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RESUMO

A populacdo classificada como altamente vulneravel, em especial o0s
neutropénicos, sdo individuos com maior susceptibilidade as doencas de
origem alimentar. No entanto, ainda ndo existe consenso sobre a eficacia da
dieta neutropénica e tampouco sobre as prescricoes e as liberacbes de
determinados grupos de alimentos, entre eles, o queijo fresco. O queijo Minas
frescal € um queijo fresco, pronto para consumo logo apés a sua fabricacgéo, e,
por suas caracteristicas de umidade e composicao, € um alimento altamente
perecivel. Ainda que as analises microbiolégicas do queijo indiguem que este
esteja de acordo com as normas legais, existe o risco para a populacéo
altamente suscetivel da ingestdo de microrganismos patégenos oportunistas
como a Stenotrophomonas maltophilia e a Pseudomonas aeruginosa em niveis
ndo controlados, uma vez que ndo h& previsdo da avaliagdo desses
microrganismos em queijo nas normas sanitarias. A importancia clinica de S.
maltophilia e P. aeruginosa tem sido reconhecida por serem relevantes
microrganismos patdégenos oportunistas presentes em infec¢gdes nosocomiais,
isoladas frequentemente em hemoculturas e amostras do trato respiratorio,
podendo causar pneumonia e sepse, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Os isolados clinicos costumam ainda apresentar
multirresisténcia a antibioticos, capacidade de formacdo de biofiimes e
facilidade em obter genes por transferéncia horizontal de genes. No periodo de
maio/2015 a janeiro/2016 foram visitados 24 estabelecimentos comerciais
formais no municipio do Rio de Janeiro e foram obtidas 39 medicbes de
temperatura para fins de coleta, sendo que a maior parte dos produtos (84,6%)
se encontrava em temperaturas de até 8 °C, indicando um controle razoavel da
temperatura pelos estabelecimentos visitados. Utilizou-se o método molecular
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificar a P. aeruginosa nas
amostras. Os protocolos de PCR para deteccdo de S. maltophilia se
apresentaram inadequados para o estudo devido a suas baixas especificidades
e possiveis resultados falso-positivos. A P. aeruginosa foi detectada por PCR
em 4 de 33 (12,1%) queijos Minas frescal comercializados no municipio do Rio
de Janeiro, confirmando o risco para a saude da populacéo suscetivel.

Palavras-chave: Stenotrophomonas maltophilia. Pseudomonas aeruginosa.
gueijo Minas frescal. dieta neutropénica.



ABSTRACT

The highly vulnerable population, particularly those in a neutropenic state, is
composed of individuals with greater susceptibility to foodborne illness. However,
there is still no consensus on the effectiveness of the neutropenic diet, neither its
requirements nor the release of consumption of certain groups of food, for example,
fresh cheese. The Minas frescal cheese is a fresh cheese, ready for consumption
shortly after its manufacture, and due to its characteristics of moisture and
composition it is a highly perishable food. Poor microbiological quality is not rare in
these cheeses and is usually originated from the production and worsened by poor
storage conditions. Even if the cheese’s microbiological analysis shows it is in
compliance with the legal norms, there is a risk of intake by the highly susceptible
population of opportunistic pathogenic microorganisms, as Stenotrophomonas
maltophilia and Pseudomonas aeruginosa, in uncontrolled levels, since there is no
evaluation for these microorganisms in cheese in the legal norms. The clinical
importance of S. maltophilia and P. aeruginosa has been recognized due to their
being relevant opportunistic pathogens microorganisms in nosocomial infections,
often isolated in blood cultures and samples of the respiratory tract and they may
cause pneumonia and sepsis, particularly in immunocompromised patients.
Furthermore, clinical isolates usually present multidrug resistance to antibiotics,
ability to form biofilm and ease in obtaining genes through horizontal gene transfer.
From May 2015 to January 2016 twenty-four retail stores in Rio de Janeiro city have
been visited, obtaining 39 temperature measurements. Most of the products (33/39)
were at temperatures of up to 8 °C, indicating an acceptable temperature control by
the stores visited. The molecular method PCR was used to identify P. aeruginosa in
samples. The PCR protocols for S. maltophilia detection were unsuitable for this
study due to their low specificity and the chance of false-positive results. P.
aeruginosa was detected by PCR in 4 of 33 Minas frescal cheeses sold in Rio de
Janeiro city, confirming the risk to the health of the susceptible population.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia. Pseudomonas aeruginosa. Minas frescal
cheese. low bacterial diet.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 A SEGURANCA DOS ALIMENTOS E A POPULACAO DE
IMUNOCOMPROMETIDOS

A saude é um direito social, “garantido mediante politicas sociais e
econbmicas que visem a reducdo do risco de doenca e de outros agravos e ao
acesso universal e igualitario as acdes e servicos para sua promocao, protecao e
recuperacao” (BRASIL, 1988, art. 196°). A vigilancia sanitaria pode ser entendida
como “um conjunto de a¢des capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude
e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e
circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude” (BRASIL,
1990, art. 6° 81°. As acOes da vigilancia sanitaria assumem fundamental
importancia para a populagéo classificada como altamente vulneravel/suscetivel.

Essa populacdo € composta por individuos com maior risco de contrair
doencas de origem alimentar, como o0s que recebem alimentacdo em centros de
detencao, centros de saude, creches, casas de repouso, centros de hemodialise e
hospitais (FDA, 2013); os idosos, criancas em idade pré-escolar e
imunocomprometidos (FDA, 2013; GERBA; ROSE; HAAS, 1996; LUND; O’BRIEN,
2011); as gestantes e pessoas com deficiéncias nutricionais (GERBA; ROSE; HAAS,
1996; LUND; O'BRIEN, 2011).

O grupo dos imunocomprometidos €& composto por pessoas com
imunodeficiéncias primarias, pelos transplantados que utilizam imunossupressores,
pelos pacientes em tratamentos quimio e radioterapicos, pelos leucémicos, pelos
acometidos por cirrose hepéatica e pelos portadores de doencas do sistema imune e
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida — SIDA (LUND; O’BRIEN, 2011). Os
imunocomprometidos, principalmente os com contagem de neutréfilos abaixo de
1.500 células/mm?®, que caracteriza um estado neutropénico, devem estar sempre
atentos quanto a origem, manipulacdo e armazenamento dos alimentos, devendo
seguir as recomendacdes dos profissionais da saude, uma vez que a neutropenia
tem repercussfes graves na saude do individuo devido a predisposicao as infeccbes
oportunistas e de doencas severas de origem alimentar (LUND; O'BRIEN, 2011;
MEDEIROS et al., 2004).



Uma das formas utilizadas para reduzir o risco de infecgcbes de origem
alimentar é utilizag&do da dieta neutropénica, cujo real efeito sobre o estado de saude
de pacientes ainda ndo ¢ conhecido (BOYLE et al., 2014; GAROFOLO, 2013; LUND;
O'BRIEN, 2011; LUND, 2014; MODESTO; LOPES; NOBREGA, 2010; SILVA et al.,
2011b; SONBOL et al., 2015; VAN DALEN et al., 2012).

De acordo com a meta-analise de Van Dalen et al. (2012), ndo foi possivel
chegar a conclusdes definitivas sobre o real efeito da dieta neutropénica com as
evidéncias até entdo disponiveis, devido as limitacdes metodoldgicas dos estudos
de Moody et al. (2006), Van Tiel et al. (2007) e Gardner et al. (2008). Além disso,
Van Dalen et al. (2012) frisam que a auséncia de evidéncias de efeito ndo deve ser
entendida como uma evidéncia de auséncia de efeito.

O estudo de Trifilo et al. (2012) encontrou um risco aumentado para infeccao
ao se prescrever uma dieta neutropénica para pacientes submetidos a transplante
de células hematopoiéticas, principalmente apds a resolucdo da neutropenia; a
mortalidade, no entanto, foi similar entre o grupo transplantado e o controle. A meta-
analise de Sonbol et al. (2015) abrangeu os estudos de Moody et al. (2006), Van Tiel
et al. (2007), Gardner et al. (2008) e Trifilo et al. (2012), e ndo encontrou nenhuma
superioridade ou vantagem da dieta neutropénica, quanto a mortalidade ou infeccéo,
para uma dieta regular.

Para obter conclusbes definitivas a respeito da efetividade da dieta
neutropénica sao necessarios estudos de melhor qualidade que utilizem ensaios
clinicos randomizados (SONBOL et al., 2015; VAN DALEN et al., 2012) com uma
populacdo de estudo mais homogénea e com maior niamero de pacientes incluidos
(MODESTO; LOPES; NOBREGA, 2010; SILVA et al., 2011b; SONBOL et al., 2015;
VAN DALEN et al., 2012). Além disso, os estudos da qualidade microbioldgica dos
alimentos devem ser encorajados, pois fornecem suporte para a avaliacdo da
seguranca dos alimentos (BOYLE et al., 2014; LUND; O'BRIEN, 2011; LUND, 2014;
MODESTO; LOPES; NOBREGA, 2010).

O Consenso de Nutricdo Oncoldgica do Instituto Nacional de Céancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), por sua vez, considera um estado neutropénico a
contagem de neutréfilos menor ou igual a 1.000 células/mm?® e a conduta
terapéutica nutricional para pacientes oncolégicos visando o tratamento de sinais e

sintomas de neutropenia é dividida em paciente adulto e pediatrico (INCA, 2015).



As orientacdes para os adultos incluem:

Higienizar frutas e verduras cruas com sanitizantes [...]; utilizar agua potavel
filtrada, fervida ou mineral de boa procedéncia para o consumo; utilizar
oleaginosas e grdos somente coccionados; dar preferéncia para os
alimentos como frutas, verduras e legumes sempre coccionados; utilizar
leites e derivados somente pasteurizados e esterilizados (ndo utilizar
iogurtes e leite fermentados); utilizar carnes e ovos somente bem
coccionados; utilizar alimentos processados em embalagens individuais e
dentro do prazo de validade; ndo utilizar brotos de vegetais e sementes
germinadas; ndo usar probidticos [...]. (INCA, 2015).

E para os pacientes pediatricos ha uma maior restri¢ao:

Nao se recomenda o uso de probidticos; higienizar, antes do consumo,
todas as frutas e verduras com sanitizantes; utilizar agua potéavel, fervida ou
mineral em embalagens nado reutilizaveis; ingerir condimentos e graos
somente cozidos; ingerir leite esterilizado ou pasteurizado e derivados
somente pasteurizados; ingerir carnes e ovos somente bem cozidos; ndo
consumir oleaginosas (castanhas, améndoas, nozes); ndo consumir chas
em sachés ou de folhas secas, nem fervidos; utilizar preparacdes
produzidas por estabelecimentos que tenham todos os cuidados adequados
a seguranca alimentar; preferir consumir os alimentos industrializados
(biscoitos, sucos liquidos, iogurtes, etc.) em embalagens para consumo
individual imediato; evitar carnes industrializadas; preferir alimentos
processados em embalagens individuais. (INCA, 2015).

N&o ha, no entanto, um consenso global dos profissionais em relacdo aos
alimentos recomendados e tampouco ao tempo de liberacdo da dieta neutropénica
para 0s pacientes em periodo de imunossupressao, sendo essencial e urgente a
harmonizacdo dos protocolos (BRAUN; CHEN; FRANGOUL, 2014; CARR;
HALLIDAY, 2015; LUND, 2014; MCGEENEY; GATISS, 2014; VICENSKI; ALBERTI,
AMARAL, 2012).

Ainda que ndo haja conclusdo do efeito da dieta neutropénica, uma vez que
as consequéncias de infec¢Bes de origem alimentar podem ser severas e fatais para
a populacédo vulneravel, é importante que se considere a prudéncia em reduzir o
risco de doenca ao manter a restricdo a alimentos com alto risco de infec¢do durante
o periodo de neutropenia (LUND, 2014; SILVA et al., 2011b). Os pacientes estédo
submetidos a caros e complexos tratamentos, ndo havendo sentido em exp6-los a
alimentos que possam conter patdégenos enquanto alimentos saudaveis e com
menor risco de contaminacdo estao igualmente disponiveis (LUND; O’BRIEN, 2011;
LUND, 2014).



Vicenski; Alberti; Amaral (2012) observaram divergéncias entre prescrigcoes de
profissionais em relacdo aos alimentos permitidos aos pacientes durante o periodo
de imunossupressao, sendo que a maioria de 17 centros brasileiros de transplante
de medula 6ssea recomendava a dieta neutropénica para pacientes em periodo
critico de imunossupressdo, havendo variacdo entre protocolos nutricionais de
diferentes centros. Apenas sete centros possuiam uma area exclusiva para
preparacdo das refeicbes para pacientes imunossuprimidos e somente nove
possuiam trabalhadores que trabalhavam exclusivamente com o preparo e
distribuicdo dos alimentos. Alguns centros permitiam que pacientes, no periodo
critico de imunossupressao, consumissem sem restricdo os derivados lacteos: leite
UHT / leite em pd / leite condensado pasteurizado (76%), iogurte pasteurizado
(12%), queijo grelhado (18%), queijos pasteurizados - cheddar, mucarela, parmeséao
e cream cheese - (53%), e, surpreendentemente, leite fermentado (6%) e queijos
frescos — queijo branco e ricota - (6%).

Aparentemente, mundialmente também ndo é incomum que nutricionistas
autorizem derivados lacteos ndo pasteurizados em dietas neutropénicas (BRAUN;
CHEN; FRANGOUL, 2014; MCGEENEY; GATISS, 2014). De acordo com a proposta
de Lund (2014) para uma dieta com baixa contagem microbiana, os queijos frescos,
e principalmente os feitos com leite cru, estariam classificados como de alto risco

para a populacédo suscetivel.

1.2 QUEIJO MINAS FRESCAL

1.2.1 PRODUCAO E CONSUMO

Nos ultimos 15 anos, a producédo brasileira de queijo apresentou crescimento
continuo, chegando ao patamar de 736 mil toneladas em 2014, com previsdo de
crescimento até 2020 (Figura 1). O consumo per capita também apresentou um
crescimento nos ultimos 15 anos, sendo em 2013 a quantidade de 3,74 kg com uma

ligeira queda em 2014 para 3,73 kg e previsao de crescimento até 2020 (Figura 2).



Figura 1: Grafico de producéo de queijo no Brasil — 1999 a 2014 (vermelho) e previsdo até 2020
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Figura 2: Grafico de consumo per capita anual de queijo no Brasil - 1999 a 2014 (vermelho) e

previsdo até 2020 (azul)
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1.2.2 CARACTERISTICAS

Pela legislagao brasileira, a denominacao “queijo” somente pode ser utilizada
para produtos em que a base lactea ndo contenha gordura e/ou proteinas de origem

nao lactea (BRASIL, 1996), sendo este definido como:



[...] o produto fresco ou maturado que se obtém por separagéo parcial do
soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acao fisica do coalho, de
enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos organicos, isolados
ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substéncias aromatizantes e matérias
corantes. (BRASIL, 1996, Anexo 1, ltem 2.1).

Por definicdo, o queijo Minas frescal é o queijo fresco, pronto para 0 consumo
logo apds a sua fabricacdo, obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho
e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acéo de
bactérias lacticas especificas, sendo a caracteristica distintiva de seu processo de
elaboracdo a obtencdo de uma massa coalhada, dessorada, ndo prensada, salgada
e ndo maturada (BRASIL, 1996, 1997).

Os ingredientes obrigatérios séo o leite e/ou leite reconstituido e o coalho e/ou
outras enzimas coagulantes apropriadas. O leite deve ser pasteurizado ou
submetido a tratamento térmico que assegure fosfatase residual negativa,
combinando ou ndo com outros processos fisicos e biologicos para que seja
garantida a inocuidade do produto. Os ingredientes opcionais sao o leite em po,
creme, solidos de origem lactea, cloreto de soédio, cloreto de calcio e cultivo de
bactérias lacteas especificas. O acido latico € permitido como aditivo com a funcao
especifica de regulador de acidez (BRASIL, 1996, 1997). Um fluxograma basico da
producédo de queijo Minas frescal € apresentado no Apéndice A.

Pela legislacdo brasileira, o queijo Minas frescal € classificado como semi-
gordo, possuindo entre 45% e 59,9% de matéria gorda no extrato seco, e de muito
alta umidade, com teor néo inferior a 55% (BRASIL, 1996, 1997). A sua composicao
centesimal média é 17,4 g de proteina, 20,2 g de lipidios, 3,2 g de carboidratos e
3,0 g de cinzas por 100 g de parte comestivel com teor de umidade médio de 56,1%
(NEPA, 2011).

Magenis et al. (2014) observaram variacfes entre 50,07% e 74,49% de
umidade, entre 23,12 g e 52,47 g de gordura em extrato seco e entre 12,71 g e
25,91 g de proteinas em 100 g de produto. Ricardo et al. (2011) observaram
variacfes entre 34,66% e 68,96% de umidade e pH entre 5,20 e 6,78 em queijos
artesanais e variacoes entre 55,0% e 69,9% de umidade e pH entre 5,26 e 6,48 em

gueijos industrializados. Carvalho; Viotto; Kuaye (2007) encontraram, em queijos



produzidos através de adi¢do de cultura latica, atividade de dgua média de 0,986 +
0,005, umidade média de 57,3% * 3,8% e pH médio de 5,9 £ 0,4.

Tais caracteristicas fazem do queijo Minas frescal um produto altamente
perecivel e a sua temperatura de armazenamento ndao deve ser superior a 8 °C,
conforme a Portaria MAPA n° 352, de 04 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997).

Os principais fatores de contaminacéo de queijos feitos com leite pasteurizado
sédo: manipuladores, acondicionamento em ambiente contaminado, problemas na
refrigeracdo, higienizacdo inadequada de equipamentos e utensilios, contaminagéo
cruzada com matéria-prima, matéria-prima contaminada com patdégenos de origem
animal ou ambiental, manutencdo do produto a temperatura ambiente por varias
horas e processamento térmico insuficiente (GOULD; MUNGAI; BARTON
BEHRAVESH, 2014).

1.2.3 O PROBLEMA DA TEMPERATURA

O supermercado € o local onde a maior parte dos consumidores do Estado do
Rio de Janeiro (76,4%) adquirem os queijos para proprio consumo (PLANZER et al.,
2009) e os problemas na distribuicdo, armazenamento e comercializacdo dos
gueijos sdo importantes na questao microbiologica dos produtos.

Tanto o decreto municipal n. 6.235, de 30 de outubro de 1986, do municipio
do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 1986) quanto o decreto estadual n. 6.538, de
17 de fevereiro de 1983, do Estado do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 1983) ndo
definem a temperatura maxima de derivados de leite permitida nos locais de venda e
a resolucdo federal CISA/IMA/MS n°® 10 (BRASIL, 1984), de 31 de julho de 1984,
define a temperatura de até 10 °C para alimentos resfriados. Deve-se, no entanto,
lembrar que a temperatura de conservacao de queijo Minas frescal é definida em até
8 °C, conforme Portaria MAPA n°® 352/1997 (BRASIL, 1997).

O Programa de Andlise de Produtos, sem carater fiscalizatorio, do INMETRO
verificou em 2006 a conformidade de queijos Minas frescal e Minas padrao
adquiridos no periodo entre outubro e novembro de 2005. As temperaturas dos
produtos nos pontos de venda foram medidas, considerada como conforme para
alimentos refrigerados pelo INMETRO a de 10 + 0,1 °C, resultando em 6 das 15

(60%) das amostras de queijo Minas frescal ndo conformes. Algumas vezes, a



especificidade de temperatura do queijo Minas frescal ndo é observada, e, caso a
temperatura de 8°C fosse considerada, a taxa de ndo conformidade com a
temperatura subiria para 67% (INMETRO, 2006).

André; Sturion (2015) verificaram em 2014 a conformidade de queijos e
derivados lacteos comercializados em varejées do municipio de Piracicaba/SP com
os padrbes de identidade e qualidade vigentes a época e identificaram nao
conformidades em aproximadamente 25% dos queijos Minas frescal, além disso, na
avaliacdo geral dos diferentes derivados lacteos, a taxa de maior ndo conformidade
foi referente a temperatura com elevados 83,9%.

1.2.4 MICROBIOLOGIA GERAL

No Brasil, os critérios e padrbes microbiolégicos para queijos séo
regulamentados tanto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
através da RDC n° 12/2001, quanto pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), pela Portaria n°® 146/1996, como mostrado no Apéndice B.
Cabe ressaltar que, para produtos de origem animal, a competéncia da fiscalizacéo
da producao primaria, industrializacdo, armazenamento e distribuicdo € competéncia
do MAPA e a competéncia da fiscalizacdo da comercializacdo e consumo final € do
Ministério da Saude (GOMES, 2013).

Na analise microbiologica do INMETRO, 26,6% amostras apresentaram
valores superiores ao permitido de coliformes termotolerantes, 13,3% apresentaram
valores acima de estafilococos, 6,6% apresentaram valores acima de Listeria e
nenhuma amostra apresentou contaminacao por Salmonella (INMETRO, 2006).

Utilizando-se de dados e amostras coletadas pelo Laboratorio Central de
Saude Publica - LACEN — DF, Nunes; Mota; Caldas (2013) observaram 33,3%
(IC 95%: 27 — 40,1) de ndo conformidade microbiolégica de queijo Minas frescal em
amostras obtidas no periodo de 2000 a 2010.

Existem diversos estudos indicando ndo conformidades no quesito
microbiolégico do queijo Minas frescal com a legislacdo quanto a coliformes a 45 °C
(APOLINARIO; SANTOS; LAVORATO, 2014; CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 2007;
CARVALHO et al., 2009; INMETRO, 2006; OKURA; MOACIR, 2010; WOLUPECK et
al., 2012; ZONTA et al., 2013), estafilococos coagulase positiva (APOLINARIO;



SANTOS; LAVORATO, 2014; CARVALHO et al., 2009; SANTOS; HOFFMANN,
2010; WOLUPECK et al., 2012), Salmonella sp. (CARVALHO et al., 2009; SILVA et
al., 2011a; WOLUPECK et al., 2012), Listeria monocytogenes (APOLINARIO;
SANTOS; LAVORATO, 2014; BRITO et al., 2008; CARVALHO; VIOTTO,; KUAYE,
2007; INMETRO, 2006) e coliformes a 35 °C (APOLINARIO; SANTOS; LAVORATO,
2014; CARVALHO et al., 2009; WOLUPECK et al., 2012; ZONTA et al., 2013).

A variacdo da qualidade microbioldégica do queijo em anos diferentes foi
avaliada por Wolupeck et al. (2012), que compararam a qualidade de queijos Minas
frescal adquiridos em Curitiba/PR em 1999 e 2009, observando uma menor
contaminacao microbiana nos queijos comercializados e avalizados em 1999 do que
nos de 2009, que apresentaram elevada contagem de aerdbios mesdfilos e ao
menos um parametro microbiolégico em desacordo com a legislacao.

A evidéncia da importancia do controle microbiolégico da producéo é relatada
por Sangaletti et al. (2009), que avaliaram a vida-de-prateleira de queijo Minas
frescal armazenado a 4 °C por 30 dias de trés lotes de uma mesma marca. Os
autores observaram o aumento da populacdo de bactérias laticas, psicrotroficas e
mesofilas aerébias com alteracdes de parametros fisico-quimicos como a reducéo
do pH, aumento da concentracdo de acido latico, aumento das taxas de lipdlise e
protedlise. Ao 30° dia, verificaram desenvolvimento da populacdo de E. coli em um
dos lotes, o que tornou o produto impréprio para consumo.

Na RDC n° 12/2001, além do grupo “8.B — Queijos”, existe o grupo “26.B -
alimentos para imunossuprimidos e imunocomprometidos, excluidos os que serao
consumidos apods adicdo de liquidos, com emprego de calor”, no qual, para uma
amostra indicativa, deve apresentar auséncia de Salmonella sp. em 259 e de
coliformes termotolerantes, maximos de 10 UFC/g de Estafilococos coagulase
positiva, 5 x 10 UFC/g de bolores e leveduras e 5 x 10° UFC/g de Bacillus cereus
(BRASIL, 2001). E importante observar que as normas legais vigentes englobam os
principais microrganismos patdgenos e nao englobam os microrganismos patdégenos
oportunistas.

A investigacdo de surtos de origem alimentar pode auxiliar a ampliar a
perspectiva da existéncia de outros agentes causadores de doencas veiculadas por
alimentos além dos que estédo presentes na legislacdo. Surtos no periodo de 1998 a

2011, nos Estados Unidos, relacionados a queijos produzidos com leite
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pasteurizado, foram causados por L. monocytogenes, Salmonella, Campylobacter,
Escherichia coli produtora de toxina, Shigella, B. cereus, Staphylococcus aureus,
Norovirus e outros virus nao identificados; e, no mesmo periodo, surtos relacionados
a queijos produzidos com leite cru foram causados por Salmonella, Campylobacter,
Brucella, E. coli produtora de toxina e Shigella (GOULD; MUNGAI, BARTON
BEHRAVESH, 2014).

De 239 surtos reportados de gastroenterites relacionados ao consumo de
derivados de leite no Estado de Sao Paulo, no periodo de 2000 a 2010, somente
33% tiveram o agente etioldgico identificado. Dos identificados, 8,86% eram virus,
2,54% eram parasitas, 2,54% eram substancias quimicas, 1,26% eram leveduras e
84,4% eram bactérias. O grupo das bactérias foi composto por S. aureus (23,9%), E.
coli (16,4%), Salmonella (14,9%), Shigella (11,9%), B. cereus (9,0%), Brucella
(1,5%), Clostridium botulinum (1,5%), Pseudomonas (1,5%), e outras
enterobactérias (19,4%) (MERUSSI; MAFFEI; CATANOZI, 2012).

Okura; Moacir (2010) observaram, na regido do Triangulo Mineiro, a presenca
de espécies de Proteus, Providencia e Enterobacter em queijos Minas frescal
produzidos com leite pasteurizado, Proteus, Providencia e Enterobacter, Serratia e
Klebsiella em queijos Minas frescal produzidos com leite cru, e Proteus, Providencia
e Enterobacter em queijos temperados.

O género Pseudomonas spp., que esta presente em uma diversidade de
alimentos, € composto por varias espécies que podem apresentar crescimento em
uma gama extensa de temperaturas e produzir enzimas com capacidade
pectinolitica, amilolitica, lipolitica, proteolitica e fosfolipolitica (CALDERA et al.,
2016). Tais caracteristicas enfatizam a necessidade do controle de Pseudomonas
Spp. como microrganismos psicrotréficos deteriorantes na cadeia de alimentos
refrigerados (CALDERA et al., 2016).

Vithanage et al. (2014) identificaram que o género Pseudomonas (46%) era o
género predominante na microbiota deteriorante de leite cru armazenado a 4 °C por
10 dias em Victoria, Austrdlia. A principal espécie identificada foi de Pseudomonas
fluorescens (26%), mas outras espécies como Pseudomonas fragi, Pseudomonas
lundensis, Hafnia alvei, Rahnella aquatilis, Serratia liguefacens, Stenotrophomonas

maltophilia, Acinetobacter guillouiae, grupo B. cereus, Bacillus licheniformis, grupo
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Bacillus pumilus e Bacillus horneckiae também foram identificados em menores
frequéncias.

Arslan; Eyi; Ozdemir (2011) verificaram que as 32 cepas de Pseudomonas
spp. isoladas de queijos frescos artesanais da Turquia apresentavam baixas taxas
de resisténcia a antimicrobianos, com resisténcia a penicilina G, suscetibilidade a
amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, ceftazidima e imipenem, e resisténcia

variavel a trimetoprima sulfametoxazol, piperacilina e piperacilina-tazobactam.

1.3 BASTONETES GRAM-NEGATIVOS NAO FERMENTADORES

As bactérias patogénicas oportunistas usualmente sédo de origem ambiental e
com frequéncia apresentam um perfil de baixa susceptibilidade a antibiéticos
(MARTINEZ, 2014). Elas devem possuir condicdes de sobreviver as estritas
condigdes fisico-quimicas do corpo humano como a faixa estreita de temperatura, de
tensdo de oxigénio e de pH, e a baixa disponibilidade de ferro e de alguns nutrientes
especificos (MARTINEZ, 2014).

Os bastonetes Gram-negativos nao fermentadores s&o microrganismos
aerobios, ndo esporulados, que sédo incapazes de realizar a fermentacdo de
carboidrato, realizando a sua degradacdo pela via oxidativa, e sdo importantes
patdégenos oportunistas e nosocomiais de grande importancia quando envolvidos
com a saude de pacientes imunocomprometidos (LEVY; GARCIA, 2010;
RATTANAUMPAWAN et al., 2013).

Atualmente a Pseudomonas aeruginosa e a Acinetobacter baumanii estao
entre as bactérias mais isoladas em hemoculturas e amostras do trato respiratério
em hospitais, e, ainda que a Stenotrophomonas spp. e o complexo Burkholderia
cepacia representem um percentual minimo de isolamento, estes também
apresentam grande importancia clinica, devido as suas intrinsecas multirresisténcias
a antibioticos (LEVY; GARCIA, 2010; RATTANAUMPAWAN et al., 2013).

A prevaléncia dos microrganismos pode variar de acordo com a regiao.
Oliveira et al. (2015) reportaram a A. baumannii como a bactéria Gram-negativa
multirresistente com maior prevaléncia em um hospital universitario no Brasil,

seguido pela P. aeruginosa. Vonberg et al. (2008) reportaram a P. aeruginosa como
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sendo 40,2% do total de bactérias Gram-negativas multirresistentes isolados em um

hospital universitario na Alemanha, seguido pela S. maltophilia com 27,2%.

1.3.1 Stenotrophomonas maltophilia

A S. maltophilia, previamente conhecida como Pseudomonas maltophilia e
Xanthomonas maltophilia, € um bastonete Gram-negativo aerdbio estrito com
dimensdes de aproximadamente 0,5 um por 1,5 um com motilidade por flagelos
polares (HUGH; RYSCHENKOW, 1961; PALLERONI; BRADBURY, 1993). Nao
apresenta crescimento em pH 4,5, ndo é produtora de acido a partir da lactose
(HUGH; RYSCHENKOW, 1961) e se mantém viavel na faixa de temperatura entre
4 °C e 37 °C (WILKINSON; KERR, 1998) com temperatura Otima de crescimento de
35 °C (PALLERONI; BRADBURY, 1993; TSUJI et al., 1982).

Atualmente nao é possivel realizar a distin¢cdo entre suas cepas patogénicas e
nao patogénicas e, mais preocupante, a S. maltophilia apresenta uma taxa de
mutacédo, curiosamente elevada em isolados clinicos, que a permite ocupar novos
nichos e hospedeiros (BERG; MARTINEZ, 2015).

De acordo com revisao realizada por Brooke (2012), as infeccbes de S.
maltophilia sdo nosocomiais ou adquiridas na comunidade e sdo associadas as
infeccBes do trato respiratorio como a pneumonia e a exacerbacédo aguda da doenca
pulmonar obstrutiva crénica; a bacteremia; a sepse biliar; as infeccées de ossos e
articulacdes, trato urinario e tecidos moles; as infeccbes oftalmolégicas como a
endoftalmite, a queratite, a esclerite e a dacriocistite; a endocardite; e a meningite.

As infeccbes gastrointestinais aparentam néo ser frequentes (DENTON;
KERR, 1998), no entanto, uma colonizacdo do intestino delgado resultando em
enterite cronica grave foi reportada (HELLMIG et al., 2005). Conforme reviséo
sistematica feita por Falagas et al. (2009), uma taxa de mortalidade de até 37,5%
pode ser atribuida a infeccéo pelo microrganismo.

Em uma investigacdo piloto, Apisarnthanarak et al. (2003) verificaram a
prevaléncia de S. maltophilia em material fecal em 9,5% de 41 pacientes de uma
unidade oncolégica que desenvolveram diarreia, indicando a possibilidade do trato

gastrointestinal ser uma fonte potencial para infeccao sistémica pelo microrganismo.
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Algumas cepas apresentam a habilidade de internalizagdo e réplica em
células dendriticas imaturas derivadas de mondcitos, as quais podem servir como
vetores de disseminacao fora da regiéo de infeccdo (ROSCETTO et al., 2015).

Microrganismos que possuem elementos de resisténcia e fatores de viruléncia
tem uma maior probabilidade de sobrevivéncia a tratamentos com antibiéticos e a
produzir infec¢do (BERG; MARTINEZ, 2015). A S. maltophilia possui um amplo perfil
de resisténcia intrinseca e adquirida a antibiéticos que inclui a presenca de bombas
de efluxo, B-lactamases, aminoglicosideo fosfotransferase, N-aminoglicosideo
acetiltransferase e proteinas da familia de pentapeptideos repetidos (SANCHEZ,
2015).

Crossman et al. (2008) identificaram na cepa K279a a ocorréncia de DNA
adquirido por transferéncia horizontal de genes, elementos genéticos moveis,
presenca de genes de bombas de efluxo, que podem conferir resisténcia a
antibidticos, genes de producédo de fimbrias, as quais estdo associadas com a
adesao e formacdo de biofilme em superficies, além de genes de resisténcia a
diversos antibioticos, solventes organicos, peréxidos e metais pesados.

Os isolados clinicos possuem grandes variacfes internas de fendtipos e
genodtipos, apresentando habilidade de formar de biofilmes, ndo sendo ainda
possivel identificar o mecanismo molecular responsavel por sua formacao (ZHUO;
ZHAO; XIAO, 2014). A sua capacidade de crescimento na forma de biofilme tem
sido relacionada a sua elevada resisténcia aos antibiéticos (WU et al., 2013).

O sistema de quorum sensing da S. maltophilia, o fator de sinal difusivel,
conhecido como DSF - acido cis-11-metil-2-dodecendico - Ci3H240,, esta
relacionado ao controle de sua viruléncia, motilidade, formacdo de biofilme, e

resisténcia a antibidticos e metais pesados (HUEDO et al., 2015).

1.3.2 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa € um bastonete Gram-negativo, com dimensdes de
aproximadamente 0,2 a 0,6 um por 1,2 um, ndo produtor de &cido a partir de lactose,
gue apresenta motilidade por flagelo polar, se desenvolvendo em pH na faixa de 4,5

a 9,0 e na faixa de temperatura de 7 °C a 44 °C, porém sem apresentar crescimento
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em temperaturas de 0°C a 5°C ou acima de 44 °C (COLWELL, 1965) e com
temperatura 6tima de crescimento de 37 °C (TSUJI et al., 1982).

Dentre as principais infec¢bes relacionadas a P. aeruginosa estdo as
infeccbes pulmonares, principalmente em portadores de fibrose cistica,
pneumonia (GELLATLY; HANCOCK, 2013; WILLIAMS; DEHNBOSTEL,;
BLACKWELL, 2010), bronquiectasias de fibrose n&o cistica, sindrome da
bronquiolite obliterante (WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010), infec¢des
do trato urinario (GELLATLY; HANCOCK, 2013; MITTAL et al., 2009), otite externa,
ceratite, otite média, foliculite, infeccbes dos tecidos moles, pé diabético
(GELLATLY; HANCOCK, 2013), e bacteremia (GELLATLY; HANCOCK, 2013; KIM
et al., 2014).

Uma infec¢cdo entérica ainda ndo profundamente entendida e pouco estudada
e a febre de Xangai, que esta associada a colonizacdo por P. aeruginosa e afeta
principalmente criangas, causando febre, diarreia, enterite necrosante e sepse
(CHUANG et al., 2014).

A P. aeruginosa € um microrganismo reconhecidamente multirresistente aos
antibidticos e possui uma terminologia padronizada internacionalmente para seus
perfis de resisténcia em ordem crescente de resisténcia: multirresistente (MDR),
extensivamente resistente (XDR) e pan-resistente (PDR) (MAGIORAKOS et al.,
2012). A andlise do perfil de resisténcia € feita com agentes com atividade anti-
Pseudomonas dentro das categorias de aminoglicosideos, carbapenémicos,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, penicilinas com inibidores de B-lactamase,
monobactamicos, acidos fosfénicos e polimixinas (MAGIORAKOS et al., 2012). De
acordo com um estudo internacional multicéntrico, a prevaléncia de cepas MDR nos
casos de pneumonia nosocomial variou entre 20,5% e 44,2% e de cepas XDR entre
2,8% e 34,2% (MICEK et al., 2015).

Em revisdo sistematica e metanalise, Nathwani et al. (2014) identificaram
taxas de mortalidade intra-hospitalar geral por infec¢cdo por cepas de P. aeruginosa
multirresistentes, entendido como resisténcia a mais de um agente em trés ou mais
categorias de antibioticos, variando de 25 a 60%, de 15 a 59% por cepas resistentes
e de 7 a 50% por cepas suscetiveis. Lu et al. (2014) observaram uma taxa de
mortalidade geral de 19% em pacientes com pneumonia nosocomial relacionado a

P. aeruginosa, obtendo variagbes da taxa entre diferentes sorotipos do antigeno O,
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um polissacarideo presente na membrana de bactérias Gram-negativas, sendo a
maior, 40%, do sorotipo O1, e a menor, 0%, do sorotipo O2.

Algumas cepas demonstram habilidade de adesédo e internalizagdo nas
células epiteliais (LEPANTO et al., 2014) e alguns isolados clinicos, além de
conseguirem romper a barreira epitelial intestinal, apresentam alta motilidade e
adesividade, o que significa que eles possuem o potencial de induzir sepse de
origem intestinal (ZABORINA et al., 2006).

Pohl et al. (2014) identificaram similaridades genéticas do genoma acessorio
de diversas cepas da P. aeruginosa com o DNA de outras espécies de
microrganismos, indicando a possibilidade de tais genes terem sido adquiridos por
transferéncia horizontal de genes.

A expressdo de proteinas ou fatores de viruléncia como elastase, protease,
exotoxina A, protease alcalina, ramnolipidios, lectina, cianeto de hidrogénio e
piocianina, é regulada por redes de comunicagdo intra e interespécies - quorum
sensing (QS) - pgs, las, rhl e igs — as quais séo fortemente influenciadas por fatores
ambientais e do hospedeiro, e de condi¢cbes de disponibilidade de nutrientes (LEE;
ZHANG, 2014; WELSH; BLACKWELL, 2016).

1.3.3 INTERACOES ENTRE S. maltophilia E P. aeruginosa

Questdes recentes sobre a complexidade de infeccbes levaram Short;
Murdoch; Ryan (2014) a revisar a ideia de o0s microrganismos atuarem
conjuntamente para facilitar a progressao de uma doenca caracterizando a infec¢ao
polimicrobiana, na qual podem ocorrer relacdes sinérgicas, competitivas ou neutras
entre 0s microrganismos. As consequéncias de uma coinfeccdo e as interacdes
entre as bactérias dominantes identificadas em infeccéo de fibrose cistica pulmonar -
P. aeruginosa, S. maltophilia, S. aureus, Haemophilus influenzae e complexo
Burkholderia cepacia - podem ser uma maior tolerancia a antibidticos,
desenvolvimento de biofilme e de biomassa, percepcdo de metabdlitos e
sinalizacbes mediadas pelas moléculas de comunicacdo célula-célula DSF e Al-2
(furanosil borato diéster — CsH10BO7). A sinalizacdo mediada de Al-2 por outros
microrganismos poderia modular a viruléncia de P. aeruginosa na fibrose cistica

pulmonar.
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A sinalizagdo mediada pela DSF entre a S. maltophilia e a P. aeruginosa afeta
a estrutura do biofilme da P. aeruginosa e pode promover a persisténcia e a
disseminacdo, aumentar a tolerancia a polimixinas e peptideos catidnicos, e
influenciar na sintese de fatores de viruléncia e de resposta a estresse (RYAN et al.,
2008; SHORT; MURDOCH; RYAN, 2014; TWOMEY et al., 2012). Os sinais de acil-
homoserina lactona (AHL) produzidos por P. aeruginosa podem provocar uma
motilidade aumentada da S. maltophilia (MARTINEZ et al., 2015).

Schwering et al. (2013) observaram um expressivo aumento da resisténcia ao
cloro em P. aeruginosa e em S. maltophilia quando estas foram cultivadas na forma
de biofilme ao invés de sua forma planctbnica, e um aumento ainda mais expressivo
de suas resisténcias quando presentes em um biofilme multiespécie, sugerindo que
uma comunidade bacteriana mista promove barreiras adicionais ao biofilme de uma
Unica espécie. Além disso, os biofilmes promovem a estabilidade de plasmideos,
podendo aumentar a capacidade de transferéncia de elementos genéticos moveis e
a taxa de ocorréncia de transferéncia horizontal de genes (MADSEN et al., 2012;
ROSSI et al., 2014).

A hipotese da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre bactérias
em alimentos e no trato gastrointestinal também tem sido levantada recentemente.
Conforme revisdo de Rossi et al. (2014), a transferéncia horizontal de genes pode
ocorrer por conjugacao, transducéo e transformacéo, porém ainda ndo ha estudos
suficientes tanto para comprovar como para afastar a possibilidade da ocorréncia da
transferéncia horizontal de genes entre bactérias na matriz alimentar, sendo poucas
as informacfes e evidéncias de como ou se a composicdo do alimento e sua

microbiota afetam a frequéncia ou o tipo de transferéncia.

1.3.4 S. maltophilia E P. aeruginosa NA AREA CLINICA

Nos ambientes clinicos e farmacéuticos, a P. aeruginosa ja foi identificada em
bases galénicas (BONFILIO et al.,, 2013), mangueiras de dispositivo de succao
utilizado em ambientes dentarios (O’'DONNELL et al., 2005), dispensador de
sabonete asséptico (LANINI et al., 2011), endoscépios (KOVALEVA; DEGENER,;
VAN DER MEI, 2010), torneiras (ABREU et al., 2014; CUTTELOD et al., 2011,
WANG et al., 2009), prontuarios médicos (CHEN; CHEN; WANG, 2014), mesa de
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cabeceira, chuveiro, sabonete, bandeja, bancada (ABREU et al., 2014), pia (ABREU
et al., 2014; BROOKE, 2008), agua para hemodialise (ARVANITIDOU et al., 2003;
LIMA et al., 2005; MONTANARI et al.,, 2009), 4gua de abastecimento publico
(ARVANITIDOU et al.,, 2003; CERVIA et al.,, 2010; LOVEDAY et al., 2014;
MONTANARI et al., 2009; VENIER et al.,, 2015) e agua potavel proveniente de
dispensadores de 4gua microfiltrada (SACCHETTI et al., 2014).

Nos ambientes clinicos, a S. maltophilia j& foi identificada em cateter venoso
central (BROOKE, 2012; LAl et al., 2006; METAN et al., 2006), mangueiras de
dispositivo de succdo utilizado em ambientes dentarios (BROOKE, 2012,
O’'DONNELL et al., 2005), residuos odontologicos (BROOKE, 2012; VIEIRA et al.,
2011), sensores de temperatura do ventilador eletronico, circuitos do ventilador de
inspiragao/expiragdo (BROOKE, 2012; ROGUES et al, 2001), endoscopios
(BROOKE, 2012; KOVALEVA; DEGENER; VAN DER MEI, 2010), torneira (ABREU
et al., 2014; BROOKE, 2012; DENTON et al., 1998; WANG et al., 2009; WEBER et
al., 1999), nebulizadores (BROOKE, 2012; DENTON et al., 2003), pia (ABREU et al.,
2014; BROOKE, 2008, 2012; DENTON et al., 1998, 2003), grade da cama, mesa de
cabeceira, reanimador pulmonar manual, valvulas de oxigénio, ar e vacuo, bomba
intravenosa, superficie de cartela de medicamento, estetoscOpio, monitor do
ventilador mecanico, mesa sobrecama (GALLO et al., 2016), escova de dente, flores
(DENTON et al., 1998), agua de alta pureza (MINOGUE et al., 2015), agua para
hemodialise (ARVANITIDOU et al., 2003; BROOKE, 2012; LIMA et al., 2005) e agua
de abastecimento publico (ARVANITIDOU et al., 2003; BROOKE, 2012; CERVIA et
al., 2010; DENTON et al., 2003; MONTANARI et al, 2009; SAKHNINI;
WEISSMANN; OREN, 2002; SIMOES et al., 2007; VERWEIJ et al., 1998).

Denton et al. (1998) observaram uma maior taxa de isolamento de
S. maltophilia no ambiente das casas de pacientes (39%) do que do hospital (28%) e
nao encontraram diferenca de prevaléncia do microrganismo entre as casas de
pacientes colonizados e de nado colonizados, concluindo que a prevaléncia de
S. maltophilia adquirida fora de ambientes hospitalares pode ser maior do que o

esperado.
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1.3.5 S. maltophilia E P. aeruginosa NA AREA DE ALIMENTOS

Somente com o conhecimento de todo o ciclo de vida dos patdgenos,
incluindo a sua vida nao-clinica, € que se conseguird um efetivo controle sobre
esses microrganismos (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005; BERG et al., 2014;
FAUCHER; CHARETTE, 2015).

A alimentagdo é a principal forma para a entrada de bactérias no trato
gastrointestinal humano e as bactérias com genes de resisténcia a antibiéticos
ingeridas poderiam transferir tais genes as bactérias patogénicas ou oportunistas do
trato gastrointestinal (ROSSI et al.,, 2014). O isolamento de P. aeruginosa em
alimentos € uma ligagdo direta com a histéria do desenvolvimento da dieta
neutropénica (KOMINOS et al.,, 1972; SOMERVILLE, 1986; WRIGHT; KOMINOS;
YEE, 1976).

A resisténcia antimicrobiana transmitida pelos alimentos, principalmente a
resisténcia a B-lactamicos e carbapenémicos, € uma questdo complexa e urgente
para as autoridades de seguranca de alimentos, sendo considerada um perigo
biologico, uma vez que os alimentos podem atuar como reservatorios de genes de
resisténcia (EFSA BIOHAZ PANEL, 2008, 2011, 2013). Os microrganismos
psicrotroficos, onde estéo incluidas a S. maltophilia e a P. aeruginosa, conseguem
se desenvolver a temperatura de 7°C ou menos, independentemente da
temperatura 6tima de crescimento, e podem agir como reservatoérios de resisténcia
antimicrobiana na cadeia do leite (MUNSCH-ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2007).

As mastites bovinas clinica e subclinica podem ser causadas por diversos
microrganismos, inclusive pela P. aeruginosa e pela S. maltophilia (BHANDERI et
al., 2014; FERNANDES et al., 2009; OHNISHI et al., 2012). Ohnishi et al. (2012)
reportaram um caso raro de mastite bovina causada por S. maltophilia com grau
variado de resisténcia a antimicrobianos. Na anélise de um surto de mastite bovina
no interior do Estado de Sdo Paulo, cepas multirresistentes de P. aeruginosa foram
isoladas do gado com mastite hiperaguda e subclinica, da solucdo do pré-dipping,
gue é um antisséptico utilizado para imersdo dos tetos das vacas na etapa preé-
ordenha, e da agua utilizada na lavagem dos insufladores, que sé&o equipamentos
utilizados na ordenha mecéanica (FERNANDES et al., 2009).
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A analise da mastite bovina, inclusive a subclinica, é crucial, uma vez que
linhagens de microrganismos multirresistentes podem estar presentes e o leite pode
ser indevidamente enviado para a producéo ou para o mercado (FERNANDES et al.,
2009). E necessario cautela na analise da mastite subclinica, uma vez que Bhanderi
et al. (2014) relatam que o método tradicional de cultivo ndo foi capaz de detectar a
P. aeruginosa e a S. maltophilia identificadas pelo método de pirosequenciamento
em amostras de leite de vacas com mastite subclinica.

Mallet (2007) identificou, através de métodos bioquimicos, P. aeruginosa nas
aguas utilizadas nas propriedades leiteiras em Minas Gerais nas cidades Aguanil,
Boa Esperanca, Candeias, Campo Belo, Coqueiral e Nepomuceno. Foi verificado
gue nenhum dos 25 estabelecimentos utilizavam agua tratada e ainda foi observada
variacao de incidéncia de P. aeruginosa entre os periodos de outono (12%), inverno
(3,12%) e primavera (0%).

A utilizacdo de andlises independentes de cultivo e de sequenciamentos de
nova geragao aumentou consideravelmente o conhecimento sobre a microbiota dos
leites cru e pasteurizado. O leite cru possui uma microbiota altamente diversificada,
composta principalmente por bactérias laticas como Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Enterococcus spp.; no entanto, Acinetobacter,
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Ralstonia spp. e outras bactérias também podem
estar presentes em quantidades significativas (QUIGLEY et al., 2013a).

Munsch-Alatossava; Alatossava (2006, 2007) isolaram microrganismos de 13
amostras de leite cru na Finlandia e realizaram identificacdo através de métodos
bioquimicos com o kit APl 20NE e o sistema BIOLOG GN2, encontrando
divergéncias de identificacdo entre os métodos, o que levantou duvidas na
identificacdo de alguns microrganismos, inclusive de S. maltophilia. Os isolados de
S. maltophilia apresentaram resisténcia a p-lactamicos (ticarcilina, ticarcilina-acido
clavulénico, piperacilina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepima, aztreonam,
imipenem, fosfomicina), a aminoglicosideos (tobramicina, amicacina, gentamicina,
netilmicina), e a quinolonas (ofloxacina, ciprofloxacina); e os isolados de P.
aeruginosa apresentaram resisténcia somente ao cotrimoxazol, inibidor da
biossintese e metabolismo do folato.

De um total de 24 amostras de leite cru coletadas de 12 fazendas da regido

de Basse-Normandie na Franca, Mallet et al. (2012) isolaram 53 diferentes géneros
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e 112 espécies de bactérias e 8 géneros e 17 espécies de leveduras. As bactérias
Gram-negativas corresponderam a 33,9% das bactérias isoladas. A S. maltophilia foi
a bactéria Gram-negativa com maior deteccao, identificada em 50% das amostras, 0
qgque a posicionou entre as dez mais frequentes espécies detectadas, e a P.
aeruginosa foi identificada em 21% das amostras.

Lactococcus, Microbacterium, Chryseobacterium, Serratia, Pseudomonas e
Stenotrophomonas foram os géneros predominantes dentre 240 microrganismos
isolados de leite cru no Japao, com 12,1% dos isolados identificados como
S. maltophilia e 2,1% como P. aeruginosa (HAGI et al., 2013).

A pasteurizagdo reduz a carga microbiana presente no leite, no entanto, os
grupos taxondémicos presentes no leite pasteurizado e cru séo similares (QUIGLEY
et al., 2013b). A eficiéncia da pasteurizacao rapida (HTST), avaliada por método de
cultivo, sobre uma populacdo de Pseudomonas apresentou uma reducéo
populacional logaritmica de 6. No entanto, ao se avaliar a eficiéncia da
pasteurizagdo através de citometria de fluxo e da quantificagdo pela reagcdo em
cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QPCR), a reducdo logaritmica
verificada foi menor que 2, o que significa que as células sobreviventes ao processo
de pasteurizacdo podem estar em estado viavel, mas nao cultivavel — VBNC. As
células ndo séo cultivaveis, uma vez que nao foi observado o desenvolvimento da
populacdo no meétodo de cultivo, entretanto, elas possuem atividade celular,
detectada pelo método de citometria de fluxo (QUIGLEY et al., 2013a, 2013b).

El-Roos et al. (2013) verificaram a prevaléncia de P. aeruginosa de 40% em
leite cru e 16% em leite pasteurizado de amostras obtidas em supermercados na
governadoria de Qaluobia, Egito. Os isolados apresentaram uma elevada
patogenicidade e foi detectada a producdo das enzimas hemolisina, fosfolipase,
caseinase e gelatinase.

As industrias de laticinios, mesmo com plantas higienizadas, podem estar
contaminadas por S. maltophilia. Cleto et al. (2012) identificaram as principais
culturas cultivdveis de microrganismos em uma linha de processamento industrial de
leite em Portugal, que por 3 anos havia sido submetida diariamente a um ciclo diério
de limpeza com acido nitrico diluido, solucdo concentrada de hidréxido de sodio e
rinsagem com agua. Dentre as principais culturas foram encontradas Pseudomonas

spp., Serratia spp., Staphylococcus sciuri e S. maltophilia. Foram identificadas



21

predominantemente nas placas do trocador de calor Pseudomonas spp. e Serratia
spp., € nha junta entre o tanque de estocagem e a bomba de transferéncia
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. e S. maltophilia. Mais de 70% dos isolados
apresentaram grande poder de adesao a superficie de polietileno e todos os géneros
tiveram pelo menos um isolado capaz de formar biofilmes.

Microrganismos produtores de biofilme ou que aderem fortemente a
superficies sdo ameacas a seguranca microbioldégica de industrias de laticinios
(CHERIF-ANTAR et al.,, 2016; CLETO et al., 2012). Cherif-Antar et al. (2016)
isolaram das tubula¢des de aco inoxidavel de uma planta de processamento de leite
diversas bactérias Gram-positivas e negativas presentes nas regides antes e depois
do pasteurizador. As bactérias Gram-negativas isoladas na regido depois do
pasteurizador foram E. coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter calcoaceticus,
Enterobacter spp., Serratia marcens, P. aeruginosa e Escherichia vulneris. Destas,
K. pneumoniae, A. calcoaceticus e P. aeruginosa apresentaram moderada a elevada
capacidade de producéo de biofilme.

Castro (2012) identificou em uma induastria de laticinios a presenca de
P. aeruginosa no leite cru, no equipamento de ordenha, no piso da sala de
pasteurizacdo, no piso e no ralo da sala de queijos. A P. aeruginosa apresentou
capacidade de formacdo de biofilme em chapas de aco inoxidavel AISI 304 em
temperaturas variando de 7 °C a 47 °C. Além disso, foi verificado que os sanitizantes
acido peracético, hipoclorito de sodio e digluconato de clorexidina, utilizados nas
concentragfes recomendadas, reduziram a populacdo de microrganismos presentes
no biofilme formado por Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, P.
fluorescens, P. aeruginosa, de forma isolada ou co-cultivadas, no entanto, em
nenhum dos casos houve eliminacdo dos microrganismos.

Coton et al. (2012) observaram a diversidade microbiana presente em queijos
e leites da Franca através da reacdo em cadeia da polimerase, identificando a
presenca de P. aeruginosa e de S. maltophilia em leites. Em contraste ao observado
por Munsch-Alatossava; Alatossava (2007), seus resultados mostraram que uma
cepa de P. aeruginosa e duas cepas de S. maltophilia apresentaram resisténcia a
sete agentes da familia dos B-lactamicos, ao imipenem, ao monobactamico
aztreonam, a cefemas, a colistina, ao cloranfenicol, a tetraciclina, a rifampcina e a

sulfamida; e sensibilidade intermediaria a aminoglicosideos, a quinolonas, e um da
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familia dos B-lactamicos. Uma cepa de S. maltophilia apresentou resisténcia a
quatro agentes da familia dos 3-lactamicos, ao monobactamico aztreonam, a dois da
familia das cefemas, a fosfomicina, ao clorofenicol e a tetraciclina; e sensibilidade
intermediaria a dois da familia dos aminoglicosideos, a quatro da familia de B-
lactamicos, a um da familia das cefemas, a quinolonas, a colistina, a rifampcina e a
sulfamida.

E importante citar o isolamento de cepas de P. aeruginosa no oceano aberto.
Um isolado de P. aeruginosa obtido do mar pdde tolerar altas concentracdes de
NaCl e pH elevado, enquanto um isolado obtido de &gua doce teve melhor
crescimento em solugdo de NaCl variando de 0 a 3% e pH menor que 7,0, € um
isolado clinico teve melhor crescimento a pH neutro e 0% de NaCl, demonstrando a
capacidade de adaptacdo do microrganismo ao meio (KHAN et al., 2010). Em uma
solucdo 7% de NaCl, 63% das ceélulas das cepas obtidas no mar mantiveram a

culturabilidade em 24 horas, bem como 9% das células de cepas obtidas em agua

doce e 4% das cepas isoladas de ambientes clinicos (KHAN et al., 2007).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os locais ou produtos com

identificacdo positiva de S. maltophilia e P. aeruginosa, respectivamente.

Tabela 1: Locais ou produtos com identificacdo positiva de Stenotrophomonas maltophilia

Local/Produto

Referéncia

Area de preparagéo de alimentos em
hospital

Pano de prato, flanela, esponja de
aco, esponja, bacia, escova de
limpeza, maquina  lava-lougas,
triturador de lixo, batata

Maquina de refrigerantes

Cenoura, alface

Rizosfera das plantas

Rucula

Saladas prontas para o consumo
Agua envasada

Agua de abastecimento publico
Sistema de tratamento e distribuicao
de 4gua

Atum Albacora

Tucunaré e Piramutaba

Leite de vaca

Leite de cabra

Queijo de leite cru Saint-Nectaire
Queijo Pecorino Siciliano

Queijo Minas frescal

(DENTON et al., 1998; SETLHARE et al., 2013)

(DENTON et al., 1998)

(BROOKE, 2012; WHITE et al., 2010)

(OIE et al., 2008)

(BERG; EBERL; HARTMANN, 2005; BROOKE, 2012; JAKOBI
et al., 1996; MINKWITZ; BERG, 2001)

(BERG et al., 2014)

(BROOKE, 2012; QURESHII et al., 2005)

(BROOKE, 2012; WILKINSON; KERR, 1998)

(BROOKE, 2012; DENTON et al., 1998; SILBAQ, 2009)
(BROOKE, 2012; HOEFEL et al., 2005)

(BEN-GIGIREY et al., 2000)

(DAMASCENO et al., 2015)

(COTON et al., 2012; HAGI et al., 2013; MALLET et al., 2012;
MUNSCH-ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2006)

(CALLON et al., 2007)

(DELBES; ALI-MANDJEE; MONTEL, 2007)

(TODARO et al., 2011)

(CARVALHO, 2003)
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Tabela 2: Locais ou produtos com identificacdo positiva de Pseudomonas aeruginosa

Local/Produto

Referéncia

Maos de manipuladores

Repolho, cenoura, pepino, alface, batata-doce
Berinjela, mini-tomate, espinafre

Rucula

Tomate

Rizosfera das plantas
Saladas prontas para o consumo

Agua envasada

Gelo

Agua potavel de dispensadores de agua microfiltrada
Agua de abastecimento publico utilizada em cozinha
de escolas

Galinha, carne moida

Carne de porco

Alimentos prontos para consumo, condimentos e
especiarias

Leite e derivados de leite

Leite de vaca

Queijos Minas Frescal artesanal e industrializado
Queijo branco artesanal

Queijo fresco

Queijo Domiati

(SOUZA; SANTOS, 2009)
(ALLYDICE-FRANCIS; BROWN, 2012)

(OIE et al., 2008)

(BERG et al., 2014)

(ALLYDICE-FRANCIS; BROWN, 2012; OIE
et al., 2008)

(BERG; EBERL; HARTMANN, 2005)
(ALLYDICE-FRANCIS; BROWN,
FRANZETTI; SCARPELUNI, 2007)
(BRANDAO et al., 2012; NUNES; MOTA;
CALDAS, 2013; PEDROSA et al., 2014)
(WHITE et al., 2010)

(SACCHETTI et al., 2014)

(ALMEIDA et al., 2009)

2012;

(KESKIN; EKMEKCI, 2007)
(WONG; CHAN; CHEN, 2015)
(NUNES; MOTA; CALDAS, 2013)

(NUNES; MOTA; CALDAS, 2013)
(CARVALHO et al., 2009; COTON et al.,
2012; HAGI et al, 2013; KESKIN;
EKMEKCI, 2007; MALLET et al., 2012:
MUNSCH-ALATOSSAVA;  ALATOSSAVA,
2006; NUNES; MOTA; CALDAS, 2013)
(CARVALHO et al., 2009)

(ARSLAN; EYI; OZDEMIR, 2011)
(AL-SHAMMARY, 2015)

(HAMMAD, 2015)
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Pesquisa de Stenotrophomonas maltophilia e de Pseudomonas aeruginosa

em queijos Minas frescal comercializados no municipio do Rio de Janeiro.

2.2 ESPECIFICOS

a) Verificar as condi¢cdes de temperatura de comercializagdo dos queijos
nos locais de compra;
b) Detectar os microrganismos-alvo através da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).



25

3 MATERIAL E METODOS

3.1  AQUISICAO DAS AMOSTRAS

Foram visitados 24 estabelecimentos comerciais formais no municipio do Rio
de Janeiro de 14 diferentes redes distribuidoras, resultando em 39 medicbes de
temperatura para fins de coleta e 33 amostras coletadas de queijo Minas frescal.

No periodo de maio a outubro de 2015 foram coletadas 17 amostras de queijo
Minas frescal provenientes de 17 diferentes marcas de 15 empresas produtoras. No
periodo de outubro de 2015 a janeiro de 2016 foram coletadas outras 16 amostras
das mesmas marcas da primeira coleta, porém de lotes diferentes.

As amostras foram codificadas com uma letra que indica a marca seguida por
um numero que indica a coleta: Al, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1, I1, J1, K1, L1, M1,
N1, O1, P1, Q1, A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, 12, J2, K2, L2, M2, O2, P2 e Q2.
Uma empresa produtora é responsavel por 3 marcas (C, D e J), portanto, as
amostras C1, C2, D1, D2, J1 e J2 séao provenientes da mesma empresa. Nao foi
possivel coletar a amostra de um novo lote referente ao codigo N2 uma vez que a
linha do produto foi descontinuada pelo fabricante.

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo de produtos e
estabelecimentos, respeitando-se os requisitos da RDC n° 12/2001 (BRASIL, 2001):

a) Embalagem: Original e ndo violada;

b) Temperatura na superficie: Menor ou igual a 8 °C;

C) Carimbo de Inspecéo: Presenca de carimbo de inspecéo do Servico de
Inspecéo Federal (SIF), Estadual (SIE) ou Municipal (SIM);

d) Data de Validade: Produtos dentro do periodo de validade;

e) Produto visualmente ndo alterado e néo deteriorado;

f) Estabelecimento comercial devidamente formalizado.

A temperatura de armazenamento no balcdo refrigerado foi verificada com
termdmetro de infravermelho Skill-Tec SKTI-550, precisdo +1,5%, no momento de
aquisicdo. As amostras foram acondicionadas em caixa de isopor com gelo durante
a conducao ao laboratério e armazenadas em geladeira a 8 °C até o momento de
analise, no maximo 24 horas ap0s a coleta, garantindo a manutencdo da

temperatura de refrigeracgéao.
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3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras foi feito conforme procedimentos indicados para
produtos pastosos pela Instrugdo Normativa MAPA n° 62/2003 (BRASIL, 2003), com
modificacoes. Realizou-se a assepsia da embalagem com etanol 70% e se
promoveu a desintegracdo do queijo diretamente na embalagem original com a
finalidade de incorporar a fase liquida, soro, a fase sélida, queijo, tornando a
amostra pastosa e homogénea. Dentro da cabine de biosseguranga, com o auxilio
de tesoura previamente esterilizada, foi feito o corte da embalagem e pesagem,
assepticamente, em balanca analitica BG 200 (Gehaka, Brasil) de 25,0 + 0,2 g de
amostra, colhida de varios pontos com auxilio de colher estéril, procedendo a sua
homogeneizacdo em erlenmeyer estéril com 225 mL de caldo GN (HiMedia, india),

meio seletivo para bactérias Gram-negativas.

3.3 CULTURA EM PLACAS

O erlenmeyer com o caldo GN foi incubado a 35°C por 24 horas na
incubadora B.O.D. SL 200/334 (Solab, Brasil) para a recuperacdo e pré-
enriquecimento de células bacterianas Gram-negativas estressadas.

Coletou-se uma aliquota de 1,0 mL do caldo GN para a extracdo do DNA total
e foram semeadas qualitativamente, por esgotamento de 10 yL do caldo GN com
alca de platina, cinco placas com agar MacConkey (HiMedia, india), meio seletivo
para bactérias Gram-negativas, e cinco placas com agar Cetrimide (HiMedia, india),
meio seletivo e diferencial para P. aeruginosa. Procedeu-se a incubacéo a 35 °C por

24 horas das 10 placas.
3.4 COLETA DAS COLONIAS
3.4.1 S. maltophilia
Todas as colbnias que se desenvolveram nas placas com agar MacConkey

foram coletadas em microtubo tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 0,8 mL de caldo

soja tripticaseina (TSB) e 0,2 mL de glicerol.
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3.4.2 P. aeruginosa

Foram coletadas duas colbénias de cada placa com agar Cetrimide,
observando, principalmente, mas nao exclusivamente, a existéncia de colbnias
tipicas do microrganismo: colbénias grandes, com bordas irregulares, com producédo
de fluorosceina e/ou de pigmentos hidrossoliveis como piocianina, pioverdina,
piorrubina ou piomelanina. Foram coletadas colGnias excedentes quando mais de
duas colonias distintas apresentaram fluorescéncia em UV a 302 nm ou producéo de
pigmentos.

As colbnias tipicas de P. aeruginosa no agar cetrimide estdo apresentadas na
figura 3 e a visualizagdo da fluorescéncia das colénias em UV a 302 nm esta
apresentada na figura 4.

Cada coldnia foi ressuspendida em tubo de ensaio contendo 9 mL de caldo
GN e incubada a 35 °C por 24 horas para enriquecimento. Procedeu-se a coleta de
1,0 mL do caldo GN para extracdo de DNA e 0,8 mL do caldo GN, com adicéo de
0,2 mL de glicerol, para estoque.

Figura 3: Colbnias tipicas de P. aeruginosa ATCC 27853 em meio agar Cetrimide

Figura 4: Observacao das colbnias de P. aeruginosa ATCC 27853 em ultravioleta
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3.5 EXTRACAO DE DNA

A extracdo e a purificacdo de DNA foram realizadas com o kit comercial de
extracdo GeneJET Genomic DNA Purification KIT (ThermoScientific, Lituania) de
acordo com as instrucbes do fabricante para extracdo de DNA genOmico de
bactérias Gram-negativas, conforme descrito abaixo.

A aliquota de 1,0 mL de caldo GN, contendo os microrganismos, foi
centrifugada a 5000 x g por 10 minutos, descartando-se o0 sobrenadante. Para
realizar a pré-lise das células, o pellet foi ressuspendido em 180 uL de Solucdo de
Digestdo e foram adicionados 20 pL de solucdo de Proteinase K, procedendo a
homogeneizacdo através de pipetagens sucessivas até se obter uma solucdo
homogénea. A solucao foi incubada a 56°C por 30 minutos, com homogeneizacao
manual a cada 10 minutos.

Para eliminar o RNA contaminante, foram adicionados 20 pL de solucdo de
RNAse A, homogeneizando com o agitador de tubos e incubando a mistura por 10
minutos a temperatura ambiente. Para a lise das células, foram adicionados 200 uL
de Solucédo de Lise, homogeneizando a mistura por 15 segundos no agitador de
tubos. Para a precipitacdo do DNA, foram adicionados 200 pyL de etanol 99,5% a
solucdo, com homogeneizacdo no agitador de tubos.

Para purificacdo do DNA, a aliquota de 620 uL de amostra lisada foi
transferida para uma Coluna de Purificacdo de DNA Gendmico GeneJET
previamente inserida em um tubo coletor. A coluna foi centrifugada a 6000 x g por 1
minuto e a solucédo contida no tubo coletor foi descartada. Adicionaram-se 500 pL do
Tampao de Lavagem | a coluna, centrifugando por 1 minuto a 8000 x g e
descartando a solucdo do tubo coletor. Em seguida, adicionaram-se 500 pL do
Tampao de Lavagem Il a coluna, centrifugando por 3 minutos a 12000 x g. O tubo
coletor foi descartado e a coluna foi inserida em um microtubo tipo Eppendorf.

Para eluir o DNA purificado da coluna, foram adicionados 200 yuL de Tampéo
de Eluicdo a coluna, deixando em incubacgéo por 2 minutos a temperatura ambiente
e centrifugando a 8000 x g por 1 minuto. A coluna foi descartada e o DNA, no
microtubo tipo Eppendorf, foi congelado para utilizacdo posterior na reacdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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Foram utilizados os pares de primers e respectivos protocolos de Gallo et al.
(2013) e de WHITBY et al. (2000) para identificacdo de S. maltophilia, de Choi et al.
(2013) para identificacdo de P. aeruginosa, e de Spilker et al. (2004) para

identificagéo do género Pseudomonas spp., conforme Tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3: Protocolos de PCR - primers

Microrganismo Autores  Gene Tamanho  Sequéncia
(pb)
S. maltophilia Gallo et 23S rRNA 278 Direto (Forward)
al. (2013) 5'GCTGGATTGGTTCTAGGAAAACGCS3'
Reverso (Reverse)
5'ACGCAGTCACTCCTTGCG3'
Whitby et 23S rRNA 531 Direto (Forward)
al. (2000) 5'CAGCCTGCGAAAAGTASZ
Reverso (Reverse)
5TTAAGCTTGCCACGAACAG3'
P. aeruginosa Choi et O-antigeno 232 Direto (Forward)
al. (2013) acetilase 5'CTGGGTCGAAAGGTGGTTGTTATCY
Reverso (Reverse)
5'GCGGCTGGTGCGGCTGAGTCY
Pseudomonas spp. Spilker et 16S rDNA 618 Direto (Forward)
al. (2004) 5'GACGGGTGAGTAATGCCTAY

Reverso (Reverse)

5'CACTGGTGTTCCTTCCTATAZ'

Tabela 4: Protocolos de PCR - tempos e temperaturas

S. maltophilia P. aeruginosa Pseudomonas
spp.
Galloetal. (2013) Whitby et al. Choietal. (2013) Spilker et al
(2000) (2004)
Desnaturacdo Inicial 94 °C /5 min 95°C /5 min 95 °C / 3 min 95°C /2 min
Ciclos 30 30 35 25
Desnaturacéo 94°C/45s 95°C/10s 95°C/60s 94°C/20s
Anelamento 68°C/45s 58°C/10s 63°C/30s 54°C/20s
Extenséo 72°C/45s 72°C/60s 72°C/60s 72°C/40s
Extenséo Final 72 °C /10 min 72 °C /2 min 72 °C /10 min 72°C/ 1 min
Tabela 5: Protocolos de PCR - concentra¢des/volumes de reagentes
S. maltophilia P. aeruginosa Pseudomonas
spp.
Gallo et al. (2013) Whitby et al. Choietal. (2013) Spilker et al
(2000) (2004)
Volume reacional 25,0 puL 50,0 pL 25,0 pL 25,0 uL
DNA 2,0 puL 4,0 uL 2,0 pL 2,0 yuL
dNTP 200 yM de cada 200 pM de cada 200 pM de cada 250 uM de cada
Tampé&o PCR 10X 2,5 puL 5,0 uL 2,5uL 2,5uL
MgCl, 1,5mM 1,5mM 1,5mM 2,0 mM
Tag DNA polim. 10U 1,25U 20U 10U
Primers (de cada) 2,0 uM 1,0 uM 0,8 uM 0,4 uM
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As cepas da Colecdao de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria — CRMVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, S. maltophilia INCQS
00103 (ATCC 13637) (PALLERONI; BRADBURY, 1993) e P. aeruginosa INCQS
00099 (ATCC 27853) (ANUJ et al., 2009), foram utilizadas como controles positivos
e agua estéril como controle negativo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Foram utilizados o kit da Invitrogen (EUA) contendo tamp&o de PCR 10X,
MgCl, e Taq DNA polimerase recombinante, o conjunto de deoxinucleotideo
trifosfato (ANTP) da Ludwig Biotec (Brasil) e os primers sintetizados pela Integrated
DNA Technologies (EUA). As amplificacbes de DNA foram realizadas no
termociclador LifeTouch Thermal Cycler (BIOER, China).

3.7 VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DA REACAO EM CADEIA DE
POLIMERASE

Os produtos foram corados com Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia, Brasil) e aplicados, paralelamente a marcadores de peso molecular
(100 pb DNA Ladder RTU - Kasvi, Brasil; Mid Range DNA Ladder — Jena
Bioscience, Alemanha; 100 pb DNA Ladder — Invitrogen, EUA), em gel de agarose
0,8% (Hexapur Bio Lab, Holanda) em cuba de eletroforese horizontal na voltagem de
85V contendo Tris-Borato-EDTA (Promega, EUA) como tampdo de corrida. A
visualizacdo das bandas foi realizada em transiluminador de UV (Forlab, Brasil) a
302 nm.

3.8 VERIFICACAO IN SILICO DA ESPECIFICIDADE DOS PARES DE PRIMERS

A verificacdo in silico da especificidade dos pares de primers foi realizada
através do programa Primer-BLAST (YE et al., 2012) com o0s seguintes parametros
diferindo do padrdo: Database = nr (nucleotideos); Organism: Em branco.

Os primers foram classificados como de alta especificidade nos casos em que
a porcentagem das entradas de microrganismos nao-alvos foi inferior a 5%,
consideradas somente as entradas pertencentes ao reino Bacteria e excluidas as

entradas de microrganismos néao identificados.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados de temperatura de comercializacdo e validade
foi realizada com o auxilio do programa estatistico Minitab® verséo 14.12.0.
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4 RESULTADOS

41 DADOS GERAIS E LEVANTAMENTO DE TEMPERATURA DE
COMERCIALIZACAO

De 15 empresas produtoras dos queijos adquiridos, 10 sdo do Estado de
Minas Gerais, 04 sao do Estado do Rio de Janeiro e 01 é do Estado do Espirito
Santo. A distribuicdo geografica das empresas produtoras por mesorregifes esta
apresentada no grafico 1.

Grafico 1: Distribuicdo geografica das empresas produtoras - Mesorregides

B MG - Campo das Vertentes

B MG - Noroeste de Minas

B MG - Sul e Sudoeste de Minas

B MG - Zona da Mata

M RJ - Centro Fluminense

 RJ - Regido Metropolitana do Rio de

Janeiro
= RJ - Sul Fluminense

Os dados de prazo de validade e prazo de validade apds abertura
apresentaram uma distribuicdo ndo-normal, e, portanto, as medidas de disperséo
foram apresentadas como mediana, amplitude interquartil, e valores minimos e

maximos, conforme Tabela 6.

Tabela 6: Andlise estatistica - Prazos de validade (marca) e tempo entre a analise e a

fabricacdo (amostras)

Prazo de Prazo de validade Tempo entre a analise
validade (dias) ap0s abertura (dias) e a fabricagéo (dias)

n 17 17 33

p-valor para o teste de <0,005 < 0,005 0,016

normalidade de Anderson-Darling

Mediana 31,0 5 9

Amplitude interquartil 23,5-31,0 5-7 6-16

Minimo / Méximo 15/82 3/7 3/27

Valores atipicos 82 - -

(x < Q1 — 1,5xAlQ ou x > Q3 +
1,5xAlQ)
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Bairro Rede Distr. | Data |Codigo | [enPerallra [Faa ~— de temperaiura
11/01/16 |02 5,4 1-8
Barra da Tijuca | R02 21/09/15 |p1 6,8 1-
21/09/15 |01 7,0 1-8
09/06/15 |c1 4.5 1-8
RO5 09/06/15 |p1 6,0 1-8
RO7 23/11/15 |2 6,5 2-8
14/09/15 |N1 7.1 2-8
Botafogo RO9 18/10/15 |- 14,8 -
18/10/15 |- 16,2 -
19/05/15 |aA1 6,0 1-8
R14 19/05/15 |B1 7,7 5-8
07/07/15 |H1 4.2 1-8
Catete RO3 07/0715 |61 |54 Até 5
20/07/15 |11 7,0 Abaixo de 8
03/11/15 |2 7,2 Abaixo de 8
RO5 03/11/15 |c2 7,6 1-8
18/08/15 |J1 7,7 1-8
20/07/15 |- 9,0 -
Copacabana RO6 01/12/15 |- 9,3 -
RO8 20/07/15 |- 19,0 -
R10 18/08/15 |- 10,1 -
18/10/15 | G2 4,2 Até 5
R11 18/10/15 |Q1 5,7 Até 8
R14 13/10/15 |B2 47 5-8
09/11/15 |p2 7.4 1-8
Flamengo ROS 16/11/15 |32 7,5 1-8
R11 16/11/15 | Q2 2,5 Até 8
16/06/15 |F1 6,4 Até 8
. 16/06/15 |E1 6,7 0-8
Humaita RO4 0U125 [F2 |73 Até 8
01/12/15 |E2 7.6 0-8
Ipanema R14 23/11/15 A2 7,0 1-8
Jardim Carioca | RO1 11/01/16 | m2 7.4 Ate 8
31/08/15 | M1 4.4 Até 8
RO1 0401716 |[H2 |71 1-8
Tijuca RO7 24/08/15 |L1 7,2 2-8
R12 12/01/16 |K2 4,9 Até 8
R13 24/08/15 | K1 7.9 Até 8
Vila Isabel RO2 04/01/16 |p2 7,6 1-8
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O quadro 1 apresenta as informagbes das medi¢cdes de temperaturas de
comercializacao dos produtos aferidas nos estabelecimentos comerciais.

Foram observadas temperaturas acima do limite de 8 °C em seis medic¢des e,
portanto, ndo foram realizadas as coletas dessas amostras: Botafogo — RO09
(14,8 °C; 16,2 °C); Copacabana — R05 (9,0 °C), R06 (9,3 °C), R08 (19,0 °C), R10
(10,1 °C). As distribuicdes das temperaturas de comercializacdo ndo aderem ao
modelo de distribuicdo normal, conforme observado nos Apéndices C e D e
apresentado na Tabela 7, tendo, portanto, as medidas de dispersdo apresentadas

como mediana, amplitude interquartil, e valores minimos e maximos.

Tabela 7: Andlise estatistica - Temperaturas de comercializacao

Medicbes de Amostras coletadas
Temperatura

n 39 33

Amostras com T > 8°C 6 (15,4%) 0 (0%)

p-valor para o teste de normalidade de < 0,005 < 0,005

Anderson-Darling

Mediana 7,1 7,0

Amplitude interquartil 57-7,6 54-74

Minimo / Maximo 2,5/19,0 25179

Valores atipicos 2,5;14,8;16,2; 19,0 -

(x <Q1-1,5xAlQ ou x > Q3 + 1,5xAlQ)

4.2  S. maltophilia

A anadlise de especificidade in silico dos primers de Gallo et al. (2013) e

Whitby et al. (2000) estdo apresentados na Tabela 8 e Apéndices E e F.

Tabela 8: Andlise de especificidade de primers in silico - S. maltophilia — 31/03/2016
Gallo et al. (2013)  Whitby et al. (2000)

Reino Bacteria 11/13 (85%) 33/36 (92%)
Stenotrophomonas spp. 11/11 (100%) 17/33 (51%)
Tamanhos de produtos de nao - 527; 530; 531; 532
Stenotrophomonas spp. (pb)

S. maltophilia 11/11 (100%) 13/17 (76%)
Tamanhos de produtos de ndo S. maltophilia (pb) - 530

Tamanhos de produtos de S. maltophilia (pb) 278; 282 529; 532; 533; 536
Quantidade de copias do gene la4 la4

Durante o teste de especificidade dos pares de primers com a utilizacdo da
cepa ATCC 13637 como controle positivo, observou-se a formac¢do de bandas com

tamanhos superiores aos esperados: entre 350 pb e 400 pb para o protocolo de
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Gallo et al. (2013) e entre 600 pb e 700 pb para o protocolo de Whitby et al. (2000),

conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5: Gel de eletroforese dos produtos da PCR de S. maltophilia

Gel de agarose 0,8%, 85V, 2h. Pogos 1 e 6 — 100 pb DNA Ladder Invitrogen, Pocos 2 e 7 — 100 pb DNA Ladder RTU Kasvi,
Pocos 3 e 8 — Mid Range DNA Ladder — Jena Bioscience, Pogo 4 — Controle positivo S. maltophilia ATCC 13637 do protocolo
de Gallo et al. (2013) com tamanho esperado de 278 pb, Pogo 5 — Controle positivo S. maltophilia ATCC 13637 do protocolo de
Whitby et al. (2000) com tamanho esperado de 531 pb.

4.3 P. aeruginosa

A andlise de especificidade in silico dos primers de Choi et al. (2013) é

apresentada na Tabela 9 e no Apéndice G e a de Spilker et al. (2004) na Tabela 10.
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Tabela 9: Analise de especificidade de primers in silico - P. aeruginosa — 31/03/2016

Choi et al. (2013)

Reino Bacteria 69/69 (100%)
Pseudomonas spp. 69/69 (100%)
Tamanhos de produtos de ndo Pseudomonas spp. (pb) -

P. aeruginosa 69/69 (100%)
Tamanhos de produtos de ndo P. aeruginosa (pb) -

Tamanhos de produtos de P. aeruginosa (pb) 232
Quantidade de copias do gene 1

Tabela 10: Anélise de especificidade de primers in silico — Pseudomonas spp. — 14/05/2016

Spilker et al. (2004)

Reino Bacteria 961/961 (100%)
N&o identificados 387/961 (40,3%)
(Reino Bacteria - N&o identificados) 574

Pseudomonas spp. em (Reino Bacteria - Ndo identificados) 552/574 (96,2%)
Marinobacter spp. em (Reino Bacteria - N&o identificados)  17/574 (3%)
Azobacter spp. em (Reino Bacteria - Nao identificados) 3/574 (0,5%)
Ochrobactrum spp. em (Reino Bacteria - N&o identificados) 1/574 (0,2%)
Psychrobacter spp. em (Reino Bacteria - Nao identificados) 1/574 (0,2%)

Tamanhos de produtos de Pseudomonas spp. (pb) 545; 595; 601; 605; 612; 614; 615; 616;
617; 618; 619; 620; 621; 622; 623; 624;
625; 629; 630

Tamanhos de produtos de ndo identificados (pb) 615; 616; 617; 618

Tamanhos de produtos de ndo Pseudomonas spp. (pb) 617; 618; 628; 729

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da deteccdo por PCR.
Denominadores maiores que 10 presentes nas colunas de col6nias positivas

representam os casos nos quais houve a coleta de col6nias excedentes.

Tabela 11: Resultados da detecc¢do por PCR

Pseudomonas spp. P. aeruginosa
Cbodigo  DNA total Col. positivas DNA total  Col. Positivas Espécie x Género
Al N/A 0/10 (0%) N/A 0/10 (0%) -
Bl N/A 0/10 (0%) N/A 0/10 (0%) -
C1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
D1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
El + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
F1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
G1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
H1 - 5/8 (63%) - 4/8 (50%) 4/5 (80%)
11 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
J1l + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
K1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
L1 + 0/11 (0%) - 0/11 (0%) -
M1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
N1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
01 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
P1 + 5/16 (31%) - 0/16 (0%) 0/5 (0%)
Q1 + 5/15 (33%) - 0/15 (0%) 0/5 (0%)
A2 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -
B2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -

(continua)
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(concluséo)

Pseudomonas spp.

P. aeruginosa

Cbédigo DNA total Col. positivas DNA total  Col. Positivas Espécie x Género
C2 + 6/15 (40%) - 0/15 (0%) 0/6 (0%)

D2 + 6/14 (43%) - 0/14 (0%) 0/6 (0%)

E2 + 6/13 (46%) - 6/13 (46%) 6/6 (100%)
F2 + 0/12 (0%) - 0/12 (0%) -

G2 - 3/5 (60%) - 0/5 (0%) 0/3 (0%)

H2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -

12 + 11/11 (100%) + 11/11 (100%) 11/11 (100%)
J2 + 9/15 (60%) - 5/15 (33%) 5/9 (56%)

K2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -

L2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -

M2 1/11 (9%) - 0/11 (0%) 0/1 (0%)

02 - 0/13 (0%) - 0/13 (0%) -

P2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) -

Q2 - 1/11 (9%) - 0/11 (0%) 0/1 (0%)
Total 16/31 (52%) 58/360 (16%) 1/31 (3%) 26/360 (7%) 26/58 (45%)

Na amostra H1 houve crescimento em somente oito tubos de ensaio com

caldo GN apés a coleta das colonias. Na amostra G2 ndo houve crescimento das

col6nias de forma isolada e, portanto, foi coletado o contetdo total de cada uma das

cinco placas para andlise. Nao foram extraidas aliquotas do caldo GN das amostras

Al e Bl para a analise do DNA total uma vez que, somente apds a andlise dessas

duas amostras, houve interesse de se obter dados de analise de presenca de DNA

de P. aeruginosa no DNA total da amostra.

Os dados de aquisicdo das amostras positivas, de forma mais detalhada,

estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Dados de aquisicdo das amostras positivas para P. aeruginosa

H1 E2 12 J2
Localizaggdodo MG -Zonadamata MG - Sul e ES - Central MG - Campo das
fabricante Sudoeste de Espirito-santense  Vertentes

Minas

Rede RO3 R04 R0O5 R05
distribuidora
Bairro de coleta  Catete Humaita Copacabana Flamengo
Temperaturado 4,2°C 7,6 °C 7,2°C 7,5°C
produto
Data de 29/06/2015 25/11/2015 26/10/2015 20/10/2015
fabricacao
Estacdo do ano Inverno Primavera Primavera Primavera
Vencimento 29/07/2015 14/12/2015 26/11/2015 19/11/2015
Data de andlise  07/07/2015 01/12/2015 03/11/2015 16/11/2015
Diferenca de 9 dias 7 dias 9 dias 28 dias

tempo Analise e
Fabricacao
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O gel de eletroforese dos produtos de PCR positivos para P. aeruginosa, no

caso, amostras H1, E2, 12 e J2, est4 apresentado na Figura 6.

Figura 6: Gel de eletroforese dos produtos da PCR - P. aeruginosa

Gel de agarose 0,8%, 85V, 2h. Pocos 1 e 8 — Mid Range DNA Ladder — Jena Bioscience; Poco 2 — Controle

positivo P. aeruginosa ATCC 27853 — tamanho esperado 232 pb; Pogo 3 — Controle negativo; Pogo 4 —
Isolado H1; Pogo 5 — Isolado E2; Pogo 6 — Isolado 12; Pogo 7 — Isolado J2
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5 DISCUSSAO

51 DADOS GERAIS E LEVANTAMENTO DE TEMPERATURA DE
COMERCIALIZACAO

Os queijos analisados eram provenientes de empresas majoritariamente do
Estado de Minas Gerais, principalmente das mesorregides Campo das Vertentes,
Zona da Mata e Sul e Sudoeste de Minas.

O prazo de validade indicado no rotulo apresentou um valor mediano de 31
dias, ou seja, aproximadamente um més, com minimo de 15 dias e maximo de 82
dias. Os dados deste estudo foram préximos aos de Carvalho; Viotto; Kuaye (2007)
gue observaram, de um conjunto de 10 marcas de queijo Minas frescal produzidos
com adicao de cultura lactica comercializados no municipio de Campinas/SP, vida-
de-prateleira minima de 17 dias e maxima de 61 dias, com média de 25 dias.

Os prazos de validade ap0s abertura indicados pelas marcas variaram entre 3
e 7 dias, sendo a mediana de 5 dias. A mediana da diferenca de tempo entre a
analise e a fabricacéo foi de 9 dias, com minimo de 3 dias e maximo de 27 dias.

Todas as marcas com excecdo da marca J informaram uma temperatura de
armazenamento de até 8 °C, em conformidade com a temperatura regulamentada
pela Portaria MAPA n° 352/1997. A marca J foi a Unica que informou uma
temperatura de armazenamento de até 5 °C e, ainda que a amostra J1 estivesse
fora da temperatura recomendada pelo fabricante, ela foi analisada por estar
armazenada a uma temperatura de até 8 °C.

A analise das 39 medicbes de temperaturas indica uma taxa de nao
conformidade de 15% e que 50% das temperaturas estavam no intervalo de 5,7 °C a
7,6 °C, com mediana de 7,1 °C. Foram observados valores atipicos de temperatura
tanto baixas - 2,5 °C - quanto altas - 14,8 °C, 16,2 °C e 19,0 °C.

As temperaturas atipicas e elevadas encontradas nas redes R08 de
Copacabana e R09 de Botafogo demonstram a auséncia de controle efetivo da
temperatura de comercializacdo, ndo sendo possivel determinar as causas
especiais. A temperatura atipica de 2,5 °C encontrada na rede R11, ao se analisar
somente as temperaturas das amostras coletadas, perde sua caracteristica de valor

atipico, o que indica que a rede armazena 0 queijo a uma baixa temperatura,
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discrepante dos demais estabelecimentos, mas que tal temperatura estaria dentro
da faixa esperada caso ndo fossem encontrados queijos com temperatura acima de
8 °C, ou seja, fora da condicdo de temperatura normatizada. Cabe, portanto, a
analise das temperaturas acima de 8 °C: 9,0°C, 9,3°C e 10,1 °C, observadas
respectivamente nas redes R05, R06 e R10, todas em Copacabana.

Sousa; Faria; Neves (2003) observaram que as temperaturas nos balcdes
refrigerados de queijos e embutidos em Palmas/TO n&o eram uniformemente
distribuidas. Estudos demonstram a existéncia de variagcdo da temperatura nos
balcdes refrigerados inclusive com modelagens matematicas das distribuicées de
temperaturas durante as etapas da cadeia-do-frio (EVANS; SCARCELLI; SWAIN,
2007; LAGUERRE; HOANG; FLICK, 2013, 2012). A variacao da temperatura deve-
se a varios fatores como o tipo do balcdo (vertical ou horizontal), a posicdo do
produto no balcéo, as flutuacbes da temperatura e umidade relativa do ambiente, as
condi¢des do entorno do balcédo, a incidéncia de luz (EVANS; SCARCELLI; SWAIN,
2007; LAGUERRE; HOANG; FLICK, 2013, 2012; SOUSA; FARIA; NEVES, 2003).
Tanto para os balcdes refrigerados abertos quanto para os fechados, a maior parte
das temperaturas mais elevadas se encontra na parte frontal do balcdo (EVANS;
SCARCELLI; SWAIN, 2007).

A rede 05 no bairro de Copacabana apresentou 04 de 05 medi¢des dentro do
parametro de temperatura, sendo a temperatura de 9,0°C a Unica acima do
parametro, o que poderia indicar que a temperatura estivesse ajustada para 8 °C,
mas que ocorreu a variacdo de temperatura para acima de 8 °C em determinados
pontos do balcdo refrigerado. Seria possivel também que as temperaturas dos
balcdes de refrigeracéo das redes R06 e R10 estivessem calibradas para manter os
produtos a até 10 °C, observada a precisdo de 1,5% do termbmetro para a
temperatura de 10,1 °C na rede R10. No entanto, somente com os dados obtidos,
nao é possivel concluir quais sdo as causas das temperaturas de 9,0 °C, 9,3°C e
10,1 °C, uma vez que nao foram levantados os perfis de temperatura dos balcdes
refrigerados.

De fato, a taxa de ndo conformidade observada de 15% foi inferior as
observadas por André; Sturion (2015), de 83,9%, e pelo (INMETRO, 2006),
corrigido, de 67%, o que indica um melhor controle de temperatura pelos

estabelecimentos deste estudo. No entanto, ao se considerar a possibilidade de
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variacdo da temperatura em diferentes pontos do balcéo, a verificagdo de
temperaturas proximas e acima de 8 °C implica na necessidade da reavaliagdo do
controle de temperatura nos balcOes refrigerados. Para melhor avaliagdo das
condicOes de temperatura de armazenagem seria recomendado um levantamento
de perfil de temperatura de cada balcao refrigerado e a indicagéo da localizacao do

produto.

5.2 S. maltophilia

A analise de especificidade in silico mostra uma elevada especificidade dos
primers de Gallo et al. (2013) e uma baixa especificidade dos primers de Whitby et
al. (2000), com possibilidade de formacgao de bandas inespecificas — 527 pb, 530 pb,
531 pb e 532 pb — relacionadas a outros microrganismos na mesma regiao que as
bandas especificas de S. maltophilia - 529 pb, 532 pb, 533 pb e 536 pb. A analise
também permitiu verificar a existéncia de 01 a 04 copias do gene 23S rRNA no
genoma da S. maltophilia.

O problema de reacdo cruzada dos primers de Whitby et al. (2000) com
microrganismos de outros géneros, gerando resultados falso-positivos, foi
anteriormente reportado por Foster et al. (2008) com bactérias do género
Xanthomonas spp. e por Pinot et al. (2011) com Stenotrophomonas rhizophila,
Variovorax sp. e Dyella japonica. Igualmente observado por Pinot et al. (2011), o
protocolo de Whitby et al. (2000) néao €, portanto, adequado para identificacdo de S.
maltophilia em comunidade de microrganismos, 0 que o limita sua utilizacdo em
deteccdo em alimentos.

A formacao de bandas de tamanhos superiores aos esperados, com diferenca
de aproximadamente 100 pb, para os protocolos de Gallo et al. (2013) e de Whitby
et al. (2000) néo foi prevista.

Os genes ribossomais 23S rRNA e 16S rRNA séo frequentemente utilizados
para analise filogenética (PEI et al., 2009, 2010). Varios procariontes apresentam
multiplas cépias do gene 16S rRNA (PEl et al., 2010). Igualmente, o estudo de Pei et
al. (2009) identificou a existéncia de multiplas copias do gene 23S rRNA em diversas
espécies procariotas, de 257 espécies, 184 possuiam de 2 a 15 copias do gene 23S

rRNA, com mediana de 4,57 cOpias. Foram encontradas divergéncias entre os
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genes rRNA em 63% dos genomas, com média de variagdo de 0,4% e intervalo de
0,01% a 4,04%. Além disso, a possibilidade da presenca de sequéncias
intervenientes no gene 23S rRNA com tamanhos variando de 9 a 1471 nucleotideos
foi constatada em sete espécies.

A reacdo de PCR é sujeita a formacdo de artefatos como heteroduplex e
quimeras, aumentando a quantidade de sinais e que podem levar a analise incorreta
de resultados (KANAGAWA, 2003; V. WINTZINGERODE; GOBEL;
STACKEBRANDT, 1997).

A utilizacdo de um gene que possua somente uma cépia no genoma é
importante na analise de comunidade de microrganismos, uma vez que permite uma
avaliacdo mais precisa da diversidade, da quantidade e da filogenética (CASE et al.,
2007; CROSBY; CRIDDLE, 2003; DAHLLOF; BAILLIE; KJELLEBERG, 2000).

A anélise molecular utilizando um gene que esta presente em multiplas copias
em um mesmo genoma, como por exemplo o gene 16S rRNA, pode apresentar
vieses devido a presenca de heterogeneidade entre as cOpias do gene, uma vez que
cada copia pode ter evoluido diferentemente (CASE et al.,, 2007; CROSBY;
CRIDDLE, 2003; DAHLLOF; BAILLIE; KJELLEBERG, 2000; UEDA et al., 1999). A
heterogeneidade de multiplas cOpias pode gerar multiplos sinais para um mesmo
organismo ou combinar sinais de diferentes organismos em um Uunico sinal,
dependendo do tipo de técnica de analise molecular utilizada (CROSBY; CRIDDLE,
2003).

Devido a presenca de multiplas copias do gene 23S, ha uma elevada
possibilidade da ocorréncia da juncdo de fragmentos de genes por Overlap
Extension PCR (HIGUCHI; KRUMMEL,; SAIKI, 1988; HORTON et al., 1989), onde os
fragmentos dos genes sdo emendados durante a reacdo de PCR, gerando um
produto hibrido e maior do que o esperado.

No entanto, somente com o devido sequenciamento do produto da reacéo de
PCR sera possivel definir a alteracdo ocorrida. Portanto, decidiu-se nao prosseguir
nas analises de identificacdo de S. maltophilia em queijo, uma vez que nao se
obteve resultado satisfatorio da andlise de especificidade do primer de Gallo et al.

(2013) com a cepa ATCC 13637 de S. maltophilia, o que geraria erro nas analises.
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5.3 P. aeruginosa

A analise de especificidade in silico mostra uma elevada especificidade dos
primers de Choi et al. (2013) para P. aeruginosa e no genoma o0 gene O-antigeno
acetilase aparece em somente uma copia. A especificidade dos primers de Spilker et
al. (2004) também foi relativamente elevada, sendo o género Pseudomonas spp.
correspondente a 96,2% do total de entradas, excluidas as entradas de
microrganismos nao cultivados sem a identificacdo do género. Deve-se, no entanto,
ressaltar a possivel identificagdo de Azobacter spp., Ochrobactrum spp.,
Psychrobacter spp. ou Marinobacter spp., uma vez que os tamanhos de seus
produtos se encontram na mesma regido dos produtos de Pseudomonas spp. Cabe
destacar também a extensa variacdo possivel do tamanho dos produtos de
Pseudomonas spp., variando de 545 pb a 630 pb.

A analise de PCR do DNA total apresentou uma taxa de identificacdo de 52%
para 0 género Pseudomonas spp. e, para a espécie P. aeruginosa, somente a
amostra 12 (3%) apresentou resultado positivo.

Das 360 col6nias que cresceram no agar cetrimide apenas 58 (16%) foram
identificadas como do género Pseudomonas spp. e somente 26 (7%) foram
identificadas como P. aeruginosa, demonstrando que o agar cetrimide permitiu o
crescimento de outras espécies de Pseudomonas spp. que ndo a P. aeruginosa,
além de outras bactérias nao identificadas, que ndo do género Pseudomonas spp. A
P. aeruginosa correspondeu a 45% das colénias do género Pseudomonas spp.

A nao identificacdo de Pseudomonas spp. no DNA total das amostras H1, G2
e Q2, e de P. aeruginosa no DNA total das amostras H1, E2 e J2, conjuntamente
com identificacdo positiva apds o cultivo em placas, demonstra que o niumero de
moléculas de DNA alvo presente no DNA total das amostras se encontrava abaixo
dos limites de deteccéo dos protocolos de Spilker et al. (2004) e Choi et al. (2013), e
gue as células apresentaram viabilidade e cultivabilidade nas condi¢cdes adequadas
de crescimento. Tal fato é importante, pois as analises incorreriam em falsos
negativos caso fossem analisados somente os DNAs totais das amostras,.

A deteccdo de Pseudomonas spp. no DNA total das amostras E1, F1, J1, K1,
L1, M1, A2 e F2, sem, no entanto, apresentar qualquer identificacdo positiva ap0s

cultivo em placas, requer estudos mais aprofundados. Ainda que a utilizagéo de agar
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cetrimide para crescimento das colénias possa ser um limitante devido a inibicdo do
crescimento de algumas espécies de Pseudomonas spp., ha a possibilidade da
ocorréncia de células de Pseudomonas spp. no problemético estado VBNC, ou seja,
em estado viavel, mas nédo cultivavel.

O estado VBNC € motivo de preocupagdo recente na seguranca dos
alimentos uma vez que as bactérias nesse estado nao sao cultiviveis e,
consequentemente, ndo sdo detectaveis pelos métodos tradicionais de cultivo,
sendo, no entanto, metabolicamente ativas e capazes de causar infeccdes
(AYRAPETYAN; OLIVER, 2016; FAKRUDDIN; MANNAN; ANDREWS, 2013). Nesse
estado de dorméncia, a integridade das membranas celulares é mantida e ha baixos
niveis de expressdo génica, mas quando o microrganismo é transferido a um meio
sélido de cultivo ndo ha formacgéo de colénias (AYRAPETYAN; OLIVER, 2016). Esse
estado pode ser induzido por processos frequentemente utilizados ou estudados
para realizar o controle microbiolégico dos produtos, tais como a utilizacdo de luz
pulsante, de CO, em alta pressdo, de altas temperaturas, de conservantes
alimentares e da pasteurizacdo (AYRAPETYAN; OLIVER, 2016).

A P. aeruginosa, P. fluorescens, Pseudomonas putida e Pseudomonas
syringae ja foram descritas como bactérias que podem entrar em estado VBNC
(AYRAPETYAN; OLIVER, 2016; FAKRUDDIN; MANNAN; ANDREWS, 2013;
OLIVER, 2005). O estudo de Gunasekera et al., (2002) sugere a presenca de uma
populacdo significante de células em estado VBNC em leite pasteurizado e tanto
células de E. coli quanto de P. putida sdo capazes de manter a expressao génica
guando no estado VBNC.

N&o ha, no entanto, dados de células em estado VBNC em queijos e a fim de
se obterem esses dados, Caldera et al. (2015) desenvolveram uma metodologia de
guantificacdo de células de Pseudomonas spp. cultivaveis, mortas e em estado
VBNC em queijo mucarela utilizando método de cultivo em placas conjuntamente
com dPCR e RT-gPCR com a cepa DSM 50106 de P. fluorescens como inéculo de
controle do método. Os autores do método utilizaram os dados de qPCR e RT-qPCR
para calcular a quantidade de células mortas e verificaram discrepancias de valores
entre as analises de contagem em placas e RT-gPCR, sendo a quantidade de

células em estado VBNC calculada como a diferenca entre esses valores. A
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guantidade de células em estado VBNC no estudo de Caldera et al. (2015) variou
entre O e 8,49, em escala logaritmica de UFC/g.
A Tabela 13 apresenta trabalhos de identificagdo de Pseudomonas spp. em

gueijos com dados referentes a amostragem, local de coleta das amostras e se 0

gueijo analisado foi fabricado ou ndo com leite pasteurizado.

Tabela 13: Dados de trabalhos de identificagcdo de Pseudomonas spp. em queijos

Referéncia

Amostra

Fabricado com Leite
Pasteurizado

Local

El-Baradei; Delacroix-
Buchet; Ogier (2007)
Keskin; Ekmekgi
(2007)

Hamouda; Vali; Amyes

(2008)
Carvalho et al. (2009)

Arslan; Eyi; Ozdemir
(2011)

Castro (2012)

Al-Shammary (2015)
Hammad (2015)
Escobar-Zepeda,;
Sanches-Flores;
Quirasco Baruch
(2016)

Este estudo (2016)

11 queijos Domiati
8 queijos

22 produtos lacteos:
leite, queijo e creme
23 queijos Minas
frescal caseiros e 23
industrializados

140 queijos brancos
artesanais produzidos
através de métodos
tradicionais

20 queijos Minas
frescal

40 queijos frescos
80 queijos Domiati
25 queijos Caotija

Os queijos foram
processados e 100 g
de cada queijo foram
homogeneizados,
formando uma dnica
amostra. Dessa
amostra foram
coletados 15 g.

33 queijos Minas
frescal

N&o
Sem informacéo
Sem informacao

Industrializados - Sim
Caseiros - Sem
informacao

Sem informacéo
Com frequéncia os
queijos produzidos
através de métodos
tradicionais sao feitos
com leite cru

Sim

Nao
Nao
Nao

Sim

Alexandria, Behira e
Domiatta - Egito
[zmir - Turquia

Edimburgo - Escocia

Alfenas/MG - Brasil

Bolu - Turquia

Industria de laticinios
da regido central do
Estado de S&o Paulo
Bagda - Egito
El-Menofia - Egito
Tocumbo (5), Cotija
(8), Quitupan (4),
Jilotlan (4) e Santa
Maria de Oro (4) —
México

Rio de Janeiro/RJ —
Brasil

A Tabela 14 detalha os métodos de identificacdo utilizados pelos estudos da
Tabela 13 e apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 14: Detalhamento de trabalhos de identificacdo de Pseudomonas spp. em queijos

P. aeruginosa

Outras espécies de Pseudomonas spp.

Referéncia  Método Resultado  Método Resultado
El-Baradei; PCR com par de  0/11 (0%) Amplificacdo da  P. putida (1/11 - 9,1%)
Delacroix- primers espécie- regido V3 do
Buchet; especifico gene 16s rRNA Banda que indica a presenca
Ogier (2007) com eletroforese de E. faecium, ou P.
em gel com fluorescens, ou Leuconostoc
gradiente de pseudomesenteroides (9/11 -
temperatura 81,8%)
(TGGE) e
comparacdo dos Banda que indica a presenca
perfis com banco de Staphylococcus
de dados chromogenes, ou H. alvei, ou
Pseudomonas alcaligenes (1/11
—9,1%)
Keskin; Testes 0/8 (0%) Testes P. cepacia (0/8 — 0%)
Ekmekgi bioquimicos bioquimicos P. fluorescens | (0/8 — 0%)
(2007) P. fluorescens Il (0/8 — 0%)
P. fluorescens Il (0/8 — 0%)
P. putida (0/8 — 0%)
Hamouda; PCR com parde 0/22 (0%) - -
Vali; Amyes  primers espécie-
(2008) especifico
Castro PCR com parde 0/20 (0%) Género P. fluorescens e outras
(2012) primers espécie- Pseudomonas espécies do género (1/20 -5%)
especifico spp - Testes
bioquimicos
P. fluorescens -
PCR com par de
primers espécie-
especifico
Escobar- Sequenciamento  0/25 (0%) Sequenciamento  P. mendocina
Zepeda; do gene 16S do gene 16S
Sanches- rDNA — rDNA —
Flores; Biblioteca Biblioteca
Quirasco TruSeq kit v2, TruSeq kit v2,
Baruch Sequenciador Sequenciador
(2016) HiSeq2000/2500 HiSeq2000/2500
(llumina, Inc., (lllumina, Inc.,
San Diego, CA, San Diego, CA,
EUA) EUA)
Carvalhoet  Seminformacdo 46/46 - -
al. (2009) (100%)
Arslan; Eyi; Testes 2/140 Testes P. pseudoalcaligenes (21/140 —
Ozdemir bioquimicos (1,4%) bioquimicos 15%)
(20112) P. alcaligenes (7/140 — 5%)

P. fluorescens biovar V (1/140 -

0,7%)

P. pseudoalcaligenes subsp.

citrulli. (1/140 — 0,7%)
(continua)
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Tabela 14: Detalhamento de trabalhos de identificacdo de Pseudomonas spp. em queijos

(concluséo)

P. aeruginosa Outras espécies de Pseudomonas spp.
Referéncia  Método Resultado  Método Resultado
Al- Kit bioquimico 30/40 - -
Shammary computadorizado  (75%)
(2015) e kit de
aglutinacdo em
latex
Hammad Sem informagédo  14/80 P. fluorescens —  P. fluorescens (36/80 isolados -
(2015) isolados PCR com par de  45%)
(17,5%) primers espécie-  P. putida (12/80 isolados -15%)
especifico P. syringae (8/80 isolados -
10%)
Demais — Sem P. alcaligenes (6/80 isolados -
informacéo 7,5%)

Outras espécies do género
(4/80 isolados - 5%)

Este estudo PCR com parde 4/33 PCR com parde Sem identificagdo de espécie:
(2016) primers espécie-  (12,1%) primers género- do DNA total — 16/31 (51,6%)
especifico especifico de col6nias isoladas — 10/33
(30,3%)

Todas as 30 colonias de P. aeruginosa identificadas por Al-Shammary (2015)
foram suscetiveis ao processamento do tipo LTLT, mas 40% apresentaram
tolerancia ao tratamento HTST. O perfil de tolerancia ao pH mostrou que 23,3%
toleraram o pH 5,0 e 10% o pH 2,0. Além disso, 10 isolados apresentaram tolerancia
a salmoura 3%, 8 isolados a salmoura 5%, 7 isolados a salmoura 7%.

A incidéncia de Pseudomonas spp. isoladas por Hammad (2015) que
apresentaram crescimento a 7 °C foi de 72,5%. Além disso, 61,2% dos isolados
apresentaram producdo de protease, lipase e lecitinase, 26,2% apresentaram
producdo de protease e lipase, 10% apresentaram producdo de protease e
lecitinase, e 2,5% apresentaram producao somente de lecitinase.

Os estudos de Al-Shammary (2015) e Hammad (2015) utilizaram queijos
produzidos com leite cru, e Arslan; Eyi; Ozdemir (2011) utilizaram queijos que
frequentemente sao produzidos com leite cru. A presenca de P. aeruginosa nesses
estudos pode estar vinculada a auséncia de tratamento térmico da matéria-prima e,
mesmo assim, a diferenca da taxa de identificacdo entre o0s estudos foi
extremamente elevada. Essa diferenca também pode ser observada entre os
estudos de Hammad (2015) e El-Baradei; Delacroix-Buchet; Ogier (2007) que,
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apesar de utilizarem o mesmo tipo de queijo, ndo foi identificada P. aeruginosa no
altimo estudo. A auséncia de tratamento térmico ndo explica totalmente a presenca
de P. aeruginosa, uma vez que o estudo de Escobar-Zepeda; Sanches-Flores;
Quirasco Baruch (2016), feito com queijos produzido com leite cru, também nao
apresentou identificacdo de P. aeruginosa.

Ainda que o estudo de Castro (2012) ndo tenha identificado P. aeruginosa em
gueijos Minas frescal, o estudo de Carvalho et al. (2009) informa a identificacdo de
P. aeruginosa em 100% das amostras de queijo Minas frescal, tanto de origem
caseira quanto industrial. E possivel que haja utilizacdo de leite cru, ainda que de
forma indevida e ilegal, nas amostras de origem caseira, mas o fato da identificacao
ter sido positiva também nas amostras de origem industrial alerta a possibilidade da
presenca de P. aeruginosa em queijos produzidos com leite pasteurizado. Tal
possibilidade é corroborada pelo estudo de Al-Shammary (2015), que identificou
cepas de P. aeruginosa que toleraram o processo HTST.

Neste estudo, a P. aeruginosa foi identificada através de PCR em quatro
amostras - H1, E2, 12 e J2 — correspondendo a 12% do total de amostras. Todas
apresentavam selo de inspecédo do SIF, o que indica, em principio, a utilizacdo de
pasteurizacdo na producdo do queijo. Todas as amostras positivas estavam em
temperatura adequada, s&o provenientes de distintos fabricantes, regides,
estabelecimentos e dias de coleta, sendo 02 amostras obtidas da rede R05, porém
de bairros diferentes.

N&do foi possivel, portanto, inferir que haja uma maior incidéncia de
P. aeruginosa em determinada regido ou que caracteristicas de armazenamento de
determinado estabelecimento influenciaram na identificacdo de P. aeruginosa, ainda
gue a temperatura influencie na velocidade de crescimento microbiano. Tampouco
foi possivel inferir que ocorra contaminacdo frequente da producdo, uma vez que
nenhuma marca apresentou identificacdo positiva concomitantemente em suas duas
amostras distintas.

E fato, no entanto, que a P. aeruginosa mantém sua culturabilidade quando
as amostras sdo mantidas na temperatura de refrigeracdo observada, ou seja,
variando de 4,6 °C a 7,6 °C. A definicdo de P. aeruginosa por Colwell (1965) informa
a auséncia de crescimento nas temperaturas de 0°C a 5°C, sendo importante
observar que as cepas utilizadas no estudo foram a ATCC 14216 e ATCC 14209. A
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grande diversidade das cepas e a grande capacidade de adaptacdo do
microrganismo ao ambiente merecem, portanto, atencao.

Em complementacdo ao estudo de Mallet (2007), que n&o identificou
P. aeruginosa nas aguas de propriedades leiteiras no periodo da primavera, trés
amostras positivas deste estudo foram produzidas no periodo da primavera e
somente uma no inverno. Para identificar a influéncia do clima e da origem da
contaminacao, seria necessario, portanto, o levantamento de amostras ambientais e
de producéao durante todo o processo fabril por um ciclo inteiro de estacoes.

Com excecdo das amostras 12 e E2, em que todos os isolados de
Pseudomonas spp. foram identificados como P. aeruginosa, observa-se a presenca
de outras espécies de Pseudomonas nas amostras, representados por 32 de 58
isolados (55%). Valor consideravelmente menor do que 0s encontrados para
espécies de Pseudomonas que ndo a P. aeruginosa por Arslan; Eyi; Ozdemir (2011),
93,8%, e Hammad (2015), 82,5%.

Uma diferenca entre esses estudos e o presente estudo € a utilizacéo de leite
pasteurizado na producdo do queijo Minas frescal. A pasteurizacdo reduz a
microbiota presente no leite cru, inclusive de espécies do género Pseudomonas, e
caso haja espécies mais termossensiveis, estas sofrerdo uma maior reducéo
populacional ou até a eliminacdo. Outra possivel variacdo é a utilizacdo pelos dois
estudos de Pseudomonas agar base suplementado com os antibioticos cetrimida,
acido fusidico e cefaloridina, para crescimento das colénias enquanto este estudo
utilizou o agar cetrimide.

Observa-se a frequente identificacdo de bactérias do género Pseudomonas
spp. nos diversos estudos e principalmente das espécies P. fluorescens e P. putida.
O estudo de Hammad (2015) indica a producédo de proteases e lipases pelas cepas
de Pseudomonas spp., logo, um queijo que possua quantidades significativas de
microrganismos produtores dessas enzimas pode apresentar defeitos de aroma,

sabor e estrutura e um decaimento rapido de sua vida-de-prateleira.
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6 CONCLUSAO

O levantamento das temperaturas dos produtos indicou um razoavel controle
da temperatura pelos estabelecimentos visitados neste estudo, sendo que a maior
parte das medicdes de temperatura (33/39) foi de até 8 °C.

O estudo de deteccdo de S. maltophilia ndo foi realizado. Os primers espécie-
especificos de Whitby et al. (2000) apresentaram baixa especificidade para o
microrganismo alvo com possiveis falso-positivos para bactérias inclusive de outros
géneros. O protocolo de Gallo et al. (2013) apresentou a formacdo de banda com
tamanho acima do esperado para a cepa ATCC 13637 e o genoma da S. maltophilia
possui até 4 copias do gene 23S rRNA, o que pode causar a juncdo de fragmentos
de genes por Overlap Extension PCR, gerando erro nas analises.

A P. aeruginosa foi detectada em 4 de 33 queijos Minas frescal, o que
demonstra que mesmo se 0 queijo for adquirido em estabelecimento comercial
devidamente formalizado, possua carimbo de inspecéo, esteja integro, dentro do
periodo de validade e dentro das condi¢ces de temperatura recomendadas, ha risco

para a saude da populacao suscetivel no consumo de queijo Minas frescal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Durante a coleta das amostras foram observadas praticas recorrentes do
fracionamento do produto e da retirada do soro da embalagem principal, que néo
foram objetos deste estudo. Alerta-se que os utensilios utilizados nessas acdes
também podem contaminar o produto.

Considerando os valores de temperatura obtidos nos estabelecimentos e a
temperatura normatizada, futuros estudos de vida-de-prateleira ou de utilizacdo de
novas tecnologias no processamento de queijo Minas frescal para fins de controle de
microbiota devem ser realizados também a 8 °C.

Uma vez que a empresa é responsavel por determinar o prazo de validade e
garantir a qualidade do produto durante o periodo e que a validade do queijo variou
entre 15 e 82 dias, estudos de modelagem matematica da temperatura nas
diferentes etapas da cadeia-do-frio como o de Laguerre; Hoang; Flick (2012), ainda
gue complexos, podem auxiliar a prever uma vida-de-prateleira mais adequada para
0s produtos.

A producdo de vérios tipos de enzimas de degradacdo em uma grande
amplitude de temperatura pelo género Pseudomonas spp. o torna importante para
os estudos de controle microbiologico de produtos refrigerados. No entanto, ainda
gue tais caracteristicas sejam indesejadas na cadeia de alimentos, a producao
dessa diversidade de enzimas com diferentes aplicacfes pode ser de interesse para
outras areas de aplicacdes tecnologicas.

A analise de microrganismos patdégenos e indicadores classicos permite uma
analise de seguranca dos alimentos praticavel laboratorialmente, no entanto,
estudos que visam a protecdo da saude da populacdo suscetivel devem estar
cientes que a auséncia de um microrganismo nos padrdes microbiolégicos de
alimentos néo significa, necessariamente, a auséncia do microrganismo no alimento
e que patdégenos oportunistas podem estar presentes no alimento, ainda que este
esteja com os parametros dentro da conformidade legal.

A analise de seguranca de um alimento para a populacdo suscetivel que
somente considere 0s patbgenos comuns e 0s previstos na legislacdo pode levar a
uma exposi¢ao nao-intencional, mas perigosa, a patbgenos oportunistas, colocando

em risco a saude dessa populacdo. A habilidade das bactérias patdgenas
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oportunistas de se adaptar a novos hospedeiros, persistir no meio-ambiente, resistir
a antibidticos e modificar seu perfil de viruléncia através de sistemas de quorum

sensing deve ser levada em consideragéo.
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APENDICE A - Fluxograma de Produc&o de Queijo Minas Frescal

Figura 7: Fluxograma de Producé&o de Queijo Minas Frescal
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APENDICE B - Quadro comparativo entre a RDC ANVISA n° 12/2001 e a

Portaria MAPA n° 146/1996

Quadro 2: Quadro comparativo entre a RDC ANVISA n° 12/2001 e a Portaria MAPA n° 146/1996

Tolerancia | Toleréncia para
Grupo de Alimentos Microrganismo ﬂ?nrf)lstra é;nporztsrgntativa
Indicativa | N |c|m M
Queijos de alta umidade: | Coliformes a 45°C/g 5x10° 5 | 2]10° 5x10°
>46% Estaf. coag. positiva/g 10° 5 [2]10° 10°
Queijos de muito alta | Salmonella sp/25 g Aus 5 | 0] Aus -
umidade: >55%, com
bactérias lacticas
abundantes e vidveis, | L. monocytogenes/25g | Aus 5 | 0| Aus -
<« | incluido o Minas frescal
9 | correspondente
E Queijos de muito alta | Coliformes a 45 °Cl/g 5x10° 5 | 2| 5x10 5x10°
< | umidade: >55%, incluindo | Estaf. coag. positiva/g 5x10° 5 [1]10° 5x10°
_'| os queijos de coalho com | Salmonella sp/25 g Aus 5 | 0] Aus -
8 | umidade correspondente,
g minas frescal, mucarela e
02 2gg§3|,agaecl)abo;a¢]dzci); étti):c; L. monocytogenes/25g | Aus 5 | 0| Aus -
LD) sem a acdo de bactérias
x | lacticas , ;
. ) Coliforme/g (30 °C) - 5 | 3|10 10
5 QU%JO q de mut|)to alta Coliforme/g (45 °C) - 5 | 2|10 10°
<§‘: Ilgztlici\seemc?cr)?ma 3%?2?: Estaf. coag. positiva/g - 5 2|10 10°
I . Fungos e Leveduras/g | - 5 | 2| 5x10° | 5x10°
~ | abundantes (Umidade > Sal i 175 - -
@ | 5500) almonella sp/25 g 5 10]|0
9 L. monocytogenes/25g | - 5 10]|0 -
S i g ‘o alta |-Coliforme/g (30 °C) - 5 | 2] 10° 10°
o QU%JO q € mut|)o aa TEoliformelg (45 °C) - 5 |2|5x10 | 5x10°
c | Umidade sem bactérias mgqog coag. positiva/g - 5 [ 1] 10° 5x10°
g | lacticas em forma viavel € =g 0007 oveduras/ - 5 | 2] 5x10° | 5x10°
& | abundantes (umidade > 9 9 X X
o 5506) Salmonella sp/25 g - 5 (0|0 -
g L. monocytogenes/25g | - 5 0|0 -

Fonte: Adaptado de Brasil (1996, 2001)
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APENDICE C - Sumaério gréafico da variavel temperatura de comercializaco

dos produtos (n=39)

Figura 8: Sumario gréafico da variavel temperatura de comercializacao dos produtos (n=39)
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APENDICE D - Sumaério gréafico da variavel temperatura de comercializago

das amostras (n=33)

Figura 9: Sumario gréafico da variavel temperatura de comercializagcao das amostras (n=33)
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APENDICE E - Verificac&o de especificidade de pares de primer de Gallo et al.
(2013) - Primer-BLAST - 31/03/2016

Quadro 3: Verificacdo de especificidade de pares de primer de Gallo et al. (2013) - Primer-
BLAST - 31/03/2016

Céd. acesso | Descricdo Regido de alinhamento | Tamanho | Trocas de bases
GeneBank (pb)
CP008838.1 Stenotrophomonas F: 3960671 — 3960694 278 -
maltophilia strain 13637 | R: 3960948 — 3960931
genome F: 3516819 — 3516796 278 -
R: 3516542 — 3516559
AM743169.1 Stenotrophomonas F: 424409 — 424432 278 -
maltophilia K279a | R: 424686 - 424669
complete genome, strain | F: 418745 - 418768 278 -
K279a R: 419022 - 419005
F: 4790313 - 4790290 278 -
R: 4790036 — 4790053
F: 4784649 — 784626 278 -
R: 4784372 - 784389
AF273255.1 Stenotrophomonas F: 269 — 292 278 -
maltophilia 23S ribosomal | R: 546 — 529
RNA gene, partial
sequence
CP011305.1 Stenotrophomonas F: 346855 — 346878 278 F:
maltophilia strain | R: 347132 — 347115 GCTGATTTGGTTC
ISMMS2, complete TAGGAAAACGC
genome F: 4446171 — 4446148 278 F:
R: 4445894 — 4445911 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
CP011306.1 Stenotrophomonas F: 346855 — 346878 278 F:
maltophilia strain | R: 347132 — 347115 GCTGATTTGGTTC
ISMMS2R, complete TAGGAAAACGC
genome F: 4446171 — 4446148 278 F:
R: 4445894 - 4445911 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
CP011010.1 Stenotrophomonas F: 4745167 — 4745144 278 F:
maltophilia strain | R: 4744890 — 4744907 GCTGATTTGGTTC
ISMMS3, complete TAGGAAAACGC
genome F: 4739500 — 4739477 278 F:
R: 4739223 — 4739240 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
F: 375689 — 375712 278 F:
R: 375966 — 375949 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
LM523569.1 Parastrongyloides F: 3404 — 3381 278 F:
trichosuri genome | R: 3127 — 3144 GCTGATTTGGTTC
assembly TAGGAAAACGC
P_trichosuri_ KNP,
scaffold
PTRK_scaffold0000215
LK911072.1 Brugia timori genome | F: 294 — 317 278 F:
assembly R: 571 — 554 GCTGATTTGGTTC
B_timori_Indonesia_vl 0 TAGGAAAACGC
4, scaffold
BTMF _scaffold0005901
HE798556.1 Stenotrophomonas F: 4706918 — 4706895 278 F:
maltophilia D457 | R: 4706641 — 4706658 GCTGATTTGGTTC
complete genome TAGGAAAACGC

(continua)
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(concluséo)

Cdod. acesso | Descrigcdo Regido de alinhamento | Tamanho | Trocas de bases
GeneBank (pb)
CP002986.1 Stenotrophomonas F: 373947 — 373970 278 F:
maltophilia JV3, complete | R: 374224 — 374207 GCTGATTTGGTTC
genome TAGGAAAACGC
F: 368283 — 368306 278 F:
R: 368560 — 368543 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
F: 4483702 — 4483679 278 F:
R: 4483425 — 4483442 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
F: 4478038 — 4478015 278 F:
R: 4477761 — 4477778 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
HQ616676.1 Stenotrophomonas F: 196 — 219 278 F:
maltophilia strain 06a 23S | R: 473 — 456 GCTGATTTGGTTC
ribosomal RNA gene, TAGGAAAACGC
partial sequence
CP001111.2 Stenotrophomonas F: 4510682 — 4510659 278 F:
maltophilia R551-3, | R: 4510405 — 4510422 GCTGATTTGGTTC
complete genome TAGGAAAACGC
F: 4505012 — 4504989 278 F:
R: 4504735 — 4504752 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
F: 361013 — 361036 278 F:
R: 361290 - 361273 GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC
AF175764.1 Stenotrophomonas F: 269 — 292 282 F:
maltophilia strain AU789 | R: 550 - 533 GCTGATTTGGTTC
23S ribosomal RNA gene, TAGGAAAACGC
partial sequence
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APENDICE F - Verificacdo de especificidade de pares de primer de Whitby et
al. (2000) - Primer-BLAST - 31/03/2016

Quadro 4: Verificacao de especificidade de pares de primer de Whitby et al. (2000) - Primer-BLAST —

31/03/2016
Céd. acesso | Descrigcao Regido de | Tamanho | Trocas de bases
GeneBank alinhamento (pb)
CP014274.1 Stenotrophomonas sp. | F: 4269760 — 4269775 530 -
KCTC 12332, complete | R: 4270289 — 4270271
genome F: 4264070 — 4264085 530 -
R: 4264599 — 4264581
F: 4258382 — 4258397 530 -
R: 4258911 — 4258893
F: 1850314 — 1850299 530 -
R: 1849785 — 1849803
CP011131.1 Lysobacter gummosus | F: 1026153 — 1026168 530 -
strain  3.2.11, complete | R: 1026682 — 1026664
genome F: 514038 — 514053 530 -
R: 514567 - 514549
CP012900.1 Stenotrophomonas F: 661750 — 661765 530 -
acidaminiphila strain | R: 662279 — 662261
ZAC14D2_NAIMI4_2, F: 406576 — 406591 530 -
complete genome R: 407105 — 407087
F: 58019 — 58034 530 -
R: 58548 — 58530
CP011305.1 Stenotrophomonas F: 346648 — 346663 532 -
maltophilia strain | R: 347179 — 347161
ISMMS2, complete | F: 340983 - 340998 532 -
genome R: 341514 — 341496
F: 4446378 — 4446363 532 -
R: 4445847 — 4445865
F: 4440715 — 4440700 532 -
R: 4440184 — 4440202
CP011306.1 Stenotrophomonas F: 346648 — 346663 532 -
maltophilia strain | R: 347179 — 347161
ISMMS2R, complete | F: 340983 - 340998 532 -
genome R: 341514 — 341496
F: 4446378 — 4446363 532 -
R: 4445847 — 4445865
F: 4440715 — 4440700 532 -
R: 4440184 — 4440202
CP011010.1 Stenotrophomonas F: 375482 — 375497 532 -
maltophilia strain | R: 376013 — 375995
ISMMS3, complete | F: 369815 — 369830 532 -
genome R: 370346 — 370328
F: 4745374 — 4745359 532 -
R: 4744843 — 4744861
F: 4739707 — 4739692 532 -
R: 4739176 — 4739194
LM523569.1 Parastrongyloides F: 3611 — 3596 532 -
trichosuri genome | R: 3080 — 3098
assembly
P_trichosuri_ KNP,
scaffold
PTRK_scaffold0000215
LL974006.1 Schistosoma rodhaini | F: 2384 — 2399 447 -
genome assembly | R: 2830 — 2812
S _rodhaini_Burundi,
scaffold
SROB_scaffold0016780

(continua)
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(continuacéo)

Cod. acesso | Descricédo Regiéo de | Tamanho | Trocas de bases
GeneBank alinhamento (pb)
LK911072.1 Brugia timori genome | F: 87 — 102 532 -
assembly R: 618 — 600
B_timori_Indonesia_v1_0
_4, scaffold
BTMF_scaffold0005901
CP008838.1 Stenotrophomonas F: 3960464 — 3960479 532 -
maltophilia strain 13637 | R: 3960995 — 3960977
genome F: 3517026 — 3517011 532 -
R: 3516495 — 3516513
NR_122022.1 Stenotrophomonas F: 69 -84 530 -
rhizophila strain e-p10 | R: 598 — 580
23S ribosomal RNA,
complete sequence
CP007597.1 Stenotrophomonas F: 4645855 — 4645870 530 -
rhizophila strain | R: 4646384 — 4646366
DSM14405 genome F: 4640114 — 4640129 530 -
R: 4640643 — 4640625
F: 4111760 - 4111745 530 -
R: 4111231 — 4111249
NR_076925.1 Pseudoxanthomonas F:62-77 532 -
spadix 23S ribosomal | R: 593 — 575
RNA gene, complete
sequence
NR_076594.1 Stenotrophomonas F:62-77 532 -
maltophilia strain R551-3 | R: 593 — 575
23S ribosomal RNA gene,
complete sequence
HE798556.1 Stenotrophomonas F: 403161 — 403176 532 -
maltophilia D457 | R: 403692 — 403674
complete genome F: 397501 — 397516 532 -
R: 398032 — 398014
F: 4707125 - 4707110 532 -
R: 4706594 — 4706612
F: 4701465 — 4701450 532 -
R: 4700934 — 4700952
CP003093.2 Pseudoxanthomonas F: 3413893 — 3413878 532 -
spadix BD-a59, complete | R: 3413362 — 3413380
genome
CP002986.1 Stenotrophomonas F: 373740 — 373755 532 -
maltophilia JV3, complete | R: 374271 — 374253
genome F: 368076 — 368091 532 -
R: 368607 — 368589
F: 4483909 — 4483894 532 -
R: 4483378 — 4483396
F: 4478245 — 4478230 532 -
R: 4477714 — 4477732
CP0O01111.1 Stenotrophomonas F: 4510889 — 4510874 532 -
maltophilia R551-3, | R: 4510358 — 4510376
complete genome F: 4505219 — 4505204 532 -
R: 4504688 — 4504706
F: 360806 — 360821 532 -
R: 361337 — 361319
F: 355136 — 355151 532 -
R

: 355667 — 355649
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Cod. acesso | Descricédo Regiéo de | Tamanho | Trocas de bases
GeneBank alinhamento (pb)
AM743169.1 Stenotrophomonas F: 424202 — 424217 532 -
maltophilia K279a | R: 424733 - 424715
complete genome, strain | F: 418538 — 418553 532 -
K279a R: 419069 — 419051
F: 4790520 — 4790505 532 -
R: 4789989 — 4790007
F: 4784856 — 4784841 532 -
R: 4784325 - 4784343
AF273255.1 Stenotrophomonas F:62-77 532 -
maltophilia 23S ribosomal | R: 593 — 575
RNA gene, partial
sequence
AF175765.1 Stenotrophomonas F:62-77 533 -
maltophilia strain PC760 | R: 594 - 576
23S ribosomal RNA gene,
partial sequence
AF175764.1 Stenotrophomonas F:62-77 536 -
maltophilia strain AU789 | R: 597 — 579
23S ribosomal RNA gene,
partial sequence
AF175763.1 Stenotrophomonas F:62-77 529 -
maltophilia strain AU680 | R: 590 — 572
23S ribosomal RNA gene,
partial sequence
KT865836.1 Pseudoxanthomonas sp. | F: 14 — 29 530 F:
ALBL_145 23S ribosomal | R: 543 — 525 CAGCCTGCGAAAA
RNA gene, partial GTG
sequence
KT865835.1 Pseudoxanthomonas sp. | F: 15-30 530 F:
ALBL_143 23S ribosomal | R: 544 — 526 CAGCCTGCGAAAA
RNA gene, partial GTG
sequence
KT865775.1 Pseudoxanthomonas sp. | F: 17 — 32 530 F:
ALBL_017 23S ribosomal | R: 546 — 528 CAGCCTGCGAAAA
RNA gene, partial GTG
sequence
CP008714.1 Xanthomonas translucens | F: 441659 — 441674 530 F:
pv. undulosa strain Xtu | R: 442188 — 442170 CAGCCTGCGAAAA
4699, complete genome GTG
F: 170099 — 170114 530 F:
R: 170628 — 170610 CAGCCTGCGAAAA
GTG
CP010409.1 Xanthomonas  sacchari | F: 3657687 — 3657702 527 F:
strain R1, complete | R: 3658213 — 3658195 CAGCCTGCGAAAA
genome GTG
F: 3224298 — 3224313 530 F:
R: 3224827 — 3224809 CAGCCTGCGAAAA
GTG
NR_077037.1 Xanthomonas albilineans | F: 62 — 77 530 F:
strain GPE PC73 23S | R: 591 -573 CAGCCTGCGAAAA
ribosomal RNA gene, GTG
complete sequence
FP565176.1 Xanthomonas albilineans | F: 436291 — 436306 530 F:
GPE PC73 complete | R: 436820 — 436802 CAGCCTGCGAAAA
genome GTG
F: 3692450 — 3692435 530 F:
R: 3691921 — 3691939 CAGCCTGCGAAAA
GTG
NR_076961.1 Frateuria aurantia strain | F: 59 — 74 531 R:
G-6 23S ribosomal RNA | R: 589 - 571 TTAAGCTTGCCAC
gene, complete sequence AGACAG
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Coéd. acesso
GeneBank

Descricao

Regiéo de
alinhamento

Tamanho
(pb)

Trocas de bases

CP003350.1

Frateuria aurantia DSM
6220, complete genome

F: 576518 — 576533
R: 577048 — 577030

531

R:
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG

F: 54827 — 54842
R: 55357 — 55339

531

R:
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG

F: 46195 — 46210
R: 46725 — 46707

531

R:
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG

F: 2974664 — 2974649
R: 2974134 — 2974152

531

R:
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG

CP007444.1

Dyella jiangningensis
strain SBZ 3-12, complete
genome

F: 4958101 — 4958116
R: 4958630 — 4958612

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG

F: 4554791 — 4554806
R: 4555320 — 4555302

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG

CP008884.1

Dyella  japonica
complete genome

A8,

F: 4828812 — 4828797
R: 4828283 — 4828301

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG

F: 672876 — 672861
R: 672347 — 672365

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG

NR_102579.1

Rhodanobacter
denitrificans
2APBS1 23S
RNA gene,
sequence

strain
ribosomal
complete

F:59-74
R: 588 —570

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG

CP003470.1

Rhodanobacter
denitrificans
2APBS1,
genome

strain
complete

F: 436964 — 436979
R: 437493 — 437475

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG

F: 4088370 — 4088355
R: 4087841 — 4087859

530

F:
CAGCCTGCGAAAA
GTG

R:
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG
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Quadro 5: Verificacdo de especificidade de pares de primer de Choi et al. (2013) - Primer-
BLAST - 31/03/2016

Céd. acesso | Descricdo Regido de
GeneBank alinhamento
CP008873.1 Pseudomonas aeruginosa strain F9670, complete genome F: 1752442 — 1752419
R: 1752211 — 1752230
CP008872.1 Pseudomonas aeruginosa strain X78812, complete genome | F: 6253896 — 6253919
R: 6254127 — 6254108
CP013993.1 Pseudomonas aeruginosa DHS01, complete genome F: 6686786 — 6686809
R: 6687017 — 6686998
CP013989.1 Pseudomonas aeruginosa strain  USDA-ARS-USMARC- | F: 6020919 — 6020942
41639, complete genome R: 6021150 — 6021131
CP008871.1 Pseudomonas aeruginosa strain  W45909, complete | F: 6323770 — 6323747
genome R: 6323539 — 6323558
CP008870.1 Pseudomonas aeruginosa strain W36662, complete | F: 5742345 — 5742368
genome R: 5742576 — 5742557
CP008869.1 Pseudomonas aeruginosa strain W16407, complete | F: 6540403 — 6540380
genome R: 6540172 — 6540191
CP008868.1 Pseudomonas aeruginosa strain T63266, complete genome | F: 1277511 — 1277534
R: 1277742 — 1277723
CP008867.1 Pseudomonas aeruginosa strain T52373, complete genome | F: 2119534 — 2119557
R: 2119765 — 2119746
CP008866.1 Pseudomonas aeruginosa strain T38079, complete genome | F: 3850785 — 3850762
R: 3850554 — 3850573
CP008865.1 Pseudomonas aeruginosa strain S86968, complete genome | F: 2358095 — 2358118
R: 2358326 — 2358307
CP008863.1 Pseudomonas aeruginosa strain M37351, complete genome | F: 3183401 — 3183424
R: 3183632 — 3183613
CP008864.1 Pseudomonas aeruginosa strain  W60856, complete | F: 5173567 — 5173590
genome R: 5173798 — 5173779
CP008862.1 Pseudomonas aeruginosa strain M1608, complete genome F: 4767486 — 4767463
R: 4767255 — 4767274
CP008861.1 Pseudomonas aeruginosa strain H47921, complete genome | F: 4235588 — 4235565
R: 4235357 — 4235376
CP008860.1 Pseudomonas aeruginosa strain H27930, complete genome | F: 846944 — 846967
R: 847175 — 847156
CP008859.1 Pseudomonas aeruginosa strain H5708, complete genome F: 1136466 — 1136443
R: 1136235 — 1136254
CP008858.1 Pseudomonas aeruginosa strain F63912, complete genome | F: 5698145 — 5698122
R: 5697914 — 5697933
CP008857.1 Pseudomonas aeruginosa strain F30658, complete genome | F: 4259894 — 4259917
R: 4260125 — 4260106
CP008856.1 Pseudomonas aeruginosa strain F23197, complete genome | F: 3222362 — 3222339
R: 3222131 — 3222150
CP012901.1 Pseudomonas aeruginosa strain N15-01092, complete | F: 370897 — 370874
sequence R: 370666 — 370685
CP013696.1 Pseudomonas aeruginosa strain 12-4-4(59), complete | F: 1133709 — 1133732
genome R: 1133940 — 1133921
CP013680.1 Pseudomonas aeruginosa AES-1R, complete genome F: 1463000 — 1463023
R: 1463231 — 1463212
CP013144.1 Pseudomonas aeruginosa strain Cul510, complete genome | F: 4684415 — 4684392
R: 4684184 — 4684203
AP017302.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: | F: 6506948 — 6506971
IOMTU 133 R: 6507179 — 6507160
CP013245.1 Pseudomonas aeruginosa strain VA-134, complete genome | F: 2588617 — 2588594
R: 2588386 — 2588405

(continua)
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Cod. acesso | Descricédo Regido de
GeneBank alinhamento
LN870292.1 Pseudomonas aeruginosa DK1 genome assembly | F: 5843674 — 5843697
Pseudomonas aeruginosa DK1 substr. NH57388A, | R: 5843905 — 5843886
chromosome : |
CP012679.1 Pseudomonas aeruginosa strain PA1RG, complete genome | F: 6124639 — 6124662
R: 6124870 — 6124851
CP004054.2 Pseudomonas aeruginosa PA1, complete genome F: 6122273 — 6122296
R: 6122504 — 6122485
LN871187.1 Pseudomonas aeruginosa genome assembly PAO1OR, | F: 5908949 — 5908972
chromosome : | R: 5909180 — 5909161
AP014839.2 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: | F: 6244406 — 6244429
8380 R: 6244637 — 6244618
CP012066.1 Pseudomonas aeruginosa strain F9676, complete genome F: 6306855 — 6306832
R: 6306624 — 6306643
CP012001.1 Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, complete genome F: 5948137 — 5948160
R: 5948368 — 5948349
CP011369.1 Pseudomonas aeruginosa strain S04 90 genome F: 6733032 — 6733055
R: 6733263 — 6733244
CP011317.1 Pseudomonas aeruginosa strain Carb0l 63, complete | F: 7054341 — 7054364
genome R: 7054572 — 7054553
LN831024.1 Pseudomonas aeruginosa genome assembly NCTC10332, | F: 5947591 — 5947614
chromosome : 1 R: 5947822 — 5947803
AP014651.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: | F: 6691730 — 6691753
NCGM257 R: 6691961 — 6691942
CP010555.1 Pseudomonas aeruginosa strain FRD1, complete genome F: 4669704 — 4669681
R: 4669473 — 4669492
CP007399.1 Pseudomonas aeruginosa strain F22031, complete genome | F: 2164565 — 2164588
R: 2164796 — 2164777
AP014646.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: | F: 6418843 — 6418866
NCGM 1984 R: 6419074 — 6419055
HG974234.1 Pseudomonas aeruginosa strain PSE305, genome F: 5495192 — 5495215
R: 5495423 — 5495404
CP008739.2 Pseudomonas aeruginosa VRFPAO4, complete genome F: 6450566 — 6450589
R: 6450797 — 6450778
AP014622.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: | F: 6382826 — 6382849
NCGM 1900 R: 6383057 — 6383038
CP008749.1 Pseudomonas aeruginosa PAO1H20 genome F: 5896884 — 5896907
R: 5897115 — 5897096
CP007224.1 Pseudomonas aeruginosa PA96 genome F: 6068360 — 6068383
R: 6068591 — 6068572
CP006985.1 Pseudomonas aeruginosa LESIike4 sequence F: 6155109 — 6155132
R: 6155340 — 6155321
CP006984.1 Pseudomonas aeruginosa LESIikel sequence F: 6140140 — 6140163
R: 6140371 — 6140352
CP006983.1 Pseudomonas aeruginosa LESB65 sequence F: 6158059 — 6158082
R: 6158290 — 6158271
CP006982.1 Pseudomonas aeruginosa LES400 sequence F: 6222385 — 6222408
R: 6222616 — 6222597
CP006981.1 Pseudomonas aeruginosa LESIike7 sequence F: 6098968 — 6098991
R: 6099199 — 6099180
CP006980.1 Pseudomonas aeruginosa LESIike5 sequence F: 6174404 — 6174427
R: 6174635 — 6174616
CP007147.1 Pseudomonas aeruginosa YL84, complete genome F: 1206105 — 1206082
R: 1205874 — 1205893
HG530068.1 Pseudomonas aeruginosa PA38182, complete genome F: 6085195 — 6085218
R: 6085426 — 6085407
CP006931.1 Pseudomonas aeruginosa SCV20265, complete genome F: 6348619 — 6348642
R: 6348850 — 6348831
CP006937.1 Pseudomonas aeruginosa LES431, complete genome F: 6181125 -6181148
R

1 6181356 — 6181337
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Cod. acesso | Descricédo Regido de
GeneBank alinhamento
CP006853.1 Pseudomonas aeruginosa MTB-1, complete genome F: 6212544 — 6212567
R: 6212775 — 6212756
CP004055.1 Pseudomonas aeruginosa PA1R, complete genome F: 3543624 — 3543647
R: 3543855 — 3543836
CP006832.1 Pseudomonas aeruginosa PAO1-VE13 genome F: 5896879 — 5896902
R: 5897110 — 5897091
CP006831.1 Pseudomonas aeruginosa PAO1-VE2 genome F: 5897964 — 5897987
R: 5898195 — 5898176
CP006705.1 Pseudomonas aeruginosa PAO581 genome F: 5676465 — 5676488
R: 5676696 — 5676677
CP006728.1 Pseudomonas aeruginosa c7447m genome F: 5894686 — 5894709
R: 5894917 — 5894898
CP006245.1 Pseudomonas aeruginosa RP73, complete genome F: 5973318 — 5973341
R: 5973549 — 5973530
CP004061.1 Pseudomonas aeruginosa B136-33, complete genome F: 6052772 — 6052795
R: 6053003 — 6052984
CP003149.1 Pseudomonas aeruginosa DK2, complete genome F: 5996683 — 5996706
R: 5996914 — 5996895
AP012280.1 Pseudomonas aeruginosa NCGM2.S1 DNA, complete | F: 6388614 — 6388637
genome R: 6388845 — 6388826
CP002496.1 Pseudomonas aeruginosa M18, complete genome F: 5951725 — 5951748
R: 5951956 — 5951937
FM209186.1 Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete genome | F: 6232811 — 6232834
sequence R: 6233042 — 6233023
CP000438.1 Pseudomonas aeruginosa UCPBP-PA14, complete genome | F: 6169097 — 6169120
R: 6169328 — 6169309
AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1, complete genome F: 5896884 — 5896907
R

: 5897115 - 5897096

* Todos os produtos apresentaram o tamanho esperado de 232 pb e 100% de homologia



