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Resumo

Frutas e vegetais frescos, embora sejam essenciais para uma dieta equilibrada e nutritiva,
estdo frequentemente associados a surtos de origem alimentar, pois este tipo de produto €
muitas vezes consumidos cru, sem qualquer processamento térmico que elimine ou reduza
para niveis aceitaveis a carga microbiana patogenica. Desta forma, e para que 0 consumo
deste tipo de produtos continue a aumentar, torna-se importante aumentar o controlo em

termos de seguranca alimentar em todas as fases de producéo.

O presente trabalho de investigacdo teve por objetivos estudar a ocorréncia de cinco
microrganismos patogénicos: Salmonella sp.; Escherichia coli; Staplylococcus aureus;
Listeria monocytogenes; HAV (virus da Hepatite A), em framboesas e alface a venda no
mercado portugués, otimizando uma técnica simples e rapida para detecdo desses
microrganismos nesses produtos. Também neste trabalho foi feito um estudo sobre os
habitos de consumo de produtos minimamente processados, framboesas e alface atraves de
um inquérito por questionario.

A escolha dos produtos e microrganismos a pesquisar teve por base um levantamento de

quais as contaminacdes e os hortofruticolas mais afetados nos ultimos anos.

A investigacdo iniciou-se com a pesquisa do HAV em framboesas e alface, onde ap6s uma
revisao bibliografica, foram testados quatro protocolos distintos. No entanto devido a
complexidade das técnicas para pesquisa de virus em alimentos, a falta de meios e
controlos para o desenvolvimento das respetivas técnicas, este objetivo foi abandonado.

Numa segunda fase foi otimizado um método de detecdo (PCR) para pesquisa das
bactérias patogénicas, igualmente em framboesas e alface.

Ap0s otimizacdo das condicbes de PCR, foram testados dois métodos de preparagédo da
amostra: um com um passo de rebentamento de células baseado na fervura; e outro onde
apenas se recolheu algum volume de cultura de pré-enriquecimento, tendo-se usado a
mesma diretamente para a reacdo de PCR.

Concluiu-se que apenas o primeiro método € eficiente, mas apenas para bactérias Gram-
negativas (Salmonella sp. e E. coli) uma vez que estas possuem uma parede celular fina,
capaz de ser destruida pela fervura, ao contrério das Gram-positivas (S. aureus e L.
monocytogenes).



Das amostras de framboesas e alface a venda no mercado portugués analisadas, concluiu-
se que, apesar do método ainda necessitar de alguns ajustes, apenas a amostra de alface
fresca parece ndo apresentar qualquer contaminacdo com Salmonella sp. e E. coli. Para S.
aureus e L. monocytogenes ndo foi possivel obter concluses definitivas quanto a sua
presenca nas amostras analisadas, ja& que vérios testes de confirmagdo deverdo ser

repetidos.

Relativamente aos resultados obtidos acerca do inquérito de consumo, tem-se que dos
186 inquiridos, a grande maioria consome produtos hortofruticolas minimamente
processados 1-3 vezes/semana, tendo, a grande maioria, 0 habito de os lavar com agua
antes do seu consumo, pratica esta que é aconselhada.

Quanto ao consumo de alface, a frequéncia aumenta para 3-5 vezes/semana, sendo esta
adquirida maioritariamente inteira fresca e em superficies comerciais.

Por fim o consumo de framboesas ainda é escasso, pois a grande maioria dos inquiridos
alega consumir este produto esporadicamente, sendo estas adquiridas embaladas inteiras

frescas em superficies comerciais.

Palavras-chave: Frutas e vegetais, microrganismos patogénicos, detecdo molecular,
inquérito, Seguranca Alimentar
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Abstract

Fresh fruits and vegetables, although essential to a balanced and nutritious diet, are often
associated with foodborne outbreaks, as this type of product is often consumed raw,
without any thermal processing to eliminate or reduce to acceptable levels the pathogenic
microbial load. This way, for the consumption of such products to continue to enlarge, it

becomes important to increase control in terms of food safety at all stages of production.

This research work aimed to study the occurrence of five pathogens: Salmonella sp.;
Escherichia coli; Staplylococcus aureus; Listeria monocytogenes; HAV (Hepatitis A), in
raspberries and lettuce on sale in the Portuguese market, optimizing a simple and rapid
technique for detection of these microorganisms in these products. Also in this thesis a
study on the consumption habits of minimally processed products, raspberries and lettuce
was done through a questionnaire survey.

The choice of products and microorganisms used in this research was based on a survey
which refers what are the contaminations that most affected fruits and vegetables in recente
years.

The research began with a survey of HAV on lettuce and raspberries, where after a
literature review, four different protocols were tested. However due to the complexity of
the techniques to search viruses in food, the lack of resources and controls for the
development of the respective techniques, this goal was abandoned.

In a second stage the detection method optimized (PCR) for the presence of pathogenic
bacteria, also in raspberries and lettuce.

After optimization of PCR conditions, two methods of sample preparation were tested:
the first one involved a step that consisted on the bursting of cells through boiling; and the
second one a method in which only one was collected culture volume of pre-enrichment,
and the same is used directly for PCR.

It was concluded that only the first method of sample preparation was effective, but only
for Gram-negative bacteria (Salmonella sp. and E. coli) as they have a thin cell wall,
capable of being destroyed by boiling, in contrast to Gram-positive (S. aureus and L.

monocytogenes).

vii



Samples of raspberries and lettuce on sale in the Portuguese market were analyzed, it was
concluded that, although the method still needs some tweaking, just a sample of fresh
lettuce seems to show no contamination with Salmonella sp. and E. coli. For S. aureus and
L. monocytogenes it was not possible to draw definite conclusions as to their presence in

the samples, since several confirmatory tests should be repeated.

With regard to results on the consumer survey, we have that of the 186 answers, most
consume minimally processed fruit products 1-3 times/week, with the vast majority having
the habit of washing them with water before consumption, a practice which is advised.

Regarding the consumption of lettuce, the frequency increases to 3-5 times/week,
vegetable which is acquired mainly fresh whole and in retail outlets.

Finally the consumption of raspberries is still scarce, because the vast majority of
respondents claimed to consume this product sporadically, which are acquired fresh
packaged whole in supermarkets.

Key-words: Fruits and vegetables, pathogenic microorganisms, molecular detection,
inquiry, Food Security
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Figura 3.14: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacGes de PCR, referentes a
avaliacdo da eficiéncia do método de preparacdo da amostra de alface, variando a
concentragdo “adicionada” de Salmonella sp., em que: M — Marcador de pesos
moleculares; com fervura das amostras: 1 — sem inoculo; 2 — 50ul; 3 — 100pl; 4 — 150ul; 5
— 200ul; sem fervura das amostras: 6 — sem inoculo; 7 — 50pul; 8 — 100ul; 9 — 150ul; 10 —
200pl. 11 — Controlo positivo; 12 — Controlo NegatiVo. ..........ccceveiereiereiesesesee e, 62
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avaliacdo da eficiéncia do método de preparagdo da amostra de framboesas, variando a
concentragdo ‘“adicionada” de Escherichia coli, em que: M — Marcador de pesos
moleculares; com fervura das amostras: 1 — sem indculo; 2 — 50ul; 3 — 100pl; 4 — 150ul; 5
— 200ul. 6 — Controlo positivo; 7 — Controlo negativo. Sem fervura das amostras: 8 — sem
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Figura 3.17: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacBes de PCR, referentes a
avaliacdo da eficiéncia do método de preparacdo da amostra de framboesas, variando a
concentragdo “adicionada” de Staphylococcus aureus, em que: M — Marcador de pesos
moleculares; com fervura das amostras: 1 — sem inoculo; 2 — 50ul; 3 — 100pl; 4 — 150ul; 5
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Figura 3.18: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacBes de PCR, referentes a
avaliacdo da eficiéncia do método de preparacdo da amostra de alface, variando a
concentragdo “adicionada” de Staphylococcus aureus, em que: M — Marcador de pesos
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Figura 3.20: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacGes de PCR, referentes a
avaliacdo da eficiéncia do método de preparacdo da amostra de alface, variando a
concentragdo “adicionada” de Listeria monocytogenes inoculada em amostras de
framboesas, em que: M — Marcador de pesos moleculares; sem fervura das amostras: 1 —
sem inoculo; 2 — 50pul; 3 — 100pl; 4 — 150pl; 5 — 200ul; com fervura das amostras: 6 — sem
inoculo; 7 — 50pul; 8 — 100pl; 9 — 150ul; 10 — 200ul. 11 — Controlo positivo; 12 — Controlo
0T LAY TSRS 66

Xiii


file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411854
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411854
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411854
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411854
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411854
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411854
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411855
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411855
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411855
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411855
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411855
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411855
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411856
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411856
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411856
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411856
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411856
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411856
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411857
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411857
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411857
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411857
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411857
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411857
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411858
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411858
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411858
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411858
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411858
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411858
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411859
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
file:///C:/Users/Mariana/Desktop/capaaaa.docx%23_Toc399411860
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avaliacdo da andlise quanto a presenga de Salmonella sp. em amostras de framboesas e
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amostra E; 6 — amostra F; 7 — Controlo negativo; sem Taq DNA polimerase: 8 — amostra
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1. Introdugéo

Hoje em dia, cada vez mais os consumidores optam por fazer refeicGes fora de casa
devido & ampla variedade que lhes é oferecida, bem como a facilidade de acesso a
refeicBes econdmicas e rapidas. No entanto, este tipo de refei¢des sdo ricas em calorias e
pobres nutricionalmente. Por outro lado, a influéncia de uma dieta equilibrada na satde de
um individuo € inquestionavel e € hoje universalmente aceite que frutas e vegetais sdo
componentes essenciais para uma dieta diversificada e nutritiva (Santos et al., 2012).

Este tipo de produtos contém na sua constituicdo elevados niveis de micronutrientes,
vitaminas e fibras, sendo o seu consumo recomendado por vérias organiza¢ées (WHO,
FAO, USDA, EFSA) de forma a reduzir o risco de doencas cardiovasculares e cancro
(Martin-Belloso e Soliva-Fortuny, 2011; Ramos et al., 2013).

A OMS/FAQ, e muitas outras autoridades de saude de varios paises, recomendam o
consumo de pelo menos 400g/dia/pessoa de frutas e legumes, o que equivale
aproximadamente a 5 porc¢des/dia/pessoa (FAO/OMS, 2003; WHO, sd).

Segundo um relatério da OMS sobre a iniciativa ao consumo de frutas e vegetais, até 2,7
milhdes de vidas poderiam ser salvas anualmente se existisse um consumo suficiente de
fruta e vegetais. A baixa ingestdo deste tipo de alimentos esta entre os 10 maiores fatores
de risco relacionados com a mortalidade global, estando o seu consumo relacionado com a
prevencdo de certos tipos de cancro como € o caso do cancro do pulméo, bexiga, boca,
faringe, esdfago etc. e com a regulacdo do peso (WHO, 2003).

Segundo a Balanca Alimentar Portuguesa® (2008-2012) divulgada pelo Instituto Nacional
de Estatistica (INE), ainda existe um défice na disponibilidade alimentar de “Horticolas”,
“Frutos” e “Leguminosas secas”, face ao excesso de disponibilidade alimentar de “Carne,

pescado e ovos” e “Oleos e gorduras” como representado na Figura 1.1 (INE, 2014).

'A Balanga Alimentar Portuguesa (BAP), enquanto instrumento analitico de natureza estatistica,
permite retratar as disponibilidades alimentares e sua evolucdo em Portugal, em termos de
produtos, nutrientes e calorias, e ndo a caracterizagdo dos consumos alimentares dos residentes no
pais. No entanto, dado que os coeficientes de correlacdo entre a BAP (disponibilidades alimentares)
e 0 Inquérito as Despesas das Familias - IDEF (quantidades adquiridas pelas familias residentes),
apresentaram correlagfes positivas, elevadas e estatisticamente significativas, as disponibilidades
alimentares constituem uma forma indireta de caracterizacdo do consumo alimentar.



Roda dos Alimentos Balanca Alimentar Portuguesa 2012
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Figura 1.1: Comparagdo entre as recomendacOes diarias de consumo de cada grupo da roda dos
alimentos e o que acontece na realidade. Dados de 2012 (INE, 2014).

Nos ultimos anos, muitos paises tém empreendido diversas iniciativas de forma a
incentivar os consumidores a comer uma maior quantidade deste tipo de produtos. Isto,
juntamente com a uma mudancga nas tendéncias de consumo, tais como a falta de tempo
para comprar e cozinhar alimentos, a consciéncia publica dos beneficios para a saude
associados ao consumo deste tipo de produtos, a disponibilidade de produtos de origem
vegetal todo o ano, e um aumento na variedade, tém aumentado o comércio internacional
destes produtos.

Atualmente, o consumidor apresenta uma maior preocupagdo com a Seguranga dos
alimentos que consome, sendo esta, aliada a Qualidade, nos dias de hoje a maior
preocupacdo da Industria Alimentar. Ou seja, a0 mesmo tempo que a Industria procura
satisfazer as preferéncias do consumidor, esta tenta também garantir a inocuidade dos
produtos (FIPA, 2002).

As doencas infeciosas de origem alimentar constituem uma importante causa de
morbilidade e mortalidade em todo o mundo.

A OMS estima que morram anualmente mais de 2 milhdes de pessoas por doencas
diarreicas, muitas das quais resultantes do consumo de alimentos contaminados (FAO et
al., 2005; Calhau, 2014).

A natureza global da cadeia alimentar e a maior mobilidade das populagdes conduz a que
0 risco da producdo e distribuicdo de alimentos ndo seguros possa transformar um
problema de sadde publica local num incidente internacional, com consequéncias
particularmente graves em grupos populacionais de risco (Calhau, 2014). O Surto de E.
coli O104:H4, que ocorreu na Alemanha em 2011 relacionado com rebentos de soja € um



exemplo desta globalidade que abalou a economia, as importacdes e a confianca do
consumidor, ocorrendo casos em Varios paises, dentro e fora da Unido Europeia (EFSA,
2011a).

Relativamente aos hortofruticolas, problemas ao nivel de seguranca alimentar tém vindo
a destacar-se, 0 que leva a necessidade de um maior controlo e rigor no que respeita as
medidas de prevencdo da contaminacdo destes produtos em todas as suas fases de
producdo, desde a producdo primaria a distribuicdo (“do prado ao prato”) (WHO/FAO,
1998; WHO/FAO, 2008; Martin-Belloso e Soliva-Fortuny, 2011; Veiga et al., 2012,
Alegre et al., 2013).

Atualmente vérios estudos ja foram realizados de forma a constatar quais os perigos mais
comuns neste tipo de produtos e quais 0os métodos mais eficientes de detecdo. De forma a
atuar na prevencdo da contaminacdo, varios manuais de auxilio aos produtores ja se

encontram também publicados e disponiveis a toda a comunidade.

1.1.Comercializacéo e consumo de hortofruticolas em Portugal

Com a mudanca nos habitos de vida e com o aumento da percecdo e preocupacao da
sociedade atual com a salde, a procura de produtos hortofruticolas de facil utilizacdo e
disponibilidade tem vindo a aumentar.

Hoje em dia existe uma enorme variedade de produtos hortofruticolas disponiveis todo o
ano, sejam inteiros frescos, minimamente processados, tratados com calor (por exemplo 0s
enlatados), congelados, em forma de sumos, secos, salgados, fermentados ou acidificados
(EFSA, 2013).

Na area dos produtos frescos, a procura pela comodidade e rapidez, tem proporcionado o
crescimento da comercializacdo dos produtos de IV gama. Frutas e vegetais de IV gama
(também designados por hortofruticolas minimamente processados) sdo todas as frutas e
vegetais que tenham sido fisicamente modificados a partir da sua forma original e que
incluem operagdes unitarias simples como a selecdo, descasque, limpeza, corte,
higienizacdo e embalamento, de forma a obter 100% de produto comestivel que sera
posteriormente armazenado sob refrigeracdo. O produto minimamente processado inclui
qualquer tipo de produto fresco e as suas misturas em diferentes cortes e embalagens,

mantendo, tanto quanto possivel, as caracteristicas frescas, a qualidade nutricional e



sensorial dos produtos frescos que lhe deram origem (Campotec, sd; Martins, 2007; Alves
e Sousa, 2008).

A finalidade dos produtos de IV gama ¢ oferecer ao consumidor final frutas ou horticolas
prontas a consumir que garantam a seguranca alimentar. Outras gamas existentes sdo
(Alves e Sousa, 2008):

I gama — Produtos que ndo foram submetidos a qualquer tipo de transformacdo. Estes
podem ou ndo ser embalados, mas no caso de o serem, a embalagem tem apenas a funcéo
de protecdo mecanica ou estética e nunca a funcdo de conservacéao.

Il gama — Produtos hortofruticolas comercializados em conserva. Estaveis a temperatura
ambiente e a embalagem exerce a fungdo priméria de conservacao.

I11 gama — Produtos conservados por ultracongelacéo.

V gama — Produtos pré-cozinhados, prontos a consumir, como tal, ou apds um simples
aquecimento

A fronteira entre as diferentes "gamas" nem sempre é facil de delimitar, principalmente
entre os produtos frescos e 0s minimamente processados. No mercado portugués
encontram-se alguns casos de produtos hortofruticolas que foram submetidos a processos
minimos de transformacdo e que ndo devem ser englobados na designacdo de IV gama
porque ndo se encontrarem aptos para 0 consumo imediato (prontos a consumir), como € o
caso de produtos embalados e escolhidos, mas que ndo foram lavados (Martin-Belloso e
Soliva-Fortuny, 2011; Ramos et al., 2013).

O consumo de hortofruticolas em Portugal, apesar de estar a crescer, ainda apresenta um
défice relativamente ao recomendado (400g/dia/hab). A Balanga Alimentar Portuguesa de
2008-2012 divulga a Figura 1.2 que representa o desequilibrio das disponibilidades
(equivalente ao consumo) dos grupos alimentares face ao recomendado pelas organizag0es
de salde no ano 2012 em Portugal (INE, 2014).

Relativamente a “Frutos” e a “Horticolas™ verifica-se uma disponibilidade deficitaria
para ambos 0s grupos. Ou seja, em 2012 ndo houve um adequado consumo deste tipo de
produtos face ao recomendado, ao contrério do grupo “Carne, Pescado e Ovos” que

apresentou uma disponibilidade bastante acima do consumo recomendado (INE, 2014).
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grupos alimentares face ao recomendado
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Figura 1.2: Desequilibrio das disponibilidades dos grupos alimentares face ao recomendado em
2012 (INE, 2014).

Também segundo a Roda dos Alimentos, 20,0% da nossa dieta didria deve ser
constituida por “Frutos” e 23,0% por “Horticolas”, o que ndo acontece na realidade, sendo

consumido apenas 12,0% e 15,1%, respetivamente (INE, 2014).

1.2.Qualidade e Seguranca Alimentar de produtos hortofruticolas

Muitas vezes se tem falado de Seguranca Alimentar e Qualidade, apresentando-os como
conceitos similares ou mesmo equivalentes.

Qualidade é, no entanto, muito mais do que a inocuidade dos alimentos, a que
vulgarmente se chama Seguranca Alimentar, ndo podendo, por outro lado existir sem ela.
Sendo a Qualidade o conjunto de atributos de um alimento que o tornam preferido na sua
escolha, por parte do consumidor, integra naturalmente a exigéncia da sua inocuidade,
condic&o a partida de rejeicdo, caso ndo se confirme.

No entanto esta inocuidade, por si s6 ndo garante a op¢do do consumidor. De facto um
alimento seguro ou indcuo, se ndo tiver bom sabor e ndo responder as qualidades
nutricionais, de embalamento, conservacdo, ou outras que dele espera o consumidor,
dificilmente tera a preferéncia deste ultimo (FIPA, 2002).

Ha& pois que promover a Qualidade, de forma a que a oferta do mercado corresponda ao
gue mais preferem os consumidores sem, no entanto, confundir estes dois conceitos (FIPA,
2002).



1.2.1. Qualidade Alimentar

A norma ISO 9000:2005 define Qualidade como “Grau de satisfagdo de requisitos dado
por um conjunto de caracteristicas intrinsecas” e Requisito como ‘“Necessidade ou
expectativa expressa, geralmente implicita ou obrigatéria”. Ou seja, a Qualidade ¢ o
“conjunto dos atributos e caracteristicas de um produto que estdo relacionadas com a sua
capacidade para satisfazer necessidades explicitas ou implicitas” (Almeida, 2005; ISO
9000:2005).

Para os consumidores, a qualidade é um conceito subjetivo, sendo o mais importante, o
aspeto, a frescura e a textura que o produto apresenta no momento da compra e
posteriormente as caracteristicas organoléticas (sabor e aroma), nutricionais e higio-
sanitarias (Veiga et al., 2012).

Para o consumidor, o termo “Qualidade”, ¢ dividido em duas vertentes: as caracteristicas
intrinsecas que estdo diretamente relacionadas com o produto (aspeto, frescura, tamanho,
defeitos, forma, homogeneidade, cor, brilho, sabor, aroma, valor nutritivo, vitaminas,
minerais, fibra, estado microbioldgico, residuos de pesticidas, produtos de limpeza e
desinfecdo) e as caracteristicas exdgenas, as quais nada tem a ver com o produto
propriamente dito, mas sim com: a apresentacdo, a identificacdo, a facilidade para
consumir de imediato, a correspondéncia com uma determinada marca e a relagdo
preco/qualidade.

De um modo geral estas caracteristicas estdo regulamentadas por normas de
comercializacdo como por exemplo: produtos isentos de defeitos, de humidades, de odores,
de sabores estranhos, limpos, séos e divididos pelo seu calibre (Veiga et al., 2012).

Com a mudanca nas tendéncias de consumo, 0s requisitos do consumidor comegam a
basear-se num alimento seguro, nutritivo, saudavel, mais natural, fresco, com alta
qualidade e mais conveniente. De forma a atender as espectativas do consumidor, a
indUstria comega a arranjar alternativas para diminuir o processamento, reduzir aditivos
sintéticos, diminuir a quantidade de acUcares, gorduras, sal e reduzir/eliminar
microrganismos deterioradores e patogénicos. Dai o aparecimento do conceito de produto
minimamente processado.

As frutas e horticolas frescos e de IV gama, tratando-se de tecidos vivos, destacam-se
pela sua perecibilidade e pela importancia que a aparéncia de frescura tem na sua

qualidade, e consequentemente na aptiddo comercial. Os produtos hortofruticolas em



natureza caracterizam-se por apresentarem qualidade maxima a colheita. Ao longo da
cadeia de distribuicdo a qualidade tende a diminuir, sendo que a perda de qualidade
implica elevados prejuizos para os diferentes intervenientes da cadeia (Almeida, 2005).

Sé&o diversos os fatores condicionantes da manutencdo da qualidade na pos-colheita dos
produtos hortofruticolas. Muitos destes fatores s&o inerentes ao produto enquanto outros
sdo consequéncia da operacdo de colheita. Depois de colhido, o produto fica privado de
agua e nutrientes responsaveis por contrariar a senescéncia (envelhecimento). Assim
sendo, 0 ambiente de armazenamento tera um papel determinante na velocidade com que
ocorre a deterioracdo do produto.

De modo a reduzir as perdas de qualidade até ao consumo, os produtores e distribuidores
devem em primeiro lugar, conhecer e entender os fatores bioldgicos e ambientais
envolvidos na deterioracdo deste tipo de produtos e usar técnicas pos-colheita que atrasem
a senescéncia e mantenham a melhor qualidade possivel, como a utilizacdo de uma correta

conservacao (Pinto e Morais, 2002).

1.2.2. Seguranca Alimentar

A norma ISO 22000:2005 define Segurancga alimentar como “Conceito de que um género
alimenticio ndo causara dano ao consumidor quando preparado e/ou ingerido de acordo
com a utilizagdo prevista” (ISO 22000:2005).

Os perigos alimentares decorrentes do consumo de hortofruticolas estdo relacionados
com possiveis contaminag6es de origem quimica, fisica e bioldgica.

Os perigos quimicos podem ser inerentes ou ndo aos produtos hortofruticolas, uma vez
gue existem substancias quimicas naturais que podem colocar em risco a saude de alguns
consumidores (exemplos: glicoalcaldides (solanina) em batata; toxinas de origem flngica
(micotoxinas) em frutos secos, entre outros) e outras substancias quimicas que podem
contaminar os alimentos por mas praticas agricolas, de producéo ou higiene (residuos de
produtos fitofarmacéuticos, residuos de detergentes e desinfetantes, contaminagdo por
lubrificantes dos equipamentos, entre outros) (Veiga et al., 2012).

Os perigos fisicos, embora em menor escala, também podem ocorrer, sendo resultado de
objetos estranhos como pedras, pecas metalicas, vidros, terra, entre outros (Veiga et al.,
2012).



Neste trabalho de investigacdo, serdo abordados os perigos provenientes de
contaminagdo bioldgica. No entanto as restantes origens de possiveis contamina¢Ges ndo
devem ser esquecidas.

Ao contrario de outros tipos de processamento, como a congelacdo ou conserva, 0S
produtos frescos e minimamente processados, ndo sofrem qualquer tratamento térmico
capaz de eliminar ou reduzir para niveis aceitdveis a carga microbiana patogénica
(Lamikanra, 2002).

Desta forma, é importante que exista um controlo rigoroso em todas as etapas de fabrico
destes produtos, desde a produgdo primaria até a distribuicéo.

A producgdo da maioria dos hortofruticolas envolve atividades de pré-colheita e pos-
colheita, como a preparacdo do campo, plantacdo, crescimento, irrigacdo, fertilizacéo,
colheita, processamento, armazenamento e transporte. No entanto, as praticas de producéo
variam dependendo do produto, e por isso os produtores necessitam de avaliar as préaticas
agricolas para cada area de producdo primaria especifica, de forma a garantir a producéo
de frutas e legumes seguros.

Além disso, o0s riscos microbianos e as fontes de contaminacdo também podem variar
significativamente consoante o tipo de culturas, os sistemas de producdo e as praticas
agricolas (EFSA, 2013).

Hoje em dia os consumidores ja comegcam a ter consciéncia dos problemas relativos a
seguranca alimentar e comegam a procurar produtos mais seguros.

No caso das frutas e vegetais, comegcam agora a ser estudados novos métodos que visam
a eliminacdo microbiana e que englobam processos ndo térmicos, com tratamentos
baseados em ozono, radiagdo ultravioleta, luz pulsada etc. (Goodbum e Wallace, 2013;
Ramos, 2013).

A WHO/FAO langou em 2008 um Relatdrio sobre Perigos Microbioldgicos em Frutas e
Vegetais Frescos (Meeting Report — Microbiological Hazards in Fresh and Vegetables),
onde categoriza os produtos frescos em 3 niveis de prioridades em termos de seguranca
alimentar. Como prioridade de Nivel 1, e portanto com maior preocupacdo em termos de
seguranca alimentar, encontram-se os vegetais de folhas verdes. No Nivel 2 as bagas,
meldo, tomate, cebolinho e sementes, e por fim no Nivel 3, todos os outros produtos
frescos. Esta categorizacdo tem em conta: frequéncia e gravidade da doenca; tamanho e
escopo de producdo; diversidade e complexidade da cadeia de producdo e da industria;
potencial para multiplicacdo do patogénico de origem alimentar; potencial para o controlo



do patogénico; extensdo do comércio internacional e impacto econémico (WHO/FAO,
2008;Veiga et al., 2012; Goodbum e Wallace, 2013).

Desta forma, e ap6s varias pesquisas na literatura e na plataforma RASFF? acerca da
frequéncia do aparecimento de surtos/casos pontuais e de ocorréncias de contaminagoes
com microrganismos patogénicos em produtos hortofruticolas, foram escolhidos dois tipos
de produtos para analise da sua inocuidade ao nivel de determinados microrganismos

patogénicos: framboesas (referente ao Nivel 2) e alface (referente ao Nivel 1).

1.2.2.1.Principais Microrganismos

Frutas e vegetais tém diferentes morfologias e funcdes metabdlicas e, consequentemente
proporcionam diversos nichos ecolégicos para 0s microrganismos. A presenca e 0 nUmero
de microrganismos variam consoante o tipo de produto, praticas agricolas, area geogréfica
de producéo e condicdes meteoroldgicas antes da colheita (Ramos et al., 2013).

No caso particular das frutas e vegetais, a microflora natural é geralmente ndo patogénica
e pode estar presente no momento de consumo. No entanto durante o crescimento, colheita,
transporte, processamento e manuseio, ou até mesmo em casa do consumidor, os produtos
podem ser contaminados com agentes patogénicos de fonte ambiental, humana ou animal,
comprometendo assim a saude publica (European Commission, 2002; Lamikanra, 2002).

Bactérias de deterioracdo (como por exemplo Pseudomonas, Erwinia e Enterobacter),
leveduras (como por exemplo Saccharomyces e Candida) e bolores (como por exemplo
Penicillium, Fusarium e Aspergillus) dominam a microflora em frutas e vegetais crus. No
entanto, a presenca ocasional de bactérias patoginicas, parasitas e virus capazes de causar
infecdo em humanos tém vindo a aparecer. (Lamikanra, 2002; Martin-Belloso e Soliva-
Fortuny, 2011; Alegre et al., 2013; Ramos et al., 2013).

Ao longo dos anos a incidéncia de surtos relacionados com este tipo de produtos tem
aumentado. S8o varios 0s patogénicos mais frequentes e de interesse: Salmonella sp.;
Shigella spp.; Escherichia coli; Listeria monocytogenes; Virus (Hepatite A e Norovirus);

Parasitas (por exemplo Cryptosporidium spp. e Cyclospora spp.). Existem também alguns

2 O Sistema de Alerta Rapido — RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) — é uma
ferramenta que possibilita a troca permanente de informacdo atualizada sobre ocorréncias de
perigos sanitarios nos géneros alimenticios e nos alimentos para animais, bem como sobre 0s
resultados das medidas adotadas para controlar as situacGes detetadas e das respetivas acgdes de
seguimento desencadeadas (Almeida e Bernardo, 2007).



patogénicos menos frequentes mas com possivel interesse: Campylobacter; Staplylococcus
aureus; Clostridium spp; Bacillus cereus; Yersinia enterocolitica; Vibrio spp. (WHO/FAO,
1998; Lamikanra, 2002; Martin-Belloso e Soliva-Fortuny, 2011; Olaimat, Holley, 2012;
Ramos et al., 2013).

Apesar do aumento de surtos, a proporcdo de surtos alimentares atribuida a frutas e
legumes é relativamente baixa em compara¢do com produtos de origem animal e outros
produtos prontos a consumir, no entanto quando ocorrem a gravidade pode ser bastante
severa, como ilustrado pelo surto de Escherichia coli de serotipo 0104:H4 na Alemanha
em 2011, relacionado com rebentos de soja e que provocou varios mortos (WHO/FAO,
1998; EFSA, 2011a; Martin-Belloso e Soliva-Fortuny, 2011; Goodbum e Wallace, 2013;
EFSA, 2013; Ramos et al., 2013).

De entre 0s microrganismos patogénicos mais comuns e de maior interesse para 0S
produtos selecionados, foram escolhidos cinco: Salmonella sp, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e virus da hepatite A.

Salmonella

Salmonella é uma bactéria Gram-negativa, que estd amplamente distribuida na natureza.
Faz parte da flora intestinal normal de alguns animais, como insetos, passaros e animais
domeésticos e nestes causa salmonelose, podendo depois manter-se no animal, tornando-o
apenas portador da bactéria. No caso dos humanos, estes podem tornar-se portadores da
bactéria ap6s uma infecdo provocada pela mesma.

E transmitida através da via fecal-oral, apds o contacto com &gua contaminada ou
alimentos contaminados.

Dependendo da espécie envolvida, as infe¢des por Salmonella podem causar diferentes
sintomas. Os sintomas caracteristicos incluem: diarreia, nauseas, dor abdominal, febre
branda e calafrios, algumas vezes vomitos, dor de cabeca e fraqueza, desaparecendo
normalmente entre 4 a 7 dias. Bactérias como Salmonella typhi e Salmonella paratyphi A,
B e C produzem febre tifoide, colocando o individuo em risco de vida (WHO/FAO, 1998;
Forsythe, 2002; ASAE, 2014).

Escherichia coli

A Escherichia coli é comum na microflora normal do trato intestinal de seres humanos e

outros animais de sangue quente. A maioria dos serogrupos de E. coli faz parte da flora
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comensal do intestino dos mamiferos. No entanto, certos serotipos sdo patogénicos para o
Homem e para outros animais, e estes ndo sdo considerados como fazendo parte da flora
intestinal normal. As estirpes que causam doenca diarreica sdo classificadas em grupos
com base em propriedades de viruléncia, mecanismos de patogenicidade, sintomas clinicos
e caracteristicas antigénicas.

Dentro dos diferentes grupos de E. coli, destaca-se a E. coli enterohemorragica (EHEC)
que coloniza o trato intestinal e produz verotoxinas, que podem provocar uma colite
hemorragica, sendo este o grupo de maior preocupacao e onde se inclui a E. coli O157:H7.
As bactérias do género E. coli sdo bactérias Gram-negativas e a transmissdo das infecdes
seguem principalmente trés vias: o contacto direto com animais, 0 contacto com humanos e
0 consumo de alimentos contaminados.

Os sintomas dependem da estirpe envolvida (WHO/FAO, 1998; Lamikanra, 2002).

Staphylococcus aureus

As intoxicacOes causadas por Staphylococcus aureus resultam da ingestdo de uma toxina
prée-formada em alimentos contaminados com este microrganismo. Apesar destas
intoxicagOes ndo serem particularmente severas, sdo muito frequentes, podendo ocorrer
isoladamente ou em surtos.

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, e os humanos séo a principal fonte de estirpes
produtoras de enterotoxinas, estando estas presentes nas vias nasais, na garganta, no cabelo
e na pele. Por essa razao, alimentos que requerem manipulacdo durante a preparacdo, ou
apos processamento, estdo frequentemente envolvidos nestas intoxicagdes.

Tendo em conta que a producdo da toxina ocorre a temperaturas entre os 10 e 45°C,
muitas das intoxicacOes causadas por esta bactéria ocorrem porque o alimento ndo foi
mantido quente (60°C ou mais), ou frio o suficiente (menos de 7°C).

Este organismo ndo possui uma grande capacidade de competi¢cdo com outras bactérias e,
por isso, raramente causa doengas alimentares ap0s ingestdo de alimentos crus (frutas e
vegetais), pois estes possuem uma microflora natural ndo patogénica e portanto esta
bactéria é, normalmente, incapaz de se desenvolver de modo a produzir a toxina.

Os sintomas de intoxicagé@o por S. aureus surgem, dependendo da quantidade de toxina
ingerida, entre 1 e 7 horas apés o consumo do alimento contaminado sendo 0s mais
comuns: nauseas, vomitos e dores abdominais, e podem durar até 48 horas (Forsythe,
2002; Abraham et al., 2012; ASAE, 2014).
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Listeria monocytogenes

E uma bactéria Gram-positiva de distribuicio ubiquitaria. Pode ser encontrada no solo,
vegetais, carne e peixe. Adicionalmente, os animais e 0 Homem podem ser portadores
assintomaticos da bactéria. Assim, a contaminacdo de matérias-primas e de alimentos nédo
processados é frequente.

A listeriose € essencialmente transmitida através do consumo de alimentos
contaminados, ou pela contaminacdo do recém-nascido durante o parto, por infecédo
cruzada e pelo contacto com animais.

Pode ser fatal para alguns individuos, como imunodeficientes, gravidas, recém-nascidos
e criancas.

Possui uma grande versatilidade de crescimento em alimentos que se encontram a
temperaturas refrigeradas, como por exemplo em alimentos que sdo cozinhados e depois
mantidos durante longos periodos em frigorificos.

Nos adultos e nos recém-nascidos, as manifestacdes clinicas de listeriose descritas com
maior frequéncia sdo septicémia e/ou infecfes meningeas. Nas gravidas, a infecdo ocorre
geralmente no terceiro trimestre de gestacdo e os sintomas confundem-se com os de uma
gripe (Lamikanra, 2002; ASAE, 2014).

Virus da Hepatite

Existem pelo menos sete virus da hepatite, designados de A a G. A hepatite viral € uma
doenca sistémica em que o 6rgdo alvo &, primordialmente, o figado. Embora o figado seja
0 6rgdo-alvo de todos eles, eles diferem bastante na sua estrutura, modo de replicacéo,
forma de transmissdo e evolugdo da doenca por eles causada. Todos eles séo facilmente
transmissiveis, uma vez que os individuos infetados sdo contagiosos antes de apresentarem
sintomas ou até mesmo na auséncia destes. Cada um dos virus da hepatite infeta e lesa o
figado causando os classicos sintomas ictéricos e a libertacdo de enzimas hepéticas. No
entanto grande parte das infecGes hepaticas cursa assintomaticamente ou apresenta um
quadro clinico ligeiro, a qual pode passar despercebida ao proprio doente (Murray et al.,
2000; Canas e Sousa, 2002; Forsythe, 2002).

12



Estrutura/constituicdo do virus da hepatite A:

O virus da hepatite A (HAV) é causado por um picornavirus (pico “pequeno”; rna “acido
ribonucleico”), um virus de ARN, do género hepatovirus. Foi descoberto pela primeira vez
em 1973 e existe apenas um serotipo (é o unico hepatovirus).

Estruturalmente este virus é constituido por uma tnica molécula de ARN rodeado por um
capsideo ecosaedrico sem envelope.

Um aspeto muito importante que distingue o HAV de outros picornavirus é a sua
excecional estabilidade que permite a sua manutencéo e propagacao na populacdo (Murray
et al., 2000; Canas e Sousa, 2002).

Patogenia/Manifestacdes clinicas:

A hepatite A é uma infecdo do figado que, normalmente é uma doencga leve caracterizada
por sintomas semelhantes a gripe, como perda de apetite, fadiga, desconforto abdominal e
febre. Mais tarde podera ocorrer a ictericia, o que indica dano no figado. A ictericia leva o
paciente a apresentar a pele e mucosas amareladas e dura entre 2 a 3 semanas.

Felizmente, este tipo de hepatite raramente € fatal (taxa global de mortalidade varia entre
0,1% e 1%, sendo maior a medida que a idade aumenta e maior em doentes hepaticos), e a
recuperacgdo ocorre gradualmente num periodo de duas a seis semanas.

A doenca é geralmente mais grave quanto mais velha a pessoa é, e criancas infetadas
menores de 6 anos ndo experimentam, normalmente, sintomas percetiveis.

As manifestagdes clinicas da infe¢do pelo HAV sintomético podem variar de uma doenca
aguda (com ou sem ictericia) para hepatite fulminante, tendo esta Ultima uma elevada taxa
de mortalidade mas uma incidéncia bastante baixa. Nos casos assintomaticos a infecdo
apenas pode ser reconhecida pela detecdo de alteracbes bioquimicas ou soroldgicas no
sangue (Murray et al., 2000; Canas e Sousa, 2002; Pereira e Gongalves, 2003).

Apos a infe¢cdo com o virus, este quando atinge o trato intestinal, infeta as células
superficiais da parede intestinal e dissemina-se para as celulas adjacentes, invadindo a
corrente sanguinea e posteriormente o figado onde se liga a recetores especificos nos
hepatdcitos (células encontradas no figado capazes de sintetizar proteinas).

O genoma viral liberta-se do capsideo, inicia a replicacdo viral e € excretado na bilis para
as fezes (Canas e Sousa, 2002).

A forma aguda da hepatite A apresenta varias etapas. A Figura 1.3 representa a evolucéao
cronoldgica de alguns dos marcadores da infe¢do pelo HAV.
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Figura 1.3: Evolugdo de alguns dos marcadores da infegdo pelo virus da hepatite A. Sintomas,
aspetos imunolégicos e bioldgicos (Canas e Sousa, 2002).
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2)

3)

4)

5)

O periodo de incubacdo (tempo que decorre desde a exposi¢cdo ao virus até ao
aparecimento dos sintomas) é, em média, de 4 semanas (2 a 7 semanas), sendo
diretamente proporcional a quantidade do indculo.

A fase prodrémica (conjunto de sinais e sintomas que prenunciam uma doenga ou uma
alteracdo da normalidade organica) pode durar desde varios dias até mais do que uma
semana. O virus comeca a ser eliminado pelas fezes nesta etapa.

A fase ictérica, que pode ou ndo ocorrer, comeca dentro de 10 dias apds os sintomas
iniciais e a febre normalmente melhora ap6s os primeiros dias de ictericia. E,
normalmente, nesta fase que os pacientes procuram ajuda médica.

A virémia (presenca do virus no sangue) termina pouco depois da hepatite se
desenvolver, embora as fezes permanecem infeciosas por mais 1-2 semanas.

Periodo de convalescenca em que a recuperacdo € lenta mas normalmente completa. A
reincidéncia ocorre em 3-20% dos paciéncias, 4-15 semanas ap0s 0s sintomas terem

desaparecido (Murray et al., 2000; Canas e Sousa, 2002; WHO, 2002).

O pico da infetividade ocorre durante o periodo de 2 semanas que antecede o inicio da

ictericia e diminui durante a semana apds o inicio da ictericia. Em pessoas sem ictericia, o

pico da infetividade provavelmente ocorre com o aumento da concentragdo de alanina

aminotransferase (ALT — enzimas libertadas no sangue quando ha dano nas membranas do

hepatdcito). A virémia pode ser detetada antes do aumento de concentracdo de ALT, e 0s
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niveis de ARN de HAV muitas vezes permanecem detetaveis, mesmo ap0ds o nivel ALT ter
normalizado e os sintomas tenham desaparecido (Murray et al., 2000; Canas e Sousa,
2002; Fiore, 2004).

Diagndstico:

O diagnostico da infecdo por HAV ¢é geralmente estabelecido com base na evolugdo
cronoldgica dos sintomas clinicos, na identificacdo de uma fonte infetada conhecida e, com
mais seguranca, nos resultados fornecidos por testes soroldgicos especificos.

Por rotina, o diagnostico é feito através da pesquisa de anticorpos especificos da classe
IgM  (Imunoglobulina M) através de Imunoensaio de fase solida (ELISA) ou
Radioimunoensaio (RIA), disponiveis em Kits comerciais. Estes anticorpos aparecem no
soro cerca de 3-7 semanas ap0s O contdgio, e sdo quase sempre detetaveis quando
aparecem o0s sinais e sintomas da doenca. Os anticorpos IgM mantém-se, normalmente,
durante 2-6 meses apds a infecdo e a sua detecdo € sindénimo de infecdo pelo virus HAV.

Durante a fase de convalescenca, aparecem também anticorpos da classe IgG
(Imunoglobulina G), os quais permanecem detetaveis indefinidamente e conferem
imunidade a hepatite A para o resto da vida (Murray et al., 2000; Canas e Sousa, 2002;
WHO, 2000; Fiore, 2004).

Transmiss&o:

A transmissdo pode ocorrer por via fecal-oral, por contato direto com uma pessoa
infetada ou pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados com HAV. Ocasionalmente
também pode ser adquirida por contacto sexual ou transfusfes de sangue.

A dose minima infeciosa necessaria para provocar infecdo em seres humanos nao é
conhecida, mas é defendido que uma pequena dose é suficiente para causar infecdo via
oral.

A contaminacdo de alimentos com HAV pode ocorrer de varias maneiras diferentes:
frutas e vegetais cultivados e/ou irrigados com materiais contaminados com fezes, marisco
cultivado e colhido de aguas poluidas por residuos fecais, processamento e preparacdo de
alimentos em equipamentos contaminados, manipuladores de alimentos infetados ou com
falta de higiene. Estabelecimentos alimentares com mas condigdes sanitarias e sistemas de

eliminacdo de residuos inadequados, juntamente com praticas de fabricacdo insatisfatdrias,
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podem também contribuir para a contaminacao dos alimentos (Hui et al., 2001; Rodriguez-
Lazaro et al., 2012).

Até a data ndo foi identificado um ponto especifico de cultivo, colheita ou processamento
em que a contaminagdo ocorre, pois esta pode acontecer por vérias fontes e em vérias
etapas. Torna-se assim importante desenvolver uma melhor compreensdo de como a
contaminacdo de produtos frescos ocorre e por que certos produtos sdo mais propensos,

tornando-se assim mais facil o seu controlo e prevencéo (Fiore, 2004).

1.2.2.2.Mecanismos de contaminacao e prevencao

Segundo a alinea 2, do ponto Il, da Parte A, do Anexo |, do Regulamento (CE)
n°852/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho de 29 de Abril de 2004, relativo a
higiene dos géneros alimenticios, os operadores das empresas do sector alimentar devem
assegurar, tanto quanto possivel, que os produtos da produgdo priméaria sejam protegidos
de contaminacOes, atendendo a qualquer transformacdo que esses produtos sofram
posteriormente.

De forma geral, a sobrevivéncia, o crescimento e multiplicacdo de microrganismos nos
alimentos depende de varios fatores, que podem ser intrinsecos, se estiverem associados ao
préprio alimento (como a,; pH; composi¢do nutricional, entre outros) ou extrinsecos
guando associados ao ambiente que o rodeia (como a temperatura e humidade) e aos
processos utilizados desde a sua germinagéo até chegar ao local de preparacdo (European
Commission, 2002).

Os limites minimos para o crescimento de patogénicos devem ser tidos em conta e
encontram-se resumidos num parecer do Painel cientifico da EFSA sobre Riscos
Bioldgicos (Painel BIOHAZ) publicado em 2012 e intitulado “Scientific Opinion on Public
health risks represented by certain composite products containing food of animal origin”
(EFSA, 2012; EFSA, 2013).

A producdo de generos alimenticios implica uma visdo integrada desde a producao
primaria até ao consumidor final, “do prado ao prato”, onde 0s produtos hortofruticolas
ndo sdo excecdo (item n.°1 do capitulo I do Regulamento (CE) N.° 852/2004 de 29 de
Abril).
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Os produtos hortofruticolas sdo cultivados e colhidos sob uma variadissima gama de
condicBes climatéricas e geogréaficas, utilizando-se diferentes tipos de producdo e de
equipamentos. Assim sendo, os perigos bioldgicos, quimicos e fisicos variam com esses
fatores.

Condicdes e medidas tomadas durante a pré-colheita, colheita e pds-colheita afetam a
contaminagdo microbiana de frutas e vegetais, e devem ser tidas em conta de forma a
minimizar o risco de contaminagdes. Assim as fases a considerar, neste tipo de produtos,
tendo em conta o0 conceito “do prado ao prato” incluem: producdo primaria (cultivo);
colheita, armazenamento e transporte; processamento industrial; comercializagdo;
consumidor final (European Commission, 2002; Veiga et al., 2012).

A Figura 1.4 resume 0S mecanismos potenciais pelos quais 0S microrganismos

patogénicos podem contaminar frutas e vegetais frescos.
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Figura 1.4: Mecanismos pelos quais frutas e vegetais frescos podem ser contaminados com
microrganismos patogénicos (WHO/FAO, 1998; Martin-Belloso e Soliva-Fortuny, 2011).

De um modo geral, na produgéo primaria, alguns aspetos a ter em conta de forma a evitar
contaminagOes sdo: historial do campo e terras adjacentes (antes das sementeiras ou
plantacbes deve avaliar-se a possivel presenca de contaminantes resultantes de produgdes
anteriores); fertilizantes (se foram utilizados incorretamente podem ser uma fonte direta ou
indireta de microrganismos); agua utilizada (é importante ter atencdo a origem da agua
utilizada, pois esta deve estar isenta de contaminagdes); controlo animal (é necessario ter
atencdo & presenca de pragas, infestantes e animais selvagens, tentando precaver ou
minimizar a sua presenca) (European Commission, 2002; Veiga et al., 2012; EFSA, 2013).

17



Enquanto na producdo priméria a preocupacdo com a qualidade sanitaria esta
principalmente associada a fatores relacionados com o campo, na colheita e pds-colheita, a
introducdo do contato humano e mecénico tem tido maior impacto na seguranca
microbiologica de produtos frescos (Bastos, 2006; EFSA, 2013).

A fase da colheita deve ser realizada quando o produto atinge um estado de maturacéo
adequado, ou seja, um estado que permitird ao produto chegar ao mercado com as
caracteristicas desejadas pelo consumidor.

Durante as etapas seguintes a producdo primaria, € importante que sejam prevenidas
contaminagdes cruzadas e o produto seja manuseado, transportado e armazenado em
condicbes de temperatura, humidade, higiene e seguran¢a adequadas (European
Commission, 2002; Bastos, 2006; EFSA, 2013).

Quando o consumidor final adquire um género alimenticio deve ter a consciéncia que é o
elo final de uma cadeia e, como tal, também ele deve estar desperto para cumprir com
determinados procedimentos que Ihes garantam o consumo de um produto seguro. Esses
procedimentos incluem, para além do descrito no rétulo, armazenar o produto
adequadamente, de forma a que este ndo seja contaminado com outros produtos e/ou
utensilios, evitar contaminagdes cruzadas, ter uma boa conduta de higiene, entre outros
(EFSA, 2011b; Veiga et al., 2012).

Ferramentas de Gestdo da Seguranca Alimentar

Embora a Segurancga seja uma componente da Qualidade, a garantia da seguranca e a
garantia da qualidade é frequentemente efetuada por programas distintos, embora
complementares.

Para essa seguranca ser alcancada, algumas ferramentas de gestdo sdo adotadas na cadeia
de producdo de alimentos. Na producéo de hortofruticolas, tém-se recomendado as Boas
Préticas Agricolas (BPA), Boas Praticas de Fabrico (BPF) e Higiene (BPH) e o Sistema de
Anadlise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (HACCP) (EFSA, 2011b).

De acordo com o ponto 1, do Artigo 1.°, do Capitulo I, do Regulamento (CE) n°852/2004
do Parlamento Europeu e do Conselho de 29 de Abril de 2004, relativo a higiene dos
géneros alimenticios, os operadores do sector alimentar sdo 0s principais responsaveis pela
seguranca dos géneros alimenticios, devendo aplicar os procedimentos baseados nos
principios de HACCP, tendo como ponto de partida a implementacdo dos codigos de boas

praticas de higiene.
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As BPA sdo um conjunto de normas e orientagdes, que visam auxiliar os agricultores,
para se atingir o padrdo de identidade e qualidade da matéria-prima.

As BPF e BPH séo um conjunto de principios e regras para o correto manuseamento de
alimentos, abrangendo desde as matérias-primas até ao produto final, de forma a garantir a
seguranca e integridade do consumidor. As BPF e BPH foram desenvolvidas por governos,
pelo Comite de Higiene de Alimentos do Codex Alimentarius (FAO/WHO) e por industrias
de alimentos, muitas vezes em colaboragdo com grupos de inspecédo e controlo (Almeida,
2005; Bastos, 2006; Tiago, 2010).

O sistema HACCP é um sistema que tem como objetivo garantir a seguranca dos
alimentos através da identificacdo dos perigos associados ao seu manuseamento e das
medidas adequadas ao seu controlo.

Deve assim ser encarado como uma ferramenta de analise e prevencao de perigos ligados
ao processamento alimentar e ndo para o controlo apenas do produto final.

Este sistema de autocontrolo pode ser aplicado ao longo de toda a cadeia alimentar,
desde a producdo priméaria até ao consumidor final, e a sua implementacdo deve ser
orientada por evidéncias cientificas dos perigos para a satde publica (Baptista et al., 2003;
Vaz et al., 2010).

Por ser um sistema bastante flexivel, no caso dos hortofruticolas, em que o
processamento pode ser bastante simples (como nos minimamente processados ou frescos),
este sistema pode ser implementado de forma simplificada. Em certos casos, as boas
praticas por si s6 conseguem garantir a seguranca de forma eficaz. Nestes casos, deve-se
considerar que a obrigacdo nos termos do ponto 1, do Artigo 5.°, do Capitulo II, do
Regulamento (CE) n°852/2004 que se refere & obrigatoriedade de implementacdo de um
processo ou processos baseados nos principios HACCP, foi cumprida (Comissdo das

Comunidades Europeias, 2005).

Véarios manuais com recomendacdes gerais, e algumas especificas, estdo disponiveis para
auxiliar os agricultores na producdo de hortofruticolas seguros para a saiude humana. De
entre eles destaca-se “Guide to Minimize Microbial Food Safety Hazards for Fresh- Fruits
and Vegetables” publicado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (FDA)
em 1998, e o “Code of Higienic Practice for Fresh Fruits and Vegetables” pertencente ao
Codex Alimentarius (FDA, 1998; European commission, 2002; Codex Alimentarius
Commission, 2003; Olaimat e Holley, 2012).
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Para que estas recomendacfes sejam postas em pratica corretamente, € importante que
todos os manipuladores recebam formacdo basica sobre essas mesmas praticas, como

mencionado no ponto 1, do Capitulo XII, do Anexo Il, do Regulamento (CE) n°852/2004.

1.2.3. Epidemiologia

Doencas de origem alimentar causadas por alimentos de origem n&o animal
contaminados com bactérias patogénicas, virus e parasitas sao um importante problema de
salde em todo o mundo.

De acordo com o “Preliminary Annual Report” publicado em 2013 pela plataforma
RASFF, de um modo geral, em 2013, a categoria de perigo com mais notificacGes foi a de
“Microrganismos Patogénicos” (774 notificacbes) e a categoria de produtos com mais
notificacBes foi “Frutas e Vegetais” (642 notificacdes), sendo a Salmonella o patogénico
mais frequente, como ilustrado pela Figura 1.5. No entanto, Portugal continua a ser dos
paises da Unido Europeia com menos notificagdes (40 notificagdes em 2013) (RASFF,

2013). Resta no entanto saber se por falta de dados ou se por auséncia de contaminacdes.
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Figura 1.5: Patogénicos com mais notificacbes em frutas e vegetais em 2012 e 2013 (RASFF,
2013).
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O relatério cientifico da AIT “Food of plant origin: production methods and
microbiological hazards linked to food-borne disease. Reference:
CFT/EFSA/BIOHAZ/2012/01 Lot 1 (Food of plant origin with high water content such as
fruits, vegetables, juices and herbs)” publicado em 2013, apresenta um estudo que foi
criado com uma extensa revisdo da literatura e tem como objetivo avaliar 0os riscos
bioldgicos associados a produtos de origem ndo animal com alto teor de &gua (frutas e
vegetais) em paises pertencentes a Unido Europeia e paises ndo pertencentes a Unido
Europeia. O estudo fornece uma extensa base de dados cientificos que serdo fundamentais
para a conceituacdo de medidas especificas, bem como para a prevencdo e eficiente
controlo de surtos de doencas ligadas a alimentos de origem n&o animal (AIT, 2013).

Também o relatorio cientifico criado pela EFSA e ECDC “The European Union
Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne
Outbreaks in 2012” publicado em 2014, apresenta informacdes sobre a ocorréncia de
zoonoses e surtos de origem alimentar em 27 paises da Unido Europeia (EFSA/ECDC,
2014a).

De acordo com o parecer cientifico “Scientific Opinion on the risk posed by pathogens in
food of non-animal origin. Part 1 (outbreak data analysis and risk ranking of
food/pathogen combinations)” publicado pela EFSA em 2013, alimentos de origem néo
animal estdo frequentemente associados a grandes surtos. Também neste parecer foi
concluido que a combinacdo patogénico/alimento mais preocupante foi Salmonella sp. e
legumes de folhas verdes consumidos crus, seguindo-se a Salmonella sp. e bolbos e brotos
e Salmonella sp. e tomates (EFSA, 2013).

Outro parecer cientifico publicado em 2014 pela EFSA, “Scientific Opinion on the risk
posed by pathogens in food of non-animal origin. Part 2 (Salmonella and Norovirus in
berries)”, concluiu que cada ambiente de cultivo representa uma combinagdo Unica de
fatores de risco que podem influenciar a ocorréncia e persisténcia de patogenicos na
producdo de frutas. A implementacdo adequada de sistemas de gestdo de seguranca
alimentar, incluindo boas praticas, devem ser objetivos primarios dos produtores,
nomeadamente dos produtores de bagas. Surtos relacionados com norovirus em
framboesas e morangos congelados sdo um risco emergente para a saude publica., no
entanto ainda ndo se sabe se a contaminagdo ocorre no processamento minimo, ou durante
a producdo priméria (EFSA, 2014).
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Surto de hepatite A em varios paises da Unido Europeia — Ultima atualizacdo: 11 de Abril
de 2014 (EFSA/ECDC, 2014b):
Desde Janeiro de 2013, 1315 casos de infecdo por hepatite A foram relatados por 11

Estados-Membros como potencialmente vinculados ao mesmo surto infecioso pelo HAV.
Destes, 240 casos compartilhavam a mesma sequéncia (KF182323) na jungdo VP1-2a do
genoma viral.

Numa primeira fase, o surto foi associado com viajantes que retornavam de Italia. No
entanto, para além de Italia, outros sete Estados-Membros ja notificaram casos sem
historico de viagens: Franga, Alemanha, Irlanda, Noruega, Paises Baixos, Suécia e Reino
Unido.

Investigacdes epidemioldgicas, microbiologicas e ambientais indicaram bagas mistas
congeladas como o veiculo de infecdo deste surto. No entanto, outras hipoteses ndo sdo
excluidas, como a contaminagdo cruzada em ambiente de producdo de alimentos.

A ECDC recomenda aumentar a consciencializacdo sobre um possivel aumento de casos
de HAV, pois outros casos poderdo ainda surgir devido as caracteristicas do patogénico em
questdo (periodo de incubacdo longo e infetividade com doses baixas). Relativamente aos
casos que provavelmente estdo relacionados com frutas congeladas, é importante salientar
que estas ttm um prazo de validade longo, podendo estar bastante tempo armazenadas em
casa do consumidor.

Os casos que ndo estdo relacionados com fruta congelada podem ter que ver com o facto
de o seu consumo ndo ser lembrado (este tipo de produtos pode ser utilizado como
ingrediente menor, por exemplo como decoracdo de um outro produto). Por outro lado,
pode ter que ver com infecfes através de uma via secundaria de infecdo, como a
contaminagéo cruzada ou transmissao pessoa para pessoa.

Vérias autoridades alimentares recomendam que os cidaddos devem ferver todas as frutas
congeladas antes do consumo. Também € recomendado a vacinacdo de individuos que
contactem com pessoas infetadas, de forma a prevenir transmissdes secundarias.

Quaisquer novos casos relacionados devem ser divulgados em EPIS-FWD, a fim de
permitir um acompanhamento eficaz e compartilhamento de informacGes.

A ECDC esta também a recomendar a todos os Estados-Membros que apresentem um
aumento de casos de HAV, que realizem o sequenciamento do ARN de HAV e que
comparem 0s resultados com as sequéncias de surto disponiveis na EPIS-FWD ou na
ECDC.
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A ECDC e a Comisséo Europeia, em cooperacdo com os paises afetados e com a OMS,
vao continuar a acompanhar de perto estes surtos e irdo atualizar a avaliagdo do risco,

assim que novas informacdes relevantes estejam disponiveis.

Outros surtos associados com hepatite A, e relacionados com hortofruticolas, tém vindo a
ocorrer ao longo dos anos em varios paises da Uni&o Europeia. E o caso de tomates semi-
secos, em 2009, na Australia que envolveu 562 casos (Donnan et al., 2012) e em 2010 em
Franca com um total de 59 casos (Gallot et al., 2011); em 2013 um surto na Turquia que
envolveu 162 casos relacionado com roma (CDC, 2013; Food Safety News, 2013), e
também em 2006 um surto na Finlandia relacionado com legumes e saladas envolveu 400
casos (Makary et al., 2009).

Relativamente a surtos relacionados com bactérias patogénicas em hortofruticolas, a lista
é extensa, no entanto a Tabela 1.1 destaca alguns desses surtos.

Tabela 1.1: Surtos relacionados com hortofruticolas e bactérias patogénicas ocorridos na Unido
Europeia, entre 2004-2010.

Patogénico Ano Produto Pals de N° de casos | Referéncia
surto
Salmonella 2004 Alface Irlanda 130 Irvine et al.,
newport 2009
Salmonella 2005 Alface Espanha 60 Takkinen et
typhimurium congelada al., 2005
£ coli O157:H7 2005 Alface Suécia 135 Soderstrom et
al., 2008
E. coli 2007 Alface Holanda e |50 Friesema et
enterotoxigénica embalada Islandia al., 2008
Staphylococcus | 2009 Vegetais Portugal 40 EFSA/ECDC,
aureus 2011
Salmonella 2009 Batatas Portugal 30 EFSA/ECDC,
enteritidis 2011
Salmonella 2009 Morangos Alemanha | 26 EFSA/ECDC,
enteritidis 2011
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Salmonella 2010 Morangos Alemanha | 14 Mertens et
enteritidis al., 2012
) 2011 Rebentos de | Alemanha | 2987 EFSA, 2011a
E. coli 0104:H4 )
soja

1.3.Métodos de detecdo de microrganismos

Analisar amostras alimenticias quanto a presenca de bactérias patogénicas ou
deteriorantes, fungos, toxinas ou virus é uma pratica padrdo para garantir a seguranca € a
qualidade do alimento (Forsythe, 2002).

1.3.1. Meétodos de detecdo de virus da hepatite A em hortofruticolas

Na maioria dos surtos de hepatite A relacionados com produtos frescos, o virus
raramente foi detetado no género alimenticio devido a falta de métodos eficientes para
detetar virus em alimentos (Maurer, 2006).

Véarios métodos de detecdo do HAV em alimentos tém sido publicados na literatura
cientifica, mas poucos foram realmente utilizados na andlise de alimentos durante
investigacOes de surtos, ou para a vigilancia de rotina.

Praticamente todos os alimentos podem estar envolvidos na transmissdo do virus, mas
existem certos tipos de alimentos que estdo frequentemente associados a estes surtos, e
portanto, s&o o principal alvo para o desenvolvimento de métodos de detegdo. E o caso das
frutas e vegetais.

Um dos primeiros desafios para a detecdo de um virus num alimento é a estratégia de
amostragem, isto para que se possa escolher amostras representativas. O segundo passo € a
escolha de um método sensivel para o produto, visto que a concentra¢do de um virus num
alimento é normalmente baixa (10-100 particulas virais infeciosas). Também o facto das
particulas virais estarem muitas vezes apenas a superficie do produto é determinante, para
além de outros fatores inerentes ao produto e até mesmo ao virus, podem interferir na sua
detecdo (EFSA, 2011c; Stals et al., 2012).

Ao contrario das bactérias patogénicas, os virus nao se replicam nos alimentos, fazendo
com que o uso de técnicas microbioldgicas tradicionais de analise de alimentos, em que

existe um enriquecimento e selecdo da cultura, sejam inaplicaveis no caso de detegdo de
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virus. Por isso, um dos objetivos no desenvolvimento de métodos de detecdo de virus é,
numa primeira fase, separar e concentrar o virus eventualmente presente no alimento. Isto
torna-se necessario para que exista um numero de particulas virais relativamente grande de
forma a assegurar a representatividade adequada da amostra, otimizando assim a
sensibilidade do ensaio de detecdo. Apds separacdo e concentracdo do virus, este €
detetado através de técnicas moleculares (Maurer, 2006; Stals et al., 2012)

De acordo com Baert et al. (2008), citado por Stals et al. (2012) os alimentos podem
dividir-se em trés categorias distintas, e consequentemente 0 processo de detecdo sera
diferente. A primeira categoria € composta por alimentos a base de &gua, principalmente
frutas e vegetais. A segunda categoria diz respeito a alimentos ricos em gorduras e a base
de proteinas, principalmente produtos prontos-a-consumir. O marisco é considerado a
terceira categoria, e, encontra-se numa categoria em separado, devido a acumulacdo e
concentracdo de particulas virais e outros patogénicos no seu sistema digestivo (Stals et al.,
2012).

No caso particular de frutas e vegetais, um protocolo Unico, detalhado e
internacionalmente aceite pode ndo ser adequado para todos os produtos desta categoria,
sendo por vezes necessario fazer modificacGes a um protocolo base, dependendo do tipo de
fruta ou vegetal, bem como tendo em conta a sua morfologia, interagdes hidrofobicas,
composicdo dos tecidos (que afetam as quantidades de substancias inibidoras do método
molecular, o pH e outras qualidades), e as condi¢Bes de processamento (caso haja) a que 0s
produtos foram submetidos (Croci et al., 2008).

No caso de frutas e vegetais, referente a primeira categoria, a detegcdo de virus envolve,
normalmente, trés etapas:

1) Eluicdo e clarificagdo do virus a partir do produto alimentar;
2) Concentracdo das particulas virais;
3) Extracéo de &cidos nucleicos e dete¢cdo molecular.

Durante o primeiro passo, as particulas virais sdo separadas a partir da matriz do
alimento, e moléculas como polissacaridos, proteinas e acidos gordos sdo removidos de
forma a evitar a inibi¢do da purificagdo do acido nucleico a purificar (por exemplo ARN) e
subsequente detecdo molecular. De forma geral, nesta etapa, o alimento € lavado com um
tampéo apropriado (normalmente tampéo alcalino ou neutro).

A concentra¢do do virus € também um passo importante uma vez que, como ja foi

referido, um virus normalmente estd presente no alimento em concentra¢gdes muito baixas,
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sendo necessario aumentar essa concentracdo de forma a ser possivel detetar a presenca do
mesmo. Esta etapa pode ser conseguida, por exemplo, através da adicdo de
polietilenoglicol (PEG), ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo (Croci et al., 2008; EFSA,
2011c; Stals et al., 2012).

Uma grande variedade de protocolos para eluicdo, clarificagdo e concentracdo de virus da
hepatite A em frutas e vegetais tém sido descritos na literatura. A Tabela 1.2 contém
alguns exemplos de métodos ja testados e publicados.

E importante referir que o0 HAV é um virus de ARN, pelo que a detecdo molecular
dependerd de uma eficiente e eficaz purificacdo deste &cido nucleico, tarefa que é mais
complicada do que a purificacdo de ADN.

Por fim a extracdo do ARN do virus pode ser feita através de processos quimicos ou com
recurso a kits comerciais. Apés esta fase, a amostra esta pronta para detecdo molecular
através de RT-PCR (Reverse Transcription-PCR).

RT-PCR é uma técnica que envolve a Reacdo da Transcriptase reversa (RT), seguida de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A partir do ARN, a enzima transcriptase reversa
sintetiza uma cadeia de ADN complementar (CADN). Posteriormente, o CADN serve de
molde na técnica de PCR (Maurer, 2006).

A técnica de PCR em si é ja sobejamente conhecida e utilizada para detecdo de
microrganismos. Mais a frente sdo feitas algumas consideracfes e relembrados os
principios do PCR.

E importante referir que durante a detecdo de virus, resultados falsos-negativos, falsos-
positivos, ou ambos podem ocorrer. Resultados falso-negativos podem ser causados por
inibidores presentes no proprio alimento e, falsos-positivos podem ocorrer devido a
contaminagdo cruzada. Por esta razdo, os controlos positivos e negativos devem ser

incluidos e sdo de extrema importancia (Stals et al., 2012).

Tabela 1.2: Exemplos de métodos publicados para extracdo de hepatite A em frutas e vegetais.

Método usado A
Produto — — = Referéncia
Eluicéo e clarificacédo Concentracéao
Frutas e | Tampdo Tris-glicina, 3% | Precipitacdo com PEG- | Dubois et al.,
vegetais extrato de carne, pH 9.5 NaCl 2002
Filtracdo Cloroférmio:butanol
Varias bagas e | Tampdo Tris-glicina, 1% | Ultracentrifugacao Butot et al.,
vegetais extrato de carne, pectinase 2007
Filtracdo
Vegetais e | Tampdo Tris-glicina, 1% | Precipitacdo com PEG- | Dubois et al.,
frutos extrato de carne, pH 9.5, | NaCl 2007
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vermelhos pectinase PBS
Filtracdo Cloroférmio:butanol
Bagas e | Tampdo glicina, Tris-HCI, 3% | Precipitacdo com PEG- | Baert et al.,
vegetais extrato de carne, pH 9.5, | NaCl 2008
pectinase PBS
Filtracdo Cloroférmio:butanol
Alface, fiambre, | Tampé&o Tris-HCI, glicina, 1% | Precipitacdo com PEG- | Scherer et al.,
framboesa extrato de carne, pH 9.5, | NaCl 2010
pectinase PBS
Filtracdo Cloroférmio:butanol
Frutos Tampao glicina, Tris-HCI, 3% | Precipitacdo com PEG- | Stals et al.,
vermelhos extrato de carne, pH 9.5, | NaCl 2011
pectinase PBS
Filtracdo Cloroférmio:butanol

1.3.2. Meétodos de detecdo de bactérias patogénicas em produtos frescos

Os métodos para detecdo de bactérias em alimentos, sdo frequentemente categorizados
em dois grupos: convencionais (ou tradicionais) e rapidos. Os primeiros envolvem a
homogeneizacdo da amostra de alimento, etapas de enriquecimento, diluicdo em serie e
inoculacdo em placas com agar para formacdo de coldnias, e posterior contagem das
mesmas, sendo estes métodos quantitativos (UFC/g ou UFC/ml) (Forsythe, 2002; Gouvéa,
2009).

Os métodos rapidos sdo alternativos aos métodos convencionais e sdo projetados para
obter um resultado final em menos tempo. Isto é altamente desejavel na Inddstria
Alimentar, apesar das técnicas poderem ser mais caras inicialmente e requererem pessoal
com alto nivel de qualificagdes (Forsythe, 2002).

Os métodos convencionais requerem varios dias até obtencdo de resultados, ao contrario
da maioria dos métodos répidos em que a detecdo pode ser feita em algumas horas ou no
maximo um dia. No entanto, algumas técnicas rapidas necessitam que se realize um
enriquecimento prévio que pode variar de 6 a 48 horas, tornando assim a técnica um pouco
mais morosa, como é o caso da técnica de PCR que sera utilizada nesta investigagdo. A
utilizacdo de meios de enriquecimento é bastante vantajosa pois permite que bactérias
presentes em reduzidas concentragdes, possam multiplicar-se até quantidades possiveis de
se detetar por métodos moleculares.

A principal desvantagem dos métodos réapidos face aos métodos tradicionais é que a
maioria dos métodos rapidos pode danificar algumas células presentes (Lopez-Campos et
al., 2012).
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Croci et al. (2003) compararam a sensibilidade do método convencional com a da técnica
de PCR (método rapido) na detecdo de Salmonella sp. em produtos derivados de carne
suina, bovina e de aves. Constataram que, mesmo em amostras pouco contaminadas
experimentalmente, a técnica de PCR, ao contrario do método convencional, foi capaz de
detetar a Salmonella sp. (Croci et al., 2004).

Por outro lado, Santos et al. (2001) ao pesquisar Salmonella em carne de frango através
de um método rapido (PCR) e um método tradicional, apesar de ter obtido a mesma
sensibilidade nos dois métodos, o0 méetodo rapido permitiu obter resultados em 48 horas
(incluindo uma etapa de enriquecimento de 24 horas) e o método convencional demorou
96 horas (Santos et al., 2001).

Também Shearer et al. (2001) avaliou um sistema baseado na reacdo em cadeia da
polimerase para detecdo de varias bactérias em fruta e vegetais frescos, e concluiu que o
método de PCR permitiu a detecdo, pelo menos, dois dias mais rapido do que os métodos
convencionais (Shearer et al. 2001).

Gouvéa (2009) comprovou igualmente que a técnica de PCR tem vantagem em relacao
ao método convencional quanto ao periodo de tempo para obtencdo de resultados, uma vez
que, com o método convencional, foram obtidos resultados ao fim de 6-7 dias e com o
método rapido de PCR foram obtidos resultados em 2-3 dias (Gouvéa, 2009).

Neste trabalho de investigacdo, foi utilizado um método de detecdo rapido,
nomeadamente a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Para tal, numa primeira fase, a
amostra foi homogeneizada e posteriormente incubada com um caldo de pré-
enriquecimento (dgua peptonada tamponada) e s6 depois foi realizada a detecdo através da
técnica de PCR.

1.3.3. Técnica Molecular de PCR
1.3.3.1.Principios e funcionamento

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), desenvolvida em 1984 por Kary Mullis, é
uma técnica cientifica molecular simples, que se baseia na amplificacdo rapida de
sequéncias especificas de determinado ADN, sendo por isso bastante utilizada na detegéo

de microrganismos em amostras de alimentos (Joshi, 2010).
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Este método de detecdo baseia-se numa reacdo enzimatica, onde ciclos apds ciclos, e em
combinagdo com temperaturas especificas, é permitido fazer copias do ADN alvo de modo
a que este seja detetado posteriormente (Maurer, 2006).

O procedimento é o seguinte (Forsythe, 2002; Naravaneni e Jamil, 2005; Joshi, 2010):

1 — A amostra é misturada com 0s reagentes necessarios: enzima Taq DNA polimerase, 0s
quatro nucledtidos constituintes do ADN (dNTP’s), primers de iniciacdo (dependem do
ADN alvo a detetar) e magnesio (cofator que € essencial para o funcionamento da Taq
DNA polimerase);

2 — A mistura é aquecida a altas temperaturas (94°C) de forma a separar a dupla cadeia do
ADN alvo — Fase de desnaturacao (Desnaturation);

3 — A mistura é arrefecida até 40-55°C (temperatura de annealing® que depende dos
primers) — Fase de emparelhamento dos primers. E nesta fase que os primers se ligam &
sequencia complementar e a cadeias opostas no ADN alvo;

4 — A temperatura da reacdo é aumentada (72°C) para que ocorra a polimerizacdo das
novas cadeias complementares ao ADN alvo. Apo6s os primers se ligarem, na etapa
anterior, a Tag DNA polimerase estende as sequéncias iniciadoras ligando os nucleétidos
entre si, completando assim as cadeias simples tornando-as duplas — Fase de extensdo
(Extension).

Estas etapas sdo repetidas inUmeras vezes (30 a 40) de forma a ser obtida uma
amplificacdo exponencial do ADN alvo capaz de ser detetada posteriormente (Figura 1.6).

Initial Cycle Cycle
denaturation 1 2
D
95°C+
e etc.
p=]
© E
g 72°C
§
=2 A
55°C
— >
Time

Figura 1.6: lustracdo dos ciclos de PCR. D — Desnaturation; A — Annealing; E — Extension (Joshi,
2010).

% A temperatura de annealing corresponde a +5°C abaixo da temperatura do primer que apresenta a
temperatura mais baixa.
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase, apesar de permitir a rapida detecdo de ADN alvo de
bactérias patogénicas em alimentos, pode ser uma técnica imprecisa visto que pode
amplificar também o ADN em células mortas (Passo, 2009; Liang et al., 2011).

Liang et al. (2011) realizou um estudo que teve como objetivo investigar a estabilidade
do ADN de células de Salmonella mortas em alface e desenvolver uma abordagem para a
detecdo de células vidveis de Salmonella em alface. Para tal foi utilizado o propidio
monoazide (PMA), um corante que pode penetrar seletivamente as células bacterianas
mortas. Amostras de alface inoculadas com células de Salmonella mortas ou viaveis foram
tratadas, ou ndo, com PMA antes da extracdo do ADN. Os resultados obtidos mostraram
que o tratamento com PMA impediu a amplificacdo por PCR de grande parte das células
mortas (Liang et al., 2011).

1.3.3.2.Condicdes que afetam o sucesso da técnica de PCR

Enzimas, incluindo as polimerases que sdo utilizadas na reacdo de PCR, devem ter
condigdes quimicas especificas de modo a fazerem um “trabalho” eficaz. Se as condices
ndo forem Gtimas para o seu funcionamento, a polimerase pode néo ser capaz de sintetizar
ADN suficiente para que a reagdo seja positiva, sdo assim chamados de resultados “falsos-
negativos”, pois sdo causados pela inibicdo. Outras situacdes podem causar este tipo de
resultados como a utilizacdo de primers incorretos, a composicdo do tampdo, a
concentragdo de nucledtidos (ANTP’s), a incorreta temperatura de annealing utilizada, o
namero de ciclos demasiado pequeno, entre outras possibilidades (Maurer, 2006).

Por outro lado podem também ocorrer resultados “falsos-positivos”, que ocorrem guando
existe contaminacgdo cruzada durante o processo de detecdo, ou quando uma grande
quantidade de células mortas, que ndo provocam infecdo, é detetada.

De forma a combater este tipo de resultados, é importante incluir na técnica de PCR um
controlo positivo, em que é utilizado um modelo de ADN conhecido, e dois controlos
negativos, um sem ADN, funcionando como controlo & reacdo de PCR, de forma a
verificar se a mistura reacional esta contaminada, e outro utilizando ADN de um
organismo diferente daquele que se pretende detetar, determinando assim a especificidade
dos primers.

Desta forma, é importante otimizar a técnica de PCR, testando os Vvarios reagentes e

temperaturas, antes de efetuar a detecdo pretendida (Maurer, 2006; Stals, 2012).
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A reacdo de PCR pode ser inibida quando substancias (inibidores) se ligam ou degradam
um componente da reacao, impedindo-o de participar na sintese de ADN.

O verdadeiro desafio da técnica de PCR é o isolamento do agente patogénico e/ou do seu
ADN diretamente a partir de uma matriz alimentar, pois a grande variedade de produtos
alimentares complica qualquer tentativa de produzir um protocolo Unico de preparacdo da
amostra.

Inibidores de PCR séo encontrados em praticamente todo o tipo de alimentos, e tém
efeitos variaveis na reacdo de PCR. De forma geral, eles tornam mais dificil a detecdo de
um baixo numero de células bacterianas ou virus. Portanto, um bom protocolo de
preparacdo da amostra ira concentrar-se na recolha do patogénico e na remogdo de
inibidores presentes no alimento (ou no meio de cultura) e assim obter melhores resultados
apos o PCR (Maurer, 2006).

Caldos de enriquecimento e agares seletivos contém substancias que inibem a técnica de
PCR, e por isso é importante lavar as células usando a centrifugacdo, remocdo do
sobrenadante e ressuspensao das células em soro fisiologico ou agua estéril (ou um tampéo
de equilibrio) (Maurer, 2006).

1.3.3.3.Preparacédo da amostra

Como em qualquer outro protocolo, a preparacdo das amostras é um passo fundamental
para 0 sucesso da técnica de PCR, e varia consoante o patogénico a detetar e o tipo de
amostra.

O primeiro desafio na escolha de um bom protocolo de preparacdo da amostra € o de
saber se 0 patogénico contamina o alimento em estudo em niveis elevados ou, se sera
necessario amplificar as bactérias com uma etapa de enriquecimento com meio de cultura.
Assim, além de haver um aumento do nimero de microrganismos alvo, ha um aumento de
sensibilidade de detecdo, e uma ajuda na reducdo do risco de amplificacdo de &cidos
nucleicos de células mortas ou ndo viaveis. No caso das células mortas, os enriquecimentos
permitem que s as células vivas sejam alvo de detecdo, evitando resultados falsos-
positivos. No caso de células viaveis, mas ndo cultivaveis, estas podem causar infecéo, e
apesar de ndo serem detetadas nos enriquecimentos, podem sé-lo por PCR, apresentando
assim mais uma vantagem na utilizacdo desta técnica (Santos et al., 2001; Naravaneni e
Jamil, 2005; Passo, 2009).
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Estes pré-enriquecimentos, levam a que as bactérias sejam detetadas mais rapidamente
por PCR, do que por métodos bacterioldgicos standard, isto porque se tratam de resultados
qualitativos (presenca/auséncia) e ndo quantitativos (UFC/g ou UFC/ml). Este fator torna a
escolha da amostra ainda mais importante, visto que sé o facto de o organismo estar
presente é relevante, independentemente da quantidade de células (Maurer, 2006; Passo,
2009).

Ap0s a recolha do agente patogénico é necessario um passo de lise (rutura) das células,
de forma a libertar os &cidos nucleicos. Apesar de existirem protocolos basicos para
proceder a essa rutura, organismos especificos podem requerer protocolos especificos, pois
a sua eficécia depende de varios aspetos relacionados com a parede celular bacteriana.

Bactérias Gram-negativas ndo possuem uma parede celular espessa, portanto o calor, ou
um reagente especifico é suficiente para promover a rutura das células. Por outro lado,
bactérias Gram-positivas tém uma parede celular espessa que deve ser quebrada, com o
auxilio de reagentes especificos, para uma rutura eficaz das células (Maurer, 2006).

O passo seguinte no processamento da amostra é reduzir a concentracdo de possiveis
inibidores de PCR. O procedimento dependerd da qualidade de ADN pretendida e da
composicdo de inibidores presentes na amostra. Exemplo de reducdo de inibidores é a
extracdo com fenol/cloroférmio, seguida de precipitacdo com etanol ou propanol. Salienta-
se o facto de ja existirem Kits de extracdo de ADN especificos para amostras alimentares,

O mais importante é utilizar um protocolo eficaz para o alimento e microrganismo em
questdo (Maurer, 2006).

Apos esta etapa, a técnica de PCR podera ser executada para os agentes patogénicos de

interesse.

1.3.3.4.Eletroforese em Gel de Agarose

A detecdo dos fragmentos produzidos durante a técnica de PCR pode ser feita de varias
formas. Uma delas, a mais comum, é a colocacdo das amostras de PCR em gel de agarose,
sendo os fragmentos, se presentes, separados por uma corrente elétrica e com base no
tamanho dos mesmos. Ao gel de agarose € adicionado um corante que se liga a dupla

cadeia de ADN, originando fluorescéncia quando sujeito a luz ultravioleta.
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O equipamento utilizado é uma tina de eletroforese e possui dois elétrodos: um negativo
e outro positivo, capazes de gerar um campo elétrico. Desta forma as moléculas s&o
colocadas num suporte (gel de agarose) e migram para o polo que as atrai. Moléculas de
ADN possuem carga negativa e portanto ao serem submetidas ao campo elétrico, migram
em dire¢do ao elétrodo positivo (Lee et al., 2012).

O tamanho e a forma das moléculas influenciam na velocidade com a qual a molécula
migrara no gel. Quanto maior o tamanho e quanto mais complexa a forma, mais tempo
demorara para que a molécula se movimente em direcdo ao polo de atracdo. Também
outros pardmetros como a percentagem de agarose utilizada no gel, ou o tempo de
eletroforese, influenciam a separacdo dos fragmentos. Quanto mais concentrado o gel de
agarose, mais “apertados” 0S poros e consequentemente mais dificil a migracdo de
moléculas de ADN (Lee et al., 2012, Naravaneni e Jamil, 2005).

Na interpretacdo dos resultados desta técnica, podemos dizer que uma amostra é positiva
quando um fragmento é produzido, com o tamanho esperado, de acordo com 0s primers
utilizados. Se o tamanho gerado for superior ou inferior ao esperado, a amostra devera ser
negativa (amplificacdo ndo especifica), podendo isto indicar contaminacdo por ADN
exdgeno na reacdo de PCR, uso de temperaturas nao especificas, entre outras
possibilidades. (Forsythe, 2002).

Para ser possivel visualizar facilmente o tamanho dos fragmentos gerados, é utilizado um
marcador de pesos moleculares standard, que funciona como padrdo (uma amostra ja

conhecida que funciona como controlo positivo).

1.4.0Dbjetivos do trabalho

Tendo consciéncia da probleméatica ao nivel da Seguranca Alimentar de produtos
hortofruticolas, o objetivo deste trabalho consistiu no estudo da ocorréncia de cinco
microrganismos patogénicos: Salmonella sp.; Escherichia coli; Staplylococcus aureus;
Listeria monocytogenes; HAV (virus da Hepatite A), em dois tipos de produtos a escolha
(framboesas e alface) a venda no mercado portugués, avaliando-se desta forma a sua
inocuidade.

Este estudo teve também como proposito, otimizar uma técnica simples e répida para a

detecdo desses microrganismos nesse tipo de produtos.
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Também no presente trabalho foi ainda realizado um estudo sobre hébitos de consumo de
produtos hortofruticolas minimamente processados, de framboesas e alface através de um

inquérito por questionario como instrumento de recolha de informacéo e divulgado online.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Detecdo de hepatite A em framboesas e alface

Para a detecdo do HAV em framboesas e alface, foram experimentados dois tipos de

métodos distintos.

O primeiro método teve como base um procedimento baseado no protocolo genérico

“Qualitative detection of norovirus and hepatitis A virus in soft fruit” publicado em

2012 por “The Centre for Environment, Fisheries & Aquaculture Science (Cefas)”,

sendo este compativel com a Norma “CEN ISO/TS 15216-2: Microbiology of food and

animal feed - Horizontal method for determination of hepatitis A virus and norovirus
in food using real-time RT-PCR - Part 2: Method for qualitative detection”’(Cefas,

2012). Este protocolo, ja referido brevemente no ponto 1.3.1 da introdugéo, baseia-se

na detecdo realizada em trés etapas principais. Uma primeira etapa de eluicdo e

clarificacdo, uma segunda etapa de concentracdo e por fim a extracdo do acido

nucleico (RNA) e posterior detecdo molecular (PCR). De forma geral, numa primeira

fase a amostra é eluida com tampdo Tris-glicina, é adicionado extrato de bife e

pectinase. Apos incubacdo e centrifugacdo, é adicionado PEG/NaCl, e, novamente é

realizada uma incubacéo e posterior centrifugacdo. Por fim é adicionado ao pellet PBS

e cloroférmio:butanol e, ap6s incubacdo e nova centrifugacdo, a fase aquosa esta

pronta para a etapa de extracdo do acido nucleico, com recurso a um kit comercial, e

posterior detecdo molecular.

O segundo método testado teve como base a purificacdo total de ARN, e foram

experimentados trés protocolos distintos:

— No primeiro protocolo realizado recorreu-se a um kit comercial (RNA Spin Mini da
GE Heathcare), seguindo-se as indicac¢Oes do fornecedor.

— O segundo protocolo experimentado teve por base o protocolo “Purification of
Nucleic Acids by Extraction with Phenol:Chloroform” (2011) descrito por Joseph
Sambrook e David W. Russell (Sambrook e Russel, 2006). Neste protocolo, a
amostra é eluida com um tampdo de extracdo (NaOAc, EDTA e SDS), apo6s
centrifugagdo € adicionado fenol e cloroférmio/alcool isoamilico. Apds nova

centrifugacdo é adicionado LiCl e posteriormente a amostra é arrefecida e
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centrifugada. E adicionado novamente LiCl, numa concentragio mais baixa, nova
centrifugacdo e lavagem do pellet com NaOAc e etanol.

— Por fim o terceiro protocolo partiu igualmente de uma extracdo inicial de ARN e
baseou-se no artigo “A simple and Efficient Method for Isolating RNA from Pine
Trees” de Chang et al. (Chang et al., 1993), e foi experimentado sem que se tenham
feito alteracdes ao protocolo descrito. Resumidamente, neste protocolo, a amostra é
eluida com um tampdo de extracdo (CTAB, PVP, Tris-HCI, EDTA, NaCl,
espermidina e B-mercaptoetanol), é adicionado posteriormente cloroférmio/alcool
isoamilico seguido de centrifugacdo e adicdo de LiCl. Apos incubacédo overnight e
centrifugacdo é adicionado uma solucdo SSTE (NaCl, SDS, Tris-HCl e EDTA) e,
novamente, o pellet é lavado com cloroférmio:/alcool isoamilico. E feita nova

incubacdo, nova centrifugacdo e lavagem do pellet em etanol.

2.2.Detecao de bactérias patogénicas em framboesas e alface

Numa primeira fase as amostras de framboesas e alface recolhidas foram aleatérias e sem
qualquer interesse particular. Posteriormente a otimizacdo da técnica, foram escolhidas,
para analise, trés marcas de framboesas (frescas e congeladas) e trés marcas de alface

(inteira fresca e embalada fresca) diferentes a venda em supermercados portugueses.
2.2.1. Preparacdo da amostra

Na presente investigacdo, a preparacdo das amostras foi iniciada com a homogeneizagao
das mesmas com agua peptonada tamponada, apos pesagem de 2,5 gramas de amostra. A
amostra foi colocada num saco estéril e homogeneizada durante 10 minutos no Stomacker.
Seguiu-se uma etapa de pré-enriquecimento, novamente com agua peptonada tamponada,
durante aproximadamente 12-24h a 37°C.

Como ja foi referido, em bactérias Gram-negativas, como a Salmonella sp. e E. coli, o
ADN ¢, normalmente, facilmente extraido com fervura. Assim, para todas as bactérias em
estudo foram testadas duas formas de preparacdo da amostra:

e Uma que envolveu a lavagem das células, apés recolha das mesmas por centrifugacao
(11000 rpm, 2 minutos, temperatura ambiente); o pellet obtido foi depois ressuspenso

e submetido a fervura durante 15 minutos, seguido de 5 minutos no gelo; seguiu-se
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nova centrifugacdo (13000 rpm, 2 minutos, temperatura ambiente) e o sobrenadante

resultante foi usado para a reagéo de PCR que se seguiu.

Na segunda forma de preparacdo da amostra, apenas se recolheu algum volume da

cultura de pre-enriquecimento, tendo-se usado a mesma diretamente para a reacéo de

PCR.

2.2.2. Reagentes, primers e condi¢des de PCR utilizadas

Os reagentes de PCR utilizados estdo descritos na Tabela 2.1 quanto a sua concentracao.

O volume de cada reagente variou consoante o tipo de teste e as amostras a analisar.

Tabela 2.1: Reagentes utilizados na preparacdo da Master Mix necessaria para as reacdes de PCR.

Reagentes Concentracéo
Tampdao de reagao 10X
dNTP’s 2mM
MqCl, 25mM
Taqg DNA Polimerase 5U/ul
Primer Forward 2uUM
Primer Reverse 2 uM

Os primers utilizados para a detecdo de cada microrganismo encontram-se descritos na

Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Identidade e especificidades dos primers dos diferentes microrganismos.

Microrganismo Nome

Sequéncia

Tamanho
do
fragmento

(pb)

Gene Referéncia

IpaB-F

5-
GGACTTTTTAAAA
GCGGCGG-3

Salmonella sp.
IpaB-R

5-
GCCTCTCCCAGAG
CCGTCTGG-3

Kong et

314 al., 2001

ipaB

PathEcoliFwd

5-TGA CCA CAC
GCT GAC GCT GAC
CA-3

Escherichia coli
PathEcoliRev

5-TTA CAT GAC
CTCGGT TTAGTT
CAC AGA-3

Rompré et

306 al., 2002

malB

Staphylococcus

Aureus Staph.au-fwd

5-CCT TTG GAA
ACG GTT AAA
ACG-3

Becker et

Sea 127 al., 1998
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5-TCT GAA CCT
Staph.au-rev | TCC CAT CAA AAA
C-3

5- GCT AAT ACC

Listeria List.mono-fwd | GAA TGABTAA GA - 165 457 Cocolin et

monocytogenes g 5 AAG CAG TTA rRNA al., 2002
ist. mono-rev

CTCTTATCCT-3

Ao longo da investigacdo, foram testadas diferentes temperaturas de annealing e niumero
de ciclos, estando as condi¢des que melhores resultados apresentaram, descritas na Tabela
2.3.

Tabela 2.3: Melhores condi¢bes de PCR (temperatura de annealing e nimero de ciclos)
determinadas.

Condigdes de PCR
Microrganismos Temperatu?(%e annealing NGmero de ciclos
Salmonella sp. 55 35
Staphylococcus aureus 41 40
Listeria monocytogenes 40 40
Escherichia coli 48 35

2.2.3. Eletroforese em gel de agarose

Todos os géis de agarose utilizados foram preparados numa concentracdo de 2% (m/v)
em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA). Depois de colocado num suporte
com o pente que contém o nimero de Pogos Necessarios,

0 gel é deixado a solidificar e s6 depois é colocado na e oo

tina de eletroforese, que contém tampdo TAE. As 2000 53
amostras de cada reacdo de PCR, incluindo o marcador

de pesos moleculares (Figura 2.1), antes de colocadas no 80 39
700 25

600 25

gel, sdo misturadas com loading buffer, uma substancia i
, N 300 20

que da peso e cor as amostras. 200 19

Durante a corrida do gel, foi utilizada uma voltagem
constante de 90 V, durante aproximadamente 40
minutos. Apds a corrida o ADN foi observado recorrendo Figura 2.1: Marcador de pesos
moleculares usado.
ao aparelno GelDoc (BroRAD Gel Doc XR) e o0s

resultados devidamente registados.
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2.2.4. Otimizacdo do método de detecdo

Antes de analisar as amostras pretendidas, ou seja, alface e framboesas a venda no
mercado portugués, foi necessario otimizar a técnica de detecdo dos diferentes
microrganismos. Para tal foram realizados varios testes: extracdo de ADN dos
microrganismos; quantificagdo do ADN genomico extraido dos microrganismos com
recurso a um kit comercial; pureza e eficiéncia dos reagentes utilizados no PCR,;
especificidade dos primers usados; sensibilidade dos primers para diferentes concentracdes
de ADN dos diferentes microrganismos; extracdo de ADN de framboesas e alface com
recurso a um kit comercial; sensibilidade do método de detecdo usado, variando a
concentragdo “adicionada” de microrganismos; quantificacdo do nimero de células vidveis

nas culturas de microrganismos usadas.

Extracdo de ADN dos microrganismos

O ADN de cada microrganismo em estudo foi extraido de forma a obtermos um controlo
positivo para as reacdes de detecdo por PCR. Essa extracdo foi realizada através do kit de
extragdo “G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit fror cenrrissue (INtRON Biotecnology)” de

acordo com o descrito no protocolo do fornecedor.

Quantificacdo do ADN gendmico extraido dos microrganismos com recurso a um Kit
comercial

Numa primeira fase, apos a obtencdo do ADN gendmico de cada bactéria com recurso ao
kit comercial, foi realizada a sua quantificagdo com o objetivo de verificar a viabilidade do
kit e a quantidade de ADN extraido. Para tal, o0 ADN extraido foi quantificado por
espectrofotometria através da leitura da densidade 6tica (DO) a 260nm.

Para fazer a leitura no espetrofotometro, o ADN foi diluido, e apdés a leitura, a
concentracdo de ADN foi estimada tendo em conta a seguinte relacdo: 1 DOzsonm =
50pg/ml ADN.

Dessa forma, a concentracdo de ADN na amostra foi obtida pelo seguinte calculo:

[ADN]ug/ml = Valor da leitura (DO4gpnm) X 50 X Factor de dilui¢ao
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Pureza e eficiéncia dos reagentes utilizados na técnica de PCR

De forma a garantir que todos 0s componentes necessarios para a realizacdo da técnica
de PCR estavam funcionais, foram testados os primers, a Tag DNA Polimerase, e a agua
estéril utilizada.

Para tal, foram feitas quatro reagdes, variando-se a presencga/auséncia dos reagentes,
como demostrado na Tabela 2.4, tendo como exemplo o caso de detecdo de Salmonella sp.
As diferentes reacdes foi feito o PCR e os resultados obtidos visualizados através de

eletroforese em gel de agarose 2%.

Tabela 2.4: Quantidade (ul) dos diferentes componentes a misturar para as diferentes reacGes a
testar, por meio de detegdo molecular, para detecdo de Salmonella sp.

Reacdes Primer fwd | Primer rev | Master Mix | Agua estéril Tap DNA
(1) (1)) (uh) (1) Polimerase ()
SLnegl 0,75 0 13,2 0,75 0,3
SLneg?2 0 0,75 13,2 0,75 0,3
SLneg3 0,75 0,75 13,2 0,3 0
SLpos 0,75 0,75 13,2 0 0,3

Nota: Uma vez que foi adicionado 0,3 pl de Tag DNA Polimerase (5U/pl), isso significa que foram
adicionadas 1,5U.

Especificidade dos primers usados

Para além de testar a eficiéncia dos primers, estes foram testados igualmente quanto a
sua especificidade. Para tal foram realizadas reaces de PCR de forma a verificar se 0s
primers desenhados para 0 ADN de determinado microrganismo amplificariam bandas
quando se usa ADN de outros microrganismos. A Tabela 2.5 demonstra o exemplo para a
detecdo de Salmonella sp.

Tabela 2.5: Exemplo do teste & especificidade dos primers usados para a detecdo de Salmonella sp.

+ ADN Staphylococcus aureus

+ ADN Listeria monocytogenes

Master Mix + Primers Salmonella sp. T ADN Escherichia coli

+ ADN Salmonella sp.

Sensibilidade dos primers para diferentes concentracdes de ADN dos diferentes
microrganismos
De modo a determinar qual a concentracdo de ADN que cada par de primers é capaz de

detetar, foram testadas seis concentracGes diferentes de ADN gendmico (extraido com o kit
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comercial) de cada microrganismo, de acordo com a Tabela 2.6 e dando uma vez mais 0

exemplo da detecdo de Salmonella sp.

Tabela 2.6: Exemplo para a detecdo de Salmonella sp., do teste a sensibilidade dos primers para
diferentes concentracdes de ADN dos diferentes microrganismos.

Reacao Produto Inoculo Primers

1 Concentragéo [C]

ADN de Concentracdo [C/5]

salmonella s Concentracédo [C/10] Primers de Salmonella sp.
P- Concentragdo [C/15]

Concentracdo [C/20]

OO IWIN

Concentragédo [C/25]

Apos visualizacdo dos resultados em eletroforese em gel de agarose 2%, o ADN, da
concentracdo minima detetavel, foi quantificado por espectrofotometria. Para tal foi lida a
densidade oOtica a 260nm.

As leituras referentes a DO de 260nm permitem, como ja foi referido, determinar a
concentragéo de ADN presente.

Extracdo de ADN de framboesas e alface com recurso a um kit comercial
O ADN de framboesas e alface foi extraido recorrendo ao kit de extracdo “E.Z.N.A.®
Plant DNA Kit Protocols — Fresh/Frozen Plant Samples” de acordo com o protocolo do
fornecedor.

O ADN obtido foi quantificado através de espectrofotometria.

Sensibilidade do método de detecdo usado, variando a concentracdo “adicionada”
de microrganismos
De forma a testar a técnica, amostras de framboesas e alface foram inoculadas
artificialmente com os microrganismos em estudo (com diferentes volumes — 0, 50, 100,
150 e 200ul de uma suspensédo crescida overnight) e, como ja foi referido, dois métodos
foram testados de forma a verificar qual a forma de preparacé@o que resultaria numa melhor
amostra a analisar por PCR. Um método de preparacdo em que a amostra inoculada foi
submetida a um processo de rebentamento de células por fervura, e outro método de
preparacdo em que uma suspensdo celular € usada diretamente na reacdo de PCR.

O esquema do procedimento realizado encontra-se na Figura 2.2.
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2,59 de amostra
(framboesas e alface)

O\

[ Adicionar 3ml de H,0 ‘] [ Adicionar 3ml de H,0O }

peptonada tamponada peptonada tamponada

Crescimento em

meio LB dos dici 0. 100. 150
microrganismos [ Adicionar 50, 100, 150 e }

para inocular 200pl de inéculo @

(12h, 30°C) T~

[ Stomacher 10min ]

!

[ Retirar 2ml e adicionar 22,5ml }

de H,0 peptonada tamponada

'

Incubar 12-24h a 37°C
(com agitacéo)

e Retirar 1ml para eppendorf; \

e Centrifugar a 11.000rpm, 2min, Temp. amb.; -
PCR —

e Descartar sobrenadantes;

e Adicionar 1ml de &gua estéril. Homogeneizar,
pipetando;

Eletroforese em

o Centrifugar a 13.000rpm, 2min, Temp. amb.;
gel de agarose 2%

e Descartar sobrenadantes;

e Adicionar 100pL de agua estéril;

e Colocar os eppendorfs em agua a ferver (100°C,
15min);

o Colocar os eppendorfs em gelo 5min;
o Centrifugar a 13.000rpm, 2min, Temp. amb.;

o Retirar sobrenadantes para novos eppendorfs.

Figura 2.2: Procedimento realizado para o teste a sensibilidade do método de detecdo usado,
variando a concentragdo “adicionada” de microrganismos.
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Quantificacdo do numero de células viaveis nas culturas de microrganismos usadas

As culturas de bactérias a usar para inocular “artificialmente” as amostras de framboesas
e alface, foram crescidas em caldo LB (cerca de 3 ml), durante aproximadamente 12h a
30°C.

Para determinar o numero de células viaveis (UFC) nas culturas de microrganismos a
usar na contaminagao “artificial” de framboesas e alface (passo indicado com @ na Figura
2.2), realizou-se o seguinte procedimento:

A amostra foi submetida a diluicdes decimais sequenciais, seguida de espalhamento em
meio PCA, ou NA, de 100pul de cada uma das dilui¢des. Das diluicdes maiores foram feitas
3 réplicas dos espalhamentos referidos. As placas foram incubadas a 30°C durante 24h, e 0
numero de coldnias contadas.

Com o valor obtido do nimero de colonias, determinou-se o numero de UFC através da

férmula;

— ZCol()nias % l
Vinl + (0,1 xn2)]  d

Em que:

V — Volume inoculado na placa (0,1ml)
nl — Ndmero de placas da menor dilui¢do
n2 — NUmero de placas da maior diluicdo

d — fator de dilui¢do correspondente a menor diluicao

Analise de amostras de framboesas e alface vendidas no mercado portugués

Apos otimizagdo da técnica, para os diferentes microrganismos em estudo, amostras de
framboesas (congeladas e embaladas frescas) e alface (embalada fresca e fresca) a venda
no mercado portugués foram analisadas (Tabela 2.7).

As amostras foram homogeneizadas e incubadas durante 12-24h a 37°C com é&gua
peptonada tamponada, foi feito o passo de rebentamento de células baseado na fervura, foi
realizado a técnica de PCR (com e sem Taq DNA polimerase) com as temperaturas de
annealing e nimero de ciclos ideais para a dete¢do de cada microrganismo em estudo, e as
amostras observadas em gel de agarose 2%. O esquema do procedimento realizado

encontra-se na Figura 2.3.
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Tabela 2.7: Identificacdo das amostras de framboesas e alface analisadas a venda no mercado

portugués.

Produto analisado

Framboesas

Marca A: Embaladas frescas
Origem: Espanha

Marca B: Congeladas
Origem: Fabricado na EU

Marca C: Congeladas
Origem: sem indicagéo

Alface

Marca D: Embalada fresca
Origem: Portugal

Marca E: Fresca
Origem: Portugal

Marca F: Embalada fresca
Origem: Portugal
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2,59 de amostra
(framboesas e alface)

Adicionar 3ml de H,0O
peptonada tamponada

!

[ Stomacher 10min ]

!

Retirar 2ml e adicionar 22,5ml de
H,O peptonada tamponada

!

Incubar 12-24h a 37°C
(com agitacéo)

!

Retirar 1ml para eppendorf;
Centrifugar a 11.000rpm, 2min, Temp. amb.;
Descartar sobrenadantes;

Adicionar 1ml de A&gua estéril. Homogeneizar,
pipetando;

Centrifugar a 13.000rpm, 2min, Temp. amb.;
Descartar sobrenadantes;
Adicionar 100uL de agua estéril;

Colocar os eppendorfs em agua a ferver (100°C,
15min);

Colocar os eppendorfs em gelo 5min;
Centrifugar a 13.000rpm, 2min, Temp. amb.;

Retirar sobrenadantes para novos eppendorfs.

!

PCR [ Eletroforese em gel de agarose 2% ]

Figura 2.3: Procedimento realizado para anélise de amostras de framboesas e alface a venda no

mercado portugués.
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2.3.Inquérito de consumo alimentar

De forma a conhecer um pouco os habitos de consumo de hortofruticolas minimamente
processados, framboesas e alface, foi desenvolvido um inquérito por questionario
devidamente estruturado e divulgado online. Para o presente estudo, o software utilizado
para a construgdo e aplicagdo do questionario online foi o Google Docs
(http://docs.google.com).

O questionario elaborado é constituido por 14 perguntas, 8 fechadas (em que o inquirido
seleciona uma resposta de entre as opc¢des proporcionadas) e 6 semifechadas (em que
existe a possibilidade de indicacdo de uma outra alternativa a escolha). Este foi estruturado
em trés partes: 1 — Caracterizacdo do inquirido; 2 — Avaliagdo do consumo de
hortofruticolas minimamente processados; 3 — Avaliacdo do consumo de framboesas e
alface (Anexo I).

O questionario foi disponibilizado online no periodo de 5 de Julho a 25 de Agosto de
2014, sendo as respostas obtidas registadas para posterior andlise.

2.3.1. Definicdo da Amostra

Amostra ¢ um subconjunto obtido de uma populacédo especifica e homogénea e por isso
representativa do mesmo. Esta deve ser constituida em funcdo do objetivo a alcancar, das
dificuldades que se podem encontrar e da capacidade em aceder a populacdo a estudar
(Fortin, 1999).

Considerou-se que era fundamental garantir que a dimensdo da amostra, resultante do
processo de inquiricdo, permitiria extrapolar conclusdes para o universo, ou seja, que a
amostra seria representativa do universo em causa.

Neste sentido, determinou-se a dimensdo da amostra, considerando a amostragem
aleatdéria simples, em que qualquer elemento individual da populacdo tem a mesma
probabilidade de ser selecionado (Morais, 2005).

Assim, a dimensdo da amostra, na presente investigacao, ird depender:

e Da amplitude maxima de erro (E) pretendida para o intervalo de confianca. Os valores
séo usualmente inferiores a 0,05, ndo excedendo os 0,1;
e Do grau de confianga do intervalo. Os graus de confianca, normalmente expressos em

percentagem, mais utilizados s&o 90%, 95% e 99% e, consequentemente, as
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probabilidades de errar (o ou nivel de significancia) sdo, respetivamente, de 0,1, 0,05 ¢
0,01;

e Da dispersdo do atributo na populagdo. Este é um fator ndo controlavel, o que implica
que para determinar a dimensdo da amostra para um dado nivel de precisdo desejado,
deve-se considerar a dispersdo maxima, ou seja, considerar que 50% dos individuos tém
o atributo (p) e os restantes 50% nédo possuem o atributo (g =1 - p);

e Da dimensao da populacéo. Este é, igualmente, um fator ndo controlavel, uma vez que o
seu conhecimento pode ser inacessivel. Neste caso, e como acontece neste estudo,
considera-se que a dimensao da populacéo é tendencialmente infinita.

Deste modo, a dimensdo minima da amostra foi calculada atraves da seguinte formula:

(Zy @) xpxq
n= £2

Em que:
E — Amplitude maxima de erro (diferenca entre a estimativa e o parametro) é de 7,2%;
Z-412) — Valor critico da distribuicdo normal padréo é de 1,96 (o que corresponde a um
grau de confianca de 95%);
p — Valor estimado da proporc¢éo dos individuos que possui o atributo é de 50%;

g — Valor estimado da proporcédo dos individuos que ndo possui o atributo (1-p) é de 50%.
Da aplicacao da formula, teremos:

_(1,96)2 % 0,5% 0,5

00722 & n = 186 individuos

Por conseguinte, no presente estudo foram inquiridos 186 individuos, podendo
considerar-se que a dimensdo da amostra obtida foi estatisticamente significativa e

representativa para um grau de confianca de 95% e uma margem de erro de 7,2%.
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3. Resultados e Discussao

3.1.Detecdo do virus da hepatite A em framboesas e alface

Apos a realizacdo de uma etapa de concentracdo das particulas virais conforme no
protocolo “Qualitative detection of norovirus and hepatitis A virus in soft fruit” publicado
em 2012 por “The Centre for Environment, Fisheries & Aquaculture Science (Cefas)
(Cefas, 2012), fase onde se pretendia que o ARN viral fosse precipitado, verificou-se a nao
ocorréncia de precipitacdo. Por essa razdo, foram experimentados outros protocolos por
forma a conseguir purificar o ARN viral.

Agquando utilizado o kit comercial “RNA Spin Mini” da GE Heathcare para purificacéo
total de ARN, foi, no final do procedimento, corrido um gel de agarose de forma a verificar
se a banda correspondente ao ARN seria visivel. No entanto ndo foi observada qualquer
banda, pelo que se decidiu abandonar igualmente a utilizagdo deste protocolo.

Uma segunda tentativa de purificacdo total de ARN experimentada foi baseada no
protocolo “Purification of Nucleic Acids by Extraction with Phenol:Chloroform”
(Sambrook e Russel, 2006) e, uma vez mais, aquando da precipitacdo, ndo se verificou a
ocorréncia de qualquer precipitado.

Por ultimo, um terceiro protocolo que partiu igualmente para a extracdo total de ARN,
com base no artigo “A simple and Efficient Method for Isolating RNA from Pine Trees”
(Chang et al., 1993), foi testado, ndo se conseguindo também obter uma precipitacdo do
ARN total.

A detecdo de virus em alimentos, principalmente em alimentos que contém elevado teor
de agua, como € o caso dos frutos vermelhos e alface, é um processo dificil, pois para além
dos inibidores que os mesmos contém (polissacaridos, proteinas e acidos gordos), 0s virus
encontram-se em quantidades muito baixas, sendo que qualquer contaminacdo que possa
ocorrer durante a sua purificacdo podera danificar o ARN e torna-lo indetetavel. O facto de
ndo ser possivel obter um controlo positivo, uma vez que ndo nos foi possivel manipular
um outro virus, também dificultou a otimizagdo da técnica, ja que poderiamos ter
experimentado e comprovado a eficiéncia das técnicas em uso. Desta forma, devido a falta

de meios e tempo para continuar a otimizar a técnica de detecdo do HAV, esse objetivo foi
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abandonado, passando o objetivo principal a ser a pesquisa de bactérias patogénicas

usando um método rapido e fiavel, de origem molecular.

3.2.0timizacédo do método de detecéo

S&o de seguida apresentados e discutidos os resultados obtidos nos testes que foram
executados para otimizar a técnica de detecéo.

3.2.1. Quantificacdo do ADN gendémico extraido dos microrganismos com

recurso a um kit comercial

Tabela 3.1: Valores de absorvancia (260nm) e concentracdo (ug/ml) de ADN dos diferentes
microrganismos utilizados.

Organismo Abs (260nm) [ADN] pg/mi
Salmonella sp. 0,002 2
E. coli 0,007 7
S. aureus 0,017 17
L. monocytogenes 0,0036 36

Apos a extracdo do ADN de cada microrganismo com recurso a um kit comercial, de
forma a obtermos um controlo positivo para cada bactéria, e posterior quantificagdo por
espectrofotometria, verificou-se que para todos os microrganismos o kit funcionou na
extracdo do ADN.

A concentracdo de ADN de L. monocytogenes é a mais elevada (36 pg/ml), seguindo-se
S. aureus (17 pg/ml), E. coli (7 pg/ml) e, notoriamente numa concentracdo mais baixa,
Salmonella sp. (2 pg/ml).

Embora no protocolo do fornecedor fosse sugerido um tratamento diferencial, caso se
tratassem de bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas, ndo foi por noés identificado um
padréo de purificacdo diferente com base nessa caracteristica. Pensamos no entanto, que a
densidade celular das culturas de E. coli e Salmonella sp. era menor do que a das restantes

culturas, dai o menor rendimento obtido nesta purificacéo.
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3.2.2. Pureza e eficiéncia dos reagentes utilizados na técnica de PCR

Relativamente a avaliacdo da pureza e eficiéncia dos reagentes utilizados nas reacfes de
PCR, exemplificada na Tabela 2.4, serd de esperar que apenas a reacao que contém todos

0s reagentes (reacdo do poco 4) apresente amplificacéo.

Salmonella sp.

Figura 3.1: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacfes de PCR, referentes ao teste de pureza
e eficiéncia dos reagentes utilizados no PCR para dete¢cdo de Salmonella sp., em que: M —
Marcador de pesos moleculares; 1 - SLnegl (auséncia de primer reverse); 2 — SLneg2 (auséncia de
primer forward); 3 — SLneg3 (sem Taq DNA polimerase); 4 — SLpos (reagdo teste, com todos 0s
reagentes).

No caso de Salmonella sp., efetivamente apenas a reacdo do pogo 4 apresentou
amplificacdo, e no tamanho esperado (314pb, conforme indicado na Tabela 2.2) (Figura
3.1). Dai se conclui que os reagentes de PCR utilizados para a detegdo de Salmonella sp.
mostraram eficiéncia (permitem a obtencdo da banda esperada) e as solugdes usadas estéo

livres de contaminagdes, ja que nenhuma outra amplificagdo inespecifica foi obtida.
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Escherichia coli

Figura 3.2: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reac¢Oes de PCR, referentes ao teste de pureza
e eficiéncia dos reagentes utilizados no PCR para detecdo de Escherichia coli, em que: M —
Marcador de pesos moleculares; 1 - ECnegl (auséncia de primer reverse); 2 — ECneg2 (auséncia de
primer forward); 3 — ECneg3 (sem Tag DNA polimerase); 4 — ECpos (reacéo teste, com todos 0s
reagentes).

No caso dos resultados para a detecdo de Escherichia coli (Figura 3.2), verifica-se que
houve uma ligacdo inespecifica do primer forward, gerando algumas bandas de tamanho
superior ao esperado (306pb, segundo a Tabela 2.2), como se pode verificar na reacdo do
poco 1 da Figura 3.2. No entanto, quando o par de primers é colocado em conjunto (primer
forward e primer reverse), sem (poc¢o 3) e com de Tag DNA Polimerase (poco 4 da Figura
3.2), € originada apenas uma banda com o tamanho esperado (306pb), que é facilmente
distinguivel das bandas inespecificas visiveis no poco 1, pelo que, mesmo que aparecessem
em simultaneo numa reacdo, seria possivel distinguir entre as bandas (uma vez que
possuem tamanhos e intensidades diferentes). Ou seja, a banda que surge no poco 4, e que
permite a identificacdo de E. coli, parece concorrer com as bandas inespecificas do poco 1,

pois N0 pogo 4 as mesmas nao surgem.

52



Staplylococcus aureus

Figura 3.3: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reac6es de PCR, referentes ao teste de pureza
e eficiéncia dos reagentes utilizados no PCR para detecdo de Staphylococcus aureus, em que: M —
Marcador de pesos moleculares; 1 - SAnegl (auséncia de primer reverse); 2 — SAneg2 (auséncia de
primer forward); 3 — SAneg3 (sem Taq DNA polimerase); 4 — SApos (reagdo teste, com todos 0s

reagentes).

No caso de Staphylococcus aureus, apenas no poco 4 se obteve amplificacdo, e no
tamanho esperado (127pb, segundo a Tabela 2.2) (Figura 3.3). Dai se pode concluir que 0s
reagentes de PCR utilizados para Staphylococcus aureus apresentam pureza e eficiéncia

adequada para uma correta identificacdo do microrganismo em estudo.

Listeria monocytogenes

Figura 3.4: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacfes de PCR, referentes ao teste de pureza
e eficiéncia dos reagentes utilizados no PCR para a detecdo de Listeria monocytogenes, em que: M
— Marcador de pesos moleculares; 1 - LTnegl (auséncia de primer reverse); 2 — LTneg2 (auséncia
de primer forward); 3 — LTneg3 (sem Taq DNA polimerase); 4 — LTpos (reacéo teste, com todos

0s reagentes).
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Por fim, para a detecdo de Listeria monocytogenes, mais uma vez apenas no poco 4 foi
observavel uma banda visivel no tamanho esperado (457pb, conforme indicado na Tabela
2.2) (Figura 3.4), o que indica que os reagentes utilizados se encontram viaveis, sem

contaminacdes e originam o resultado esperado.

3.2.3. Especificidade dos primers usados

No teste a especificidade dos primers (exemplificado na Tabela 2.5) é de esperar que
cada par de primers desenhado para um organismo em particular, ndo origine amplificacdo
sendo para 0 microrganismo em questdo. Ou seja, os primers desenhados para a
identificacdo de Salmonella sp. devem originar amplificacdo apenas quando é usado como

molde o ADN de Salmonella sp.

Salmonella sp.

Figura 3.5: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
especificidade dos primers usados na detecdo de Salmonella sp., em que: M — Marcador de pesos
moleculares; 1 — ADN molde: S. aureus; 2 — ADN molde: L. monocytogenes; 3 — ADN molde: E.
coli; 4 — ADN molde: Salmonella sp.

Para Salmonella sp. apenas se obteve amplificagdo na reacdo em que o ADN molde
usado foi precisamente o de Salmonella sp. (poco 4, Figura 3.5), sendo a banda gerada a
esperada (313pb, conforme a Tabela 2.2) Ou seja, 0s primers mostraram especificidade.
Embora seja visivel uma banda de tamanho mais elevado, esta corresponde a ADN

gendémico de Salmonella sp.
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Com este resultado, € possivel afirmar que os primers usados sdo especificos para

Salmonella sp., ndo originando amplificagdo com o ADN dos outros microrganismos.

Escherichia coli

Figura 3.6: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliagdo da
especificidade dos primers usados na detecdo de E. coli, em que: M — Marcador de pesos
moleculares; 1 — ADN molde: S. aureus; 2 — ADN molde: L. monocytogenes; 3 — ADN molde: E.
coli; 4 — ADN molde: Salmonella sp.

A especificidade dos primers para detecdo de E. coli foi igualmente testada, onde, no
poco 3 (Figura 3.6) € visivel uma banda com o tamanho esperado (306pb, segundo a
Tabela 2.2). Apesar de serem visiveis outras bandas com tamanhos diferentes, que se
devem a ligaces inespecificas, a banda esperada é facilmente distinguivel.

Nos pocos 2 e 4 (Figura 3.6), onde esta presente 0 ADN molde de L. monocytogenes e de
Salmonella sp., respetivamente, também é possivel visualizar diversas amplificacdes, o que
indica que os primers usados desenhados para E. coli ndo sdo totalmente especificos,
gerando um resultado positivo noutros organismos. Ainda assim, deve ser referido que ao
tamanho esperado, 306pb, apenas na situacdo em que se usa como ADN molde o ADN de

E. coli, é obtida amplificacao.
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Staphylococcus aureus

Figura 3.7: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reagdes de PCR, referentes & avaliagdo da
especificidade dos primers usados na detecdo de S. aureus, em que: M — Marcador de pesos
moleculares; 1 — ADN molde: Salmonella sp.; 2 — ADN molde: L. monocytogenes; 3 — ADN
molde: E. coli; 4 — ADN molde: S. aureus.

Relativamente aos resultados para o estudo da especificidade dos primers desenhados
para 0 ADN de S. aureus, sao visiveis, no pogo 4 (Figura 3.7), varias bandas inespecificas.
No entanto, a banda que seria de esperar (127pb, conforme a Tabela 2.2) também é
visualizada.

Na verdade, os primers desenhados para S. aureus apresentam um elevado grau de
inespecificidade, mostrando apenas auséncia de reacdo quando ADN molde de Salmonella
sp. é usado. Estes primers, embora deem origem a uma banda do tamanho esperado, numa
situacdo em que estivesse presente ADN de E. coli, L. monocytogenes e S. aureus ndo
permitiriam a distingdo entre os microrganismos em questdo, sendo portanto pouco
elucidativos. Poderiam no entanto ser uteis numa situagcdo em que a contaminacdo de um
alimento com qualquer um destes microrganismos fosse determinante na né&o
comercializa¢do do produto (numa Unica reagdo daria um resultado positivo qualquer um

dos trés microrganismos que estivesse presente).
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Listeria monocytogenes

Figura 3.8: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliagdo da
especificidade dos primers usados na detecdo de Listeria monocytogenes, em que: M — Marcador
de pesos moleculares; 1 — ADN molde: S. aureus; 2 — ADN molde: L. monocytogenes; 3 — ADN
molde: E. coli; 4 — ADN molde: Salmonella sp.

Por fim, para L. monocytogenes a banda esperada é visivel no pogo 2 (457pb, conforme a
Tabela 2.2), onde seria de esperar (Figura 3.8).

No entanto, a qualidade da imagem ndo € a melhor e a sua repeticdo devera constar nos
procedimentos a repetir. Em todos os pogos € visivel um arrastamento de possiveis
amplificacOes, dificultando a andlise. Este arrastamento ndo é no entanto observado no
marcador de pesos moleculares, o que nos leva a crer que talvez algum reagente presente
nas reacdes de PCR possa ter gerado este aspeto distorcido das bandas.

Se a imagem fosse nitida, mas o resultado semelhante, talvez pudéssemos dizer que os
primers parecem apresentar elevada inespecificidade, sendo que apesar disso as

amplificagdes conseguem ser distinguiveis, ou seja possiveis de diferenciar.

3.2.4. Sensibilidade dos primers para diferentes concentracbes de ADN dos

diferentes microrganismos

Como exemplificado na Tabela 2.6, foram testadas seis concentra¢cdes de ADN, das
diferentes bactérias, por forma a testar a sensibilidade do PCR ao ADN dos
microrganismos a detetar. Ou seja, pretendia-se saber qual a concentragdo minima de ADN

que cada primer seria capaz de detetar.
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Determinacdo da concentracdo do ADN dos microrganismos por espectrofotometria:

A concentracdo de ADN obtida, ap6s quantificacdo por espectrofotometria, para as

diferentes bactérias nas diferentes concentracfes encontra-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Valores de concentragdo (ug/ml) de ADN dos diferentes microrganismos nas
diferentes concentragdes: C, C/5, C/10, C/15, C/20, C/25.

Organismo | C (pg/ml) C/5 C/10 C/15 C/20 C/25
H (ng/ml) | (pg/ml) | (ug/ml) | (pg/ml) (ng/ml)
Salmonella sp. 2 0,4 0,2 0,18 0,1 0,08
E. coli 7 14 0,7 0,55 0,35 0,28
S. aureus 17 3,4 1,7 1,2 0,85 0,68
L. 36 7.2 3.6 2.3 18 144
monocytogenes

Nota: A leitura no espectrofotometro foi realizada trés vezes, e o valor usados nos célculos foi a
média dos mesmos.

Salmonella sp.

Figura 3.9: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
sensibilidade dos primers a diferentes concentragcbes de ADN de Salmonella sp., em que: M —
Marcador de pesos moleculares; 1 — [ADN]: C; 2 — [ADN]: C/5; 3 — [ADN]: C/10; 4 — [ADN]:
C/15; 5—[ADN]: C/20; 6 — [ADN]: C/25.

Relativamente a sensibilidade dos primers desenhados para Salmonella sp., apenas no
poco 1 (Figura 3.9) é visivel a banda correspondente aos 314pb. Nos restantes
pocos/concentracOes ndo se verificou qualquer amplificagdo. Com este resultado podemos
dizer que para os primers desenhados para a detecdo de Salmonella sp. a concentragédo

minima de ADN que é possivel detetar € 2 pg/mi.
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Escherichia coli

Figura 3.10: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
sensibilidade dos primers a diferentes concentragdes de ADN de Escherichia coli, em que: M —
Marcador de pesos moleculares; 1 — [ADN]: C; 2 — [ADN]: C/5; 3 — [ADN]: C/10; 4 — [ADNJ:
C/15; 5—-[ADN]: C/20; 6 — [ADN]: C/25.

Relativamente aos resultados para E. coli, verifica-se que sdo visualizadas bandas, com o
tamanho esperado, em todos os pocos (Figura 3.10). E portanto possivel afirmar que este
método permite a detecdo de E. coli até 0,28 pg/ml, podendo até mesmo detetar niveis

inferiores, que ndo foram testados.

Staplylococcus aureus

Figura 3.11: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
sensibilidade dos primers a diferentes concentragdes de ADN de Staphylococcus aureus, em que:
M — Marcador de pesos moleculares; 1 — [ADN]: C; 2 — [ADN]: C/5; 3 - [ADN]: C/10; 4 — [ADN]:
C/15; 5 - [ADN]: C/20; 6 — [ADN]: C/25.

No caso de S. aureus, verifica-se que este método molecular é capaz de detetar todas as
concentragOes testadas, sendo que para concentragdes mais elevadas (pogo 1 e 2) (Figura
3.11), a banda é mais evidente No entanto mesmo para a concentragdo mais baixa (0,68
pg/ml) este método consegue detetar a bactéria.
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Listeria monocytogenes

Figura 3.12: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
sensibilidade dos primers a diferentes concentracGes de ADN de Listeria monocytogenes, em que:
M — Marcador de pesos moleculares; 1 — [ADN]: C; 2 — [ADN]: C/5; 3 - [ADN]: C/10; 4 — [ADN]J:
C/15; 5—-[ADN]: C/20; 6 — [ADN]: C/25.

Por fim, para L. monocytogenes os resultados foram totalmente inconclusivos. Mais uma
vez, quando se usa ADN de L. monocytogenes como molde, o resultado do gel de agarose
tem arrastamentos e bandas distorcidas. Este resultado vem dar mais forca a ideia
defendida anteriormente de que é provavel a existéncia de inibidores na solucdo de ADN
purificada a partir de L. monocytogenes. O suposto interferente afeta ndo s6 a corrida em

gel de agarose mas igualmente a amplificacéo por PCR.

3.2.5. Extracdo de ADN de framboesas e alface com recurso a um kit comercial

Concentracdo do ADN das amostras:

Tabela 3.3: Valores de concentracdo final (ug/ml) de ADN de framboesas e alface extraido com
um kit comercial.

Concentracao (pg/ml)

Framboesas 30

Alface 27

Nota: A leitura no espectrofotdmetro foi realizada trés vezes, e o valor usados nos célculos foi a
média dos mesmos.

Conclui-se através dos resultados da Tabela 3.3 que o rendimento da extracdo de ADN
foi superior para framboesas, mas a diferenca foi reduzida. Em ambos o0s casos, o0 kit usado

permitiu extrair o ADN de forma eficiente.
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3.2.6. Sensibilidade do método de detecdo usado, variando a concentracao

“adicionada” de microrganismos

Apos a realizacdo do procedimento demonstrado pela Figura 2.2, sdo aqui apresentados
os resultados referentes ao teste da preparacdo das amostras usado (rebentamento das
células através de fervura), variando a concentracdo de células de microrganismos
“adicionadas” (células presentes na amostra).

Comecamos por determinar qual o nimero de células/ml (UFC), que estava presente no
crescimento, feito overnight, e a partir do qual se fez a “adi¢do” a amostra inicial (esta

determinacéo foi realizada através de contagens em placa) (Tabela 3.4).

Numero de células/ml e nimero de células “adicionadas” nos diferentes volumes

Tabela 3.4: Resultados do nimero de células por ml (UFC) e nimero de células “adicionadas” em
cada um dos volumes (50, 100, 150 e 200ul) para cada uma das bactérias.

UFC’s (n° N° de células adicionadas (UFC)
Microrganismos
células/ml) 50 (pl) 100 () 150 () 200 (pl)
Salmonella sp. 2 X 10° 1 X 10° 2 X 10° 3 X 10° 4 X 10°
E. coli 1,8 X 10° 9 X 107 1,8 X10° | 2,7x10® | 3,6X10°
S. aureus 3,6 X 10° 1,8 X10° | 36X10° | 54X10° | 7,2X10°
L' 8 7 7 7 7
2,3X10 1,2 X 10 2,3X10 3,5 X 10 4,6 X 10
monocytogenes

Por forma a avaliar qual dos dois métodos de preparacdo da amostra era mais eficiente, a
amostras de framboesas e alface foram adicionados volumes crescentes de um crescimento

overnight de cada uma das bactérias em estudo.
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Salmonella sp.

314 pb -y e

- - -
Com fervura Sem fervura

Figura 3.13: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reagdes de PCR, referentes a avaliacéo da
eficiéncia do método de preparacdo da amostra de framboesas, variando a concentracéo
“adicionada” de Salmonella sp., em que: M — Marcador de pesos moleculares; com fervura das
amostras: 1 — sem inoculo; 2 — 50pl; 3 — 100pl; 4 — 150ul; 5 — 200ul; sem fervura das amostras: 6 —
sem inoculo; 7 — 50pul; 8 — 100ul; 9 — 150ul; 10 — 200ul. 11 — Controlo positivo; 12 — Controlo
negativo.

M 6 78 9 10 11 12

314 pb

Com fervura Sem fervura

Figura 3.14: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reagdes de PCR, referentes a avaliacdo da
eficiéncia do método de preparacdo da amostra de alface, variando a concentragdo “adicionada” de
Salmonella sp., em que: M — Marcador de pesos moleculares; com fervura das amostras: 1 — sem
inoculo; 2 — 50pl; 3 — 100ul; 4 — 150pl; 5 — 200pl; sem fervura das amostras: 6 — sem inoculo; 7 —
50ul; 8 — 100pl; 9 — 150ul; 10 — 200ul. 11 — Controlo positivo; 12 — Controlo negativo.

Ap6s a adicdo de Salmonella sp. a framboesas (Figura 3.13), verificou-se que
efetivamente foram obtidos melhores resultados na amplificacdo por PCR das amostras
sujeitas a0 método de extragdo/fervura (pogos 1 a 5, Figura 3.13), sendo que a
amplificacdo obtida apresenta o tamanho esperado (314pb).

Para a amostra ndo inoculada com Salmonella sp., seria de esperar que ndo se observasse

qualquer banda, no entanto isso ndo se verifica (poco 1, Figura 3.13). Poderédo ser razdes
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para tal, o facto de terem ocorrido contaminagdes cruzadas ou a amostra utilizada estar
naturalmente contaminada com a bactéria em quest&o.

Quanto as crescentes concentragdes de células, os resultados obtidos ndo permitem
verificar este aumento de concentracdo, pois apesar de em todas as concentracOes testadas
se visualizar a banda esperada, a medida que aumentamos o numero de células a banda
torna-se menos nitida ao invés de se tornar mais nitida. No entanto, mesmo para 0 menor

nimero de células adicionadas, 1x10° células, é possivel visualizar a banda esperada.

No caso da Salmonella sp. “adicionada” a alface, uma vez mais 0 método de extracao
baseado na fervura das amostras se mostrou mais eficaz (pogos 1 a 5, Figura 3.14),
observando-se bandas no valor esperado (314pb) para todas as concentracfes testadas de
microrganismos “adicionados”. No caso do pogo 1, em que a alface ndo foi inoculada
“artificialmente” com a bactéria em questdo, observa-se uma banda pouco nitida, podendo
uma vez mais ser resultado de contaminagGes cruzadas ou a amostra ja estar contaminada
naturalmente.

Quanto as diferentes concentracGes testadas, observa-se, como esperado, um aumento de
nitidez da amplificagdo nas concentragdes maiores. No entanto, para todas as
concentracbes é possivel visualizar a banda esperada, mesmo para um volume de

Salmonella sp. de 50pl, que corresponde a 1x10° células.

Escherichia coli

306 pb

Com fervura Sem fervura

Figura 3.15: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reagdes de PCR, referentes a avaliacdo da
eficiéncia do método de preparacdo da amostra de framboesas, variando a concentracdo
“adicionada” de Escherichia coli, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com fervura das
amostras: 1 — sem indculo; 2 — 50pul; 3 — 100pl; 4 — 150ul; 5 — 200pl. 6 — Controlo positivo; 7 —
Controlo negativo. Sem fervura das amostras: 8 — sem inoculo; 9 — 50pul; 10 — 100ul; 11 — 150pl;
12 — 200pl.
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Figura 3.16: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
eficiéncia do método de preparacdo da amostra de alface, variando a concentracéo “adicionada” de
Escherichia coli, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com fervura das amostras: 1 — sem
inoculo; 2 — 50pl; 3 —100ul; 4 — 150ul; 5 — 200pul. Sem fervura das amostras: 7 — sem inoculo; 8 —
50ul; 9 — 100ul; 10 — 150pul; 11 — 200ul.

Uma vés mais, no caso da E. coli “adicionada” a framboesas, apenas foram obtidos
resultados no método em que houve rebentamento de células por fervura (do pogo 1 ao 7,
Figura 3.15). No poco 1, em que ndo foi “adicionada” E. coli a amostra de framboesas,
seria de esperar que ndo houvesse amplificacdo, no entanto aparece uma banda inespecifica
com um tamanho ligeiramente maior que as restantes bandas, mas facilmente distinguivel.
Também no poco 7, onde se encontra o controlo negativo, aparece a mesma banda
inespecifica, indicando assim que ocorreu alguma contaminacdo na reacdo. No entanto, a
banda que aparece nas reacoes que tém E.coli (reacfes dos pocos 2 a 6), parece concorrer
com a banda inespecifica que aparece no poco 1 e 7, pois nas rea¢fes que contém E.coli a

banda inespecifica ndo surge.

Tal como no exemplo anterior, quando E. coli foi adicionada a amostras de alface, o
método de rebentamento de células por fervura permitiu obter melhores resultados (Figura
3.16). Uma vez mais, no pogo 1, que corresponde & ndo adicdo de E. coli a amostra de
alface, é visivel uma banda inespecifica com um tamanho acima do tamanho esperado,
pelo que a sua distin¢do da banda correta é facil de fazer.

Quanto as diferentes concentracdes testadas, tanto para framboesas (Figura 3.15) como
para alface (Figura 3.16), ndo é visivel um aumento de nitidez nas concentragcdes maiores.
No entanto, para todas as concentracfes é possivel visualizar a banda esperada, mesmo

para um volume de E. coli de 50pl, que corresponde a 9x107 células.
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Staphylococcus aureus

Com fervura Sem fervura

Figura 3.17: Eletroforese em gel de agarose (2%) das rea¢Oes de PCR, referentes a avaliacdo da
eficiéncia do método de preparacdo da amostra de framboesas, variando a concentragao
“adicionada” de Staphylococcus aureus, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com fervura
das amostras: 1 —sem inoculo; 2 — 50ul; 3 — 100ul; 4 — 150pl; 5 — 200ul. 6 — Controlo positivo; 7 —
Controlo negativo. Sem fervura das amostras: 8 — sem inoculo; 9 — 50ul; 10 — 100ul; 11 — 150pl;
12 —200pl.
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Figura 3.18: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacOes de PCR, referentes & avaliacdo da
eficiéncia do método de preparagdo da amostra de alface, variando a concentragdo “adicionada” de
Staphylococcus aureus, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com fervura das amostras: 1
— sem inoculo; 2 — 50pl; 3 — 100pl; 4 — 150pl; 5 — 200pl; sem fervura das amostras: 6 — sem
inoculo; 7 — 50pl; 8 — 100ul; 9 — 150ul; 10 — 200pl.

Relativamente aos resultados obtidos para as amostras de framboesas a que foram
“adicionadas” células de S. aureus (Figura 3.17), verifica-se que ndo foram obtidos
resultados satisfatérios em nenhum dos métodos usados, uma vez que ndo foi observada
qualquer banda no tamanho esperado (127pb).

Nem mesmo no controlo positivo (pogo 6, Figura 3.17) foi possivel observar qualquer
banda.
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Também no caso de S. aureus “adicionada” a amostras de alface (Figura 3.18) ndo foram
obtidos resultados satisfatérios em nenhum dos métodos, uma vez que ndo foi observada

qualquer banda no tamanho esperado (127pb).

Listeria monocytogenes
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Figura 3.19: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
eficiéncia do método de preparacdo da amostra de framboesas, variando a concentragéo
“adicionada” de Listeria monocytogenes inoculada em amostras de framboesas, em que: M —
Marcador de pesos moleculares; sem fervura das amostras: 1 — sem inoculo; 2 — 50pul; 3 — 100ul; 4
— 150ul; 5 — 200pl; com fervura das amostras: 6 — sem inoculo; 7 — 50ul; 8 — 100pl; 9 — 150ul; 10
—200pl. 11 — Controlo positivo; 12 — Controlo negativo.
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Figura 3.20: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
eficiéncia do método de preparagdo da amostra de alface, variando a concentragdo “adicionada” de
Listeria monocytogenes inoculada em amostras de framboesas, em que: M — Marcador de pesos
moleculares; sem fervura das amostras: 1 — sem inoculo; 2 — 50ul; 3 — 100ul; 4 — 150ul; 5 — 200pl;
com fervura das amostras: 6 — sem inoculo; 7 — 50ul; 8 — 100ul; 9 — 150ul; 10 — 200ul. 11 -
Controlo positivo; 12 — Controlo negativo.

Por fim, os resultados de L. monocytogenes (Figura 3.19 e Figura 3.20), assim como nos

de S. aureus, ndo permitem visualizar qualquer banda no tamanho esperado (457pb) nem
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no caso de framboesas, nem no de alface. No entanto, no gel referente a alface (Figura
3.20) é visivel no controlo positivo (poco 11) uma banda com o tamanho esperado (457pb),
apesar de pouco nitida, o que podera indicar que o método de preparacdo da amostra
baseado na fervura néo foi eficaz.

Tal como no caso anterior (para S. aureus) em que se obteve resultados negativos, apenas
podemos supor a presenca de inibidores que tenham impedido a amplificagdo do fragmento
de ADN em estudo ou, por outro lado, 0 método de preparacdo da amostra ndo € indicado

para estas bactérias.

Tabela 3.5: Resumo dos resultados obtidos (positivos ou negativos) para a eficiéncia dos métodos
de preparagdo da amostra usados.

Organismo Meétodo Framboesas Alface

Com fervura + +
Salmonella sp.

Sem fervura - -

o ) Com fervura + +
Escherichia coli

Sem fervura - -

Staplylococcus Com fervura - -
aureus Sem fervura - -
Listeria Com fervura - -

monocytogenes Sem fervura - -

Legenda: + : Resultados positivos; - : Resultados negativos

De forma geral, para Salmonella sp. e Escherichia coli, tanto para framboesas como para
alface, o método de preparacdo da amostra mais eficiente é o0 método baseado na fervura
(Tabela 3.5). Ja para as bactérias Staplylococcus aureus e Listeria monocytogenes nenhum
dos métodos foi eficiente (Tabela 3.5).

Ainda assim, apesar de nenhum dos métodos de preparagdo da amostra funcionar para as
bactérias Gram-positivas em estudo, para a analise de amostras de framboesas e alface
vendidas no mercado portugués, a pesquisa destas bactérias foi também realizada,
utilizando o método baseado na fervura. Foi portanto abandonado o método sem fervura, e
para a pesquisa das bactérias em amostras de framboesas e alface vendidas no mercado

portugués foi apenas realizado o método de preparacdo da amostra baseado na fervura.
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3.3.Anédlise de amostras de framboesas e alface vendidas no mercado portugués

Neste ponto sdo apresentados e analisados os resultados obtidos da anélise quanto a
presenca das bactérias patogenicas em estudo em amostras de framboesas e alface vendidas
no mercado portugués. As amostras encontram-se codificadas com as letras A, B, C, D, E e
F, como demonstrado na Tabela 2.7 e o procedimento que foi realizado esta esquematizado
na Figura 2.3.

A andlise foi realizada com e sem Tag DNA polimerase para todas as amostras e
bactérias em estudo, no entanto, para as reacdes sem enzima, ndo era visivel qualquer
amplificagdo, servindo apenas de controlo. Como tal, apenas serdo apresentados o0s
resultados sem Tag DNA polimerase para a Salmonella sp., servindo estes resultados de

exemplo para as restantes bactérias estudadas.

Salmonella sp.
A B C D E F A B C D E F
B 12 13

~ .A' o~

L)

314pb

L\, T e )

Com Taq DNA Polimerase Sem Tag DNA Polimerase

Figura 3.21: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacdes de PCR, referentes a avaliacdo da
andlise quanto a presenca de Salmonella sp. em amostras de framboesas e alface vendidas no
mercado portugués, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com Taq DNA polimerase: 1 —
amostra A; 2 — amostra B; 3 — amostra C; 4 — amostra D; 5 — amostra E; 6 — amostra F; 7 —
Controlo negativo; sem Tag DNA polimerase: 8 — amostra A; 9 — amostra B; 10 — amostra C; 11 —
amostra D; 12 — amostra E; 13 — amostra F.

Na pesquisa de Salmonella sp. em framboesas a venda no mercado portugués, verificou-
se que o controlo negativo (apenas reagentes, sem adi¢cdo de amostra), presente no pogo 7
da Figura 3.21, apresentou o resultado esperado, ou seja, ndo houve qualquer amplificagéo,

garantindo assim a pureza dos reagentes utilizados. Quanto & analise de amostras a venda
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no mercado portugués, é possivel afirmar que as amostras A, B e C, apresentadas nos
pocos 1, 2 e 3 (Figura 3.21), respetivamente, nitidamente apresentam amplificacdo no
tamanho esperado (314pb). As amostras D e F, apresentadas nos pocos 4 e 6 (Figura 3.21)
apresentam algum arrastamento o que pode significar que algum interferente poderia estar
presenta aquando da preparagdo da amostra.

Relativamente a amostra E, ndo se observa qualquer amplificacdo, o que significa que a

amostra ndo esta contaminada com Salmonella sp.

Escherichia coli

Figura 3.22: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reagdes de PCR, referentes a avaliacdo da
analise quanto a presenca de Escherichia coli em amostras de framboesas e alface vendidas no
mercado portugués, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com Tag DNA polimerase: 1 —
amostra A; 2 — amostra B; 3 — amostra C; 4 — amostra D; 5 — amostra E; 6 — amostra F; 7 —
Controlo negativo.

Quanto a pesquisa de E. coli, os resultados mostram que nas amostras A, B e C (pocos 1,
2 e 3 da Figura 3.22) existe amplificacdo nitida. Nas amostras D e F (pocos 4 e 6) a
amplificacdo que ocorreu ndo parece gerar uma banda com o tamanho esperado (306pb),
pelo que a partida significara que as amostras ndo estardo contaminadas, mas ainda assim
serdo amostras que deverdo ser reavaliadas.

Quanto a amostra E (poco 5), ndo é visivel qualquer banda, o que leva a crer que nesta

amostra ndo ha contaminagdo por E. coli.
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Staphylococcus aureus

Figura 3.23: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reacfes de PCR, referentes a avaliacdo da
andlise quanto a presenca de Staphylococcus aureus em amostras de framboesas e alface vendidas
no mercado portugués, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com Tag DNA polimerase: 1
— amostra A; 2 — amostra B; 3 — amostra C; 4 — amostra D; 5 — amostra E; 6 — amostra F; 7 —
Controlo neaativo.

No que diz respeito a presenca de S. aureus em framboesas e alface, os resultados
mostraram que apenas a amostra B (poc¢os 2, Figura 3.23) apresenta uma contaminacdo, ja
que é visivel o aparecimento de uma banda de 127 pb.

Nas restantes amostras ha nalguns casos (A, C, D e F) amplificacBes, mas que nao
correspondem ao tamanho esperado. Na verdade, para as amostras D e F ha amplificagdes
com tamanhos muito proximos ao esperado, pelo que pensamos ser importante repetir as
andlises feitas.

Quanto a amostra E (poco 5), ndo é visivel qualquer banda, o que leva a crer que nesta
amostra ndo ha contaminag&o por S. aureus.
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Listeria monocytogenes

Figura 3.24: Eletroforese em gel de agarose (2%) das reagdes de PCR, referentes a avaliacdo da
analise quanto a presenca de Listeria monocytogenes em amostras de framboesas e alface vendidas
no mercado portugués, em que: M — Marcador de pesos moleculares; com Tag DNA polimerase: 1
— amostra A; 2 — amostra B; 3 — amostra C; 4 — amostra D; 5 — amostra E; 6 — amostra F;, 7 —
Controlo negativo.

A pesquisa de L. monocytogenes mostrou-se infrutifera, ja que nenhuma das amostras de
framboesa e alface analisadas mostraram possuir contaminagdo por esta bactéria. A banda

esperada teria 457pb, pelo que €é claro na Figura 3.24 a sua auséncia em todas as amostras.

3.4.Andlise descritiva dos resultados do questionario

A amostra é constituida por um total de 186 inquiridos, obtidos de modo totalmente
aleatdrio. Os resultados obtidos a cada questdo colocada no questionario encontram-se

representados nas figuras seguintes.

Iniciando a descri¢do dos dados em estudo, observa-se que relativamente ao grupo etario
(Figura 3.25), a amostra é maioritariamente constituida por individuos com idades entre 18
anos e 25 anos (47%), seguindo-se 0 grupo etario dos 26 aos 34 anos (28%), 35 aos 44
anos (18%) e, por fim, o grupo etario com idades entre 45 e 56 anos (7%).

Quanto a distribuicdo da amostra por género (Anexo Il), constatou-se que esta é composta
por 77% de inquiridos do sexo feminino e 23% do sexo masculino.
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Q1. Idade

M 18-25 [88]
M 26-34 [52]
M 35-44 [33]
M 45-56 [13]

Figura 3.25: Distribuicdo da amostra por faixa etéria.

No que diz respeito ao grau de escolaridade (Figura 3.26), verificou-se que a maioria dos
inquiridos (57%) é detentor de licenciatura, seguindo-se mestrado (14%), secundario
(12%), doutoramento (7%) e pos-graduacdo (6%). Com uma expressdo notoriamente mais
reduzida vém os inquiridos com bacharelato (2%), 3°ciclo (1%) e outro (1%). Nenhum dos
inquiridos apresenta um grau de escolaridade ao nivel do 1° e 2° ciclo. Relativamente aos 2
inquiridos que responderam outro grau de escolaridade, um deles menciona estar a

frequentar a licenciatura e o outro ndo especifica o grau de escolaridade que possui.

Q3. HabilitagGes Literarias
1%

1% 0%

i 1° Ciclo [0]

E 2° Ciclo [0]

# 3° Ciclo [2]

® Secundario [23]

H Bacharelato [3]

i Licenciatura [107]
i Pos-Graduacdo [10]
i Mestrado [26]

LI Doutoramento [13]
L1Qutro [2]

Figura 3.26: Distribuicdo da amostra por grau de escolaridade.
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Quando os inquiridos foram questionados sobre o consumo de produtos hortofruticolas
minimamente processados (Figura 3.28), do total dos inquiridos (186), 148 responderam
que consomem (80%) e 38 responderam que nao consomem (20%).

Relativamente a frequéncia com que os inquiridos, que responderam sim na questao
anterior, consomem produtos hortofruticolas minimamente processados (Figura 3.27),
observou-se que a maioria consome 1-3 vezes por semana (47%), seguindo-se a frequéncia

esporadica (34%) e por fim a frequéncia diaria (19%).

Q4. Consome produtos Q5. Com que frequencia consome
hortofruticolas minimamente produtos frescos minimamente
processados? processados?

i 1-3 vezes por

_ semana [69]

i Sim [148] i Todos os dias [28]

L Nao [38]

4 Esporadicamente
[51]

Figura 3.28: Consumo de hortofruticolar Figura 3.27: Frequéncia com que os inquiridos
minimamente processados pelos inquiridos. consomem produtos frescos minimamente
processados.

Quanto ao habito de lavar com agua os produtos frescos minimamente processados
(Anexo 1), do total de inquiridos que consome este tipo de produtos (148 inquiridos), 117
responderam que sim (79%), que tém o habito de lavar com agua este tipo de produtos, e
31 responderam que néo (21%).

Do total de inquiridos que habitualmente lava com agua os produtos frescos
minimamente processados (117 inquiridos), 96 respondem que nao costumam utilizar
algum produto para desinfecdo dos mesmos (82%) e os restantes 21 respondem que sim
(18%), que tém o habito de utilizar algum produto para desinfecdo para além da &gua
(Anexo I1).

Relativamente ao produto de desinfecédo utilizado habitualmente pelos inquiridos (Figura
3.29), o vinagre foi o eleito, com 18 respostas, 2 respostas para Amukina e lixivia e uma

resposta para limao, pastilhas desinfetantes e Dettol.
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Q8. Qual o produto de desinfecdo que utiliza

20 7 18 habitualmente?

18 -
8 16 -
@ 14 -
%12 .
= 10 -
3 8 -
S 61

4 2 2
g 5 1 1 1
< 0 I

e »0 o L @ o
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& ¥
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&
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(;'§°
Q’b

Produto de desinfecao

Figura 3.29: Produto de desinfecdo habitualmente utilizado pelos inquiridos.

Na questdo relativa ao consumo de alface pelos inquiridos (Figura 3.30), do total de
inquiridos que responderam a esta questdo (185 inquiridos), 65 afirmam consumir alface 3-
5 vezes por semana (35%), seguindo-se a frequéncia de 1-2 vezes por semana com um total
de 46 inquiridos (25%), proximo dos 39 inquiridos que responderam esporadicamente
(21%). Relativamente as restantes frequéncias, apenas 24 inquiridos afirmam consumir
alface diariamente (13%), seguindo-se 6 inquiridos que alegam consumir alface apenas
misturada com outros produtos (3%) e 5 inquiridos que afirmam nunca consumir alface
(3%).

Q9. Relativamente ao vegetal alface, com que frequéncia o
consome?
E Nunca [5]

3% 3%

® Apenas misturada com
outros produtos [6]
i Esporadicamente [39]

M 1-2 vezes por semana [46]

k4 3-5 vezes por semana [65]

& Diariamente [24]

Figura 3.30: Frequéncia com que os inquiridos consomem alface.
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Dos inquiridos que responderam afirmativamente ao consumo de alface na questdo
anterior (execeto 0s que a consomem apenas misturada com outros produtos), ou seja, dos
174 inquiridos, 99 afirmam que adquirem a alface nas superficies comerciais (57%),
seguindo-se os 49 que a adquirem em plantacdes proprias (28%), 19 em plantacdes de
outras pessoas (11%) e por fim 7 pessoas que adquirem a alface de outra forma (4%)
(Figura 3.32). Relativamente aos inquiridos que adquirem a alface de outra forma, 3
inquiridos adquirem-na no mercado, 1 na praca da fruta nas Caldas da Rainha, 1 na venda
ambulante e 1 em restaurantes.

Dos inquiridos que afirmaram adquirir a alface em superficies comerciais (99
inquiridos), 76 inquiridos indicam que compram a alface inteira fresca (77%), 22
adquirem-na pré-cortada e embalada (22%) e 1 adquire-a de outra forma (1%), alegando

gue compra a alface de ambas as formas mas habitualmente inteira fresca (Figura 3.31).

Q10. Na maioria das vezes, onde Q11. Se na quest&o anterior -
costuma adquirir a alface? respondeu ""Superficies comerciais",
de que forma adquire normalmente a
0 alface?
4% ® Superficies 1%

comerciais [99]

H Plantag&o propria i Pre-cortada e

[49] embalada [22]
M Plantaco de outras i Inteira fresca [76]
pessoas [19]
i Qutro [7] L Outro [1]
Figura 3.32: Local de aquisicéo da alface. Figura 3.31: Forma de aquisicdo da alface.

No que diz respeito ao consumo de framboesas pelos inquiridos (Figura 3.33), das 183
respostas obtidas a esta questdo, 105 inquiridos afirmam que consomem framboesas
esporadicamente (58%), seguindo-se 50 inquiridos que responderam que nunca consomem
(27%), 21 que consomem apenas misturado com outros produtos (11%), 6 consomem 1-2
vezes por semana (3%), 1 consome 3-5 vezes por semana (1%) e nenhum inquirido

afirmou consumir framboesas diariamente.
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Q12. Relativamente a fruta framboesa, como classifica o seu
consumo?

3% 1%~ 0%

® Nunca [50]

H Apenas misturado com outros
produtos [21]
i Esporadicamente [105]

M 1-2 vezes por semana [6]
i 3-5 vezes por semana [1]

M Diariamente [0]

Figura 3.33: Frequéncia com que os inquiridos consomem framboesas.

Dos inquiridos que responderam afirmativamente ao consumo de framboesas na questéo
anterior (exceto 0s que a consomem apenas misturada com outros produtos), ou seja, dos
112 inquiridos, 82 afirmam adquirir as framboesas em superficies comerciais (74%), 15 em
plantacBes proprias (13%), 12 em plantacGes de outras pessoas (11%), 2 afirmam adquirir
de outra forma (2%) e 1 inquirido ndo respondeu a esta questdo (Figura 3.34). Dos 2
inquiridos que alegam adquirir as framboesas de outra forma, 1 resposta foi mercado e a
outra produtor regional.

Dos inquiridos que afirmaram obter as framboesas em superficies comerciais (82
inquiridos), 61 afirmam que as compram embaladas inteiras frescas (75%), 15 congeladas
(19%), e por fim 5 adquirem-nas misturadas com outras frutas e embaladas (6%) (Figura
3.35).
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Q13. Na maioria das vezes, onde Q14. Se na questdo anterior respondeu

costuma adquirir as framboesas? ""Superficies comerciais', de que forma
adquire normalmente as framboesas?

2% ® Superficies

0% 6%
comerciais [82] —

H Congeladas [15]
H Plantacdo propria
[15] ® Misturadas com outras
frutas e embaladas [5]

i Embaladas inteiras
frescas [61]

& Qutro [0]

i Plantacdo de outras
pessoas [12]

® Qutro [2]

Figura 3.34: Local de aquisicdo das Figura 3.35: Forma de aquisicdo das
framboesas. framboesas.
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4. Conclusao

Frutas e vegetais sdo dos grupos de alimentos que mais beneficios trazem a saude,
levando a diminuicdo do aparecimento de certas doengas, como o cancro e doencas
cardiovasculares. Dessa forma, é importante que 0 seu consumo continue a aumentar. Em
contrapartida, por serem produtos que muitas vezes sdao consumidos crus, sem que haja
qualquer tratamento capaz de eliminar ou reduzir para niveis aceitaveis a possivel presenca
de microrganismos patogénicos, este grupo alimentar estd associado a doencas de origem
alimentar. Por este motivo, torna-se urgente e pertinente desenvolver um método eficiente
de detecdo de microrganismos neste tipo de produtos, para que a Industria Alimentar possa
obter resultados em tempo Util, minimizando assim o risco de infecdo ao consumidor.

Para além disso, a legislacdo obriga a que a industria/produtores facam um controlo
microbioldgico dos alimentos que produzem. Segundo a alinea a), do ponto 3, do artigo 4.°,
do capitulo 11, do Regulamento (CE) n°852/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho de
29 de Abril de 2004, relativo a higiene dos géneros alimenticios, os operadores das
empresas do sector alimentar, devem respeitar os critérios microbioldgicos aplicaveis aos
géneros alimenticios.

Ao longo do tempo, varios métodos foram desenvolvidos por laboratérios para detecédo
de microrganismos em alimentos. Primeiro os métodos convencionais, depois 0s métodos
rapidos.

Os métodos convencionais apesar de serem fidveis, sdo bastante demorados e
trabalhosos, dificultando a adocdo de medidas emergentes, pela Industria Alimentar,
guando necessario. Para além disso, Sdo necessarios muitos reagentes e vidraria,
principalmente no processamento de um grande namero de amostras, como as que Sao
exigidas na Industria Alimentar.

Este motivo levou a procura de novas metodologias mais rapidas e mais sensiveis, onde
se incluem metodologias moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A amplificagdo in vitro de &cidos nucleicos utilizando a técnica de PCR, tornou-se, desde
a sua descoberta, na decada de 1980, uma poderosa ferramenta de diagnostico para a
analise de infecbes microbianas, assim como para a analise de microrganismos em
amostras de alimentos. No entanto, apesar das inUmeras vantagens que esta técnica
oferece, este método, a nivel tecnoldgico, apresenta um elevado custo de investimento na

sua implementacao, sendo que a falta de protocolos padréo e regulamentacdes standards
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aprovadas, bem como a qualidade variavel de reagentes e equipamentos que influenciam a
eficiéncia da metodologia, leva a que os laboratérios fiqguem hesitantes quanto a sua
utilizacdo. Além disso, a Industria Alimentar, compreensivelmente, exige e espera que
sejam oficialmente aprovados os métodos padréo (Malorny et al., 2003).

Os alimentos oferecem bastantes desafios na aplicacdo de técnicas de pesquisa de
microrganismos, no entanto, devido a sua complexidade e variedade torna-se dificil criar
um protocolo Unico, comum para todos os alimentos. Métodos para extrair e concentrar 0s
possiveis organismos patogénicos presentes e eliminar interferentes, sdo necessarios para
permitir a aplicacdo eficiente dos métodos de detecdo molecular (Swaminathan e Feng,
1994).

Este estudo pretende otimizar uma técnica de detecdo para pesquisar alguns
microrganismos patogenicos em framboesas e alface, nomeadamente o virus da hepatite A
(HAV), Salmonella sp., Escherichia coli, Staplylococcus aureus e Listeria monocytogenes.
Na sequéncia deste objetivo, pretendeu-se fazer uma pesquisa, no mercado portugués,

utilizando o método otimizado, de microrganismos em framboesas e alface.

Relativamente a detecdo do HAV, aquando da pesquisa bibliogréfica, verificamos que a
detecdo deste tipo de microrganismos é dificil, pois ao contrario das bactérias, 0s virus ndo
crescem no alimento, e portanto é inviavel realizar qualquer tipo de enriquecimento para
aumentar o numero de particulas virais presentes e possiveis de detetar posteriormente.
Também pelo facto do tipo de alimentos que estamos a analisar (alimentos ricos em &gua)
apresentar bastantes interferentes, leva a que seja de extrema importancia a realizacdo de
uma etapa que permita a concentracdo do baixo nimero de particulas virais presente. O
facto de estarmos a lidar com um virus de ARN, implicando a sua detecdo uma purificacdo
deste &cido nucleico, a minima contaminacdo durante o processo de detecdo pode
comprometer também os resultados.

Desta forma, e como descrito na literatura, a detecdo de virus em alimentos ricos em
adgua (como frutas e vegetais) deve compreender trés etapas principais: eluicdo e
clarificagdo (etapa onde o alimento ¢ “lavado” com um tampao de forma a extrair o virus
do alimento e eliminar interferentes); concentracéo (onde o virus é concentrado de forma a

ser possivel deteta-lo posteriormente); extracdo do &cido nucleico e detecdo molecular,
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nesta fase o &cido nucleico (no caso do HAV é ARN) € extraido das células virais para
posterior dete¢céo por RT-PCR.

Foram experimentados quatro protocolos distintos para extracdo e purificacdo do ARN,
no entanto nenhum deles permitiu que o ARN fosse concentrado/precipitado,
impossibilitando assim a purificagdo e consequente detecdo do mesmo.

O facto de ndo ser possivel adquirir certos materiais/reagentes, respeitar a necessidade de
trabalhar num ambiente totalmente estéril, a impossibilidade de obter um controlo positivo,
e ainda questBes temporais, levou a que este objetivo fosse abandonado, ficando assim

pendente a pesquisa do HAV.

Abandonando-se a pesquisa do HAV, seguiu-se com a pesquisa das bactérias
patogénicas, que tém sido frequentemente descritas neste tipo de alimentos (tém sido
referidos alguns surtos em alguns paises europeus e referenciados em relatérios da EFSA)
igualmente em framboesas e alface: Salmonella sp., Escherichia coli, Staplylococcus
aureus e Listeria monocytogenes. Desta forma, tentdmos otimizar uma técnica para
detecdo 0 mais simples e rapida e que apresentasse fiabilidade. Decidimos entdo utilizar a
técnica de PCR para a detecdo das bactérias.

Numa primeira fase de otimizacdo da técnica de detecdo dos diferentes microrganismos,
foi possivel retirar algumas conclusdes, nomeadamente:

— O kit de extracdo utilizado para extrair o ADN dos diferentes microrganismos
(funcionando como controlo positivo) é eficaz, apesar de para Salmonella sp. e
Escherichia coli a concentracdo obtida ndo ser tdo elevada como para as restantes
bactérias, possivelmente resultado da menor densidade celular da cultura utilizada para
a realizacdo da extracédo (Tabela 3.1).

— Quando a pureza e eficiéncia dos reagentes de PCR foi testada, verificou-se que para
todos 0s microrganismos 0s reagentes apresentaram pureza e eficiéncia viavel (Figura
3.1; Figura 3.2; Figura 3.3; Figura 3.4); Apesar de no caso de Escherichia coli o primer
forward sozinho (sem primer reverse) permitir uma ligacdo inespecifica. No entanto
essa banda inespecifica ¢ diferenciavel da banda esperada, sendo que, quando a banda
esperada surge, a banda inespecifica desaparece por competicdo da amplificacdo de
interesse (“mais forte”) (Figura 3.2).

— Relativamente a especificidade dos primers, nem todos apresentaram a especificidade

pretendida. No caso da detecdo de Salmonella sp., os primers apresentaram
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especificidade adequada, uma vez que ndo houve amplificagdes na presenca de ADN
molde das outras bactérias (Figura 3.5).
Para E. coli, apesar dos primers ndo serem totalmente especificos (uma vez que houve
amplificacdo para L. monocytogenes e Salmonella sp.), e apesar de serem visiveis outras
bandas inespecificas, a banda esperada € visivel e facilmente distinguivel (Figura 3.6).
A amplificacdo de bandas inespecificas significa que o par de primers de sequéncia do
gene malB utilizado para E. coli pode ter promovido interacdo com outras bactérias (que
ndo a E. coli) presentes na amostra.
Para S. aureus, os primers apresentam elevado grau de inespecificidade, uma vez que
permitem amplificacdo em quase todas as bactérias, a excecao apenas da Salmonella sp.
(Figura 3.7). Apesar da banda esperada também ser visivel, iria ser dificil a distincao
entre microrganismos, se numa situacdo estivesse presente o ADN de E. coli, L.
monocytogenes e S. aureus.
Por fim, para L. monocytogenes a banda esperada € visivel, indicando que os primers
sdo especificos (Figura 3.8). No entanto € visivel um arrastamento nos restantes pogos,
dificultando a analise e a certeza dos resultados, sendo importante a sua repeticdo
futuramente.
Quanto aos resultados ao teste da sensibilidade dos primers para diferentes
concentracfes de ADN dos diferentes microrganismos, foi possivel verificar que para
Salmonella sp. (Figura 3.9) a concentragdo minima de ADN que foi possivel detetar foi
de 2ug/ml, enquanto que para E. coli (Figura 3.10) foi de pelo menos 0,28ug/ml e para
S. aureus (Figura 3.11) de pelo menos 0,68ug/ml (Tabela 3.2). No caso de L.
monocytogenes (Figura 3.12) os resultados obtidos foram inconclusivos (Tabela 3.2).
Ou seja, 0s primers que apresentaram uma maior sensibilidade sdo os primers para E.
coli.
Relativamente a extracdo de ADN de framboesas e alface com recurso a um Kit
comercial, foi possivel concluir que o kit utilizado € eficiente pois foram obtidas
concentracdes de ADN significativas para ambos os produtos (Tabela 3.3).
Para a analise das amostras (amostras teste, sem qualquer interesse e as quais foram
“adicionado” os diferentes microrganismos, em diferentes volumes), apos o pré-
enriquecimento das mesmas, com &gua peptonada tamponada (pois normalmente as
bactérias costumam estar presentes em baixas concentragdes), foram testadas duas formas

de preparacdo da amostra: uma preparacdo em que as amostras foram sujeitas a um passo
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de rebentamento das células baseado na fervura; outra preparacdo onde apenas se recolheu

algum volume de cultura de pré-enriquecimento diretamente para a rea¢do de PCR.

— Relativamente aos resultados obtidos, é possivel afirmar que o segundo método
mencionado ndo permitiu obter resultados positivos em nenhuma das bactérias em
estudo. Quanto ao primeiro método, este foi eficaz para bactérias Gram-negativas, ou
seja, foi eficaz para Salmonella sp. (Figura 3.13 e Figura 3.14) e E. coli (Figura 3.15 e
Figura 3.16), pois as células destas possuem uma parede celular fina, capaz de ser
destruida por fervura, ao contrario das bactérias Gram-positivas, como S. aureus (Figura
3.17 e Figura 3.18) e L. monocytogenes (Figura 3.19 e Figura 3.20), que possuem uma
camada de peptidoglicano exterior espessa, e portanto a fervura ndo é suficiente para
destruir a parede celular, e deste modo extrair o ADN para ser detetado posteriormente
por PCR.

Relativamente as conclusdes acerca da quantidade crescente de células “adicionadas”,

verificou-se que tanto para Salmonella sp. como para E. coli, foi possivel visualizar a

banda esperada para todas as quantidades de células “adicionadas”, sendo a quantidade

minima detetavel (que corresponde a um volume de 50pl) de 1x10® UFC e 9x10’ UFC,
respetivamente (Tabela 3.4).

De forma geral, conseguimos obter controlos positivos para todas as bactérias, 0s
primers utilizados apresentam pureza e eficiéncia aceitavel, sdo especificos para as
bactérias, & excecdo de Staplylococcus aureus. O método de preparacdo da amostra
baseado na fervura permitiu obter melhores resultados, mas apenas para as bactérias Gram-
negativas, sendo que a técnica de PCR conseguiu detetar Salmonella sp. e E. coli no

volume “adicionado” mais pequeno (50pul).

ApOs otimizacdo da técnica de detecdo, foi realizada a pesquisa das bactérias em
framboesas e alface a venda no mercado portugués. Apesar de nenhum método de
preparacdo da amostra ter funcionado para Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, a presenca destas duas bactérias foi igualmente pesquisada. Assim, para
todas as bactérias em estudo, a preparacdo da amostra utilizada para a andlise de
framboesas e alface a venda no mercado portugués foi baseada na fervura.

Relativamente aos resultados obtidos, foi possivel constatar que para Salmonella sp.
(Figura 3.21) framboesas embaladas frescas (Marca A), congeladas (Marca B) e
congeladas (Marca C) mostraram apresentar contaminagdo. No caso da alface embalada
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fresca (Marca D) e embalada fresca (Marca F) ndo foi possivel obter certezas pois foi
possivel visualizar algum arrastamento no gel. Por fim, a alface inteira fresca (Marca E),
surpreendentemente foi a Unica amostra que ndo apresentou qualquer amplificagéo,
levando a concluir que esta se apresentava livre de contaminacao por Salmonella sp.

Uma vez que as amostras de alface embaladas frescas (produtos minimamente
processados ou 1V gama) sdo produtos prontos a consumir, ou seja, ja foram higienizados
em fabrica, e estdo protegidos por uma embalagem plastica nas superficies comerciais, nao
seria de esperar a existéncia de qualquer contaminacdo. Pelo contrario, a alface inteira
fresca uma vez que ndo apresenta qualquer embalamento ou processamento e estd a
disposicdo do comprador, o qual pode mexer diretamente no produto, é a Unica amostra
gue ndo apresenta contaminacéo.

Ja as framboesas embaladas frescas, uma vez que a embalagem tem a funcéo apenas de
protecdo e ndo de conservagdo, significa que ndo € um produto pronto a consumir e
portanto ha a necessidade do consumidor lavar o produto antes de o consumir, podendo
eventualmente existir alguma contaminacao.

No caso das framboesas congeladas, ndo seria de esperar a existéncia de contaminacgéo
pois uma vez que a congelacdo para além de inibir o crescimento das bactérias, muitas
vezes chega mesmo a causar a morte bacteriana; a existéncia de contaminacdo significa
que antes do congelamento o produto estava contaminado.

Para E. coli (Figura 3.22), assim como no caso anterior (para Salmonella sp.) framboesas
embaladas frescas (Marca A) e congeladas (Marca B e Marca C) mostraram apresentar
contaminacdo. J& a alface embalada fresca (Marca D e F), apesar de ndo ser possivel
afirmar com certeza (pois € visivel algum arrastamento), parece nao existir contaminacao.
Por fim, e mais uma vez, a alface inteira fresca (Marca E) ndo exibe qualquer
contaminagédo com E. coli.

No caso de S. aureus (Figura 3.23), apenas framboesas congeladas (Marca B) mostrou
amplificacdo no tamanho esperado (127pb), querendo isto significar contaminagéo.
Framboesas congeladas (Marca D) e alface embalada fresca (Marca F) apresentaram uma
banda préximo do tamanho esperado, no entanto nao é possivel afirmar com certeza que
estas se encontram contaminadas. Uma vez mais, alface inteira fresca (Marca E) nédo

mostrou qualquer amplificacdo que significasse contaminacdo com esta bactéria.
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Relativamente a L. monocytogenes (Figura 3.24), ndo foi possivel obter conclusdes
acerca de nenhuma das amostras, pois em nenhuma delas houve amplificagédo no tamanho
esperado (457pb).

De forma geral, apenas a Marca E, referente a alface inteira fresca parece estar livre de
qualquer contaminacdo com as bactérias em estudo. Quanto a L. monocytogenes nédo foi
possivel obter resultados, e relativamente a S. aureus os resultados podem nédo ser 0s mais
fiaveis pois foram observadas bastantes bandas (algumas perto do tamanho esperado). O
facto dos primers ndo terem mostrado especificidade adequada para S. aureus (ponto 3.2.3.
dos resultados) e ndo terem sido obtidos resultados quando foram testados os métodos de
preparacdo da amostra (ponto 3.2.6 dos resultados), leva a que os resultados obtidos para S.

aureus ndo sejam totalmente fidedignos.

E importante referir o facto da técnica utilizada requerer ainda varios ajustes
relativamente ao meétodo de preparacdo da amostra/extracdo de ADN. O facto de o
protocolo usado na preparacdo da amostra ndo possuir uma etapa destinada a
eliminacdo/reducéo de inibidores de PCR, pode explicar o insucesso de alguns resultados
obtidos.

Futuramente seria importante testar outros métodos de preparacdo da amostra,
especialmente para as bactérias Gram-positivas. Um tratamento com lisozima, antes do
rebentamento celular, poderia funcionar, pois esta degradaria a camada espessa de
peptidoglicano, facilitando assim a extracdo do ADN bacteriano.

Métodos que incluem extracdo com fenol/cloroféormio que tem como objetivo
eliminar/reduzir inibidores, e que ja foram testados por varios autores, poderia ser também
uma solucéo para melhorar os resultados (Santos et al., 2001). Também a utilizacdo de kits
de extracdo de ADN total, onde seria extraido ADN bacteriano e ADN do produto
alimentar em estudo, seria uma boa opcao, pois para além de possibilitarem a extracédo de
ADN, também eliminam inibidores que possam estar presentes.

Ainda assim, a metodologia baseada em PCR descrita neste trabalho requer apenas 48
horas até obtencao de resultados, o que é significativamente menor comparativamente com
métodos convencionais. Apresenta custos relativamente mais baixos e permite testar um
grande numero de amostras em simultaneo. Foi também comprovado que a inclusdo de um

passo de pré-enriquecimento apresenta vantagens na detecdo de bactérias, uma vez que
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para aléem de aumentar o nimero de células bacterianas de forma a ser possivel a sua

detecdo, também permite diluir substancias que possam inibir o PCR.

Relativamente ao estudo do consumo de produtos hortofruticolas minimamente
processados, alface e framboesas, é possivel afirmar que o perfil do consumidor, segundo
este estudo, € caracterizado por individuos com idades entre 18 e 25 anos,
maioritariamente do sexo feminino, com habilitagdes literarias ao nivel da licenciatura.

Grande parte dos inquiridos afirma consumir produtos hortofruticolas minimamente
processados. Uma vez que a grande maioria dos inquiridos possui idades entre os 18 e 25
anos, a resposta afirmativa pode dever-se ao facto de grande parte destes ainda estar a
estudar, longe da sua area de residéncia, dai a compra deste tipo de produtos por serem de
facil consumo, uma vez que ja se encontram preparados fisicamente.

A maioria dos inquiridos afirma lavar, com agua, estes produtos, embora ja tenham sido
lavados na inddstria, pois sdo produtos prontos a consumir. Isto representa uma boa
pratica, apesar de apenas a agua poder nao ser totalmente eficiente na remocao de possiveis
contaminacdes, ao contrario de certos produtos ja a venda no mercado como a Amukina e
0 Dettol, produtos utilizados por uma minoria de inquiridos (2 e 1, respetivamente). Por
outro lado, também o vinagre, usado por 18 inquiridos, é um produto eficaz na reducédo
microbiana, como comprovado por varios autores como Ramos et al. (2014) que
comprovou a eficacia do vinagre balsdmico para reduzir Listeria monocytogenes em
alface; Figueiredo (2013) utilizou uma solucdo de vinagre com cloro para desinfetar alface
que se mostrou bastante eficiente; Santos et al. (2010) experimentou quatro solucGes de
tratamento para eliminagdo/reducao de estirpes de E. coli (sumo fresco de limé&o, vinagre e
alcool, mistura de sumo de limdo-vinagre e mistura de sumo de limdo-vinagre-agua)
comprovando que a mistura de sumo de limdo e vinagre proporcionou maiores redugdes de
E. coli 0157:H7, enquanto que o tratamento com vinagre foi mais eficaz contra indigenas
de estirpes de E. coli. No entanto, torna-se dificil para o consumidor saber qual a dosagem
de vinagre ideal.

Um estudo de Bidawid et al. (2000) concluiu que em condigdes experimentais, a agua de
lavagem, de forma abundante, por si s6 reduziu a quantidade do HAV transferido dos
dedos para a alface. Portanto, independentemente do uso de algum desinfetante, o produto
deve ser lavado, principalmente os que ndo se enquadram na designacdo de prontos a

consumir, com agua potavel, corrente e abundante.
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A utilizacdo de lixivia, utilizada por 2 inquiridos, e lim&o, utilizado por 1, assim como no
vinagre, torna-se dificil a sua utilizagdo pois ndo se sabe ao certo a quantidade ideal, dai
existiram produtos a venda no mercado que sao de facil utilizacdo e os quais indicam a
dosagem a utilizar.

Quanto ao consumo de alface, a maioria afirma consumir 3 a 5 vezes/semana,
adquirindo-a em superficies comerciais inteira fresca.

Relativamente ao consumo de framboesas este ndo é um produto tdo consumido como a
alface, sendo que a grande maioria dos inquiridos afirma consumir apenas
esporadicamente, adquirindo-a em superficies comerciais embaladas frescas. O facto de ser
uma fruta com um custo mais elevado pode explicar o baixo consumo deste produto.

Deste modo, importa realcar que, ao contrario das framboesas, o elevado consumo de
alface merce que sejam tomadas medidas de prevencdo, nomeadamente na sua
higienizacdo antes do consumo, principalmente quando consumida fresca. No entanto, a
ocorréncia nos Ultimos anos de varios surtos em frutos vermelhos, leva a que seja
recomendavel a existéncia de uma atencdo acrescida.

A etapa de lavagem/desinfecdo € das mais importantes, na medida em que é responsavel
por assegurar a seguranc¢a alimentar no momento de consumo, pois auxiliam na remocao

e/ou eliminagéo de parte da carga microbiana destes alimentos, consumidos crus.

4.1. LimitacGes do estudo

Dada a dificuldade que advém da detecéo de virus em alimentos, em termos de matérias,
métodos e tempo, tornou-se dificil concretizar o objetivo da detecdo do virus da hepatite A
nas amostras em estudo. Como ja foi referido, é necessario um método rigoroso, em que o
ambiente deve ser totalmente estéril, assim como o material e solugfes utilizadas, o que
nem sempre foi possivel. Também o facto de normalmente as particulas virais estarem
presentes em concentracbes muito baixas tornou a detecdo pouco rigorosa,

impossibilitando assim a obtencédo de resultados validos.

Outras limitagdes do presente estudo, relativamente a detecdo de bactérias, prendem-se
com a escassez de tempo (e por vezes disponibilidade) para testar e otimizar outros
métodos de extracdo de ADN das bactérias em estudo, bem como repetir os que foram

testados, o que comprometeu a qualidade de alguns dos resultados obtidos. No que
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concerne a metodologia baseada em PCR, sabemos que existem diversas substancias que a
podem inibir, além de poder ser influenciada pelo método de extracdo de ADN e ainda
pelo tipo e duracdo do processo de enriquecimento prévio. O que denota desde logo a
necessidade de um estudo de cada tipo de alimento e da adaptacdo da metodologia de
forma especifica a cada matriz de alimento, para deste modo haver processos standard para
cada binémio agente patogénico/matriz de alimento, e assim podermos obter resultados

mais comparaveis e mais fiaveis.
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Anexos

Anexo |
Inquérito por questionario sobre o consumo de hortofruticolas minimamente

processados, framboesas e alface

CONSUMO DE HORTOFRUTICOLAS MINIMAMENTE PROCESSADOS, FRAMBOESAS E ALFACE

O presente questionario enquadra-se no trabalho de investigacdo para obtencdo do Grau
Mestre no &mbito do curso de mestrado em Gestdo da Qualidade e Seguranga Alimentar na
Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, Instituto Politécnico de Leiria.

No sentido de conhecer o consumo de hortofruticolas minimamente processados assim
como de framboesas e alface, agradecemos a sua colaboragdo ao preencher este
questionario. O seu contributo é muito importante para a obtencédo de resultados e sucesso
na realizacdo desta investigacao.

Este questionario levara apenas alguns minutos, sendo garantida total confidencialidade.
Obrigada pelo seu tempo!

Mariana Carlos

1. Idade:

2. Género:
- ..
Feminimo

Masculino

HabilitacOes literarias:
1° Ciclo

2° Ciclo

3°Ciclo

Secundario

Bacharelato
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Licenciatura

o Pds-Graduacao
© Mestrado

O Doutoramento
© Outra:

Consumo de hortofruticolas minimamente processados

Hortofruticolas minimamente processados sdo frutas e vegetais que sao submetidos no seu
estado fresco, a um conjunto de operacdes unitarias simples que envolvem lavagem,
descasque, corte e/ou embalamento. Desta forma, podem ser consumidos ou cozinhados
prontamente.
4. Consome produtos frescos minimamente processados?
Se a resposta for "N&o", passe para a questdo numero 11.
i .
Sim
C <
Né&o
5. Com que frequéncia consome produtos minimamente processados?
1-3 vezes por semana
Todos os dias

Esporadicamente

6. Habitualmente, costuma lavar, com &gua, 0s produtos minimamente processados
antes do seu consumo?
Se a resposta for "N&o", passe para a questdo numero 11.
C
Sim
i ~

Né&o
7. Para além da &gua, utiliza algum produto para a desinfecéo?
Se a resposta for "N&o", passe para a questdo numero 11.

C Sim
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Né&o
8. Qual o produto de desinfecdo que utiliza habitualmente?

—

Consumo de framboesas e alface

9. Relativamente ao vegetal alface, com que frequéncia o consome?
Se a resposta for "Nunca" ou "Apenas misturada com outros produtos”, passe para a

questdo numero 14.

-~
Nunca
i .
Apenas misturada com outros produtos
i .
Esporadicamente
(—‘
1-2 vezes por semana
-
3-5 vezes por semana
-~

Diariamente

10. Na maioria das vezes, onde costuma adquirir a alface?

'S . .
Superficies comerciais

i ~ _
Plantacéo propria

.

Plantacdo de outras pessoas

C Outra:

11. Se na questao anterior respondeu "'Superficies comerciais™, de que forma adquire
normalmente a alface?
Se ndo respondeu "Superficies comerciais”, passe para a questdo 14.

C Pré-cortada e embalada

(“ )
Inteira fresca

C Outra:

12. Relativamente a fruta framboesa, como classifica o seu consumo?
Se a resposta a pergunta for "Nunca™ ou "Apenas misturados com outros produtos™ o seu

questionario termina aqui.
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Nunca
- .
Apenas misturado com outros produtos
- .
Esporadicamente
'
1-2 vezes por semana
e
3-5 vezes por semana
'

Diariamente

13. Na maioria das vezes, onde costuma adquirir as framboesas?

s . .
Superficies comerciais

i ~ , .
Plantacéo propria

s

Plantacdo de outras pessoas

C Outra:

14. Se na questdo anterior respondeu ''Superficies comerciais'', de que forma adquire

normalmente as framboesas?

Se ndo respondeu "Superficies comerciais”, 0 seu questionario termina aqui.
Congeladas
Misturadas com outras frutas e embaladas

Embaladas inteiras frescas

Outra:
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Anexo 11
Resultados estatisticos do questionario

Q2. Género

i Feminino [143]
L Masculino [43]

Q6. Habitualmente, costuma lavar, com 4gua, 0s
produtos frescos minimamente processados antes
do seu consumo?

M Sim [117]
M N3o [31]

Q7. Para além da agua, utiliza algum produto para
a desinfecéo?

M Sim [21]
1 N4o [96]

100



