leite também
ndo sao hidrolisadas por Listeria (Ludwig et al, 2009).
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2.6.1.2 Métodos de pesquisa

De um modo geral, as espécies do género Listeria multiplicam-se em quase todos
os meios bacteriologicos nao seletivos, tais como triptona de soja (TSA - Tryptone
Soya Agar) e caldo de infusdo de cérebro e coragao (BHI - Brain Heart Infusion). A
dificuldade reside muitas vezes no isolamento quando a bactéria esta presente em
pequenas quantidades na amostra e esta esta contaminada por outra flora bacteriana.
Existe uma ampla variedade de meios seletivos para o isolamento de Listeria a partir
de amostras nio estéreis como alimentos, amostras do meio ambiente, amostras
clinicas e fezes. Tém sido desenvolvidos varios protocolos para pesquisar L.
monocytogenes nos varios tipos de amostras (Wagner e McLauchlin, 2008).

Os métodos mais utilizados para a pesquisa de L. monocytogenes sdao o protocolo
FDA (Food and Drug Administration) para a pesquisa em lacticinios e a ISO 11290
(International Organization Standardization) para todo o tipo de amostras (Churchill
et al, 2006; Zunabovic et al,, 2010). O recurso a norma ISO 11290 é o recomendado
pelo Reg. (CE) 2073/2005, sendo por isso um dos mais utilizados. Neste existem dois
passos de enriquecimento e, posteriormente, sdo utilizados dois meios seletivos, o
meio cromogénico ALOA (Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti) e outro,
segundo a escolha do laboratério, como o meio OXFORD ou o meio PALCAM. No meio
ALOA as colonias de L. monocytogenes tém sensivelmente 1 mm de diametro e sdo
tipicamente verde-azuladas rodeadas por um halo opaco, permitindo a sua
diferenciacao.

Estes métodos variam no caldo de enriquecimento e no meio selectivo utilizado:
ap6s um periodo de enriquecimento, as culturas sdo semeadas em meios seletivos
para isolamento das coldnias de L. monocytogenes ou de outra espécie de Listeria, se
presentes. Estes meios contém compostos como acriflavina (para inibir outras
bactérias Gram positivas) e acido nalidixico (para inibir bactérias Gram negativas),
entre outros (Churchill et al, 2006).

Os meios de cultura ALOA e Rapid L"mono sdo meios que, para além de serem
seletivos como o meio Oxford ou o meio PALCAM, sdo também diferenciais, o que
permite selecionar apenas as colonias mais suspeitas de L. monocytogenes.

Apébés o isolamento nos meios seletivos devem ser efectuados testes de
confirmacao e de acordo com o método ISO 11290, as coldnias selecionadas devem
ser inoculadas no meio triptona de soja com extrato de levedura (TSYEA - Triptone
Soya Yeast Extract Agar) e incubadas a 37°C durante 18-24 horas. Se as colonias
suspeitas forem semelhantes as de Listeria (opacas, incolores e de bordos definidos)
deve ser efectuado o teste de coloragdo de Gram e o teste da mobilidade, os quais
deverao mostrar uma cultura mével e com bacilos Gram positivos.

L. monocytogenes é produtora de 3-hemolisinas (exibe um halo de hemolise em
meio de agar sangue de ovelha ou de cavalo), utiliza a ramnose como fonte de
acucares e exibe positividade no teste CAMP (Christie Atkins Munch Peterson), com
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Staphylococcus aureus mas negatividade com Rhodococcus equi (Ludwig et al, 2009).
Outra opgao para confirmar as culturas suspeitas de L.monocytogenes é o método
rapido bioquimico API Listeria (Ref. 10 300, bioMérieux®).

2.6.1.3 Serotipagem de L. monocytogenes

A espécie L. monocytogenes inclui treze serotipos, que se distinguem pelos
antigénios somaticos e antigénios flagelares (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4ab, 4b,
4c, 4d, 4e, 7). Na maioria dos surtos, os serotipos 4b, 1/2a e 1/2b sdo os isolados de
doencas no animal e no Homem (Chaturongakul et al, 2008; Lépez et al, 2006; OIE,
2005). Sdo responsaveis por mais de 90% das infecdes em humanos, e sdo também os
mais frequentes em géneros alimenticios e locais de processamento de alimentos
(Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007).

O serotipo 4b, além de ser o principal responsavel pela listeriose, é também mais
isolado em pacientes com meningoencefalite do que em pacientes com infecao
sistémica, o que pode indicar que é mais virulento que os restantes. Associado a este
facto estda também a maior taxa de mortalidade registada associada ao serogrupo 4
(26%) relativamente ao serotipo 1/2 (16%) (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

2.6.1.4 L. monocytogenes nos alimentos

A listeriose humana pode contrair-se por varias fontes, mas a mais importante é a
ingestdao de alimentos contaminados (OIE, 2005; EFSA, 2015). E uma das doengas
bacterianas mais mortais, com taxas de fatalidade entre os 20-30% (McLauchlin,
1990; Schuchat et al,, 1991). Esta apresenta uma sazonalidade marcada, ocorrendo
mais casos no fim do Verdao/Outono, em contraste com a sazonalidade da listeriose
animal, que apresenta um pico na Primavera (Liu, 2008).

Os dados de 2013 relativos aos Estados-Membros, compilados no relatéorio da
EFSA (EFSA, 2015), demonstram que na pesquisa de L. monocytogenes nos produtos
“prontos para consumo, no retalho, poucas amostras apresentavam uma contagem
acima das 100 ufc/g, ou seja, acima do limite legal. Os alimentos que apresentaram
uma maior taxa de ndo conformidade neste critério foram os queijos (1,1%),
produtos piscicolas (1,0%) e produtos carneos “prontos para consumo”, excepto
salsichas fermentadas (0,3%). Relativamente ao critério imposto na fase de produgao,
auséncia em 25 g de alimento, a maioria dos incumprimentos foi registada em
produtos carneos “prontos para consumo”, excepto salsichas fermentadas (6,7%),
produtos piscicolas (6,6%) e em outros produtos “prontos para consumo” (1,8%).
Para amostras de lotes, a maior taxa de nao conformidades foi registada em produtos
piscicolas “prontos para consumo” (5,3%) e em queijos (1,3%) (EFSA, 2015). A tabela
seguinte apresenta a prevaléncia de L. monocytogenes em amostras de leite e queijo,
em Portugal e Espanha.
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Tabela 4: Prevaléncia de L. monocytogenes no leite e queijo, em Portugal e Espanha.

Alimentos Crus Prevaléncia Fonte
Portugal
Leite (cabra, ovelha e vaca) 2% Guerra etal., 2001
Leite cru de ovelha e cabra 6,2% Pintado e Felicio., 2002
Queijo curado 34,6 % Pintado e Felicio., 2002
Queijo macio 46% Pintado et al, 2005
Espanha
Leite de cabra 2,56% Gaya et al, 1996
Queijo de pasta semi-dura de
ovelha 44% Guerraetal, 2001
Queijo fresco 4% Guerraetal, 2001

2.6.1.5 Surtos de origem alimentar

A listeriose é reportada essencialmente em paises industrializados, havendo
poucos ou nenhum caso reportado de Africa, Asia e América do Sul. Isto tanto pode
reflectir diferentes padroes de consumo ou hdabitos alimentares, diferente
susceptibilidade dos hospedeiros, falta de meios de diagnéstico (Rocourt et al., 2000)
ou mesmo falta de informacao, por ndo haver sistemas de vigilancia montados.

Apesar do caracter ubiquitdrio da L. monocytogenes, a incidéncia de listeriose é
muito baixa, normalmente com 2 a 8 casos anuais por milhdo na Europa e Estados
Unidos da América (EFSA, 2015).

Na Suica, entre os anos de 1983-1987, 122 pessoas ficaram infetadas apds
ingerirem queijo de pasta mole contaminado (Biila et al, 1995). Inicialmente nao se
conseguia identificar a fonte de infecdo mas, apds uma extensa pesquisa nos produtos
lacteos, isolou-se o0 mesmo subtipo na superficie do queijo em questdo (Farber e
Peterkin, 1991).

Foram reportadas taxas excepcionalmente superiores em Espanha no ano de 1990
com 10,9 casos por milhdo (Nolla-Salas et al, 1993) e em Franc¢a, em 1986, com 14,7
casos por milhdo (Goulet e Brohier, 1989). No Japao foi reportada uma incidéncia de
0,65 casos por milhdo entre 1996 e 2002 (Okutani et al, 2004). Em situacdes
epidémicas, a incidéncia na populacao-alvo aumenta num fator de 3 a 10 (Vazquez-
Boland et al, 2001), pois esta doenga pode ser superior nos grupos de risco como
imunodeprimidos, idosos e pacientes com infecbes do sistema nervoso central,
podendo chegar aos 70% (Rocourt et al, 2000; Kuhn et al., 2008).

Um estudo realizado por Leite et al, (2006), em Portugal, com 15 isolados clinicos
demonstrou que 13 pertenciam ao serotipo 4b (86,7%) e 2 ao serotipo 1/2b (13,3%),
0 que esta de acordo com outros estudos. Na Franca foram analisadas 603 amostras
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de L. monocytogenes provenientes de isolados humanos, entre os anos de 2001 e
2003, e 96% pertenceram aos serotipos 4b, 1/2a e 1/2b (Goulet et al, 2006).

Valk et al. (2005) estudaram os sistemas de vigilancia na Europa, abrangendo 17
paises. Todos, excepto Portugal tinham ativo, pelo menos, um sistema de vigilancia
(Austria, Bélgica, Islandia, Dinamarca, Finlandia, Franca, Alemanha, Grécia, Irlanda,
[talia, Holanda, Noruega, Espanha, Suécia, Suica e Reino Unido).

Em 2009, foram reportados pelos 26 Estados-Membros da UE 1645 casos
humanos de listeriose, representando um aumento de 264 casos (19%), em relacdo a
2008. Foram registadas 270 vitimas mortais representando uma taxa de mortalidade
de 16,6% (EFSA, 2011).

Além das situagoes referidas, em 1995, em Franca, ocorreu um surto associado a
queijo de pasta mole produzido com leite ndo pasteurizado (Lundén et al, 2004), em
2000 (Carolina do Norte) ligado a queijo fresco mexicano (MacDonald et al, 2005),
em 2001 (Suécia) associado a queijo fresco produzido a partir de leite cru (Carrique-
Mas et al, 2003), em 2002 (Canada) associado a queijo de pasta mole ou semi-dura de
leite cru (Gaulin et al, 2003), em 2003 (Texas) devido a queijo fresco mexicano
(Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007), em 2005 e 2006, na Suica e Reptblica Checa,
respetivamente, associados a queijo de pasta mole (Bille et al,, 2006; Vit et al, 2007) e
em 2008, (Canada) devido a queijo produzido com leite cru (Taillefer et al, 2010;
Health Canada, 2009).

Entre setembro e dezembro de 2011 ocorreu um surto de grandes dimensdes nos
Estados Unidos, o qual afetou 146 pessoas e vitimou mortalmente 25. Foram
indicadas 4 estirpes diferentes de L. monocytogenes que contaminaram meloas numa
quinta no estado de Colorado (CDC, 2011).

Entre 2009 e 2013 verificou-se uma tendéncia crescente de listeriose na UE / EEE
e, em 2013, houve um aumento de 9,4% em comparag¢ao com 2012. Em 2013, sete
surtos de origem alimentar com forte evidéncia de serem causados por L.
monocytogenes foram relatados por cinco paises dos EM. Estes surtos resultaram em
51 casos (11 internamentos e trés mortes). Também, trés surtos foram relacionados
com crustaceos, moluscos e ainda salada mista, carnes e queijo. Em 2013, o nivel
global de ndo-conformidade para queijos moles e semi-moles foi consideravelmente
maior do que nos anos anteriores (EFSA, 2015).

2.6.1.6 Listeriose em Portugal

Almeida et al. (2006) realizaram um estudo retrospetivo sobre a listeriose em
Portugal e compilaram os casos identificados entre os anos de 1994 e 2003. Foram
registados 35 casos de listeriose com uma taxa de mortalidade de 37,5%, para os 16
casos em que se teve acesso a evolugdo clinica da doenga. Segundo este estudo o ano
com mais casos foi o de 2003, com uma incidéncia de pelo menos 1,4 casos por
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milhdo de habitantes. Este estudo permitiu ter a nocao de que, apesar de nao haver
registos em relatdrios oficiais, a listeriose é uma ameaca em Portugal.

Num estudo posterior, os mesmos autores compilaram casos de listeriose
diagnosticados em Portugal entre 2004 e 2007. Foram identificados 67 casos com
uma taxa de fatalidade superior a 40%, para os 24 casos em que foi conhecida a
evolucdo clinica. O nimero de casos aumentou ao longo dos anos em estudo
registando-se em 24 casos, com uma taxa anual de 2,3 casos por milhdo de habitantes,
sensivelmente o dobro do valor referido em 2003.

Relativamente a presenga de L. monocytogenes nos alimentos, Mena et al. (2004)
estudaram a sua incidéncia em produtos comercializados em Portugal (retalho). De
1035 amostras, 72 (7,0%) apresentaram um resultado positivo na pesquisa de L.
monocytogenes. As maiores taxas de positividade foram registadas em carne de
frango cru (60%), carne vermelha crua (17,7%), leite cru (16,7%; 1/6), peixe cru
(12%) e vegetais congelados (12,9%). Apesar dos valores serem elevados, a presenca
de L. monocytogenes nestes produtos nao € tdo problematica quanto a presen¢a em
produtos “prontos para consumo” pois estes alimentos crus normalmente sao
cozinhados ou pasteurizados antes de consumidos. Nos produtos “prontos para
consumo” foi registada uma prevaléncia de 25% em fiambre, 8,3% em frutos secos,
4,1% em pastelaria e 4% em queijo fresco, alimentos que fazem parte dos habitos
alimentares portugueses (Mena et al., 2004).

Em julho de 2010 o laboratério da Escola Superior de Biotecnologia da Sadde da
Universidade Catdlica Portuguesa (ESB- UCP), na sequéncia de um aumento de casos
de listeriose registados na regido de Lisboa e Vale do Tejo (15 casos entre os meses
de fevereiro a julho de 2010) informou a Direc¢do Geral de Sadde da possivel
existéncia de um surto de listeriose (Pita, 2012). As informagdes de nove doentes, nos
estabelecimentos de retalho em que teriam efetuado compras e os alimentos
adquiridos e os estabelecimentos de restauracdo frequentados, nos dois meses
anteriores aos primeiros sintomas, foram encaminhados para a Autoridade de
Seguranca Alimentar e Econdémica (ASAE) e posteriormente, em 2010 surgiram as
primeiras noticias referentes ao surto de listeriose (Figura 1).
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Figura 1: Noticia referente ao surto de listeriose no dia 9 de agosto de 2010. Fonte: Pita (2012)

Na sequéncia desta noticia, foram abrangidos 42 estabelecimentos de retalho e
seis industrias. Uma amostra de queijo de vaca e cabra fresco apresentou contagem
de L. monocytogenes superior a 100 ufc/g e o mesmo pulsdtipo dos isolados clinicos.
0 estabelecimento industrial que produziu o queijo foi inspeccionado e cinco das seis
amostras colhidas apresentaram-se positivas e com o pulsotipo isolado nos doentes
envolvidos no surto, podendo este ser o foco ou um dos focos (Citado em Pita, 2012).
Nestas visitas foram verificadas as condi¢des higiénicas dos estabelecimentos,
realizada a colheita de géneros alimenticios susceptiveis de poderem estar
contaminados e efectuadas zaragatoas aos equipamentos e utensilios.

2.6.2 E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)

Diversas estirpes de E. coli foram adquirindo fatores de viruléncia que lhes
permitiu adaptar-se a novos nichos e, em alguns casos, a causar doengas graves.
Existem seis grupos patogénicos de E. coli que afetam o intestino dos seres humanos:
E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) também chamada E. coli produtora de
verotoxinas (VTEC); E. coli enterohemorragica (EHEC) que é um sub-grupo de
STEC/VTECG; E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli enterotoxigénica (ETEC); E. coli
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enteroagregativa (EAEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) (Farrokh et al, 2012).

As STEC destacam-se pelo seu potencial zoonético (Sousa, 2005) e geralmente os
animais portadores destes microrganismos sdo assintomaticos. Atuam como uma
importante causa de surtos de diarreia esporadica e epidémica (Sousa, 2005),
podendo manifestar-se em graves quadros clinicos e ocasionar severas complica¢des
sistémicas como a anemia hemolitica e a sindrome hemolitica urémica (SHU),
caracterizada por insuficiéncia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica e
trombocitopenia, podendo até mesmo evoluir para a morte (Nataro e Kaper, 1998).

A transmissao de STEC pode ocorrer através da ingestdo de carne mal cozida ou
crua, verduras, legumes, d4gua contaminada, leite ndo pasteurizado e também pelo
contato direto com animais ou outras pessoas infetadas (Hunt, 2010; Aspan e
Eriksson, 2010; Crump et al,, 2002). A viabilidade de STEC nas fezes de animais pode
variar de semanas a meses e a sua persisténcia no solo favorece a infecao fazendo
com que a exposicdo ambiental seja um fator de risco para a infegdo humana (Caprioli
etal, 2005; Ogden et al, 2002).

O termo Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) foi originalmente utilizado
para classificar subpopulagcdes de STEC consideradas altamente patogénicas e
responsaveis por casos severos em seres humanos, sendo o serotipo O157:H7
considerado altamente patogénico, originando colite hemorragica e sindrome
hemolitica urémica (Guth et al, 2010). Na Tabela 5, pode-se observar as suas
caracteristicas.
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Tabela 5: Resumo das caracteristicas de Escherichia coli 0157.

Microrganismo Escherichia coli 0157
Gram-negativo; Anaer6bio Facultativo; Movel; Familia
Caracteristicas Enterobacteriaceae; Mesofilo;
Cresce a temperaturas de 7-102C até aos 502C (6timo 37 2C); Minimo
para multiplicar a 0.95 e pH 4.4-8-5.
Fonte Intestino e fezes de animais;
. eps Associada a doengas de origem alimentar; Associado ao consumo de
Significado .
leite cru.
Doenca Infe¢do

Periodo de Incubagio
Sintomas
Duracao

Modo de transmissio
associado a alimentos

3 a 8 dias (em média 4 dias)

Diarreia que pode tornar-se sanguinolenta; Febre e vomitos.

Dias a semanas

Ingestdo de alimentos contaminados, designadamente leite cru, carne e
vegetais. A contaminagio fecal da dgua e a contaminagdo de alimentos
através de contaminacdo cruzada também sdo potenciais fontes de
infecdo.

Medidas e Tratamento de leite cru (pasteurizagdo de UHT); Boas praticas de
procedimentos de higiene durante a produgdo e processamento; Evitar contaminagdo
controlo cruzada; Boa higiene pessoal; Controlo de pragas.

Taxa de mortalidade 2% em paises desenvolvidos

Fonte: Adaptado de WHO (2008)

2.6.2.1 Serogrupos de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC)

associados a surtos

O primeiro relato de surto causado por uma STEC envolveu o serogrupo 0157 e
ocorreu nos Estados Unidos da América, nos estados de Oregon e Michigan em 1982.
Estudos epidemioldgicos revelaram que o surto ocorreu apds a ingestdo de
hamburguer de carne de uma rede de fast food (Riley et al, 1983).

Entre 1989 e 1990, outro surto causado por uma STEC 0157:H7 ocorreu nos
Estado Unidos, em Missouri, devido a ingestdo de agua contaminada (Swerdlow et al.,
1992). Na Australia, o primeiro surto causado por STEC, que foi associado ao serotipo
0111:H-, ocorreu em 1995, no qual 21 pacientes desenvolveram sindrome hemolitica
urémica. A ingestdo de salsicha preparada com carne bovina foi identificada como a
provavel fonte de toxinfecao (Paton et al, 1996). Em 1996, um surto ocorrido no
Japao, envolveu 6.309 criancas de 62 escolas de Sakai, havendo 1.012 casos
confirmados laboratorialmente, incluindo 197 casos de sindrome hemolitica urémica
e trés obitos (Fukushima et al, 1997).

Um surto causado por STEC ocorreu na Alemanha, entre maio e junho de 2011,
por um serotipo até entdo nao envolvido, ocasionando 3.222 casos, dos quais 810
evoluiram para sindrome hemolitica urémica. A cultura bacteriana foi caracterizada
como pertencente ao serotipo 0104:H4 e era portadora do gene stx. Algumas
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caracteristicas  genéticas encontradas nesta cultura, s3o carateristicas
enteroagregativa da patovar de E. coli enteroagregativa (EAEC), indicando que a
estirpe envolvida consiste num hibrido STEC-EAEC (Frank et al, 2011).

Estudos com STEC tém revelado varia¢des nos padrdes epidemioldgicos das
toxinfecOes causadas por estes microrganismos em diversas partes do mundo (Vaz et
al, 2004)

2.6.2.2 Fatores de viruléncia de STEC

As toxinas Shiga (Stx) constituem o principal fator de viruléncia das STEC, sendo
possivel caraterizar dois grupos principais: stx1, que difere em apenas um
aminodacido da toxina Shiga de Shigella dysenteriae serotipo 1; e Stx2 que possui uma
similaridade em torno de 60% com Stx1 na sequéncia de aminoacidos (Hunt, 2010).
Ambas possuem diferentes variantes antigénicas que podem ou ndo estar associadas
com uma doenga grave. Uma uUnica célula pode possuir um ou mais genes stx, e a
informagdo genética para a produgdo de Stx1 e Stx2 esta localizada no genoma de
bacteriéfagos do tipo lambda integrados no cromossoma das STEC (Caprioli et al,
2005). A literatura descreve que as células que produzem apenas Stx2 sdo mais
patogénicas do que as que s6 produzem Stx1 ou ambas, estando mais frequentemente
associadas a SHU (Paton e Paton, 1998; Stephan et al,, 2008)

Além das Stx, as STEC podem estar envolvidas numa aderéncia intima que destréi
as microvilosidades intestinais e induz a formacao de uma estrutura em forma de
pedestal caracterizando a lesdao A/E (“attaching and effacing”) (Lorusso et al., 2009).
Estudos com células epiteliais em cultura revelaram que a lesdo A/E envolve a acdo
conjunta da proteina da membrana externa, intimina, que é codificada pelo gene eae
(China et al,, 1996).

2.6.2.3 Via de patogénese da STEC

As STEC necessitam ultrapassar alguns mecanismos de defesa do organismo para
colonizar o intestino e como primeira barreira deparam-se com o baixo pH gastrico.
Devido a capacidade de resisténcia a acidez de alguns serogrupos (incluindo o 0157),
esses microrganismos resistem a este ambiente (Paton e Paton, 1998; Gyles, 2007).

A produc¢do da toxina shiga é o principal fator de viruléncia nas patologias
causadas pelas STEC em seres humanos. Localmente a sua produgdo leva a danos nos
vasos do célon, resultando em diarreia sanguinolenta ou colite hemorragica. Ao cair
na corrente sanguinea, a Stx liga-se aos receptores presentes no endotélio vascular,
promovendo danos principalmente aos rins e ao sistema nervoso central, podendo
levar ao desenvolvimento da sindrome hemolitica urémica (Gyles, 2007).
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Apos ligar-se ao receptor Gb3 na célula, a Stx sofre endocitose e é transportada
por meio de vesiculas revestidas pela proteina clatrina para o citoplasma da célula,
onde se podem fundir com vesiculas do lisossoma e serem destruidas (Paton e Paton,
1998). No caso de células que sdo suscetiveis a toxina, as vesiculas sdo transportadas
até ao reticulo endoplasmatico via complexo de Golgi e, durante este processo, a
subunidade A é clivada pela enzima furina, gerando os fragmentos Al e A2. O
fragmento A1 livre tem atividade RNA N-glicosidase e interage com a unidade 60S do
ribossoma. A subunidade A1l remove um residuo de adenina da subunidade 28S do
rRNA eucarioético, promovendo a inibicdo da sintese proteica, causando a morte
celular (Paton e Paton, 1998).

2.6.2.4 Aspetos clinicos e epidemiolégicos de STEC em animais

As STEC podem ser encontradas no trato gastrintestinal de uma variedade de
animais como suinos, ovinos, caprinos, cavalos, aves e até entre cdes e gatos. Num
estudo conduzido por Tristao e colaboradores (2007), 1562 das 2402 (65%)
amostras fecais de bovinos, colhidas no estado do Rio de Janeiro e em 279 de 994
(28%) das amostras fecais colhidas de bovinos no Rio Grande do Sul, apresentavam E.
coli produtora de toxina Shiga (Stx).

De acordo com o relatério técnico da EFSA (EFSA, 2011), relativo a dados
europeus para o periodo de 2007 a 2009, 0,7% a 3,2% das amostras de carne fresca
de ovinos foram positivas para STEC e nenhuma amostra mostrou ser positiva para
STEC 0157. Para o mesmo periodo, dados relativos a prevaléncia de STEC em
animais, mostram que 0,9% a 20% das amostras provenientes de ovelha foram
positivas para STEC e 0,3% a 3,1% destas amostras foram positivas para o serogrupo
0157.

Os ovinos saudaveis também podem ser portadores assintomaticos de STEC,
sendo importante o seu papel como fonte de infecdo (Vettorato, 2008). Algumas
células como as pertencentes ao serotipo O5:H- sdao predominantemente isoladas a
partir de ovinos e raramente de outros animais (Beutin, 1993; Djordjevic et al,, 2001;
Blanco et al,, 2003). Os caprinos também sdo importantes e o serotipo 0157:H7 ja foi
isolado a partir de leite de cabra ndo pasteurizado num surto ocorrido na Republica
Checa (Bielaszewsk et al,, 1997).

O primeiro estudo feito com bufalos na América do Sul identificou 20 serogrupos
distintos de STEC, sendo que mais de 50% destes estdo associados com a doenga em
humanos (Oliveira et al, 2007).

As células de Escherichia coli produtora de toxina Shiga também ja foram isoladas
a partir de dejetos de aves, como pombos e gaivotas (Makino et al, 2000). Num
estudo feito com galinhas poedeiras verificou-se a presenga de STEC 0157:H7,
isoladas a partir de zaragatoas cloacais (Dipineto et al, 2006).
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2.7 Metodologia molecular baseada na reacdo em cadeia da
polimerase - PCR

2.7.1 PCR convencional

A reaccdo de polimerase em cadeia (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis nos
anos 80, permitindo amplificar mais de mil milhdes de vezes regides especificas de
DNA (Kubista et al,, 2006). O principio subjacente a técnica é extremamente simples:
um segmento de DNA alvo de tamanho delimitado por dois primers
oligonucleotidicos especificos é amplificado pela accdo de uma DNA polimerase
termo-estavel. Este método é mais rapidos e sensivel e permite reduzir o tempo de
analise até a obtencdo de resultados. Os custos destes métodos sdao também
reduzidos, excetuando-se o investimento inicial, o que é 6timo para a industria
(0”Grady et al, 2008).

Um dos métodos moleculares é a reacao em cadeia da polimerase vulgarmente
conhecido por PCR (Polimerase Chain Reaction) que permite uma amplificacdo
controlada in vitro, por enzimas, de um fragmento de DNA de interesse, de forma
extremamente rapida. Com o PCR, quantidades minimas de material genético podem
ser amplificadas milhdes de vezes em poucas horas, permitindo a pesquisa rapida e
fiavel de diferentes marcadores genéticos (Brown, 2006).

A reacdo de amplificacao ocorre em ciclos sucessivos, cada ciclo envolvendo um
passo de desnaturacdo do DNA alvo, por aquecimento a 92-952C; um passo de
hibridacdo dos primers com as sequéncias complementares do DNA alvo a
temperatura entre 50-60°C e um passo final de extensao enzimatica dos primers,
entre 68-72°C, em que a DNA polimerase promove a sintese das sequéncias
compreendidas entre os dois primers. Os produtos resultantes da extensdao dos
primers a cada ciclo podem ser utilizados como alvo de amplificacao no ciclo seguinte.
Teoricamente o numero de cépias do segmento de DNA delimitado pelos primers,
duplica a cada ciclo de amplificacdo. Assim, 30 ciclos de PCR originam uma
amplificacao de cerca de 10° vezes (Taveira, 2000).

Em microbiologia clinica, os testes de diagnostico laboratorial, baseados na
amplificagido por PCR tém sido usados desde os anos 90, principalmente na
identificacdo de microrganismos de crescimento lento ou na pesquisa de organismos
incapazes de crescer em cultura, situacdes especificas em que os métodos
moleculares oferecem uma alternativa clara e inequivoca aos métodos tradicionais.

Diversos investigadores tém descrito a utilizacdo de técnicas fundamentadas em
PCR na detec¢do direta de microrganismos em alimentos (Gandra, 2006).
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2.7.2 PCR em tempo real

O desenvolvimento da PCR em tempo teal veio revolucionar o diagndstico
laboratorial em microbiologia clinica (Espy et al, 2006) e microbiologia alimentar.
Este método difere da PCR convencional principalmente no que diz respeito a
pesquisa do produto amplificado. Tradicionalmente esta fase é posterior a reacdo de
PCR, implicando tempos de resposta mais longos e no caso de ser efectuada por
electroforese em gel de agarose, com alguma perda de especificidade (Smith et al,
2004). Na PCR em tempo real a pesquisa é efectuada concomitantemente com a
amplificacao, limitando o processo a um tubo fechado, o que elimina os riscos de
contaminac¢do inerentes a manipulacdo p6s PCR (Corless et al, 2000; Yamamoto,

2002).

As plataformas de PCR em tempo real disponiveis no mercado permitem niveis de
sensibilidade e especificidade equivalentes ou mesmo superiores aos sistemas
tradicionais, sendo mais simples de operar e requerendo menos trabalho manual
técnico. A combinacdo da excelente sensibilidade e especificidade, menor risco de
contaminacdo, facilidade de operacdo e rapidez, estabeleceu a PCR em tempo real
como uma alternativa aos testes culturais tradicionais e imunoensaios (Espy et al,
2006). Nos laboratoérios de microbiologia, esta técnica pode ser utilizada na andlise de
expressao de genes (de viruléncia e/ou producao de toxinas) em alimentos, possui
ampla aplicacdo para o estudo de RNA viral (Tang e Persing, 1999), sendo utilizado
para dete¢do de norovirus em alimentos (Marin et al., 2006).

Existem diversos instrumentos de PCR em tempo real disponiveis
comercialmente. Estes variam, genericamente, no método de controlo de
temperatura, no formato de pesquisa do produto amplificado, no tempo de resposta
analitica e no nadmero de amostras que podem ser testadas em cada ensaio (Cockerill,
2003).

Em alguns casos existem sistemas automaticos de extracdao de acidos nucleicos
que complementam os equipamentos de pesquisa, sendo ja uma realidade um sistema
de extra¢do, amplificacdo e pesquisa integrada que permite a automatizacdo quase
total. A rapidez da rea¢do nestes equipamentos é possivel devido a elevada razao
area-volume da mistura de reacdo, normalmente depositada em recipientes longos e
estreitos, bem como mecanismos de variacdo térmica altamente eficientes, por
circulagio de ar ou condutividade térmica (Csako, 2006). A maior eficiéncia da
variacdo térmica aliada as caracteristicas fisicas dos recipientes de reacdo, permitem
a desnaturacdo das cadeias de DNA em cerca de 1 segundo, possibilitando a
realizacdo de uma reagao de PCR entre 30 a 60 minutos. Ha ainda diferencas na forma
de pesquisa (tipo de lampada ou laser) e também nos comprimentos de onda a que a
fluorescéncia é detetada.

7

Para detetar o produto amplificado, é incorporado na mistura de reacdo um
marcador fluorescente que se liga ao DNA durante a amplificacao. Esta ligacdo pode
ser inespecifica ou especifica. Um sinal especifico pode ser conseguido usando sondas
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fluorogénicas, como as TagMan® (Smith et al,, 2004). Em todos os casos referidos, a
sonda é marcada com um fluoréforo numa extremidade e com um quencher na outra.
A hibridacao assegura a separacao destas moléculas, interrompendo a absor¢do da
fluorescéncia pelo quencher, o que, consequentemente resulta na emissio de
fluorescéncia.

2.7.3 Sondas TagMan®

As primeiras sondas fluorescentes desenvolvidas para PCR em tempo real foram
as 5”nuclease, habitualmente designadas pela marca comercial - TagMan®. Neste
formato, um pequeno oligonucleotideo é marcado com uma molécula reporter na
extremidade 5” e uma molécula quencher na extremidade 3”. Quando a sonda
hibridiza com o alvo, em cada ciclo de extensao a actividade 5”-3” exonuclease da
polimerase do DNA hidrolisa a sonda, libertando o reporter. A fluorescéncia emitida
por esta molécula deixa de ser absorvida pelo quencher, sendo captada por um
sistema Optico de detegao, como se pode observar na Figura 2 (Rybicki, 2001).

A molécula fluorescente livre (reporter) acumula-se apds cada ciclo de PCR,
podendo a sua intensidade ser captada em qualquer altura da reacdo, incluindo o
passo de annealing, o que nao acontece com as sondas de hibridacao, cuja captura de
fluorescéncia apenas pode ser efectuada precisamente na fase de hibridagao.

Forward Double-Dye
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Figura 2: Esquema das sondas TagMan emitidas por PCR em tempo real (Fonte:Eurogentec, 2004)
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2.7.4 Sondas de hibridagéo - FRET

O principio FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) baseia-se na
transferéncia de energia entre fluoré6foros adjacentes, dependendo da distancia entre
eles. Neste formato sdo usadas duas sondas desenhadas de forma a hibridarem com o
alvo numa configura¢do “cauda-cabeg¢a” (Rodriguez-Lazaro, 2005). A sonda upstream
estd marcada com uma molécula fluorescente na extremidade 3” e a sonda
downstream esta marcada com uma aceitadora na extremidade 5”. Se as duas sondas
hibridarem com o produto de PCR alvo, a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo na
extremidade 3” da primeira sonda é absorvida pelo fluoréforo aceitador na
extremidade 5” da segunda sonda. Este segundo fluoréforo é assim excitado, emitindo
fluorescéncia num comprimento de onda detetado e medido no final de cada passo de
hibridacao, pelo sistema éptico do equipamento (Rodriguez-Lazaro, 2005).

As duas sondas alinhadas compreendem uma regidao de 40 a 50 pares de bases,
apenas ocorrendo transferéncia de energia, logo, emissdo de fluorescéncia, se a
hibridacao com o produto alvo ocorrer de forma exata, o que confere a este formato
uma elevada especificidade (Rybicki, 2001).

A tecnologia FRET permite também a andlise de curvas de amplificacdo do
produto amplificado (Figura 3). Elevando lentamente a temperatura da reacao, as
sondas destacam-se do produto de PCR, perdendo-se o sinal fluorescente. A
temperatura a qual metade do hibrido alvo-sonda se dissocia designa-se por
temperatura de amplificagdo ou melting (Tm) e depende do contetudo
guanina/citosina da sequéncia e do comprimento do oligonucleotideo (Simon et al,
1996).

Ao contrario do que acontece com as sondas TagMan®, um polimorfismo num
unico nucleétido nao impede que o sinal fluorescente ocorra, mas a temperatura de
melting correspondente serd mais baixa. Assim, este formato pode ser usado para
discriminar organismos, podendo ser usados diferentes fluoréforos, conforme a
capacidade do sistema 6ptico de pesquisa da plataforma usada (Kubista et al., 2006).
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Figura 3: Exemplo de curvas de amplificacao (Fonte:Eurogentec, 2004)

2.8 Autoridade de Seguranca Alimentar e Econémica (ASAE)

A Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE) é a autoridade
administrativa nacional especializada no ambito da seguranca alimentar e de
fiscalizacdo econémica. Esta autoridade, com estatuto de 6rgao de policia criminal, foi
criada pelo Decreto-Lei n.2 237/2005, de 30 de dezembro, revogado pelo Decreto-Lei
n.2 274/2007, de 30 de julho, com excepgao dos artigos n.2 32, 352 e 362. Em 2012, a
ASAE sofre uma nova reestruturacdo de acordo com a Decreto - Lei n.2 194/2012, de
23 de agosto, passando a incluir as atribui¢cdes da Comissao de Aplicacdo de Coimas
em Matéria Econdmica e de Publicidade no Dominio da Economia. A ASAE tem como
missdo a avaliacdo e comunicacdo dos riscos na cadeia alimentar, bem como a
fiscalizacdo e prevencdo do cumprimento da legislacdo reguladora do exercicio das
atividades econdmicas, nos setores alimentar e ndo alimentar.

O regulamento (CE) n2. 882/2004 refere-se aos controlos oficiais realizados para
assegurar a verificagdo do cumprimento da legislacao relativa aos alimentos para
animais e aos géneros alimenticios, bem como as normas relativas a saude e ao bem-
estar dos animais. Seguindo o disposto no regulamento, é elaborado pela ASAE o
Plano Nacional de Colheita de Amostras (PNCA).

Este plano é um plano de vigilancia estabelecido anualmente, baseado no risco,
que tem como objetivo assegurar e verificar que os géneros alimenticios, colocados
no mercado, ndo pdem em risco a seguranca e saude humana (ASAE, 2008). Esse
objetivo pode ser atingido através da andlise da conformidade dos géneros
alimenticios, face ao determinado na legislacao nacional e comunitaria em vigor, em
termos de parametros microbiolégicos, quimicos, e fisicos, bem como em relacdo a
sua rotulagem, apresentacao/publicidade e praticas fraudulentas (ASAE, 2010a).
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A Divisdo de Riscos Alimentares (DRA) - unidade organica flexivel da ASAE,
integrada no Departamento de Riscos Alimentares e Laboratério (DRAL) - é
responsavel pelo planeamento, definicao e coordenacao do PNCA, ou seja, de verificar
se os géneros alimenticios colocados no mercado ndo péem em risco a segurancga e
saude dos consumidores, bem como averiguar as questdes de salvaguarda dos
interesses do consumidor ao nivel da correcta e adequada informacgdo, tornou-se
indispensavel fixar um quadro harmonizado de regras e critérios operacionais que
assegurem a imparcialidade e eficacia na sua realizacdo (ASAE, 2014).

As colheitas de amostras sdo programadas de modo a serem distribuidas ao longo
do ano, devendo chegar-se a dezembro com a totalidade das amostras colhidas.
Ainda, seja qual for o local de colheita, a amostragem ocorre sem aviso prévio e ndo é
efetuada em alturas fixas e em dias de semana determinados.

Os Laboratérios de Microbiologia (LM), de Fisico-Quimica (LFQ) e de Bebidas
Alcoolicas e Produtos Vitivinicolas (LBPV) do DRAL, sdo as unidades responsaveis
pelos ensaios realizados as amostras colhidas para posterior apreciacdo de todas as
analises laboratoriais efetuadas as mesmas no ambito deste plano (ASAE, 2014).

Apébs a verificagdo efectuada pela DRA de que o resultado do ensaio e/ou o
respetivo rétulo ndo estdo conformes, consoante a natureza da infracao, esta divisao
ficara responsavel por emitir um parecer técnico circunstanciado ou por dar a
possibilidade ao operador econémico responsavel pela colocagdo do produto no
mercado de interpor recurso, se for caso disso.
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3. Local de estagio e objetivos

O trabalho apresentado foi realizado na Divisdo de Riscos Alimentares (DRA) da
Direccdo de Servigos de Riscos Alimentares e Laboratérios (DRAL), da Autoridade de
Seguranca Alimentar e Econémica (ASAE) em Lisboa, entre os meses de junho e
novembro de 2014. Posteriormente foi também, efetuado trabalho no laboratorial de
Microbiologia da ESACB para a serotipagem dos isolados de L. monocytogenes obtidos
das analises ao leite e queijo efetuadas na ASAE.

O trabalho que decorreu na ASAE teve como principal objetivo a aquisicao de
competéncias em contexto real do trabalho e, como coadjuvante, o conhecimento da
estrutura organizacional da missdao, dos valores e dos objetivos da ASAE,
designadamente do dominio das competéncias da Divisdo de Riscos Alimentares.
Mais concretamente, o trabalho levado a cabo nos seis meses de estagio na ASAE
permitiu: (1) Adquirir e compreender as nog¢des do programa de gestdao
implementado na ASAE - Gestasae; (2) Participar na elaboracao de pareceres técnicos
referentes a resultados laboratoriais, no ambito do controlo oficial levado a cabo pela
ASAE, mediante a aplicacdo da legislagcdo vigente adequada; (3) Efetuar um estudo
relativo a queijos curados, usando os dados do controlo microbiolégico realizado no
ambito do Plano Nacional de Colheita de Amostras com dados analiticos de 2013 e
2014 e por fim, em colaboracdo com uma queijaria do distrito de Castelo Branco para
o fornecimento das amostras (4) Avaliar a presenca de L. monocytogenes e de E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC) em amostras de leite cru de ovelha e cabra usado
no fabrico de queijo feito com leite cru.

Foram disponibilizadas as ferramentas necessarias ao seguimento dos objetivos,
nomeadamente acesso a legislacdo nacional e regulamentacao comunitaria vigente no
ordenamento juridico do setor da area alimentar. As tarefas a realizar foram
devidamente acompanhadas pelos colaboradores afetos a unidade organica, bem
como o orientador no local de trabalho e através de diversos instrumentos de
avaliacao continua, com o propoésito de serem reconhecidas e validadas as
competéncias adquiridas.

Os capitulos do trabalho que irdo ser apresentados a seguir dizem respeito aos
dois ultimos objetivos referidos acima, nomeadamente os objetivos (3) e (4).
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4, Analise de dados do PNCA de 2013 e 2014

Foi efetuada a recolha de dados relativos as analises microbiologicas efetuadas em
2013 e 2014 no ambito do PNCA. Estes dados foram cedidos pela DRA e referem-se
exclusivamente a amostras de queijo curado, colhidas ao longo de dois anos em todo
o territorio nacional, no retalho, e sujeitas a determinagdes analiticas, de acordo com
a legislacao alimentar aplicavel (Unido Europeia e Nacional). Os resultados obtidos
sdo analisados e trabalhados de forma a obter uma visdo do pais no que concerne ao
cumprimento das boas praticas de higiene e seguranca alimentar (ASAE, 2012).

Os dados encontram-se registados em folha de calculo (Excel), contendo a
informagdo comum seguinte:

o Identificacao do produto;
) Local de colheita;
. Determinacdo analitica (pesquisa de Salmonella em 25g,

contagem de E.coli (ufc/g) e contagem de Listeria monocytogenes (ufc/g);

o Parecer técnico (conforme ou ndo conforme).
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5. Estudo sobre L. monocytogenes e STEC em leite e
queijo de pequenos ruminantes

Considerando o trabalho laboratorial foi igualmente levado a cabo um estudo
sobre a presenca de STEC e L. monocytogenes em amostras de leite cru de pequenos
ruminantes (n=58) e queijo (n=2) provenientes de uma queijaria do distrito de
Castelo Branco e dos produtores que fornecem leite a mesma queijaria.

5.1 Colheita de amostras

A colheita de amostras foi realizada em 36 exploracdes de leite numa area
geografica que abrange todo o distrito de Castelo Branco, em exploragdes. Nas visitas
aos produtores foi realizada a colheita de 58 amostras de leite cru para copos de 100
mL esterilizados e devidamente codificados com o auxilio de um Auto de Colheita de
Amostras, referido no Anexo L.

A colheita das amostras de leite foi efetuada em duas fases: no Verdo (junho e
julho) e no Outuno/Inverno (novembro e janeiro). Logo apos a colheita das amostras,
estas foram transportadas, em arca refrigerada entre 02 e 42, para o laboratoério de
Microbiologia da ASAE, onde se realizaram as seguintes analises: pesquisa de Listeria
monocytogenes e pesquisa de STEC em 25 mL de leite. Foram colhidas duas amostras
de queijo curado, as quais foram analisadas para pesquisa de L. monocytogenes e de
STEC em 25g de amostra.

5.2 Pesquisa de L. monocytogenes por PCR em tempo real

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi realizada pelo sistema PCR em tempo
real, conforme o kit iQ-Check™ Listeria monocytogenes 11 (catalogo 357-8124, Bio-
Rad). Na reacdo de PCR em tempo real, sondas especificas sao utilizadas para detetar
o DNA durante a amplificacdo, hibridizando com os alvos a amplificar. Estas sondas
sdo ligadas a um fluoréforo, que emite fluorescéncia apenas quando hibridado com a
sequencia alvo. No kit iQ-Check Listeria monocytogenes, o fluoréforo FAM esta ligado
a sonda que hibrida com a sequéncia de DNA especifica para Listeria monocytogenes.
Como a quantidade de DNA alvo amplificado aumenta a cada ciclo de amplificacao,
intensidade de fluorescéncia também aumenta. Na auséncia de DNA alvo, nenhuma
fluorescéncia sera detetada. De modo a controlar, em cada tubo de reacdo, se nao
existe inibicao da reacao de amplificacdo de DNA é incluido na mix da reagdo de PCR
uma por¢ao de DNA sintético "controlo interno". O controlo interno é amplificado ao
mesmo tempo que o DNA alvo (Listeria monocytogenes) com uma sonda especifica. A
sequéncia de DNA do controlo interno é detetado por um segundo fluoréforo. A
amplificacao do controlo interno permite validar os resultados negativos da PCR. As
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amostras e o produto alimentar previamente enriquecido por cultura (23h + 1h, em
30°C) em Listeria Special Broth (LSB, Bio-Rad) ou em caldo Fraser (25h + 1h a 30 °C).

O kit iQ-Check™ é composto por varios reagentes (Tabela 6) que devem ser
armazenados entre 2°C e 8°C).

Tabela 6: Componentes do kit iQ-Check™ para a pesquisa de L. monocytogenes.

Referéncia Reagente Quantidade
1 tubo
A Reagente de lise
(20 mL)
1 tubo
B Sondas fluorescentes
(0,55mL)
2 tubos
C Mix de amplificagao
(2x2,2mL)
1 tubo
D Controlo negativo de PCR
(0,5 mL)
1 tubo
E Controlo positivo de PCR
(0,25 mL)
1 tubo
F Pérolas de lise
(17,6 mL)

Fonte: Catalog: 357-8124, iQ-Check™ Listeria monocytogenes Il Kit - User Guide

5.2.1 Enriquecimento

Para o estudo da presenca de L. monocytogenes é muito vantajosa a utilizacao de
meios de enriquecimento, de modo que as bactérias presentes em reduzidas
concentragoes possam multiplicar-se até quantidades possiveis de se detetarem por
métodos moleculares (Liu, 2008).

A partir de 25 mL de leite cru ou de 25g da pasta do queijo curado, realizou-se um
pré-enriquecimento em 225 mL de caldo LSB (Listeria Special Broth, Bio-Rad), pré-
aquecido. A incubagao decorreu durante 25 horas a 302C.

5.2.2 Extracao de DNA das amostras e amplificacao

Antes da extracido do DNA, preparou-se o reagente de lise, agitando-o
préviamente num placa de agitacdo para homogeneizacdo do reagente de lise
completo (reagente A + reagente F).

Adicionou-se 100 pL de reagente de lise completo para uma placa deep well, com
uma micropipeta de 200 pL. O reagente de lise esteve em constante agitacao, com o
objetivo de se manter em suspensao as pérolas de lise. De seguida, transferiu-se 100
uL de amostra enriquecida e selou-se com o filme de vedacado pré-perfurada (Passo 1
da Figura 4). Colocou-se a incubar a 95-100°C durante 15-20 min a 1.300 rpm num
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agitador de placas (Passo 2 da Figura 4). Preparou-se a mix de PCR e distribuiu-se 45
uL. em microplacas de PCR (Passo 3 da Figura 4). Adicionou-se 5 pL. de amostra apds
lise ou reagente D (controlo negativo) ou reagente E (controlo positivo) a cada um
dos pogos com mix de PCR e selaram-se as microplacas (Passo 4 da Figura 4). Por fim,
deu-se inicio a amplificacdo no equipamento de PCR em tempo real (CFX96 Touch
Real-Time PCR Thermal Cycler da Bio-Rad) (Passo 5 da Figura 4).
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Figura 4: Imagem representativa da extracao e amplificacao das amostras. Adaptado: Catalog: 357-8124, iQ-Check™
Listeria monocytogenes |l Kit - User Guide

5.2.3 Interpretacao e analise de resultados

A interpretacdo dos resultados do PCR em tempo real é feita através de um
software.

Antes da interpretacdo dos resultados da andlise, é necessario verificar o
resultado dos controlos negativo e positivo. Para que a amplificacdo do DNA seja
valida, os controlos devem apresentar os resultados resumidos na Tabela 7, caso
contrario, a reacdo de PCR necessita de ser repetida. Os resultados sdo interpretados
por andlise aos valores do Ct de cada amostra (o ciclo no qual a curva de amplificacao
cruza o limiar).
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Tabela 7: Interpretacao dos resultados com o controlo positivo e negativo, na detecao do controlo interno e L.

monocytogenes.
LR GES 5 UL IS Pesquisa do controlo interno
(FAM)
Controlo negativo Ct=N/A* 28<Ct<40
Controlo positivo 26<Ct<36 N/ significativo

*O software indica um valor de Ct = N / A (ndo aplicavel) quando a fluorescéncia de uma amostra nao faz aumentar
significativamente acima do ruido de fundo, e, portanto, nao cruza o limiar.

A amostra positiva de L. monocytogenes deve ter um valor Ct 2 10 para o
fluor6foro FAM. Se o valor de Ct é inferior a 10, devemos verificar se os dados da
curva de amplificacdo sdo regulares (com uma linha de base plana, seguido por um
rapido aumento de fluorescéncia e, em seguida, um achatamento para fora). Se a
curva parece correta, pode ser considerada uma amostra positiva para L.
monocytogenes. A amostra é considerada como uma amostra negativa para L.
monocytogenes se nao houver nenhum valor Ct em FAM e se o controlo interno tiver
um valor de Ct superior ou igual a 28 e inferior ou igual a 40. Para melhor
compreensao dos resultados, podemos ver o resumo na Tabela seguinte.

Tabela 8: Interpretacao dos resultados na pesquisa de L. monocytogenes.

Pesquisa de L. Pesquisa do controlo Interpretacio
monocytogenes (FAM) interno
Ct=10 N/ Significativo Positivo
Ct=N/A Ct=28 Negativo
Ct=N/A Ct=N/A Inibicao*

*Quando a detecdo de L. monocytogenes e do controlo interno da um valor Ct = N / A, a amostra deve ser testada
novamente, mas diluida (1/10).

5.2.4 Confirmacao dos resultados positivos

A confirmacdo da presenca de L. monocytogenes apés o ensaio de PCR em tempo
real foi efetuado pela inoculagdo da cultura enriquecida no caldo LSB durante 24h no
meio Rapid L’'mono (Bio-Rad). Este meio foi validado pela AFNOR de acordo com o
protocolo ISO 16140, para a pesquisa de L. monocytogenes e outras espécies de
Listeria em todos os alimentos, produtos para consumo humano de acordo com a
norma NF EN ISO 11290-1, e, também, amostras ambientais.

O meio de cultura Rapid L'mono Agar (Bio-Rad) baseia-se na detecado especifica de
L. monocytogenes e na sua incapacidade para metabolizar a xilose. Apés 24h de
incubacao, as culturas de L. monocytogenes formam coldnias azuis sem halo amarelo.
Os resultados foram posteriormente apresentados como “ausente em 25 g ou 25 mL
ou “presente em 25g ou 25 mL” de amostra analisada.

”n

Posteriormente, como confirmacao suplementar da identificacdo dos isolados
selecionados, foi usado o teste bioquimico API Listeria, (bioMérieux, Franga)
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realizado de acordo com as intrugdes do fabricante a partir das colénias com
caracteristicas suspeitas.

5.3 Pesquisa de genes de viruléncia em E.coli produtora de toxina

Shiga por PCR em tempo real

A pesquisa de E.coli produtora de toxina Shiga foi realizada pelo sistema PCR
multiplex em tempo real, conforme o kit iQ-Check™ STEC VirX (catalogo 357-8139,
Bio-Rad). Os reagentes prontos para uso do PCR contém oligonucleotideos (primers e
sondas fluorescentes de cadeia dupla) especifico para genes de viruléncia STEC (stx1,
stx2 e eae), bem como a DNA polimerase e nucleétidos. Dois fluor6foros estao ligados
a cada sonda que hibrida com as sequéncias de DNA alvo, seja para stx1 e stx2 ou eae.
Tal como acontece na L. monocytogenes, para ocorrer uma amplificacdo de DNA com
sucesso em cada tubo de reacdo, é utilizado um material sintético de DNA, "controlo
interno”, que esta incluido na mistura de reacgao. Este controlo é amplificado com uma
sonda especifica, ao mesmo tempo que a sequéncia de DNA alvo é detetado. Ele
permite a validacdo de qualquer resultado negativo. Este método permite uma
simples determinacao da presenc¢a ou auséncia dos genes de viruléncia STEC em
todos os produtos alimentares e amostras ambientais, previamente enriquecidas num
caldo de enriquecimento especifico. O teste iQ-Check™ é composto por um kit que
requer alguns compenentes semelhantes aos referidos no kit para a pesquisa de L.
monocytogenes (Tabela 6), com diferenca no tipo de sondas a utilizar, o que neste
caso sao especificas para STEC.

5.3.1 Enriquecimento

A partir de 25 mL de leite cru ou de 25g de queijo curado, realizou-se um
enriquecimento em 225 mL de caldo SEB (STEC Enrichment Broth, Bio-Rad), pré-
aquecido. A incubagdo decorreu durante 16 a 22 horas a 41,52C.

5.3.2 Extracao do DNA das amostras e amplificacao

Antes de extrair o DNA, preparou-se o reagente de lise (reagente A) agitando-o
préviamente num placa de agitacdo para homogeneizacao.

Adicionou-se 100 pL de reagente de lise completo para uma placa deep well, com
uma micropipeta de 200 pL. O reagente de lise esteve em constante agitacao, com o
objetivo de se manter em suspensdo. De seguida, transferiu-se 100 pL da amostra
enriquecida e selou-se com o filme de vedagao pré-perfurada. Colocou-se a incubar a
95-100°C durante 15-20 min a 1.300 rpm num agitador de placas. Preparou-se a mix
de PCR e distribuiu-se 20 pL. em microplacas de PCR. Adicionou-se 5 pL de amostra
apos lise ou controlo negativo do kit ou controlo positivo do kit a cada um dos pogos

32



Estudo de Listeria monocytogenes e E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) em leite cru de pequenos ruminantes e avaliagéao
microbiolégica de queijo curado

com mix de PCR e selamos as microplacas. Por fim, deu-se inicio a amplificagdo no
equipamento de PCR em tempo real (CFX96 Touch Real-Time PCR Thermal Cycler da
Bio-Rad) Este procedimento é equivalente ao da Figura 3, com a diferenca de aqui se
pipetar 20 pL da mistura de PCR para as microplacas.

5.3.3 Interpretacéao e analise de resultados

A interpretacdo dos resultados do PCR é feita através de um software.

Antes de interpretar os resultados da amostra, é necessario verificar o controlo
negativo e positivo. Para que a amplificagdo do DNA seja valida, os controlos devem
ter os resultados resumidos na Tabela 9, caso contrario, a reacdo de PCR necessita de
ser repetida. Os resultados sdo interpretados por analise aos valores do Cq de cada
amostra (o ciclo no qual curva de amplificagdo cruza o limiar).

Tabela 9: Interpretacao dos resultados com o controlo positivo e negativo, na detecao dos genes stx1/stx2, eae e
controlo interno.

Pesquisa de Pesquisa de eae Pesquisa do controlo
stx1/stx2 (FAM) (canal Cy5) interno (canal HEX)
Controlo Negativo Cqg=N/A* Cqg=N/A* 26<Cq=<36
Controlo Positivo 26<Cq=<36 26<Cq<36 N/Significativo

*O software indica um valor de Ct = N/A (ndo aplicavel) quando a fluorescéncia de uma amostra nao faz aumentar
significativamente acima do ruido de fundo, e, portanto, nao cruza o limiar.

A amostra positiva de STEC deve ter um valor Cq = 10 para o fluor6foro FAM e
para o fluoréforo Cy5. Se o valor de Cq para os dois fluoréforos é inferior a 10,
verificar se os dados da curva de amplificacdo sao regulares (com uma linha de base
plana, seguido por um rdpido aumento de fluorescéncia e, em seguida, um
achatamento para fora). Se a curva parece correta, pode ser considerada uma amostra
positiva para os genes de viruléncia STEC. A amostra é positiva para genes de
viruléncia stxI / stx2, se o valor Cq de FAM é > 10 e o valor Cq para Cy5 é N/A. Por
outro lado, se o valor Cq de FAM é N/A e o valor Cq para Cy5 é = 10, a amostra é

positiva para o gene de viruléncia eae.

Devemos considerar a amostra negativa para os genes de viruléncia se ndao ha
valor Cq em FAM, nenhum valor Cq em Cy5, e o controle interno tem um Cq = 26.

Para melhor interpretacdo dos resultados, podemos ver o resumo na Tabela 10.
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Tabela 10: Interpretacao dos resultados com pesquisa dos genes stx1/stx2, eae e controlo interno.
Pesquisa de Pesquisa de eae = Pesquisa do controlo

stx1/stx2 (FAM) (canal Cy5) interno (canal HEX) Interpretagao
Cq=10 Cq=10 N/ Signiticativo Positivo
_ e . Positivo stx1/stx2,
Cqg=10 Cg=N/A N/ Signiticativo Negativo eae
_ e . Positivo eae, Negativo
Cq=N/A Cq=10 N/ Signiticativo stxl /stx2
Cg=N/A Cg=N/A Cq>26 Negativo
Cg=N/A Cg=N/A Cg=N/A Inibicao*

*Quando a pesquisa dos genes stx1/stx2, eae e do controlo interno da um valor Cq = N / A, a amostra deve ser testada
novamente, mas diluida (1/10).

Por fim, os resultados sdo expressos como pesquisa de STEC “ausente em 25g ou
25 mL” ou “presente em 25g ou 25 mL” de amostra analisada.

5.4 Serotipagem de L. monocytogenes por PCR Multiplex

Das trés amostras com pesquisa positiva para L. monocytogenes foram obtidos
onze isolados que, apoés purificacdo e confirmacao da espécie, foram sujeitos a
serotipagem por PCR Multiplex no Laboratorio de Microbiologia e no Laboratdrio de
Biologia da ESACB, de acordo com o procedimento descrito em Pintado e Gouldo
(2013).

Os isolados sujeitos a serotipagem foram provenientes das amostras de leite cru
de cabra LCP23/L2 (n=2) e LCP24/L1 (n=7) e da amostra de queijo elaborado com o
leite LCP24/L1 (n=2).

0 método da Amplificagdo por Reac¢do de Polimerizacao em Cadeia (Polimerase
Chain Reaction - PCR) Multiplex para serotipagem de L. monocytogenes foi
inicialmente descrito por Doumith et al. (2004) e permite separar os quatro serotipos
mais prevalentes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 4b) de L. monocytogenes em 4 serogrupos
distintos. As caracteristicas dos cinco primers usados na reac¢ao de amplificagcdao
encontram-se na tabela seguinte.

Tabela 11: Sequéncia dos nucleotidos usados na serotipagem molecular de L. monocytogenes.

Gene Sequéncia do Primer Produtos e Conct?ntra(;ao
Alvo (5-3) (bp) Especificidade final
(uM)
For: AGG GCT TCA AGG ACT TAC CC L. monocytogenes ser.
Lmo0737 Rev: ACG ATT TCT GCT TGC CAT TC 691 1/2a,1/2¢, 33, 3c 1o
For: AGG GGT CTT AAATCC TGG AA L. monocytogenes ser.
Lmo1118  p.y. CGG CTT GTT CGG CAT ACT TA 906 1/2¢, 3¢ L5
For: AGC AAA ATG CCA AAACTCGT L. monocytogenes ser.
ORF2819 Rev: CAT CAC TAA AGC CTC CCATTG 471 1/2b, 3b, 4b, 4d 4e 1.0
For: AGT GGA CAA TTG ATT GGT GAA L. monocytogenes ser.
ORF2110 Rev: CAT CCA TCC CTT ACT TTG GAC 597 4b, 4d, 4e 1.0
prs For: GCT GAA GAG ATT GCG AAA GAA G 370 Listeria spp. 0.2

Rev: CAA AGA AAC CTT GGA TTT GCG G

For - Forward; Rev - Reverse
Fonte: Doumith et al. (2004)
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Apoés a corrida electroforética e a coloragdo do gel num banho com brometo de
etidio, analisaram-se as imagens obtidas e classificaram-se os 11 isolados de L.
monocytogenes num dos seguintes serogrupos: L. monocytogenes serogrupo 1/2a, 3a;
L. monocytogenes serogrupo 1/2b, 3b, 7; L. monocytogenes serogrupo 1/2c, 3c; L.
monocytogenes serogrupo 4b, 4d, 4e, em fungao dos produtos de amplificacao obtidos.

5.5 Serotipagem de E.coli produtora de toxina Shiga por PCR em

tempo real

No caso das amostras positivas para STEC a serotipagem foi realizada pelo sistema
PCR multiplex em tempo real, usando o kit iQ Check™ STEC SerO (ref2 357-8140 da
Bio-Rad). As STEC sdo definidas pela presenca dos genes stx1/ stx2. O gene eae
(intimina) é também, um marcador de viruléncia. O mais conhecido serotipo de STEC
éaE. coli 0157: H7 para o qual existe uma politica de "tolerancia zero" na América do
Norte. Esta politica é implementada no setor das carnes e surtos associados, assim
como em produtos lateos.

No contexto da ISO, uma amostra positiva para ambos os alvos stx1 /stx2 e eae
deve ser avaliada para a presenca dos serogrupos (0111 e 0157: H7), (0103/0145 e
026) e (045 e 0121) recorrendo ao kit iQ-Check STEC SerO.

5.5.1 Amplificacao das amostras por PCR

A serotipagem foi realizada em algumas horas, depois de se obterem os resultados
da pesquisa de E.coli produtora de toxina Shiga, através do iQ-Check™ STEC VirX. Os
reagentes prontos para uso do PCR contém oligonucleotideos (primers e sondas
fluorescentes de cadeia dupla) especificos para os seis maiores serogrupos de STEC e,
também, E. coli 0157: H7, bem como a polimerase do DNA enucleé6tidos. Dois
fluoréforos estdo ligados a cada sonda que hibrida com o sequéncias de DNA alvo. Tal
como acontece na pesquisa de STEC, para ocorrer uma amplificagdo com sucesso de
DNA em cada tubo de reacdo, é utilizado um material sintético de DNA "controlo
interno" que estd incluido na mistura de reacgao. Este controlo é amplificado com uma
sonda especifica, ao mesmo tempo que a sequéncia de DNA alvo é detetado. Ele
permite a validacdo de qualquer resultado negativo. Os resultados sdao emitidos no
Sistema CFX96™ da Bio-Rad. Este método permite uma maneira simples de
determinar os principais sorogrupos STEC em todos os produtos alimentares e
amostras ambientais. Este inclui os seguintes passos: pesquisa de E.coli produtora de
toxina Shiga por PCR em tempo real (iQ-Check STEC VirX), serotipagem de E.coli
produtora de toxina Shiga por PCR em tempo real (iQ-Check STEC SerO) e
interpretacdo e analise dos resultados. O kit iQ-Check™ STEC SerO é composto por
varios reagentes (Tabela 12). Foram preparados 3 mix”s de amplificacdo de acordo
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com o guia de calculo PCR mix. Deste modo, preparou-se para o SerO1: reagente C e
B1, SerOZ2: reagente C e B2 e SerO3: reagente C e B3.

Tabela 12: Componentes do kit iQ-Check™ STEC SerOQ.

Referéncia Reagente Quantidade
B1 Sondas fluorescentes 1 tubo
(0157:H7 e 0111) (0,18 mL)
B2 Sondas fluorescentes 1 tubo
(026,0103 e 0145) (0,18 mL)
B3 Sondas fluorescentes 1 tubo
(045e0121) (0,18 mL)
1 tubo
C Mix de amplificacdo
(1,65 mL)
1 tubo
D Controlo negativo de PCR
(0,5mL)
1 tubo
E Controlo positivo de PCR
(0,25 mL)

Fonte: Catalog: 357-8140, iQ-Check™- STEC SerO - User Guide

Apébs a preparacao das mix’s, colocou-se 20 puL de cada um destes mix’s em 3
pocos, organizados por grupos. Adicionou-se 5 pL de amostra apos lise ou reagente D
(controlo negativo) ou reagente E (controlo positivo) nos poc¢os de cada grupo e
selou-se hermeticamente os pogos da placa. Em seguida, colocou-se a microplaca no
termociclador e da-se inicio a amplificacao.

5.5.2 Interpretacdo e analise de resultados

A interpretacdo dos resultados do PCR é feita através de um software.

Antes de interpretar os resultados da amostra, é necessario verificar o controlo
negativo e positivo. Para que a amplificagio do DNA seja valida, os controlos devem
ter os resultados resumidos na Tabela 13, caso contrario, a reacao de PCR necessita
de ser repetida. Os resultados sdo interpretados por analise aos valores do Cq de cada
amostra (o ciclo no qual curva de amplificacao cruza o limiar).
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Tabela 13: Interpretacao dos resultados com o controlo positivo e negativo.

Alvo 1 Alvo 2 Pesquisa do controlo
(FAM) (canal Cy5) interno (canal HEX)
Grupo SerO1 0111 0157:H7
Controlo Negativo Cq=N/A* Cq=N/A* 26<Cq<36
Controlo Positivo 26<Cq=<36 26<Cq<36 N/Significativo
Grupo Ser02 0103 e 0145 026
Controlo Negativo Cq=N/A* Cq=N/A* 26<Cq<36
Controlo Positivo 26<Cq=<36 26<Cq<36 N/Significativo
Grupo SerO3 045 0121
Controlo Negativo Cqg=N/A* Cq=N/A* 26<Cq<36
Controlo Positivo 26<Cq=<36 26<Cq<36 N/Significativo

*O software indica um valor de Cq = N / A (n&o aplicavel) quando a fluorescéncia de uma amostra nao faz aumentar
significativamente acima do ruido de fundo, e, portanto, nao cruza o limiar.

Uma amostra positiva para qualquer um dos serogrupos alvo deve ter um valor de
10 em = Cqg em FAM ou Cy5. Se nas amostras nao houver nenhum valor Cq (Ct=N / A)
ou Cy5 para FAM, ou, se a curva ndo é uma curva tipica de amplificacdo, o controlo
interno para que a amostra deve ser analisada da seguinte forma: esta amostra é
considerada como negativa para o serogrupo se ha ha valor Cq em FAM, ou em Cy5, e
o controlo interno apresenta Cq = 26; o controlo interno ndo deve ter um valor Cq (Cq
=N / A), pois este provavelmente indica uma inibicdo da reacdo de PCR; se o valor Cq
para o controlo interno for <26, ndo é possivel interpretar o resultado. Para melhor
interpretacdo dos resultados, podemos ver o resumo na tabela 14.
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Tabela 14: Interpretacao dos resultados para os serogrupos.

Pesquisa do alvo 1
(FAM)

Pesquisa do alvo 2 Pesquisa do controlo

(canal Cy5) interno (canal HEX) [

Ser01 (0111) Ser01 (0157:H7)

Positivo 0111 e

Cqg=10 Cqg=10 N/Significativo 0157:H7
Cqg=10 Cg=N/A N/Significativo Positivo 0111
Cg=N/A Cqg=10 N/Significativo Positivo 0157:H7
Cg=N/A Cg=N/A Cqg>26 Negativo
Cg=N/A Cg=N/A Cg=N/A Inibicdo
Ser02 (0103/0145) Ser02 (026)

C Positivo 0103
Cqg=10 Cqg=10 N/Significativo e/ou 0145 e 026

C Positivo 0103
Cq=10 Cqg=N/A N/Significativo e/ou 0145
Cg=N/A Cq=10 N/Significativo Positivo 026
Cqg=N/A Cqg=N/A Cq>26 Negativo
Cqg=N/A Cqg=N/A Cqg=N/A Inibicao

Ser03 (045) Ser03 (0121)

P Positivo 045 e
Cq=10 Cq=10 N/Significativo 0121
Cq=10 Cg=N/A N/Significativo Positivo 045
Cqg=N/A Cq=10 N/Significativo Positivo 0121
Cqg=N/A Cg=N/A Cq>26 Negativo
Cqg=N/A Cg=N/A Cg=N/A Inibigao
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6. Resultados e discussao

6.1 Avaliacao de dados do PNCA de 2013 e 2014

No ambito do PNCA foram analisadas pela ASAE, em 2013 e 2014, um total de,
respetivamente, 86 e 41 amostras de queijo curado produzido com leite cru,
adquiridas em grandes superficies e queijarias a nivel nacional. Considerando que
cada amostra é constituida por cinco unidades de amostra (de acordo com o Reg.
2073/2005 para o parametros analisados) e que, para o caso do queijo, cada unidade
de amostra é um queijo, podemos dizer que durante os anos de 2013 e 2014 foram
analisados 635 queijos.

Os perigos que os géneros alimenticios apresentam a nivel microbiolégico
constituem uma importante fonte de doencas de origem alimentar para o ser
humano. Neste sentido, importa garantir que os géneros alimenticios nao contenham
microrganismos (nem as suas toxinas e metabolitos) em quantidades que possam
representar um risco inaceitavel para a saide humana. A fim de contribuir para a
proteccdo da saude publica e evitar interpretacdes divergentes nos diferentes
Estados-Membros, foram estabelecidos, mediante Regulamenta¢ao Comunitaria (Reg.
(CE) 2073/2005, de 15 de novembro), critérios de seguranga harmonizados em
matéria de aceitabilidade dos alimentos, designadamente no que se refere a presenca
de certos microrganismos patogénicos.

Assim, no que concerne ao género alimenticio em causa, “Queijos curados
produzidos com leite cru”, considerando que este género alimenticio se encontrava
disponivel para consumo, que é produzido com leite cru e que é um “pronto para
consumo”, ou seja, que é destinado ao consumo humano direto, sem necessidade de
cozedura ou outra transformacao, os critérios de seguranca estabelecidos sao:

1. a contagem de Listeria monocytogenes (ufc/g). (incluidas na categoria 1.2-
Alimentos prontos para consumo susceptiveis de permitir o crescimento de L.
monocytogenes, excepto os destinados a lactantes e a fins medicinais especificos);

2. apesquisa de Salmonella em 25g (incluidas na categoria 1.11. Queijo, manteiga
e natas fabricados com leite cru ou leite que tenha sido submetido a tratamento
térmico mais fraco que a pasteurizagao).

No Anexo III, estdo apresentados os resultados da avaliagdo da qualidade
microbiolédgica de queijo curado no ano 2013, no que concerne a apreciacdao de cada
uma das amostras com base nos resultados das cinco unidades analisadas para
pesquisa de Salmonella em 25g, contagem de E. coli (ufc/g) e contagem de L.
monocytogenes (ufc/g). Neste caso, a amostra é avaliada como conforme ou nao
conforme, com base nos resultados obtidos pelas cinco unidades de cada amostra
relativamente a pesquisa de Salmonella em 25g e a contagem de L. monocytogenes
(ufc/g) e tendo em consideracao os critérios microbiolégicos constantes no Reg. (CE)
2073/2005 auséncia de Salmonella em todas as cinco unidades analisadas de cada
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amostra e contagem de L. monocytogenes (ufc/g) inferior a 102 em todas as cinco
unidades analisadas de cada amostra).

Assim, e considerando os resultados para o ano 2013, verificamos que, das 86
amostras analisadas, 5 revelaram-se ndo conformes para a contagem de Listeria
monocytogenes (ufc/g) e as restantes (94%) revelaram-se conformes para os
parametros analisados (Figura 5). Verifica-se que as cinco amostras ndo conformes
sao provenientes da regido da Serra da Estrela e de Azeitdo (Anexo III).

6%

\

94%

m Amostras conformes

= Amostras ndo conformes

Figura 5: Nao conformidades de amostras de queijo curado no ano 2013.

Em 2012, a pesquisa de produtos lacteos provenientes da regido centro foi maior,
devido a um alerta vindo de Espanha que alertava para a presen¢a no mercado de um
lote de queijo contaminado com L. monocytogenes proveniente de Portugal. Como
consequéncia foram intensificadas as colheitas na regido de proveniéncia do referido
produto (regido centro) para pesquisa de L. monocytogenes (ASAE, 2012. Citado em
Dias, 2013)

Os resultados da avaliacdo da qualidade microbioldgica de queijo curado no ano
2014 estdo apresentados no Anexo IV. As amostras foram analisadas quanto a
pesquisa de Salmonella em 25g, contagem de E. coli (ufc/g) e contagem de L.
monocytogenes (ufc/g).

Assim, considerando os resultados para o ano 2014, foi detetada Salmonella em
25g de queijo de ovelha curado, numa das unidades que constituem a amostra. Este
resultado é considerado nao conforme porque nao estd de acordo com os padrdes
estabelecidos pelo Reg. (CE) n? 2073/2005, que obriga a auséncia desse
microrganismo em 25g de alimento.
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Foi também detetada L. monocytogenes numa amostra de queijo de ovelha e cabra
curado. Das cinco unidades analisadas desta amostra, s6 uma tinha uma contagem
superior ao limite constante no Reg. (CE) 2073/2005 (m = 100 ufc/g), com 1,2x102.
As restantes unidades tinham uma contagem de L. monocytogenes (ufc/g) de 1,0x101,
1,0x101, 1,0x101%, e 7,3x101%, ou seja, inferiores ao limite referido anteriormente. Nao
obstante, a amostra é considerada nao satisfatoria para este critério microbiolégico, o
qual se aplica a géneros alimenticios que se encontram no mercado e durante o seu
periodo de vida util, como é o caso.

A presenca de L. monocytogenes em queijo curado fabricado com leite cru pode ser
resultado da utilizagdo de matéria-prima contaminada, do incumprimento de boas
praticas de higiene na producao do queijo ao longo de toda a cadeia e da existéncia de
contaminagdes cruzadas (Pintado, 2009).

Dados recolhidos em surtos de listeriose sugerem que os alimentos incriminados
continham contagens elevadas de L. monocytogenes, cerca de 106 ufc/g (United States
Department of Health and Human Services, 2003), o que realca a necessidade de
minimizar a exposicdo humana a altas populagdes da bactéria. Dados revelados no
ano a seguir (FAO/WHO, 2004) sugerem que contagens menores do que 102 ufc/g em
alimentos nao sao infetantes, mas ndo excluem essa possibilidade. Assume-se que
contagens inferiores a 103 ufc/g possam causar doenca em populagdes susceptiveis
(United States Department of Health and Human Services, 2007). Apesar da
controvérsia sobre os valores da dose minima de infe¢do para L. monocytogenes,
considera-se o critério de “auséncia em 25 gramas” como o limite para a categoria de
alimentos prontos para consumo susceptiveis de permitir o seu crescimento, antes de
deixarem de estar sob o controlo imediato do operador da empresa do setor
alimentar que o produziu. (FAO/WHO, 2004; Reg. (CE) n22073/2005).

Dado o historico registado em queijos produzidos com leite cru, foi também
efetuada a contagem de E. coli em todas as amostras relativas ao ano de 2014, visto
este parametro ser utilizado no Reg. 2073/2005, como “indicador do nivel de
higiene”, em géneros alimenticios semelhantes ao analisado. Nesse sentido, foi
possivel verificar que 21 em 41 amostras apresenta pelo menos uma unidade de
amostra com valores 2102 de E. coli (ufc/g), sendo possivel concluir que a apreciacao
é insatisfatéria. Apesar do regulamento referido anteriormente ndo estipular o
critério “contagem de E. coli” como critério de higiene para queijos fabricados com
leite cru, dado se tratar de um alimento pronto para consumo, e tendo em atenc¢do os
“Valores Guia para avaliagdo da qualidade microbiolégica de alimentos prontos a
comer” (Santos et al, 2005), segundo os quais a amostra é considerada nao
satisfatéria no caso de contagens de E. coli (ufc/g) superiores ou iguais a 102, é
possivel perceber a elevada contaminacao dos queijos analisados, indicando
provaveis falhas de higiene no fabrico do mesmo. De referir que, os critérios de
higiene indicam se o processo de producao funciona de modo aceitavel,
estabelecendo um valor de contaminacdo indicativo, acima do qual se tornam
necessarias medidas corretivas para preservar a higiene do processo em
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conformidade com a legislacdo alimentar. Nesse sentido, tendo em conta os valores
encontrados e o potencial patogénico que certas estirpes de E. coli possuem para a
saude publica, torna-se evidente a necessidade de implementacdo de medidas
corretivas que visem melhorar a higiene do processo, nomeadamente, e tendo em
conta a natureza do género alimenticio em si, que deverao incluir especialmente um
melhor controlo das matérias-primas (leite cru).

A partir da avaliagdo dos dados do PNCA referentes ao ano 2014 (Anexo IV),
podemos igualmente concluir que o nimero de amostras ndo conformes para queijo
curado foi de 5%, apresentando apenas 2 amostras nao conformes em 41 amostras
no total (Figura 6).

5%

95%

m Amostras conformes

= Amostras ndo conformes

Figura 6: Nao conformidades de amostras de queijo curado no ano 2014
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6.2 Pesquisa de L. monocytogenes nas amostras de leite e queijo

Relativamente a pesquisa de L. monocytogenes, foram analisadas um total de 58
amostras de leite cru, entre junho de 2014 e janeiro de 2015, sendo 34 amostras de
leite cru de ovelha e 24 amostras de leite cru de cabra (ANEXO II). As amostras de
leite analisadas sdo provenientes de 36 produtores de leite cru de pequenos
ruminantes.

Foram igualmente analisadas as pastas de duas amostras de queijo curado, sendo
um destes queijos proveniente de leite analisado no ambito deste estudo.

Tendo em conta que a bibliografia refere uma maior prevaléncia deste
microrganismo no Inverno (Lamont et al, 2013), o presente estudo foi pensado de
forma a efetuar a colheita de amostras de leite em duas épocas do ano (Verdo e
Outono/Inverno). No entanto, tal nao foi possivel para todos os produtores. Apenas
foi possivel repetir as colheitas de amostra de leite de 19 produtores.

Com base nos resultados obtidos para as amostras de leite de ovelha (Tabela 15) e
para as amostras de leite de cabra (Tabela 16), podemos afirmar que apenas se
obtiveram resultados de pesquisa positiva para L. monocytogenes em duas amostras
de leite de cabra (8,3% do total de amostras de leite de cabra analisadas), sendo todas
as amostras de leite de ovelha negativas para esta pesquisa. Considerando o total de
amostras analisadas (n=58), verificou-se uma prevaléncia de L. monocytogenes de
3,4%. Estes resultados sdao um pouco inferiores aos referidos por Pereira (2000) que
analisou 78 amostras de leite cru de pequenos ruminantes tendo encontrado 7,7% de
amostras positivas para L. monocytogenes em 25 mL de leite. Num estudo que
abrangeu um maior nimero de amostras de leite cru de ovelha e cabra (n=677),
analisadas entre 1995 e 2002 no Laboratorio de Microbiologia da Escola Superior
Agraria de Castelo Branco, Pintado e Felicio (2002), encontraram uma percentagem
de amostras de leite contaminado com L. monocytogenes de 6,2%.
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Tabela 15: Resultados da pesquisa de L. monocytogenes e STEC em 25 mL em leite de ovelha.

Detecao de genes
de viruléncia de

Pesquisa de L.

otes P DA RO Comeragio ST monsgingees
stx1/stx2 eae
LOP1/L1 30/06/2014 27/6 até 30/6 Mecanica 3,3¢C Neg. Pos. Neg.
LOP2/L1 30/06/2014 27/6 até 30/6 Mecanica 3,0eC Pos. Pos. Neg.
LOP3/L1 30/06/2014 27/6 até 30/6 Manual 3,5°C Pos. Pos. Neg.
LOP4/L1 30/06/2014 27/6 até 30/6 Mecanica 3,5°C Pos. Pos. Neg.
LOP5/L1 30/06/2014 27/6 até 30/6 Manual _ Pos. Pos. Neg.
LOP6/L1 30/06/2014 27/6 até 30/6 Manual 3,5°C Pos. Neg. Neg.
LOP13/L1 07/07/2014  04/07 até 07/07 Manual 3,8°C Pos. Pos. Neg.
LOP14/L1 07/07/2014  04/07 até 07/07  Mecanica 3,0°C Pos. Pos. Neg.
LOP15/L1 07/07/2014  04/07 até 07/07 Manual 3,5°C Pos. Pos. Neg.
LOP16/L1 07/07/2014  04/07 até 07/07  Mecanica 3,8°C Pos. Pos. Neg.
LOP17/L1 07/07/2014  04/07 até 07/07 Manual 3,8°C Pos. Neg. Neg.
LOP18/L1 07/07/2014  04/07 até 07/07 Manual 3,5°C Pos. Pos. Neg.
LOP25/L1 14/07/2014  10/07 até 14/07 Manual 8eC Pos. Pos. Neg.
LOP26/L1 14/07/2014  11/07 até 14/07 Manual 7°C Pos. Neg. Neg.
LOP28/L1 14/07/2014  11/07 até 14/07 Manual 8eC Pos. Pos. Neg.
LOP30/L1 14/07/2014  11/07 até 14/07 Manual 4°C Pos. Neg. Neg.
LOP31/L1 14/07/2014  10/07 até 14/07 Manual 10°C Pos. Pos. Neg.
LOP32/L1 14/07/2014  10/07 até 14/07  Mecanica 7°C Pos. Pos. Neg.
LOP33/L1 14/07/2014  11/07 até 14/07 Manual 3,52C Pos. Pos. Neg.
LOP34/L1 14/07/2014  11/07 até 14/07 Manual 4°C Pos. Pos. Neg.
LOP1/L2 24/11/2014 24/11 Manual 39C Pos. Pos. Neg.
LOP2/L2 24/11/2014  20/11até 24/11  Mecanica 3,5eC Pos. Pos. Neg.
LOP3/L2 24/11/2014  20/11até24/11 Mecanica 2,82C Pos. Pos. Neg.
LOP4/L2 24/11/2014  21/11 até 24/11 Manual 4°C Pos. Pos. Neg.
LOP5/L2 24/11/2014  21/11até 24/11  Mecanica 3,1°C Pos. Pos. Neg.
LOP6/L2 24/11/2014 21/11 até 24/11 Manual 4°C Pos. Neg. Neg.
LOP13/L2 19/01/2015 16/01 até 18/01 Manual 3,1¢eC Pos. Pos. Neg.
LOP14/L2 19/01/2015 16/01 até 19/01  Mecanica 2,82C Neg. Pos. Neg.
LOP15/L2 19/01/2015 16/01 até 18/01 Manual 2,82C Pos. Pos. Neg.
LOP16/L2 19/01/2015 16/01 até 19/01 Manual 3,1¢eC Pos. Pos. Neg.
LOP17/L2 19/01/2015 16/01 até 19/01 Manual 3,12C Pos. Pos. Neg.
LOP20/L2 19/01/2015 15/01 até 18/01 Manual 5¢C Pos. Pos. Neg.
LOP21/L2 19/01/2015 15/01 até 19/01 Manual 32C Pos. Pos. Neg.
LOP22/L2 19/01/2015 15/01 até 19/01 Manual 32C Pos. Pos. Neg.
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Tabela 16: Resultados da pesquisa de L. monocytogenes e STEC em 25 mL em leite de cabra.

Data da

Data das

Tipo de

Detec¢ao de genes

de viruléncia de

Pesquisa de L.

EELLES colheita ordenhas ordenha Consevasae STEC mot;;cg:zg)e nes
stx1/stx2  eae
LCP7/L1 01/07/2014 28/6até 1/7 Mecaénica 3,89C Pos. Neg. Neg.
LCP8/L1 01/07/2014 28/6até 1/7 Manual 4,0°C Neg. Pos. Neg.
LCP9/L1 01/07/2014 27/6até1/7 Manual 3,59C Neg. Pos. Neg.
LCP10/L1 01/07/2014 29/6até 1/7 Mecénica 3,89C Pos. Pos. Neg.
LCP11/L1 01/07/2014 28/6até 1/7 Mecénica 3,59C Pos. Pos. Neg.
LCP12/L1 01/07/2014 27/6até1/7 Mecénica 3,29C Neg. Pos. Neg.
LCP19/L1 07/07/2014 04/07 até 07/07 Mecénica 3,59C Pos. Pos. Neg.
LCP20/L1 07/07/2014 04/07 até 07/07 Manual 3,89C Pos. Neg. Neg.
LCP21/L1 08/07/2014 03/07 até 08/07 Manual 3,29C Neg. Neg. Neg.
LCP22/L1 08/07/2014 03/07 até 08/07 Manual 3,89C Neg. Neg. Neg.
LCP23/L1 08/07/2014 03/07 até 08/07 . 3,59C Pos. Pos. Neg.
LCP24/L1 14/07/2014 10/07 até 13/07 Manual 8eC Neg. Neg. Pos.
LCP27/L1  14/07/2014  11/07 até 14/07  Manual 7°C Neg. Neg. Neg.
LCP29/L1  14/07/2014  11/07 até 14/07  Manual 10°C Neg. Pos. Neg.
LCP7/L2 25/11/2014 20/11 até 25/11 Mecénica 2,59C Neg. Pos. Neg.
LCP8/L2  25/11/2014  20/11até25/11  Manual 3,8°C Pos. Pos. Neg.
LCP9/L2  25/11/2014  21/11até25/11  Manual 3,8°C Neg. Pos. Neg.
LCP10/L2  25/11/2014  20/11até24/11  Mecanica 2,9°C Neg. Neg. Neg.
LCP11/L2 25/11/2014 21/11 até 24/11 Mecénica 2,59C Neg. Pos. Neg.
LCP12/L2 25/11/2014 22/11 até 25/11 Mecénica 2,59C Neg. Pos. Neg.
LCP18/L2  19/01/2015  16/01até18/01  Manual 3,2°C Pos. Pos. Neg.
LCP19/L2  19/01/2015  16/01até18/01  Manual 4eC Pos. Pos. Neg.
LCP23/L2 19/01/2015 15/01 até 19/02 Mecanica - Pos. Pos. Pos.
LCP24/L2  19/01/2015 - Manual - - - Neg.

As duas amostras de leite de cabra com pesquisa positiva para L. monocytogenes

correspondem as amostras com as referéncias LCP24 /L1 e LCP23/L2.

A amostra LCP24/L1 foi colhida em julho na queijaria, tendo o leite sido
transportado em bilhas até a queijaria pelo préprio produtor. Com base no registo da
temperatura do leite no momento da colheita da amostra (Anexo I), verificou-se que
esta era de 82C, o que representa um valor elevado tendo em conta a temperatura
maxima de 62C referida na legislacao (Reg. (CE) n.2 853/2004) para leite conservado
proveniente de ordenhas com mais de um dia (neste caso a amostra de leite analisada
provinha de leite recolhido ao longo de quatro dias de ordenha). Uma amostra de leite
proveniente deste produtor foi novamente analisada em janeiro de 2015, tendo-se
verificado um resultado negativo para a pesquisa de L. monocytogenes em 25 mL de
amostra.

Vérias hipéteses podem ser colocadas que justifiquem a presenca desta bactéria
em leite cru, entre elas a excrecdo de leite contaminado por animais com listeriose
clinica ou subclinica e deficientes praticas de higienizacdo. Relativamente ao primeiro
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aspeto, a excrecdo de L. monocytogenes por animais assimtomaticos esta
documentada e Pintado et al. (2009) referem a excre¢do de L. monocytogenes por uma
ovelha em doses que variam entre 2,0x10 e 1,4x103 ufc/mL de leite. L. monocytogenes
€ uma bactéria psicrotrofica, capaz de se multiplicar a temperaturas de refrigeracao,
pelo que a sua presenca no leite mesmo que em doses iniciais baixas pode tomar
proporg¢des preocupantes se o periodo de armazenamento do leite for elevado e se a
temperatura usada for superior a recomendada. No caso do leite LCP24 /L1 ambas as
situacgoes se verificam.

Como referido anteriormente, o leite LCP24 /L1 foi transportado em bilhas até a
queijaria. O facto de nao haver condi¢cdes de refrigeracdo no leite conservado em
bilhas é um factor que potencia a multiplicacdo de microrganismos do leite, incluindo
0s microrganismos patogénicos como L. monocytogenes. Num estudo efetuado por
Pereira (2000), verificou-se uma maior prevaléncia de L. monocytogenes em amostras
colhidas de bilhas (15,4%) do que em amostras colhidas de tanques de refrigeracdo
(6,2%).

Relativamente as deficientes praticas de higienizagdo, Sinha (2000) refere que o
local de ordenha deve merecer especiais cuidados de limpeza e higiene. L.
monocytogenes é uma bactéria que forma biofilmes, o que torna esta bactéria dificil de
eliminar nos utensilios e equipamento que contactam com o leite, durante a ordenha
mas também durante a sua conservacao e transporte. O leite LCP24 /L1 foi ordenhado
manualmente, pelo que também é de considerar a higiene das maos do ordenhador
um potencial foco de contaminagao.

Ainda em relacdo a higieniza¢do, a qualidade microbioldégica da 4gua usada para
higienizar superficies alimentares é da maxima importancia, podendo constituir uma
fonte de contaminagdo. Ramos (2014) efetuou um estudo sobre a qualidade
microbiolédgica de diferentes amostras de agua usada em exploragdes leiteiras de
pequenos ruminantes, a maioria das quais comum a este trabalho, tendo verificado
que, de um total de 23 exploragdes leiteiras, 78% apresentaram resultados
microbiolégicos insatisfatérios para as amostras de dgua analisadas. O maior nimero
de incumprimentos foi registado nos parametros das bactérias coliformes totais e nos
microrganismos viaveis totais a 36°C, seguido dos microrganismos viaveis totais a
22°C, E. coli, enterococos intestinais e Clostridium perfringens.

Dado que a agua usada na higienizacao pode ser uma fonte de contaminacgao por L.
monocytogenes, foi efetuada a pesquisa deste microrganismo em 25 mL de dgua usada
na higienizacdo pelo produtor do leite LCP24/L1, para verificarmos a possivel
contamina¢cdo do leite por esta via. De referir que a agua deste produtor é
proveniente de uma nascente e que nao sofre tratamento. O resultado da analise
mostrou que a agua deste produtor estava contaminada com L. ivanovii (espécie
patogénica para os animais) e com L. seeligeri. Apesar de nao se ter encontrado L.
monocytogenes, ndo devemos excluir a hipdtese de esta ndo ter sido a/uma das fontes
de contaminacgdo do leite, ja que apenas foi efetuada uma andlise e que encontramos
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outras duas espécies de Listeria que, apresentando idénticas capacidades de
sobrevivéncia, podem ser usadas como indicadoras da presenca de L. monocytogenes.

Como referido anteriormente, para além da amostra LCP24 /L1 também a amostra
LCP23/L2 apresentou um resultado positivo para a pesquisa de L. monocytogenes em
25 mL de leite. Esta amostra foi colhida em janeiro, sendo constituida por leite de
cinco dias de ordenha. Dado que na exploracdo que forneceu o leite LCP23/L2 é usada
ordenha mecanica, podemos considerar aqui como possiveis fontes de contaminacao
a formacdo de biofilmes no equipamento de ordenha e deficientes praticas de
higienizacdo no geral, para além da excrecdo de L. monocytogenes por parte de
animais com listeriose clinica ou subclinica. Nao foi possivel analisar a agua usada
nesta exploragao, no entanto obteve-se a informacgdo de que a mesma provém de uma
barragem e apresenta qualidade insatisfatéria.

De referir que uma amostra de leite proveniente do mesmo produtor referido
acima, a amostra LCP23/L1, analisada em julho de 2014, apresentou um resultado
negativo para a pesquisa de L. monocytogenes em 25 mL.

A queijaria apenas forneceu para andlise duas amostras de queijo curado de
mistura (ovelha e cabra), um dos quais elaborado com leite cujo resultado tinha dado
pesquisa positiva para L. monocytogenes, o leite LCP24/L1. Os resultados da andlise
feita aos dois queijos curados permitem-nos constatar que o queijo que foi elaborado
com o leite LCP24/L1 apresentava L. monocytogenes, sendo a outra amostra de queijo
negativa para esta pesquisa.

Tendo em conta que o leite cru usado na producdo do queijo referido
anteriormente apresentou pesquisa positiva para L. monocytogenes, é legitimo pensar
que a fonte de contaminag¢do mais provavel do queijo foi o leite usado no seu fabrico.
A par das boas praticas de fabrico, a qualidade da matéria-prima é fundamental na
garantia de um produto final seguro. De acordo com Pintado (2009), o leite
contaminado com L. monocytogenes que foi usado no fabrico de queijo de ovelha
curado foi a principal fonte de contaminagdo de um lote de queijos e do ambiente da
respetiva queijaria. Apds o isolamento da bactéria no leite, no queijo e em zaragatoas
efetuadas a superficies na queijaria foi feita a serotipagem molecular, a tipagem por
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e a tipagem por Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), tendo-se concluido que a fonte de contaminacgao tinha sido o
leite cru contaminado com L. monocytogenes do serogrupo 4b, 4d, 4e, proveniente
duma ovelha portadora assintomatica daquele microrganismo.
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6.3 Pesquisa de STEC nas amostras de leite

Relativamente a pesquisa de STEC, foram analisadas um total de 57 amostras de
leite cru de ovelha e cabra, em junho/julho e novembro/janeiro, onde 34 amostras
sdo leite cru de ovelha e 23 de leite cru de cabra (ANEXO II). As amostras de leite
colhidas sao provenientes de 35 produtores de leite cru de pequenos ruminantes.

Com base nos resultados obtidos, podemos afirmar que num total de 34 amostras
de leite cru de ovelha, os genes de viruléncia stx1/stx2 mostraram estar presentes em
32 amostras (94%) e 29 amostras (85%) mostraram também ser positivas para o
gene eae.

Relativamente ao leite cru de cabra, num total de 23 amostras, a pesquisa dos
genes de viruléncia stx1/stx2 mostraram estar presentes em 10 amostras (43%) e 16
amostras (70%) mostraram também ser positivas para o gene eae.

Observa-se ainda a presenca simultdnea da combinag¢do dos genes stx1/stx2 e eae
no leite cru de ovelha em 27 amostras (79%), enquanto no leite cru de cabra essa
situacdo ocorre em apenas 8 amostras (35%).

Como podemos constatar pelos resultados, a prevaléncia de STEC nas amostras de
leite cru analisadas é muito elevada, qualquer que seja o ponto de comparacao, em
particular no caso das amostras de leite de ovelha.

0 controlo de STEC na producao leiteira s6 pode ser alcangado por um conjunto de
medidas ao longo de toda a cadeia alimentar. A combinag¢do ideal destas medidas
continua a ser estudada e sdo necessarias mais pesquisas para melhorar a avaliagdo
da prevaléncia e dos niimeros ao longo da cadeia alimentar e da eficacia das medidas
de controlo, desenvolvendo métodos reconhecidos para analises baratas e rapidas
(Farrokh et al, 2012). Alias, os testes de STEC ao produto final ndo sdo uma estratégia
de controlo eficaz, logo, seria ineficaz para definir um critério microbiolégico, porque
as taxas de contaminag¢do em alimentos suspeitos sao muito baixas.

Em 2013, 5 paises dos EM apresentaram dados provenientes de ovinos e caprinos.
No total, 799 unidades foram testadas e dessas unidades constatou-se que 22,7%
foram positivas para STEC. Em 2012, a propor¢ao de STEC foi menor com 9,3%
(EFSA, 2015).

De acordo com a EFSA (2015), com base em dados da EU para o periodo entre
2009 e 2013, verificou-se uma clara tendéncia sazonal nos casos confirmados de
STEC, com mais casos notificados nos meses de Verao. No caso do nosso estudo
verificou-se que a presenca de STEC tende a ser aproximadamente a mesma no Verdo
e no Inverno.
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6.4 Serotipagem dos isolados de L. monocytogenes

A andlise dos dois géis de electroforese obtidos apds PCR Multiplex dos onze
isolados provenientes das trés amostras com pesquisa positiva para L. monocytogenes
permitiu-nos concluir que todos os isolados pertenciam ao serogrupo 4b, 4d e 4e.

Na Figura 7 temos a imagem de um dos géis obtidos. Na posicao 1, 2, 3 e 4 temos
culturas anteriormente serotipadas e que foram usadas como referéncia para,
respetivamente, L. monocytogenes serogrupo 1/2b, 3b, 7, L. monocytogenes serogrupo
1/2a, 3a, L. monocytogenes serogrupo 4b, 4d, 4e e L. monocytogenes serogrupo 1/2c,
3c. Nas posigdes 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 estao os perfis dos sete isolados provenientes da

amostra de leite LCP24 /L1, verificando-se que todos eles pertencem ao serogrupo 4b,
4d, 4e.

Imo1118
Imo0737
ORF2110
ORF2819
prs

12b 1/2a 4b 1/2¢ 4b 4b 4b 4b 4b 4b 4b

Figura 7: 1° gel obtido apos serotipagem de L. monocytogenes por Multiplex PCR.
M - marcador; 1, 2, 3 e 4 - L. monocytogenes de culturas anteriormente serotipadas e representativas de cada um dos
quatro serogrupos; 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 - L. monocytogenes da amostra LCP24/L1

Na Figura 8 temos a imagem do segundo gel. Na posicdo 1, 2, 3 e 4 temos culturas
anteriormente serotipadas e que foram usadas como referéncia para os quatro
serogrupos, a semelhanga do que sucedeu com o gel anterior. Nas posicdes 5 e 6 estao
os perfis dos dois isolados provenientes da amostra de leite LCP23/L2 e nas posicdes
7 e 8 estdo os perfis dos dois isolados provenientes da amostra de queijo, verificando-
se que todos eles pertencem ao serogrupo 4b, 4d, 4e.

Imo1118
Imo0737
ORF2110
" ORF2819
prs

12a 4b 12b 12c¢ ab 4b

Figura 8: 2° gel obtido apos serotipagem de L. monocytogenes por Multiplex PCR.
M - marcador; 1, 2, 3 e 4 - L. monocytogenes de culturas anteriormente serotipadas e representativas de cada um dos
quatro serogrupos; 5 e 6 - L. monocytogenes da amostra LCP23/L2, 7 e 8 - L.monocytogenes de queijo
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A presenca deste serogrupo causa preocupacgao, pois inclui o serotipo 4b que é o
responsavel pelo maior nimero de casos de listeriose em humanos (Goulao, 2010).

0 serogrupo 4b, 4d, 4e aqui detetado para o queijo vai ao encontro dos resultados
obtidos por Barroso (2011), o qual aplicou esta mesma técnica, obtendo de todos os 6
isolados de amostras de queijos portugueses que analisou, o serogrupo 4b, 4d, 4e.

A EFSA (2015) relata que os serotipos mais comuns em 2013 foram 1/2a (57,5%)
e 4b (34,3%), seguido de 1/2b (6,4%), 1/2c (1,4%), 3a e 3b (ambos a 0,2%). O ano de
2013 foi o segundo ano em que os paises puderam relatar o método de serotipagem
por PCR, pois tinham mudado as suas técnicas moleculares baseadas na serotipagem.
Ha ainda a informacdo que sete paises Estados-Membros conseguiram fornecer dados
sobre esta variavel em 2013 (representando 35,1% de todos os casos confirmados). O
serogrupo mais comum analisado por PCR foi 1/2a e 3a (44,7%), seguido de 4b, 4d,
4e (44,6%),1/2b,3be 7 (7,8%) e 1/2c e 3¢ (2,9%).

6.5 Serotipagem de STEC

Os pequenos ruminantes tém sido identificados como um dos principais
reservatérios para STEC (Reitsma et al, 1996). Embora a transmissdo de STEC nos
seres humanos seja frequentemente associada com o consumo de carne crua ou mal
cozida, as STEC também se manifestaram em leite cru e nos produtos lacteos, como
causa de doenca (EspiE et al, 2008). O desenvolvimento de métodos rapidos para a
detecao de estirpes patogénicas e STEC sdo essenciais para garantir a seguranga dos
produtos alimentares. Os dados sobre os sorogrupos de STEC (baseadas em
antigenios O) foram relatados por 24 paises, em 2013 (EFSA, 2015). Escherichia coli
0157: H7 foi o primeiro serotipo isolado de STEC no inicio de 1980 e esta implicita na
maioria dos surtos e de casos de HUS (Karmali et al, 2010 e Riley et al, 1983). No
entanto, outros serotipos, tais como E. coli 026: H11, E. coli 0103: H2, E. coli 0145:
H28, e E. coli 0111: H8, também tém sido associados com surtos (Lin et al, 2011).
Note-se que a serotipagem so6 é realizada para as amostras em que os genes stx1/stx2
estao presentes.

Um total de 25 em 34 amostras (74%), ou seja, mais de metade das amostras na
primeira fase de colheita de amostras foram avaliadas para a presencga de serogrupos
associados a STEC (Tabela 17).

Observando os resultados podemos ver que 18 em 25 amostras (72%) da
primeira fase continham pelo menos um dos serogrupos pesquisados. O serogrupo
mais frequente nas amostras foi o 045/0121 (64%), destacando-se o serogrupo 045
(56%), seguido do serogrupo 026 e 0103/0145 (40%), destacando-se os serogrupos
0103/0145 (32%). Apenas uma amostra (4%), a LOP16/L1 se revelou positiva para
o serotipo 0157:H7 em leite de ovelha e curiosamente contém, igualmente, o maior
numero de serogrupos identificados. O serotipo mais frequente nas amostras, 045 foi
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identificado tanto para leite cru de ovelha como em leite de cabra. A presenca de uma
maior diversidade de serotipos é prevalente em amostras que contenham a
combinagdo dos genes stx1/stx2/eae.
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Tabela 17: Resultados das amostras serotipadas por PCR em tempo real na primeira fase.

Ser 01 Ser 02 Ser 03

0111 0157:H7 0103/145 026 045 0121

LOP2/L1(stx1/stx2/eae) N Ni

LOP3/L1
(stx1/stx2/eae) v v

LOP4/L1 N J J

(stx1/stx2/eae)

LOP5/L1
(stx1/stx2/eae)

LOP6/L1 (stx1/stx2) N

LCP7/L1
(stx1/stx2)

LCP10/L1
(stx1/stx2/eae)

LCP11/L1 J
(stx1/stx2/eae)

LOP13/L1 v
(stx1/stx2/eae)

LOP14/L1 J
(stx1/stx2/eae)

LOP15/L1
(stx1/stx2/eae)

LOP16/L1 \/ v N v NI

(stx1/stx2/eae)

LOP17/11
(stx1/stx2)

LOP18/L1 N
(stx1/stx2/eae)

LCP19/L1
(stx1/stx2/eae) v V

LCP20/L1
(stx1/stx2)

LCP23/L1
(stx1/stx2/eae)

LCP25/11 N
(stx1/stx2/eae)

LOP26/L1
(stx1/stx2)

LOP28/L1
(stx1/stx2/eae) v v

LOP30/L1
(stx1/stx2)

LOP31/L1
(stx1/stx2/eae)

R IR B B B S

LOP32/L1
(stx1/stx2/eae)

LOP33/L1
(stx1/stx2/eae)

<

LOP34/L1 N
(stx1/stx2/eae)
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Os resultados da segunda fase podem ser contemplados na Tabela 18. Um total de
17 em 24 amostras (71%), ou seja, mais de metade das amostras foram avaliadas
para a presenca de serogrupos associados a STEC.

Tabela 18: Resultados das amostras serotipadas por PCR em tempo real na segunda fase

Ser 01 Ser 02 Ser 03

0111 0157:H7 0103/145 026 045 0121

LOP1/L2 J J J J

(stx1/stx2/eae)
LOP2/L2
(stx1/stx2/eae)
LOP3/L2
(stx1/stx2/eae)
LOP4/L2 N
(stx1/stx2/eae)
LOP5/L2 \/
(stx1/stx2/eae)
LOP6/L2
(stx1/stx2)
LOP8/L2
(stx1/stx2/eae)
LOP13/L2
(stx1/stx2/eae) v v
LOP15/L2
(stx1/stx2/eae) v v v
LOP16/12
(stx1/stx2/eae) v v
LOP17/12 N
(stx1/stx2/eae)
LCP18/L2
(stx1/stx2/eae) v v
LCP19/L2 N
(stx1/stx2/eae)
LOP20/L2
(stx1/stx2/eae)
LOP21/12 N
(stx1/stx2/eae)
LOP22/1.2
(stx1/stx2/eae) v v
LCP23/L2
(stx1/stx2/eae) v v

Observando os resultados podemos ver que 12 em 17 amostras (71%) continham
pelo menos um dos serogrupos identificados. O serogrupo mais frequente nas
amostras foi o 026 e 0103/0145 (71%), destacando-se o serogrupo 026 (41%),
seguido do serogrupo 045/0121 (53%), destacando-se o serogrupo 045 (47%).
Apenas uma amostra (6%), a LOP5/L2 foi identificada para o serogrupo 0157:H7 em
leite de ovelha. O serogrupo mais frequente nas amostras, 045 foi reconhecido tanto
para leite cru de ovelha como em leite de cabra. Apesar de s6 existir uma Unica
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amostra com gene stx1/stx2 (LOP6/L2), a presenca de uma maior diversidade de
serogrupos continua a ser prevalente em amostras que contenham a combinagdo dos
genes stx1/stx2/eae, visto na amostra LOP6/L2 ndo ter sido constatado nenhum
serogrupo.

De forma a consolidar esta analise, foi possivel estabelecer um serogrupo
predominante neste estudo que foi o 045 em ambas as fases. Por outro lado, a
presenca de uma maior diversidade de serogrupos continua a ser prevalente em
amostras que contenham a combinacdo dos genes stx1/stx2/eae. A grande
diversidade de serogrupos vai ao encontro dos resultados obtidos por Farrokh et al.
(2012) onde refere que ovinos e cabras parecem ter diferentes e variados serogrupos
de STEC em comparacdo com bovinos. Segundo a EFSA (2015), o serogrupo mais
comumente reportado pelos EM em 2013 foi, como em anos anteriores, o 0157
(48,9% dos casos) e foi principalmente detetado em ruminantes (bovinos, ovinos e
caprinos) e na carne dos mesmos. Adianta ainda a informagado de que a proporg¢ao de
STEC encontrado em ovinos e cabras foi maior do que a propor¢do encontrada em
bovinos e em bovinos de carne.

A importancia do grupo STEC aumentou desde o primeiro relato de uma infecg¢ao
de origem alimentar causada por E. coli 0157:H7 (Riley et al,, 1983). O risco associado
ao consumo de leite de cabra ndo pasteurizado é documentado na literatura
(Bialaszewski et al, 1997; McIntyre et al, 2002), que refere que na maior parte dos
casos, os isolados de STEC em pacientes sdo do serogrupo 0157.

O consumo direto de leite cru continua a ser um risco elevado e ha uma grande
evidéncia na bibliografia, destacando os diferentes tipos de agentes patogénicos que
pode ser transmitida por este produto, e os surtos que foram atribuidos a esta
origem. Baylis (2009) refere ainda que comparando com outros agentes patogénicos
bacterianos, a E. coli 0157: H7 associada a outras espécies de E.coli podem causar
doencas graves e ainda levar a morte. Baylis (2009) diz ainda que embora tenham
havido surtos associados a STEC, a ocorréncia de STEC em leite cru € baixa e portanto,
a andlise microbioldgica do produto final para STEC é pouco provavel que resulte em
reducdes significativas no risco associado para o consumidor (Anénimo, 2003) e a
monitorizacdo de STEC no dia-a-dia ndo reduziria significativamente a ocorréncia de
casos associados.

O fabrico de queijo feito com leite cru é comum em alguns paises e tem aumentado
noutros. Estes resultados mostram a complexidade da situagdo actual, especialmente
quando se trata de avaliacdo de risco desses produtos. Estudos com queijo em que
tenha sido confirmado E. coli 0157, revela que este serogrupo é ainda capaz de
sobreviver ao processo de maturacdo dos queijos e aos varios periodos de
armazenamento.
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7. Consideracdes finais

Na vertente da Saude Publica Veterindria, é importante enfatizar que de acordo
com o Reg. (CE) 2073/2005 de 15 de novembro, todos os agentes de infecdo
alimentar potencialmente veiculados pelo queijo, apenas L. monocytogenes e
Salmonella sao de notificagdo obrigatéria como indicadores de seguranca de queijo
curado, estando STEC definida como notificagdo obrigatéria apenas para rebentos.
Esta é a realidade mesmo sabendo que a transmissao de STEC para humanos pode
ocorrer através da ingestdo de carne mal cozida ou crua, verduras, legumes, agua
contaminada, leite ndo pasteurizado e também pelo contato direto com animais ou
outras pessoas infetadas (Hunt, 2010).

Face aos resultados obtidos neste trabalho para STEC, em que 27 das 34 amostras
de leite cru de ovelha e 8 das 23 amostras de leite cru de cabra foram positivas para
os genes de viruléncia stx1/stx2 e eae, conclui-se que a prevaléncia desta bactéria é
muitissimo elevada, o que nos leva a questionar as boas praticas de producao de leite,
em todas as vertentes. E necessario uma maior sensibilidade para as questdes de
saude publica e um maior grau de exigéncia, acompanhado de um maior
acompanhamento e apoio técnico aos produtores, para que a qualidade
microbiolégica do leite usado no fabrico do queijo possa melhorar.

No decorrer deste estudo foram identificadas duas amostras positivas para L.
monocytogenes em leite cru de cabra, o qual é usado no fabrico de queijo curado feito
com leite cru. Na sequéncia deste resultado foi sugerido efetuar uma investigacdo
sobre o foco de contaminagdo, o qual pudesse orientar medidas que conduzissem a
sua erradicacdo. De referir ainda que todas as 34 amostras de leite de ovelha foram
negativas para a pesquisa deste microrganismo.

Portugal é o unico, de 17 paises da Europa, que nao tém activo pelo menos um
sistema de vigilancia e é dos unicos Estados Membros em que a listeriose ndo é de
notificacao obrigatdéria, o que dificulta a detecao precoce de surtos.

Sugere-se a utilizacdao do Kit Embrapa de Ordenha Manual® para caprinos
leiteiros. Este kit é uma tecnologia criada no Brasil que contribui para o
desenvolvimento sustentavel em exploracdes de caprinos. A correta utilizacdo
favorece a higiene do leite, por meio da reduc¢do de microrganismos com consequente
controlo de mastites nos rebanhos.

A ASAE enquanto d6rgao de controlo e fiscalizacdo da area alimentar é essencial na
defesa da Saude Publica.

Com os resultados da avaliacdo da qualidade microbiolégica de queijo curado no
ano 2013, foi possivel concluir que no total das amostras, 6% revelaram-se nao
conformes para a contagem de L. monocytogenes (ufc/g) e as restantes (94%)
revelaram-se conformes para os parametros analisados. Em relacdo ao ano 2014
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concluiu-se que o numero de amostras ndo conformes para queijo curado foi de 5%
estando as restantes (95%) conformes. Esta analise permite constatar que a maioria
das amostras de queijo colhidas no ano 2013 contaminadas com L. monocytogenes
provinham maioritariamente da regido centro.

Através da analise dos dados do PNCA 2013 e 2014, verifica-se uma aparente
diminuicdo do nimero de amostras positivas para L. monocytogenes. Esta ilacdo
podera dever-se ao papel positivo que a ASAE tem vindo a desenvolver, ndo s6 na
fiscalizacdo e controlo de géneros alimenticios, mas também no papel pedagdgico
junto dos produtores e consumidores.

Sendo o PNCA um plano activo e que prevé a realizacao de colheitas de amostras a
L. monocytogenes rotineiramente, seria vantajoso que os isolados destas amostras
fossem tipadas, permitindo monitorizar os tipos moleculares encontrados nos
géneros alimenticios, aliando as funcionalidades da autoridade competente (ASAE)
com o desenvolvimento cientifico.
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Auto de Colheita de amostras de leite cru
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Data da colheita:

Local da colheita:
Funcionério que executa:

PRODUTO

Designacao da amostra: Leite Cru

Cddigo da Amostra: /L /14

Volume/quantidade: 100mL

CONSERVACAO E TRANSPORTE

O produto encontrava-se a temperatura de °C , foi colocado em;--------=-==-=nmmmmommmmenae
[l mala térmica com termoacumuladores, ----------=-m-mmmmm oo
[ viatura frigorifica, [ refrigeracdo [1 congelacado, tendo sido programado o termdstato da

viatura para a temperatura de QraUS, —-m-mmmm e m e o e
e vai ser entregue no laboratério de Microbiologia da Autoridade de Seguranca Alimentar e
Econdmica, onde se realizardo as seguintes analises: pesquisa de Listeria monocytogenes
em 25 mL e pesquisa de STEC em 25mL.

ORDENHA

Data(s) das ordenha(s):

Horario da(s) ordenha(s)

LI Lo Js [0 o [T ] o B
[l manual

[ mecanica
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ANEXO Il

Amostras de leite cru de ovelha e cabra colhidas no ambito do
estudo
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Designacao da amostra Codigo da amostra Local da Colheita Data da colheita Estacao
Leite cru de ovelha LOP1/L1/14 Fundao 30/06/2014
Leite cru de ovelha LOP2/L1/14 Fundao 30/06/2014
Leite cru de ovelha LOP3/L1/14 Covilha 30/06/2014
Leite cru de ovelha LOP4/L1/14 Covilha 30/06/2014
Leite cru de ovelha LOP5/L1/14 Covilha 30/06/2014
Leite cru de ovelha LOP6/L1/14 Belmonte 30/06/2014
Leite cru de cabra LCP7/L1/14 Castelo Branco 01/07/2014
Leite cru de cabra LCP8/L1/14 Castelo Branco 01/07/2014
Leite cru de cabra LCP9/L1/14 Castelo Branco 01/07/2014
Leite cru de cabra LCP10/L1/14 Castelo Branco 01/07/2014
Leite cru de cabra LCP11/L1/14 Proenca-a-Nova 01/07/2014
Leite cru de cabra LCP12/L1/14 Proenca-a-Nova 01/07/2014
Leite cru de ovelha LOP13/L1/14 Fundao 07/07/2014
Leite cru de ovelha LOP14/L1/14 Fundao 07/07/2014
Leite cru de ovelha LOP15/L1/14 Belmonte 07/07/2014
Leite cru de ovelha LOP16/L1/14 Belmonte 07/07/2014
Leite cru de ovelha LOP17/L1/14 Belmonte 07/07/2014 Verio
Leite cru de ovelha LOP18/L1/14 Belmonte 07/07/2014
Leite cru de cabra LCP19/L1/14 Fundao 07/07/2014
Leite cru de cabra LCP20/L1/14 Fundao 07/07/2014
Leite cru de cabra LCP21/L1/14 Queijaria 08/07/2014
Leite cru de cabra LCP22/L1/14 Queijaria 08/07/2014
Leite cru de cabra LCP23/L1/14 Queijaria 08/07/2014
Leite cru de cabra LCP24/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LCP25/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP26/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de cabra LCP27/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP28/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de cabra LCP29/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP30/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP31/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP32/L1/14 Queijaria 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP33/L1/14 Fundao 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP34/L1/14 Belmonte 14/07/2014
Leite cru de ovelha LOP1/L2/14 Atalaia 24/11/2014
Leite cru de ovelha LOP2/L2/14 Fundao 24/11/2014
Leite cru de ovelha LOP3/L2/14 Fundao 24/11/2014
Leite cru de ovelha LOP4/L2/14 Fundao 24/11/2014
Leite cru de ovelha LOP5/L2/14 Fundao 24/11/2014
Leite cru de ovelha LOP6/L2/14 Fundao 24/11/2014
Leite cru de cabra LCP7/L2/14 Castelo Branco 25/11/2014
Leite cru de cabra LCP8/L2/14 S. Vicente da Beira 25/11/2014
Leite cru de cabra LCP9/L2/14 Castelo Branco 25/11/2014
Leite cru de cabra LCP10/L2/14 Castelo Branco 25/11/2014
Leite cru de cabra LCP11/L2/14 Castelo Branco 25/11/2014
Leite cru de cabra LCP12/L2/14 Castelo Branco 25/11/2014

- — Outono/Inverno
Leite cru de ovelha LOP13/L2/15 Fundao 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP14/L2/15 Fundao 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP15/L2/15 Fundao 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP16/L2/15 Fundao 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP17/L2/15 Belmonte 19/01/2015
Leite cru de cabra LCP18/L2/15 Fundao 19/01/2015
Leite cru de cabra LCP19/L2/15 Fundao 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP20/L2/15 Queijaria 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP21/L2/15 Queijaria 19/01/2015
Leite cru de ovelha LOP22/L2/15 Queijaria 19/01/2015
Leite cru de ovelha LCP23/L2/15 Queijaria 19/01/2015
Leite cru de cabra LOP24/L2/15 Queijaria 20/01/2015
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ANEXO Il

Resultados da avaliacdo microbiologica dos dados do PNCA 2013
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Identificagdo do produto Ponto de Colheita Apreciagdo da amostra com base nos | Apreciagcdo da amostra com base nos | Apreciagdo da amostra com Parecer
resultados das cinco unidades resultados das cinco unidades base nos resultados das cinco Técnico
analisadas para a Pesquisa de analisadas para a contagem de unidades analisadas para a
Salmonella em 25g de queijo L.monocytogenes (ufc/g) contagem de E.coli (ufc/g)

Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Supermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Supermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Frutaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de mistura Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Nao conforme Conforme N/ conforme

Queijo de ovelha curado seco Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme N&o conforme Conforme N/ conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme N&o conforme Conforme N/ conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo Serra da Estrela Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Empreendimento Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Quéijéria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo Serra da Estrela Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Supermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Supermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme N&o conforme Conforme N/ conforme
Queijo de ovelha curado seco Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
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Queijo cabra Transmontano Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de cabra Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de ovelha Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de Azeitdo Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Charcutaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo Nisa DOP Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de cabra Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo Serpa DOP Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de ovelha amanteigado Supermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de ovelha Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de ovelha Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Mercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de Evora DOP Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme N&o conforme Conforme N/ conforme

Queijo de Azeitdo Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de Azeitao Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
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Queijo de ovelha e cabra curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de cabra curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Mercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de cabra Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado gordo Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de cabra Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo amarelo da Beira Baixa DOP Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo Serra da Estrela DOP Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo terrincho velho DOP Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo cabra curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo cabra curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo curado de cabra Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de Castelo Branco Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado com sal Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de cabra curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo Serra da Estrela Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de cabra curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme

Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado Supermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Conforme Conforme Conforme Conforme
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Estudo de Listeria monocytogenes e E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) em leite cru de pequenos ruminantes e avaliagéao
microbiolégica de queijo curado

ANEXO IV

Resultados da avaliacdao microbiolégica dos dados do PNCA 2014
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Identificagdo do Produto Ponto de Colheita Pesq| de Sall lla em 25g Contagem de L ytog (ufc/g) Contagem de E.coli (ufc/g) Parecer Técnico

Queijo curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L ,2,4x1072;2,5x10"2;<1,0x10",;<1,0x10" Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10M ;<1,0x10™ <1,0x10M;1,0x10;1,0x10M;1,0x10";1,0x10M Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x107;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" 8,5x10”3;2,5x10"3;5,3x10"3;3,9x10"3;1,4x10™ Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg :<1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10; 5,6x10"3;7,8x10"3;9,8x10"3;7,4x10"3;8,1x10"3 Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Pos, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" 2,3x10%,;3,5x1073;1,4x10"5;8,4x19"3;8,7x10"3 N/ conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10™;<1,0x10" 1,2x10"2;2,7x10"2;1,2x10"2;<1,0x10"1,;3,0x10"2 Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Supermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10M;<1,0x10™ <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10"M;<1,0x10" ;<1,0x10™ Conforme
Queijo de ovelha curado Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10";<1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10"L 5,0x10"2;<1,0x10",;1,8x10"2;8,7x10"2;<1,0X10"L Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10™;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" <1,0x10";<1,0x10",;2,9x10"2;<1,0x10"1;<1,0x10"L Conforme
Queijo de ovelha curado amanteigado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" Conforme
Queijo de ovelha e cabra curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L 4,2x103;4,8x10"3;2,8x10"3;5,4x10"3;1,3x10™ Conforme
Queijo de cabra curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 >1,5x106;>1,5x10"6;>1,5x10"6;>1,5x10"6;>1,5x10"6 Conforme
Queijo de cabra curado Supermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" 7,5x1072;1,1x1073;6,3x1072;8,8x1072;1,7x10"3 Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 4,0x105;1,1x10"6;1,5x10"5;4,9x10'%;3,5x10™M Conforme
Queijo cuirado da llha Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" 9,1x104;2,4x104;6,3x103;7,0x10”3;1,5x104 Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" Conforme
Queijo de cabra curado amanteigado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 <1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10"1 Conforme
Queijo de Nisa DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10"M;<1,0x10M;<1,0x10™ <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10M ;<1,0x10™ Conforme

Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 <1,0x10"1,;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 Conforme
Queijo de ovelha Serpa DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" 1,5x1072;1,3x104,;5,4x1072;4,3x1072;4,9x10"2 Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10",;<1,0x10"L <1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10",;<1,0x10"L Conforme
Queijo de ovelha curado do Alentejo Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" Conforme
Queijo de ovelha curado Nisa DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10M ;<1,0x10™ 1,6x1072;<1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10M Conforme
Queijo de ovelha curado Evora DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 4,8x10/2;6,2x10"2;3,7x10"2;4,4x10"2;7,0x10"2 Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" Conforme
Queijo de ovelha curado Serpa DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L 6,3x10'%4;2,6x10'4;2,9x10"%;8,0x104;3,1x1014 Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x107;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10" 7,1x10;3,7x104;3,1x10"%;3,8x104;3,0x104 Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10"M;<1,0x10M ;<1,0x10™M <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10"M;<1,0x10"M ;<1,0x10™M Conforme
Queijo de ovelha curado Nisa DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10",;<1,0x10"1 <1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10"1 Conforme
Queijo de ovelha curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10M ;<1,0x10™ <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10"M;<1,0x10M ;<1,0x10™ Conforme
Queijo curado de cabra Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M; ;<1,0x107M;<1,0x10M,;<1,0x10"M <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10"M,;<1,0x10";<1,0x10" Conforme
Queijo curado de ovelha Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x101; :<1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10™M 4,2x10”3;6,0x10"3;4,5x10"3;5,3x103;7,2x10"3 Conforme
Queijo de cabra curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10",;<1,0x10"L Conforme
Queijo de cabra curado Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"1 <1,0x10"1,;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10"1 Conforme
Queijo de ovelha e cabra curado Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10M;<1,0x10";1,2x10"2; 1,2x10™;2,7x10™;1,9x1072;2,8x10"3;2,5x10"3 N/conforme
Queijo curado meio gordo Queijaria Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10",;<1,0x10"1;<1,0x10";<1,0x10",;<1,0x10"1 Conforme
Queijo de ovelha e cabra curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x107;<1,0x10";<1,0x10"1;<1,0x10",;<1,0x10" 2,5x10"2;<1,0x10",;1,6x10"3;5,5x102;3,7x10"2 Conforme
Queijo Serra da Estrela DOP Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10"L 5,8x1073;9,3x10'4,;6,2x10"5;8,5x10%;5,5x10"5 Conforme
Queijo de cabra curado Hipermercado Neg, Neg, Neg, Neg, Neg <1,0x10M;<1,0x10";<1,0x10";<1,0x10™;<1,0x10" <1,0x10";1,2x10"3;6,4x10"2;1,6x10"2;9,6x10"2 Conforme
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