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Resumo:

O presente artigo tem como objetivo analisar os parametros de qualidade da cadeia produtiva
do leite e seus derivados, parametro que envolve desde o inicio do processo, a partir da coleta
do leite até o produto final. A necessidade de estabelecimento de parametros de qualidade,
para que seja garantida a seguranca microbiolégica do produto final uma vez que o leite pode
sofrer contaminagdes por microrganismos causadores de DTA’S, que podem trazer riscos a
salde do consumidor destes produtos. E diante do aumento da preocupacdo com 0s
microrganismos que podem causar as DTA’S, nota-se h& necessidade de utilizar novas
técnicas para a deteccdo de microrganismos, que sejam de facil aplicacdo e com os resultados
rapidos e confidveis, para que quando haja a necessidade de obter respostas rapidas em
relacdo a contaminagdes em produtos lacteos seja possivel utilizar técnicas mais simples. E
com a utilizacdo da técnica da PCR, podem-se obter resultados mais rapidos e confidveis, em
relacdo aos métodos convencionais que normalmente sdo utilizados para a analise de
microrganismos contaminantes do leite e derivados. Neste sentido, o objetivo desse trabalho
foi elencar os métodos de controle de qualidade microbioldgico utilizado na cadeia produtiva
de leite e derivados, com foco na utilizacdo do diagndstico de microrganismo via PCR.
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Productive Chain of Milk and Dairy Products: PCR as a Method of
Microbiological Quality Control

Abstract

This article aims at analyzing the quality parameters of the production chain of milk and its
derivatives, which involves parameter since the beginning of the process, from milk collection
to final product. The need to establish quality parameters, so that it is guaranteed the
microbiological safety of the final product once the milk may suffer contamination by
microorganisms causing DTA'S, which can pose risks to consumer health these products. And
the face of increasing concern with microorganisms that can cause the DTA'S, there is no
need to use new techniques for the detection of microorganisms, which are easy to apply and
with fast and reliable results, so that when there is a need for get quick answers in relation to
contamination in dairy products is possible using simpler techniques. And with the use of the
PCR technique, one can obtain more rapid and reliable compared to conventional methods
which are usually used for analyzing microbial contaminants in milk and its derivatives. In
this sense, the aim of this work was to list the methods of microbiological quality control used
in the production chain of milk and dairy products, focusing on the use of diagnostic organism
via PCR.
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1. Introducgéo

O leite é um alimento que faz parte diariamente da dieta da populacéo, seja na forma
de produtos lacteos ou forma in natura, como é o caso do leite pasteurizado e UHT e, que
ainda podem ser usados para o preparo de outros produtos na casa do consumidor.

De acordo com Bezerra (2011), entende-se por leite o produto que € oriundo de
ordenha completa, ininterrupta em condi¢cbes adequadas de higiene. Deve apresentar
coloragéo branca, odor suave e sabor adocicado.

Também ¢ notavel o elevado numero de produtos lacteos que estdo disponiveis ao
consumidor e que também fazem parte da dieta devido o importante papel nutricional que
exercem.

Para que o leite e seus derivados cheguem a mesa do consumidor livres de riscos a sua
salde, € necessario que exista um rigoroso controle de qualidade em todas as etapas da sua
cadeia produtiva.

Diante disso, a industria tem verificado a necessidade de utilizar novos métodos que
possam identificar possiveis contaminacdes no leite e seus derivados de maneira rapida, com
resultados confidveis, para que o risco de ocorrer surtos de DTA’S apds 0 consumo destes
alimentos sejam o minimo possivel, e garantindo assim, tanto a qualidade do produto como a
satisfacdo do consumidor. Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi elencar os métodos de
controle de qualidade microbioldgico utilizado na cadeia produtiva de leite e derivados, com
foco na utilizacdo do diagnostico de microrganismos via PCR.

2. Industria de leite e derivados

A industria de leite e seus derivados mostra ser dentro do ramo alimenticio uma das
mais importantes, sendo que o consumo de produtos do género é elevado e tem importancia
para a dieta da populacdo. A cadeia produtiva do leite e seus derivados mostram, no entanto,
ser complexa em relacdo a qualidade do produto final, sendo que o processo produtivo
depende de diversos fatores como a qualidade da matéria prima, pois o leite € um produto
suscetivel a contaminacdo de microrganismos quando ndo é adequadamente manipulado,
processado e armazenado, podendo assim, trazer riscos de contaminagao e consequentemente
perda da qualidade do produto (BRITO et al, 2010).

Segundo Bezerra (2011), pelo fato do leite ser um produto com elevado valor
nutricional, visto que possui diversas substancias como vitaminas, proteinas, minerais
lipideos, glicidios entre outras, € usado tanto para consumo in natura quanto para a producao
de produtos como queijos, iogurtes, manteiga, doce de leite. Fatores que fazem com que o
leite tenha grande importancia comercial e que seu consumo seja elevado a nivel mundial.

No Brasil a producdo do leite em 2012, chegou mais de 33 bilhdes de litros, e o
consumo per capta de leite teve alta de 3% em relacdo & 2011sendo o consumo por habitante
em torno de 180 litros. Para 2013 hé estimativas que tanto a producdo quanto o consumo do
leite in natura devem aumentar ainda mais (SILVEIRA, 2013).

A cadeia produtiva do leite tem inicio, na propriedade rural, em que é feita a coleta do
leite que vai ser beneficiado, ou seja, a ordenha. Nesta etapa de coleta é necessario tomar
cuidados a fim de se evitar a contaminacdo do leite, principalmente em relacdo a higiene do
local onde é realizada a ordenha, higienizagdo correta de todos o equipamentos apos a
realizacdo das ordenhas e boa praticas de manipulacdo dos funcionarios que vao estar
envolvidos nesta etapa. Depois de recolhido o leite é transportado para a inddstria de
beneficiamento, este transporte deve ser feito em tanques refrigerados. Ao chegar até o local
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do beneficiamento este leite também é armazenado em tanques de resfriamento para que seja
possivel realizar analises para determinar a qualidade ou possiveis fraudes do leite, somente
depois desta etapa o leite pode ser processado. Apds o processamento é possivel escolher a
classe do leite que vai ser utilizado para a producdo de seus derivados. Todos os cuidados
devem ser tomados durante as etapas de ordenha, transporte e armazenamento para que seja
possivel garantir a qualidade do leite que sera beneficiado. (DURR, 2009)

Para que seja possivel garantir a qualidade do leite durante a ordenha, transporte,
armazenamento e sua qualidade que depende de fatores como composi¢do, cor, odor,
contagem de células somaéticas e de microrganismos. A instru¢do normativa n° 51 de 2002 do
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento define os pardmetros quanto a
classificacdo dos tipos de leite e as caracteristicas que séo atribuiveis a cada um destes tipos,
os cuidados que devem ser tomados quanto ao armazenamento do leite e também com os
equipamentos envolvidos durante todo o seu processamento que vai desde os cuidados na
propriedade em que é realizada a ordenha até o seu beneficiamento final. (BRASIL, 2002)

Em relacdo a carga microbiana que pode conter no leite sem trazer riscos a salde do
consumidor, os parametros estabelecidos dependem do tipo de leite que pode ser classificado
em: leite tipo A, tipo B e tipo C que é estabelecida conforme a maneira de producédo e
quantidade de microrganismos no leite. O leite tipo A possui um controle mais rigoroso em
relacdo a sua producdo e quantidade de microrganismos, ele é pasteurizado e embalado na
propria fazenda. O leite tipo B logo apds a ordenha é resfriado e enviado para a indUstria para
ser pasteurizado e em seguida ser embalado, ja o leite tipo C pode ser produzido em qualquer
tipo de propriedade, mas possui um controle de qualidade menor em relacdo a carga
microbiana. (VENTURINI et al, 2007)

3. Microrganismos que contaminam o leite e seus derivados

O leite é um produto que dificilmente vai ser obtido sem nenhum tipo de
contaminacdo, a sua contaminacdo pode ocorrer, no momento em que o leite é coletado ou
durante o seu processamento. Os microrganismos que podem causar contaminacgdo no leite e
seus derivados podem ser patogénicos ou saprofitos que também podem ser chamados de
contaminantes ou deterioradores, ou seja, sdo aqueles que apenas causam a deterioracdo do
produto alterando assim suas caracteristicas sensoriais, e vida de prateleira. Os principais
agentes contaminantes dos produtos lacteos sdo as bactérias, em que se destacam as bactérias
acido-lacticas, os microrganismos psicotréficos, coliformes, bactérias termoduricas,
termofilicas, formadoras de esporos, bactérias causadoras de mastite, bolores e leveduras e
microrganismos patogénicos (LANGE et al, 2005).

A presenca dos microrganismos deve-se principalmente ao fato do leite e de seus
derivados, apresentarem valor nutritivo elevado, constituindo desta forma um excelente meio
de cultura para o crescimento de microrganismos que podem transmitir doencas ao
consumidor, quando apresentarem uma alta carga microbiana (CATAO et al, 2001).

Porém, nem todas as classes de bactérias causam prejuizos ao leite e seus derivados,
como € o caso das bactérias lacticas que se tratando deste tipo de produto tem grande
importancia, sendo que na maior parte das vezes fazem parte da flora que fermenta a lactose
formando assim o acido lactico e o acido pirdvico importantes na fabricacdo produtos lacteos
fermentados (TRONCO, 1997).

As classes de microrganismos que contaminam o leite e seus derivados dependem de
alguns fatores como: a temperatura de refrigeracdo do leite, a higiene durante a manipulacéo
do leite e a temperatura de pasteurizagdo. As bactérias mesdfilas multiplicam-se quando o
leite ndo é armazenado sob-refrigeracdo nestes casos as bactéria que podem se multiplicar
rapidamente no leite sdo os Lactobacilos, Estreptococos e Coliformes. Dentre os coliformes,
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0s principais géneros de responsaveis por contaminagdo sdo: Escherichia, Enterobacter e
Klebsiella A presenca de um alto nimero de coliformes indica falta de higiene durante a
ordenha, equipamentos mal higienizados que entram em contato com o leite ou agua
contaminada. A principal fonte destes microrganismos € o trato intestinal dos animais ou no
ambiente (LANGE et al, 2005).

As bactérias termoduricas resistem a altas temperaturas e produzem esporos,
resistindo, assim, a pasteurizacdo, e pelo fato de produzirem esporos podem diminuir a
validade do produto. A elevada taxa de bactérias termoduricas pode estar associada a falta de
higiene dos equipamentos da ordenha ou as tetas do animal sujas. As bactérias que podem
causar contaminacdo nestes casos sdo as dos géneros Bacillus, Clostridium Streptococcus
themophilus, Microbacterium lactium, e algumas espécies de Micrococcus spp (BRITO et al,
2007)

As bactérias psicrotroficas podem se multiplicar a baixas temperaturas sendo as que
mais contribuem para deterioracdo do leite e seus derivados. Os principais géneros das
bactérias psicrotréficas que causam contaminacdo nos produtos lacteos sdo 0s nao
patogénicos como: Pseudomonas, Aeromonas, Chomobacterium, Flavobacterium,
Lactobacillus, Arthrobacter, Clostridium, Lactococcus. Mas, também ha as bactérias
psicrotroficas que estdo associadas com as intoxicacfes alimentares como é o caso da Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus. A presenca destes microrganismos
pode estar associada a falta de higiene durante a ordenha, resfriamento inadequado ou por um
longo periodo (BRITO et al, 2007).

Os microrganismos patogénicos sdo 0s principais agentes de transmissdo de doencas
infecciosas para o ser humano por consumo de leite. Sendo 0s que mais provocam o risco de
doengcas e devem ser controlados sdo: Salmonella sp.,Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, e Staphylococcus aureus. A
maioria dos microrganismos patogénicos € destruida durante o processo de pasteurizacao, no
entanto ha o risco de contaminacdo devido a presenca das enterotoxinas que podem ser
produzidas por algumas bactérias e ndo sdo inativadas pelo calor (BRITO et al, 2007).

Mesmo com a variedade de espécies que podem causar contaminacao no leite, a maior
preocupacdo esta relacionada com os surtos de Salmonelose e Listeriose associado ao
consumo do leite e seus derivados. Tal fator fez com que as industrias redobrassem a atencao
em relagdo aos tempos e temperaturas do processo de pasteurizagcdo, a fim de evitar a
presenca desses microrganismos (LANGE et al, 2005).

O leite também pode estar contaminado antes de ser realizada a ordenha no animal, e
consequentemente durante a realizacdo da mesma ja vai apresentar contaminacgdo, que pode
ser ocasionada devido a presenca de aflatoxinas no leite do animal, que s&o substancia toxicas
produzidas por espécies de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. A principal causadora
de contaminacdo no leite € a aflatoxina M1, que € ocasionada pela presenca da aflatoxina B1
na ragdo que é ministrada para o rebanho que ao ser ingerida pelo animal é absorvida pelo
trato gastrointestinal, passa pelo sistema sanguineo é em seguida é transportada para o figado
aonde acontece a sua metabolizacdo e sofre um processo de biotransformacdo formando a
aflatoxina M1 que é excretada pelo sistema sanguineo e distribui-se por via sistémica e é
transferida para o leite e demais tecidos do animal (FARIAS et al, 2005).
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E uma toxina que possui grande potencial carcinogénico e genotoxico, sendo que a
presenca da alfatoxina M1 em leite e derivados € considerada um problema de saude publica.
(SOUZA et al, 2000)

Diante disso, é preciso ter maior atencdo quanto aos microrganismos que causam
contaminagdes nestes produtos e que podem gerar o risco de graves surtos de DTA’S, ao
consumidor final (TRONCO, 1997). Para tanto, analises microbioldgicas se fazem
necessarias, como ferramenta no controle de seguranca alimentar desses produtos.

Portanto, a necessidade de aprimoramento dos métodos de controle de qualidade dos
produtos lacteos que possam ser usados de maneira preventiva a fim de evitar a contaminacéo
do leite e derivados, realizando a inser¢do de metodologias mais rapidas e eficientes para
diagnostico desses patdgenos, a fim de facilitar o controle da qualidade durante todo o
processo produtivo.

4. Seguranca Alimentar

Quando o assunto € seguranca alimentar, deve-se considerar como principal aspecto a
qualidade do alimento que sera consumido, o alimento ndo deve fornecer qualquer risco a
contaminacdo a populacdo, ndo deve apresentar-se com problemas relacionados a sua
deterioracdo ou prazo de validade vencido (BELIK, 2003).

A preocupacdo com a seguranca alimentar tem se mostrado crescente, pelo fato do
aumento do consumo de alimentos e da preocupacdo com a qualidade do que se consome
diariamente, e com possiveis riscos de contaminagdo caso o alimento tenha sido processado
de forma inadequada.

Em relacdo ao consumo de leite e seus derivados, o principal risco de contaminagéo se
deve a possivel presenca de microrganismos patdgenos que possam se multiplicar ou ainda
produzir toxinas no alimento e, consequentemente causar casos clinicos de doencas quando
ingeridos em elevada concentragdes.

As doencas transmitidas por alimentos sdo um grande problema de sadde publica,
apesar das constantes melhorias no controle da qualidade e seguranga dos alimentos. Para
Leite (2010) o alto indice de incidéncias das DTA’S pode se devido a ocorréncia de fatores
como: a producdo e distribuicdo dos alimentos em larga escala, modificacGes nas praticas de
preparo dos alimentos, a falta de conhecimento da populacdo, maior exposicdo a alimentos
inseguros que tenham sido preparados e conservados de maneira inadequada.

DTA'’S sdo causadas, por agentes que penetram no organismo humano apds a ingestao
de alimentos ou bebidas contaminadas por agentes quimicos ou biolégicos, no entanto 0s
alimentos contaminados por agentes bioldgicos sdo os principais causadores dos surtos de
DTA’S, devido o fato de aparentemente o alimento apresentar caracteristicas que indicam
estar aptos a ser consumidos (AMSON et al, 2006).

Tais doencas sdo classificadas em infeccdes, intoxicacbes e infeccdes mediadas por
toxinas. As infecgdes sdo resultado da ingestdo do alimento contendo 0s microrganismos
vivos. As intoxicacGes podem ser causadas quando o alimento contém as toxinas produzidas
pelos microrganismos. E as infec¢cbes mediadas toxinas ocorrem quando apods a ingestdo do
alimento ocorra a producgédo das toxinas dos microrganismos devido a presenca de uma carga
microbiana que ainda possa produzir as toxinas (BAPTISTA et.al, 2005).

Para pessoas adultas e sadias as DTA’S costumam durar poucos dias, mas para criangas,
idosos, gravidas e pessoas doentes, as consequéncias das DTA’S podem se apresentar de
maneira mais grave podendo levar a morte. (BRASIL, 2007)
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5. Controle de qualidade em lacticinios

O controle de qualidade é uma das principais etapas da cadeia produtiva do leite,
sendo que € a partir deste controle que se define a seguranca e qualidade do produto final
evitando assim perda de matéria prima e insatisfacdo do consumidor, tratando-se da
contaminacdo por bactérias os parametros definidos para o controle de qualidade sdo: baixa
contagem de bactérias que se deve ao fato da impossibilidade obtencdo de um leite livre de
contaminacdo, auséncia de microrganismos patogénicos e baixa contagem de células
somaticas que em elevada quantidade podem alterar a qualidade do leite e dos produtos que
possam usar o leite como matéria prima (BRITO et al , 2007).

O controle de qualidade deve ter inicio durante a ordenha do leite para evitar a
contaminacdo inicial do produto, e deve ser seguido durante todo o seu processamento.

Logo depois da ordenha o leite deve ser armazenado sob refrigeracdo, e em seguida
transportado até os laticinios que irdo realizar o beneficiamento em caminh@es isotérmicos
para manter o leite a uma baixa temperatura, ao chegar aos laticinios 0s equipamentos usados
para recepcdo, armazenamento e beneficiamento devem ser os mais higiénicos possiveis para
evitar a contaminacéo do leite. E durante o beneficiamento do leite que ele ira ser padronizado
e com esta etapa o laticinio da ao leite o seu destino final que pode ser para a producdo de
leite pasteurizado, leite UHT, queijos, doce de leite, requeijdo, iogurtes, bebidas fermentadas.
A destinacdo do leite cru depende do produto que o laticinio quer obter. Mas independente da
destinacdo que sera dada ao leite os cuidados em relacdo ao risco de contaminacdo serdo 0s
mesmaos, pois envolvem os cuidados em relacdo a higiene durante o processo produtivo como:
higiene adequada dos utensilios utilizado, boas praticas de manipulacdo e fabricacdo e
armazenamento adequado do produto antes e depois do beneficiamento (SILVA et.al, 2012).

O controle de qualidade deve ter como principal objetivo, a preocupagdo de evitar
qualquer tipo de contaminacdo que possa atingir o leite e seus derivados, nota-se que 0
controle da presenga de microrganismos, depende principalmente dos cuidados durante a
cadeia produtiva do leite e dos seus derivados, cuidados que abrangem desde o manejo dos
animais durante a realizacdo das ordenhas, higiene no local de realizacdo da ordenha,
transporte do leite para o seu futuro beneficiamento e controle das operacdes realizadas
durante o beneficiamento final independentemente do produto que se vai ser obtido, o
controle deve ser rigoroso em cada etapa do processo com 0 objetivo de evitar o elevado
ndmero de microrganismos que possam trazer riscos ao consumidor final ou acelerar o
processo de deterioracdo do mesmo.

6. Métodos para controle de qualidade microbioldgica

Existem varios métodos que podem ser empregados para a deteccdo e quantificacdo de
microrganismos em produtos lacteos. Metodologias que sdo usadas de maneira rotineira nos
laboratérios e servem como referencias para instituicGes de pesquisas e entidades de
fiscalizacdo. Porém as metodologias usadas para a realizacdo destas analise sdo demoradas e
trabalhosas, fato que acaba causando dificuldades quando ha a necessidade de implantar acdes
corretivas de maneira rapida no processo a fim de se evitar a contaminacdo dos produtos
lacteos (CUNHA et al, 2012).

De maneira geral as analises padrdo usadas para a deteccdo de microrganismos
presentes no leite seus derivados sdo baseados na contagem padrdo das coldnias de bactérias
por metodos de plagueamento, que demonstram ser demorados devido aos tempos necessarios
de preparo e incubacgéo das placas para a obtencdo dos resultados.

Considerando que as principais bactérias, causadoras de DTA’S sdo as do género
Salmonella e Listeria monocytogenes, 0 método convencional torna-se uma barreira para a
obtencg&o de resultados mais rapidos, pelo fato de que na analise microbioldgica convencional
usada para determinacdo de Salmonellla hé a necessidade de 4 ou 5 dias para a obtencdo dos
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resultados (DICKEL et al, 2005). Dentre os métodos rapidos de detec¢édo tanto de Salmonella
e Listeria monocytogenes tem-se disponivel a metodologia Elisa, e 0 método da PCR em que
se podem obter resultados rapidos e precisos.

A metodologia Elisa € baseada no principio da interacdo entre anticorpo e antigeno,
apresenta dois passos, que sao a reacdo entre o anticorpo e antigeno e em seguida a revelacao
da reacdo pela hidrolise enzimética. O teste Elisa é indicado como teste para rastreamento ou
como teste qualitativo pra analise de alimentos de origem animal ou vegetal, podendo também
ser usado para quantificar aflatoxinas em alimentos. (MOTTA et al, 2010)

Na realizacdo de analises com a metodologia Elisa, normalmente usa-se anticorpos
policlonais e monoclonais, em que para a realizacdo destas analises pode-se usar kits que ja
pronto para o uso e possuem especificidade e sensibilidade diferentes na deteccdo de
microrganismos. O teste ELISA pode ser considerado uma alternativa para o diagnostico da
presenca ou nao de cepas das bactérias (MARASSI, 2006).

Na realizacdo das analises com a metodologia Elisa, na maioria das vezes ndo ha a
necessidade de purificacdo e extracdo da amostra, tornando-a rapida e simples de ser realizada
no entanto existem desvantagens na utilizacdo desta metodologia como o prazo de validade
limitado e a possibilidade de obter resultados falso positivos que podem vir acontecer devido
reacdes cruzadas, tornando-o assim uma metodologia com baixa confiabilidade e precisdo em
relacdo aos resultados obtidos, em que € necessario a realizacdo de outros métodos para ter
certeza do resultado indicado (SOUZA et al, 2000).

Mostrando assim a importancia da necessidade de novas metodologias para a
realizacdo de analises que apresentem maior confiabilidade e precisdo em relacdo aos
resultados necessarios para garantia da qualidade na cadeia produtiva do leite e derivados,
metodologias como a PCR que tem se mostrado confidvel em relagdo aos resultados obtidos
em analises.

6.1 PCR

A técnica da reacdo em da cadeia polimerase a chamada PCR, € um método molecular
considerado revolucionario, pelo fato ser rapida. E uma técnica que promove devido a
variacdo das temperaturas a duplicacdo das cadeias de DNA in vivo, ou seja, ndo ha a
necessidade de utilizar um organismo vivo. A reagdo da amplificacdo do DNA por PCR
envolve o uso de quatro nucleotideos do DNA, sequencias iniciadores que sdo chamados de
primers e um DNA polimerase estavel. (MICHELIM et. al, 2008).

A PCR é uma técnica que envolve trés técnicas basicas, em que ira ocorrer a variacao
de temperatura durante cada uma das etapas. Na primeira etapa é realizada a desnaturacdo da
fita molde de DNA com uma duracdo de trinta segundos a um minuto é e realizada a
temperatura de 92 a 96°C. Na segunda etapa ocorre o pareamento de dois iniciadores
sintéticos com composicdes distintas que funcionam como os iniciadores da reacdo de
polimerizacdo e ligam-se & regido complementar da fita do DNA alvo que vai sofrer a
duplicacdo, esta etapa dura de trinta segundos a um minuto com temperatura entre 58°C e
65°C. A terceira etapa consiste na amplificacdo das novas fitas de DNA por meio da enzima
taq DNA polimerase a partir de cada um dos iniciadores, utilizando os quatro dNTP’s como
substrato da reacdo de polimerizacgdo, esta etapa dura entre quarenta e cinco segundos e um
minuto a 72°C (MICHELIM et. al, 2008).

Para a deteccdo de microrganismos pelo método da PCR, pode-se realizar a
amplificacdo do DNA a partir de uma colénia, de cepas do microrganismo ou de uma amostra
que possa estar contaminada pelo patdgeno que precisa ser identificado. Para a realizacdo da
PCR h& a necessidade da escolha de um gene do microrganismo para a realizacdo da
amplificagdo do mesmo (MAZO et al, 2010).
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Para realizar a PCR, é necessario realizar a extracdo do DNA do microrganismo, a
extracdo pode ser feita com o uso de alguns compostos e estes irdo depender das
caracteristicas do patdégeno que se pretende analisar pelo método da PCR (CATTANI et al,
2010). A extracdo do DNA é uma etapa que interfere diretamente nos resultados que podem
ser obtidos na PCR, pelo fato de que se durante a extracdo do DNA houver erros que possam
afetar a qualidade da sua visualizagdo, ou a ndo visualizagdo da faixa de DNA o resultado
final pode ser comprometido e ndo atingir o esperado.

A PCR tem sido aplicada na industria de leite e derivados, pra a deteccdo de
microrganismos que possam causar a contaminacao destes produtos. Para a realizacdo das
analises por PCR ¢ possivel extrais o DNA do leite e dos produtos lacteos que ja estejam
processados e em seguida realizar a amplificacdo do DNA da caseina presente nestes produtos
(OLIVEIRA, 2012). E uma técnica que apresenta elevada sensibilidade e especificidade e os
resultados podem ser obtidos rapidamente, € um dos principais métodos utilizados para a
deteccdo de Eschericia Coli nos produtos lacteos (CARVALHO, 2009).

A utilizacdo da PCR no diagndstico da presenca de microrganismos mostra ser uma
técnica viavel e que apresenta a capacidade de substituir os métodos convencionais das
analises microbioldgicas nos produtos lacteos, sendo que apresenta diversas vantagens em
relacdo aos métodos convencionais que normalmente sdo utilizados como: bom limite de
deteccdo dos microrganismos, uma seletividade e especificidade mais elevada em relacdo aos
métodos convencionais e resultados obtidos de maneira mais rapida (GANDRA, 2006).

Em um estudo desenvolvido por Garcia (2008), no laboratério da Embrapa leite, com
0 objetivo de avaliar a eficiéncia da PCR multiplex e de um método de cultivo convencional
para a deteccdo de Eschericia Coli_O157:H7 foi possivel observar que a PCR mostrou-se
eficiente pra a deteccdo de E. Coli_0157:H7 que foi inoculada em um leite estéril e em
seguida enriquecida em caldo EC, a eficiéncia desta analise se deve ao fato de que foram
utilizados dois métodos de extracdo do DNA sendo eles com fenol-cloroférmio seguido de
lise térmica que foi adotada devido a sua rapidez e simplicidade. Segundo a conclusdo do
artigo o método da PCR mostrou elevada sensibilidade na deteccdo do patdgeno e
especificidade total para a deteccdo do patdgeno, mas a sua capacidade de detec¢do varia
conforme a contaminacéo bacteriana do leite cru com o patogeno.

Em outro estudo realizado por Hartmann (2009) que tinha como objetivo, analisar a
presenca de Listeria monocytogenes em amostras de leite cru de 34 propriedades da regido
oeste do Brasil que é a quarta regido do pais que mais produz leite a técnica da PCR foi
utilizada para a confirmacdo da presenca deste microrganismo no leite, em que apds a
realizacdo da metodologia convencional para a sua deteccdo as colbnia tipicas de Listeria
monocytogenes presentes no agar- aloa que foi utilizado para realizar o plagueamento na
metodologia convencional, foram submetidas ao método por PCR em que col6nias isoladas
foram utilizadas para as etapas de extracdo e amplificacdo do DNA, o primer utilizado para a
extracdo do DNA foi o LL e os resultados obtidos na analise por PCR também foram
positivos para a presenca de Listeria monocytogenes, fato que mostra que a utilizacdo da
técnica da PCR para a identificagdo de microrganismos € confiavel e os resultados obtidos
apresentam a mesma eficiéncia dos obtidos com metodologia convencional.

E possivel observar que a técnica da PCR, apresenta-se como uma metodologia que
pode substituir as metodologias convencionais que sao utilizadas para as analises na cadeia
produtiva do leite, ja que os resultados obtidos apresentam-se de maneira satisfatoria e podem
facilitar a realizacdo das analises que podem levar um tempo menor para serem concluidas.

Concluséao
A utilizacdo de novas técnicas para determinacdo de microrganismos em leite e
derivados € de suma importancia, ja que a principal preocupacdo da industria deve ser a
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qualidade do produto que esta colocando a disposicdo do consumidor, a fim de evitar
qualquer tipo de risco a sua saude. Métodos que possam permitir a obtencdo de resultados
rapidos quanto a presenca de microrganismos devem ser melhor aproveitados e estudados
afim de permitir o avanco no controle de qualidade da cadeia produtiva do leite. A
metodologia da utilizacdo da PCR para a determinacdo dos principais patdgenos causadores
de DTA’S em produtos lacteos mostra ser viavel ja que ¢ uma metodologia simples de ser
realizada e os resultados sdo obtidos de maneira rapida, diminuindo assim a necessidade de
um elevado tempo para a obtencdo de resultados quanto a presenca ou nao dos
microrganismos causadores de surtos de DTA’S.
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