Universidade de Sao Paulo

Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Listeria monocytogenes em caqui (Diospyros kaki) nas variedades

‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’: incidéncia e crescimento

Cristiane Akemi Uchima

Dissertacdo apresentada para obtencéo do titulo
de Mestre em Ciéncias. Area de concentracéo:
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Piracicaba
2008



Cristiane Akemi Uchima

Bidloga

Listeria monocytogenes em caqui (Diospyros kaki) nas variedades

‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’: incidéncia e crescimento

Orientador:
Prof. Dr. CLAUDIO ROSA GALLO

Dissertacdo apresentada para obteng&o do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentragao: Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos

Piracicaba
2008



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacgdo (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Uchima, Cristiane Akemi
Listeria monocytogenes em caqui (Diospyros kaki) nas variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama

Forte’: incidéncia e crescimento / Cristiane Akemi Uchima. - - Piracicaba, 2008.
66 p. :il.
Dissertacéo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2008.
Bibliografia.

1. Bactéria patogénica 2. Caqui 3. Crescimento vegetal 4. Incidéncia I. Titulo
CDD 634.451

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



Aos meus pais, Paulo e Maria,

aos meus irmdos, Alexandre e Ricardo,

e ao meu noivo, Hugo,

por sempre me incentivarem e confiarem nas minhas escolhas,

pelos esforcos ilimitados para minha formagdo pessoal e profissional.

Com amor,

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Inicialmente, gostaria de agradecer aos meus pais, Paulo e Maria, exemplos de
simplicidade, carater, bondade e companheirismo. Agradego por sempre terem me
dado a oportunidade de estudar, por acreditarem no meu potencial e por apoiarem as

minhas escolhas. Obrigada pelo carinho! Amo voceés!

A pesquisadora cientifica do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Dra.
Maria Fernanda P. P. M. de Castro, pela orientagdo e confianga. Agradego por ter me
incentivado e me dado a oportunidade de fazer esta pesquisa. Pela dedicagao a este

trabalho que possui um significado tdo importante em minha vida.

Ao ITAL, especialmente a Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia e
ao Grupo de Engenharia e Pdés-Colheita (GEPC), pela oportunidade de estagio e
realizagao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Claudio Rosa Gallo, pela orientagao e auxilio nas corregdes.

Ao Prof. Dr. Ernani Porto, pelas sugestdes a auxilio nas corregdes.

A Dra. Eliane Aparecida Benato, pesquisadora cientifica do ITAL, pela confianca

e pela oportunidade de participar de seu projeto.

Aos funcionarios e aos estagiarios da Unidade Laboratorial de Referéncia de
Microbiologia, com carinho a Didi, e ao GEPC do ITAL, que auxiliaram na execugao

deste trabalho.

Aos meus irmdos Alexandre e Ricardo, meus amigos, por sempre estarem

dispostos a me ensinar e a me proteger.



6

Ao meu noivo Hugo Shimo, também meu melhor amigo, meu companheiro. Sem
vocé nada teria sido possivel desde o inicio. Obrigada por incentivar os meus estudos,
pelo apoio, pela compreensao e por sempre estar comigo! Agradecgo pela forga, pelos

infinitos momentos de alegria e pelo amor compartilhado!

Ao Indy, pelos momentos de ternura.

A minha grande amiga Ana Carolina Bortolossi Rezende, pela amizade. Exemplo
de garra, determinagdo e companheirismo. Obrigada pela ajuda durante a realizagao
desta pesquisa e por tornar esta fase de mestranda mais divertida. Agradeco pela
companhia de sempre!

A bibliotecaria Beatriz Helena Giongo, pela correcéo deste trabalho.

A CAPES, pela concesséo da bolsa de estudo.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo

financiamento deste projeto (processo n° 03/06445-2).
Foram muitas as pessoas que se envolveram na elaboracdo, execucido e

conclusao deste trabalho, apoiando-me, auxiliando e orientando. Gostaria de agradecer

as pessoas que, injustamente, ndo me lembrei de colocar nesta sec¢ao.

Muito obrigada!



“Para ser grande, sé inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Pe quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a Lua toda
Brilha, porque alta vive”

Ricardo Reis



SUMARIO
RESUMO ...ttt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e s atbaeeeeeeasnnnneeaens 09
ABSTRACT .ttt et e e e e e et e e e e e e e e e e e e — e e e e e e e aaaranaaaeaaas 10
LISTADE FIGURAS . ...ttt e ettt e e e e e e et e e e e e e e eeeeeeannees 11
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s nnnre e e e e e e nnnneees 13
T INTRODUGAO. ..ottt ettt ae et eeae e eneeneene e 14
2 REVISAO DE LITERATURA . ...ttt ete st ean s 18
2.1 Consideragdes sobre 0 caqui (DIOSPYros Kaki)...........cooeveveeeiiiiiiiiiiiiiee e 18
2.2 Importancia sOCio-econOMICA O CAQUIL...uuuiiiiirreiiieeeeeeiiie e ee e et e e e et eeeeaa s 19
2.3 Microrganismos patogénicos em frutas e hortalicas.............ooooeeiiiicccee. 20
2.4 LiSteria MONOCYIOGENES. .. .. uieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaet s s s e e e e eeaaeeeeeeeeeessnnesnnnnaaasaaeeeaaaeees 21
2.4.1 PatogeniCidade. ... ...couuuiiiiiiiiiiie e 23
2.4.2 L. monocytogenes N0 ambiente..........coooviiiiiiiiiiiiie e 25
2.4.3 Incidéncia de L. monocytogenes em frutas e em suco de frutas...........ccccccceeeee. 25
2.5 Métodos de detecgéo de L. monocytogenes (Bax® System)...........cccccvvvviviviiennen. 27
2.6 Crescimento MICIODIAN0.........oiiiiiiiii e 29
2.6.1 Curvas de crescimento de L. monocytogenes em frutas............cccoeevvvvviiiiinceennnn. 30
3MATERIAL E METODOS. ...ttt 32
3.1 Incidéncia de L. monocytogenes na superficie (casca) dos caquis..............eeuuunnnn. 32
R TRt I Y 01 1S 1 =T TSP PPPPPPPPRTT 32
3.1.2 Pesquisa de L. MONOCYLIOGENES.......couuuiiiieiieiiieeeee e e e e e e e e e e e e e e e 33
3.2 Curvas de crescimento de L. monocytogenes inoculada no caqui...............ccceeennn... 35
O Tt I A (o 1= (= T 35
3.2.2 CUUra DaCTEIIANa......cce e 35
3.2.3 Analises de atividade de Agua (AW).........uuuuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 35
3.2.4 Preparo das amostras de polpas para a curva de crescimento............................ 36
3.2.5 Preparo das amostras das cascas para a curva de crescimento......................... 36
3.2.6 Teste de esterilidade das polpas € das CasCas..........ccovvevvieiiiiiiieieiiiiiee e, 36

3.2.7 Preparo do indculo, inoculagdo na polpa e na casca e enumeragado dos

Q7= 0= o o ST 37



3.3 Parametros de CreSCIMENTO........ccoivuuiii i e e e e e eeees 40
3.3.1 Calculo do tempo de geragan (g)......evveermrrruuriiieiiieeeeeeeee e a e e 40
3.3.2 Taxa de crescimento exponencial (TCE)........ooooiiiiiiiiiiiie e, 40
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ooiiteieeeeee ettt 41
4.1 Incidéncia de L. MONOCYIOgENES. ......ccovveiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesese e e e e e e aaaaaaaeeeennes 41
4.2 Avaliagao da atividade de agua (Aw) da polpa e da casca.........cccceeeeeeeeeeeeeeeeennnnn, 42
4.2.1 Atividade de agua da POIPQA........coeeeiiiiiiiiiie e 42
4.2.2 Atividade de gQua da CaSCa........ceeeeeiiiiieiiieiiiee e a e e 42
4.3 Crescimento Na POIPA € NA CASCA.....uuuuuiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeett e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaesnnseanana 43
4.3.1 Curvas de crescimento @ 10°%C........uuuiiiiiii it 43
4.3.2 Curvas de crescimento @ 20°C...... ... 45
4.3.3 Curvas de crescimento @ 30°C..... ...t e e 47
4.4 Parametros de CreSCIMENTO.........oovviiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e eennnnaes 50
4.4.1 Tempo de geragao MEIO (G)..uuuuuuuuieieeeieeeeeeeeieeeeeiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 50
4.4.2 Taxa de crescimento exponencial (Iog UFC/g/h).........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 52
B CONCLUSOES..... .ottt ettt ettt eae e ene e ee e 53
REFERENCIAS. ..ottt ettt en et es e eeeneneneeeaennaeenens 54

AN X O S ... et aaaaaaaaaaaaaeaa——_ 64



10

RESUMO

Listeria monocytogenes em caqui (Diospyros kaki) nas variedades
‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’: incidéncia e crescimento

O Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma
producado que supera os 39 milhdes de toneladas, com grande participagdo no mercado
externo e crescente participacdo no mercado interno. Entretanto, ndo basta apenas ter
quantidade, a qualidade e inocuidade do alimento sdo quesitos cada vez mais exigidos
pelos consumidores. Tem-se conhecimento que produtos in natura podem apresentar
contaminantes microbioldgicos e a refrigeragao € tipicamente utilizada para retardar o
desenvolvimento microbiano nos produtos frescos. Microrganismos psicrotroficos, como
Listeria monocytogenes, sdo capazes de se desenvolverem sob refrigeracdo. Esta
bactéria € um importante patégeno causador de doengas transmitidas por alimentos e,
devido a gravidade da doenga e a elevada taxa de mortalidade em individuos
suscetiveis, vem merecendo a atengdo de microbiologistas de alimentos e profissionais
da area da saude. Nas frutas de baixa acidez, dentre as quais esta o caqui (Diospyros
kaki), L. monocytogenes pode ainda ter condigdes para sobreviver e se multiplicar, pois
esta fruta ndo é submetida a tratamentos fitossanitarios pés-colheita. Em muitos
paises, incluindo o Brasil, o caqui € consumido com a casca, logo, uma provavel
contaminacgao externa torna a situagéo ainda mais critica com relacéo a inocuidade do
produto. Assim sendo, este estudo teve como objetivos: (1) verificar a incidéncia de L.
monocytogenes na casca de caquis (Diospyros kaki) ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’; (2) estudar
a sobrevivéncia e multiplicacédo daquele patégeno na casca e na polpa dessa fruta em
diferentes tempos e temperaturas de incubacao; (3) e obter parametros de crescimento
(a duracado da fase lag, o tempo de geracédo e a taxa de crescimento exponencial). A
pesquisa de incidéncia de L. monocytogenes na superficie dos caquis foi realizada
durante os meses de marco a julho nos anos de 2005 e 2006. As amostras foram
coletadas no comércio varejista na regido de Campinas, interior do Estado de Sao
Paulo, e no atacado, sendo o CEAGESP o local escolhido para esse ultimo tipo de
coleta. Um total de 582 frutos foram analisados pelo sistema Bax®, que € um método
baseado na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A habilidade desse patégeno se
desenvolver nas duas variedades de caqui estudadas também foi verificada na polpa e
na casca das frutas em diferentes tempos de incubacido e a temperaturas de 10°C,
20°C e 30°C. Os parametros de crescimento de L. monocytogenes (duragcdo da fase
lag, taxa de crescimento exponencial e tempo de geragdo) foram obtidos a partir dos
dados experimentais. A pesquisa de incidéncia revelou auséncia de L. monocytogenes
nas cascas das frutas. Os dados de crescimento obtidos para o patégeno indicam que
este pode sobreviver e se multiplicar tanto na polpa quanto na casca dos caquis ‘Fuyu’
e ‘Rama Forte’, e que a baixa temperatura pode retardar o seu crescimento, mas nao
evita-lo.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; Caqui; Incidéncia; Crescimento
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes in ‘Fuyu’ and ‘Rama Forte' persimmon (Diospyros kaki):
incidence and growth

Brazil is among of the three biggest fruit producer in the world, with a production
that is over 39 million tons, a relevant participation in the international market and an
increasing participation in the domestic market. However, beyond quantity the quality
and safety of food are issues equally demanded by consumers. It has been known that
in natura products can contain microbiological contaminants and cooling is normally
used to retard microbial development in fresh produce. Psychotrophic microorganisms,
such as Listeria monocytogenes, are able to develop under refrigeration. This bacterium
has been recognized as an important foodborne pathogen and, due to the severity of the
disease and the high mortality in susceptible individuals, it has been deserving the
attention of food microbiologists and health professionals. In fruits of low acidity, in which
persimmon fruit is included, L. monocytogenes can have conditions to survive and to
multiply, because it is not submitted to post harvest treatments. In many countries,
including Brazil, persimmon is consumed with its skin, so an external contamination may
make the situation even more critical with respect to the product safety. So the
objectives of the present study were: (1) to verify the incidence of L. monocytogenes on
the skin of ‘Fuyu’ and ‘Rama Forte’ persimmons (Diospyros kaki) fruits; (2) to study the
survival and multiplication of that pathogen on the skin and in the pulp of this fruit at
different times and temperatures of incubation; (3) to obtain kinetic values (lag phase
duration, generation time and exponential growth). The incidence of L. monocytogenes
on the skin of persimmon was verified from March to July in the years of 2005 and 2006.
Samples were collected from retail in the city of Campinas, State of Sao Paulo, and from
wholesale CEAGESP. A total of 582 fruits were analyzed using the Bax® System, which
is a method based on Polymerase Chain Reaction (PCR). The ability of this pathogen to
develop in both varieties of persimmons studied was also verified on the surface and in
the pulp of the fruits at different times of incubation and at 10°C, 20°C and 30°C. Kinetic
values of L. monocytogenes (lag phase duration, generation time and exponential
growth) were obtained from experimental data. The incidence survey showed the
absence of L. monocytogenes on the skin of the fruit. The growth data showed that this
pathogen can grow on the surface as well in the pulp of the ‘Fuyu’ and ‘Rama Forte’
persimmon fruits and that low temperatures can reduce the generation rate but does not
inhibit its growth.

Keywords: Listeria monocytogenes; Persimmon fruit; Incidence; Growth
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1 INTRODUCAO

Levantamentos epidemioldgicos a nivel internacional apontam produtos de
origem animal (carnes e produtos carneos, leite e derivados, etc.) como os veiculos
mais freqlentes dos casos e surtos de doencas de origem alimentar. Nos Estados
Unidos, as frutas e hortaligas foram o segundo veiculo mais frequente de surtos
alimentares cujo agente etioldgico foi identificado, de acordo com uma compilagéo de
dados epidemioldgicos realizada entre 1990 e 2003 pelo Center for Science in the
Public Interest — CSPI (2004). No Brasil sdo escassas as informagdes relacionadas a
alimentos contaminados e ha poucos registros oficiais sobre a sua ocorréncia.

Tais dados sao de extrema importancia para o nosso pais, visto que o Brasil é
um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma produgédo que supera os
39 milhdes de toneladas. Em 2006 as exportagdes brasileiras de frutas frescas geraram
divisas superiores a US$ 472 milhdes para um volume de 802,6 mil toneladas contra
US$ 119 milhdes, correspondentes a 297 mil toneladas em 1998 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE FRUTAS - IBRAF, 2007). Além de expandir as exportagdes, buscando
novos mercados, o Brasil tem espago para ampliar o mercado interno de frutas, visto
que o consumo per capita é relativamente baixo quando comparado aos paises
desenvolvidos.

Contudo, ndo basta apenas ter quantidade. A prevencédo da contaminacéo das
frutas por perigos fisicos, quimicos e, principalmente, biolégicos € um pré-requisito
fundamental na garantia da segurancga e da qualidade dos produtos frescos, quesitos
cada vez mais exigidos pelos consumidores.

Tem-se conhecimento que produtos in natura podem apresentar contaminantes
microbiologicos, os quais representam dois problemas importantes para a industria de
frutas e vegetais: deterioragdo ou redugdo da vida util do alimento ou problemas de
saude publica, devido a presenca e/ou crescimento de patégenos microbianos que
resultam em surtos de doengas de origem alimentar (DOYLE, 1990).

A contaminacdo das frutas e hortalicas € preocupante, pois, anteriormente ao

seu consumo, esses produtos ndo sdo submetidos a nenhum tipo de tratamento, como
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o0 cozimento, que efetivamente destrua as células vegetativas de microrganismos
patogénicos.

A refrigeragao é tipicamente utilizada para retardar a respiragdo, a senescéncia,
0 escurecimento, a perda de umidade e o desenvolvimento microbiano nos produtos
frescos (SEYMOUR; APPLETON, 2001). Entretanto, os microrganismos geralmente
sobrevivem a baixas temperaturas, existindo aqueles psicrotréficos que sdo capazes de
se desenvolver sob refrigeragdo, mesmo que a uma velocidade mais lenta que a da
temperatura ambiente. Alguns desses microrganismos sado patogénicos, tais como
cepas de Clostridium botulinum nao proteoliticas, Listeria monocytogenes e Yersinia
enterocolitica (PARISH et al., 2003).

A listeriose destaca-se entre as doencgas veiculadas por alimentos. E causada
pela L. monocytogenes, a mais patogénica para o homem, devido a gravidade da
manifestacdo clinica e pelas altas taxas de mortalidade, em torno de 30% em
populagdes de risco (RAMASWAMY et al., 2007). Esta taxa € muito mais elevada do
que as taxas de mortalidade causadas por outros patdogenos de origem alimentar, como
Salmonella Enteretidis (mortalidade de 0,38%), espécies de Campylobacter (0,02 a
0,1%) e espécies de Vibrio (0,005 a 0,01%), em termos de severidade da doenga
(ALTEKRUSE; COHEN; SWERDLOW, 1997; MEAD et al., 1999).

Dados dos Estados Unidos indicam que nos ultimos anos esta ocorrendo um
declinio na incidéncia de infec¢des causadas por alguns patégenos como, por exemplo,
Campylobacter e alguns sorovares de Salmonella. Entretanto, o mesmo levantamento
mostra que o numero de infecgbes causadas por Listeria ndo tem diminuido
significativamente (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC,
2004). Durante a ultima década, muitos esforgos tém sido feitos para diminuir a
contaminacao dos alimentos por L. monocytogenes. Entretanto, recentes surtos de
listeriose (OKUTANI et al., 2004; OLSEN et al., 2005; ROCOURT; JACQUET; REILLY,
2000) indicam que tal contaminac&o ainda n&o esta sob controle.

Devido a gravidade da doenca e a elevada taxa de mortalidade em individuos
suscetiveis, L. monocytogenes vem merecendo a atengdo de microbiologistas de
alimentos e profissionais da area da saude, que tém se dedicado a elucidagao dos

aspectos envolvidos na doenga, bem como ao controle e redugao da listeriose de
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origem alimentar, diminuindo, assim, os riscos a saude do consumidor. Além disso, este
microrganismo merece uma atencdo especial porque € uma bactéria ubiqua, com
capacidade de se desenvolver em condigbes indspitas para outros microrganismos
patogénicos e que pode iniciar a sua multiplicagcdo em temperaturas que variam de 0 a
45°C (SWAMINATHAN, 2001), sendo dificil controlar ou prevenir sua contaminagéo em
alimentos, principalmente naqueles que nao sofrem tratamento térmico durante o
processamento, como os alimentos in natura.

Penteado (2003) estudou a incidéncia de L. monocytogenes em superficies de
frutas de baixa acidez (meldo, melancia e maméo) e, apesar deste microrganismo nao
ter sido detectado em nenhuma das amostras analisadas, o autor verificou que as
mesmas séo bons substratos para a sobrevivéncia e multiplicagdo da bactéria.

Uma fruta, que também é de baixa acidez e que merece destaque no mercado
nacional, € o caqui (Diospyros kaki). Em 2005, os principais produtores mundiais foram:
China (1.837 mil toneladas), Japao (285 mil toneladas), Coréia do Sul (250 mil
toneladas) e Brasil (150 mil toneladas) (FAO, 2007). Devido as suas caracteristicas de
pH, o caqui apresenta-se como um substrato potencial a sobrevivéncia e
desenvolvimento de L. monocytogenes.

No Brasil sdo praticamente inexistentes estudos que avaliem os patégenos mais
frequentes nas frutas e estudos de seu desenvolvimento. No entanto, € um fato
reconhecido que as condigdes higiénico-sanitarias vigentes na produgdo, colheita,
armazenamento, transporte e distribuigdo nem sempre sao as mais adequadas, o que
teoricamente possibilitaria a proliferacdo dos contaminantes eventualmente presentes
(PENTEADO, 2003). Observa-se a importancia de estudos relativos a incidéncia de L.
monocytogenes em caqui, bem como, o estudo sobre o crescimento, visto o habito de
muitos consumidores no Brasil de ingerirem caqui com casca.

Com base nessas consideragdes, desenvolveu-se a presente pesquisa com o
objetivo de verificar a incidéncia de L. monocytogenes na superficie (casca) do caqui,
no comércio varejista e no atacado, nas variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’; realizar
curvas de crescimento de L. monocytogenes nas duas variedades de caqui, na polpa e

na casca, a 10, a 20 e a 30°C; obter parametros de crescimento, como a duragao da
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fase lag, o tempo de geragdo e a taxa de crescimento exponencial, a partir dos

resultados das curvas de crescimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre o caqui (Diospyros kaki)

O caqui, pertencente ao género Diospyros da familia botanica Ebenaceae,
possui quatro espécies de importancia comercial, dentre as quais Diospyros kaki € a
mais importante. Esta fruta & originaria da China, embora seu desenvolvimento
comercial tenha se dado no Japdo. Nos ultimos 20 anos, houve uma expansao da
producao de caqui para a Australia, Nova Zelandia e América do Sul (COLLINS;
TISDELL, 1995). Sua introdu¢do no Brasil ocorreu no final do século XIX trazido por
imigrantes franceses, onde passou a ser explorado comercialmente. Tendo chegado em
Sao Paulo em 1890, a expansao da cultura no pais sé ocorreu em 1920 com a chegada
de imigrantes japoneses, que trouxeram outras variedades e o dominio da produgéo
(SATO; ASSUMPCAO, 2002).

O caqui € uma fruta climatérica, amadurecendo, portanto, apdés a colheita. O
caqui pode ser dividido em dois diferentes grupos: aqueles que nado mudam de cor da
polpa quando sao polinizados, PC; aqueles que possuem a polpa clara quando sem
sementes (ndo polinizados) e escura quando com semente (polinizados), PV. Cada um
destes grupos pode ainda ser dividido em adstringente, A; e ndo adstringente, NA.
Portanto, tém-se os grupos PCVA (‘Fuyu’, ‘Jiro’ e ‘Fuyuhana’), PCA (‘Taubaté’,
‘Hachiya’, ‘Pomelo’ e ‘Rubi’), PVNA (‘Zenjimaru’, ‘Shogatsu’ e ‘Mizushima’) e PVA
(‘Aizumishirazu’, ‘Rama Forte’ e ‘Giombo’) (SEYMOUR; TAYLOR; TUCKER, 1993).

Entretanto, no Brasil classifica-se o fruto do caquizeiro em trés grandes grupos.
O primeiro € denominado “sibugaki’, que compreende as variedades de polpa sempre
taninosa e de cor amarelada, quer os frutos apresentem sementes ou nao. As principais
variedades deste grupo sdo ‘Taubaté’, ‘Pomelo’, ‘Hachiya’ e ‘Coragdo de boi’. O
segundo grupo é chamado de “amagaki’, que abrange as variedades sempre nao
taninosas, de polpa amarelada, tenham os frutos sementes ou n&do. Sdo chamados
caquis doces ou duros, como exemplo podemos citar as variedades ‘Fuyu’, ‘Jiro’,

‘Hanagosho’ e ‘Fuyuhana’. O terceiro grupo € denominado “variavel”, este tipo inclui as
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variedades de polpa taninosa e de cor amarelada, quando sem sementes e, nao
taninosa, parcial ou totalmente, quando apresentam uma ou mais sementes. Quando as
sementes sdo0 numerosas a polpa € de cor escura, popularmente, denominado caqui
“‘chocolate”. Como exemplo deste grupo pode-se citar as variedades ‘Rama Forte’,
‘Giombo’ e ‘Kaoru’ (BENATO; SIGRIST; ROCHA, 2005; MARTINS; PEREIRA, 1989;
TIBA, 1996).

2.2Importéancia sécio-econdmica do caqui

A cultura do caqui vem ganhando importancia no Brasil, tanto pela area plantada
quanto pela diversificagdo de regides de plantio, o que tem aumentado as quantidades
ofertadas do produto no mercado interno e, gragas a organizagéao de produtores, para a
exportagao.

O Brasil é o 4° produtor mundial de caqui (Diospyros kaki), com um valor de
producdo correspondente a R$ 118.394.000,00, sendo o Estado de S&o Paulo o maior
do pais. O Estado responde por aproximadamente 58% da produgéo nacional, atingindo
em torno de 83,4 mil toneladas e 3,1 mil ha cultivados (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2005) (Tabela 1).

De acordo com a FAO (2007), de 1991 a 2005, sua produgdo passou de 47.662
toneladas a 150.000 toneladas (crescimento de 214,7%) e sua area colhida evoluiu de
4.059 ha a 8.500 ha (crescimento de 109,4%).

Tabela 1 — Produgéo brasileira de caqui por Estado em 2005

Estados Volume (t) Valor (R$ mil)
Sao Paulo 83.393 72.013
Rio Grande do Sul 28.732 19.956
Rio de Janeiro 19.040 10.058
Parana 26.071 7.543
Minas Gerais 5.360 7.260
Santa Catarina 2.154 1.390
Bahia 60 138
Espirito Santo 39 36
Total 164.849 118.394

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE.
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2.3Microrganismos patogénicos em frutas e hortalicas

Varios surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs), associadas com
produtos vegetais frescos ocasionadas por praticas inadequadas de manipulagdo foram
citados por Harris et al. (2003). Sendo o caqui um fruto que, de modo geral, ndo é
submetido a tratamentos fitossanitarios em pds-colheita, os microrganismos que, de
algum modo, contaminarem o fruto, ali permanecerdo até o final da cadeia alimentar,
com potencial de multiplicagdo de acordo com fatores ambientais e com o processo de
amadurecimento e senescéncia do fruto.

Teoricamente, qualquer tipo de alimento € passivel de se tornar contaminado por
microrganismos patogénicos, mas isso ndo implica necessariamente na ocorréncia de
doencas humanas (BRACKETT, 1999).

No ambiente agricola, o solo, a agua, os animais e os agricultores podem
contribuir de varias maneiras para a contaminagdo das frutas e hortaligas. Apds a
colheita, a agua, os manipuladores e as superficies de contato s&o particularmente
preocupantes. A higienizagdo pode reduzir a microbiota de frutas e hortalicas, mas a
sua eficacia é limitada por diversos fatores, incluindo a irregularidade da superficie dos
vegetais, a hidrofobicidade da camada de cuticula, a localizagao de microrganismos em
estruturas protetoras e a sensibilidade dos produtos frescos a tratamentos severos. A
refrigeragdo e o armazenamento sob atmosfera modificada retardam o desenvolvimento
microbiano, mas alguns microrganismos patogénicos podem se adaptar a essas
condicdes.

Os microrganismos patogénicos podem sobreviver nas superficies ndo injuriadas
das frutas e hortalicas, mas o seu desenvolvimento € incomum. Isso €& parcialmente
atribuido a tipica incapacidade dos microrganismos patogénicos em produzir enzimas
necessarias a degradacado da epiderme vegetal, o que restringe a disponibilidade de
nutrientes e agua (HARRIS et al., 2003). Entretanto, o desenvolvimento da microbiota
residente nos vegetais pode comprometer a integridade da epiderme e alterar o pH do
meio, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia e desenvolvimento de
microrganismos patogénicos. Em muitos casos a dose infectiva é relativamente baixa.

Consequentemente, a contaminagao do alimento e a sobrevivéncia do microrganismo
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patogénico até o momento do consumo podem acarretar em doenca (HARRIS et al.,
2003).

A possibilidade de sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos
patogénicos é consideravelmente aumentada quando a barreira protetora da epiderme
€ rompida. Esse rompimento pode ocorrer de varias maneiras: por injurias mecanicas
acidentais; por animais; por microrganismos e por cortes propositais, como nas frutas e
hortalicas minimamente processadas. O corte das frutas e hortaligas expde os tecidos
vegetais internos, transfere os microrganismos da superficie do produto intacto para os

tecidos internos e libera os fluidos vegetais das células injuriadas (HARRIS et al., 2003).

2.4Listeria monocytogenes

Taxonomicamente, o género Listeria compreende seis espécies atualmente
reconhecidas: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri e L.
grayi (McLAUCHLIN et al., 2004). Listeriose € o nome da doenga causada pelo género
Listeria, e L. monocytogenes é a espécie mais patogénica para os animais e para o
homem (McLAUCHLIN et al., 2004). Ha dois relatos de casos de infeccdo em humanos
causados por L. ivanovii no Reino Unido (CUMMINS; FIELDING; McLAUCHLIN, 1994;
LESSING; CURTIS; BOWLER, 1994). As espécies L. welshimeri e L. grayi ndo estéo
associadas a doencas (McLAUCHLIN et al., 2004).

O género Listeria é constituido por bactérias em forma de bastonetes Gram
positivos, ndo formador de esporos, anaerdbio facultativo e € mével com flagelos
peritriquios. Apresenta crescimento entre 2°C a 45°C (GANDHI; CHIKINDAS, 2007),
com temperatura 6tima variando entre 30°C e 37°C, sendo capaz de se desenvolver
sob refrigeragao podendo proliferar em alimentos mantidos nessas condi¢des. A faixa
de pH para seu desenvolvimento varia de 4,5 a 9,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2006;
INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR
FOODS - ICMSF, 1996). Por ser acido-tolerante, pode sobreviver em alimentos de
baixa acidez por dias ou semanas (RYSER; DONNELLY, 2001). A atividade de agua
6tima para crescimento de L. monocytogenes é proxima de 0,97, porém, Listeria € um

dos poucos microrganismos patogénicos que pode se multiplicar em substratos com
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atividade de agua tao baixa quanto 0,93 e em meio de cultura com 10% de NaCl
(FARBER; COATES; DALEY, 1992; ROCOURT, 1999). Estas caracteristicas
associadas a capacidade de formar biofilmes tornam o género de especial importancia
para a industria de alimentos (AGUADO; VITAS; GARCIA-JALON, 2004; DESTRO;
LEITAO; FARBER, 1996).

A bactéria € moével a 25°C, com movimento caracteristico de tombamento, e é
imovel a 35°C. Em placas contendo agar-sangue algumas espécies, incluindo L.
monocytogenes, produzem B-hemdlise (formagdo de zonas claras), caracteristica que
estd associada a sua patogenicidade (FARBER; PETERKIN, 1991). A multiplicagao
ocorre rapidamente na maioria dos meios bacterioldégicos utilizados na rotina
laboratorial (RYSER; DONNELLY, 2001).

A multiplicacdo destes microrganismos é estimulada por Fe** e fenilalanina,
tendo como requerimentos primarios para seu desenvolvimento a glicose e glutamina,
fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente. A utilizagdo de glicose em condicoes
aerobias resulta em producdo de lactato, acetato e acetoina como produtos finais. Por
serem microaerébias ou anaerdbias facultativas, as bactérias do género Listeria
também podem se desenvolver em atmosferas modificadas (ROCOURT, 1999).

Em testes bioquimicos as espécies deste género apresentam-se positivas para
catalase, vermelho de metila, Voges Proskauer, hidrolise da esculina e do hipurato de
sédio, enquanto que, as reagdes negativas sdo obtidas para oxidase, H,S, indol, uréia,
liquefacdo da gelatina e hidrélise da caseina (DONNELLY et al., 1992; SEELINGER,;
JONES, 1986;). Com respeito a fermentacao de carboidratos, a utilizacdo dos mesmos
varia entre as espécies de Listeria. No entanto, todas as espécies fermentam a glicose
sem a producdo de gas (DONNELLY et al., 1992).

A espécie L. monocytogenes foi descrita primeiramente por Murray, Webb e
Swann (1926), denominada na época de Bacterium monocytogenes, que foi isolada de
figado de coelho e em cobaias doentes. Em 1927, Pirie, ao isolar uma bactéria idéntica
em figado de roedores (“African jumping mouse”), passou a denomina-la Listerella
hepatolytica e, em 1940, este mesmo pesquisador atribuiu um novo nome a esse
microrganismo, o qual passou a chamar de Listeria monocytogenes (PIRIE, 1940 apud
RYSER; DONNELLY, 2001).
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L. monocytogenes pode ser dividida em subtipos por varios métodos, sendo o
mais comum baseado no reconhecimento de antigenos de superficie por anticorpos
especificos (FRANCO; LANDGRAF, 2006). Sdo conhecidas 13 sorovariedades, mas
somente trés sorotipos (4b, 1/2a e 1/2b) s&o responsaveis por 89 a 96% dos casos de
listeriose humana (ICMSF, 1996; TOMPIKIM, 2002), com predominio do sorotipo 4b nos
casos de doenga (ZHENG; KATHARIOU, 1995). Esse sorotipo (4b) é responsavel por
33 a 50% de casos esporadicos em humanos (SWAMINATHAN, 2001).

A hemolisina é o mais importante fator de viruléncia da Listeria e trés espécies, L.
monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri, sdo hemoliticas (GOUIN; MENGAUD;
COSSART, 1994).

2.4.1 Patogenicidade

Apesar de diversos relatos sobre doencas indicarem que a listeriose humana ja
existia ha muitos anos foi somente em 1929 que a L. monocytogenes foi isolada, pela
primeira vez, por Nyfeldt, de sangue de trés pacientes (RYSER; MARTH, 1991). Nos
anos subsequentes, em consequéncia de baixissima incidéncia de casos, essa doenga
recebeu muito pouca atencdo. Apos 1980, em decorréncia de surtos de listeriose
registrados nos Estados Unidos e Europa, L. monocytogenes foi reconhecida como um
importante microrganismo patogénico, despertando assim interesse de profissionais,
tanto da area médica como também da area de pesquisa (HOF 2003; VASQUEZ-
BOLAND et al., 2001). Schofield (1992) atribuiu a mudanga de habitos alimentares
(novos alimentos, alimentos importados, ingestdo de alimentos pouco cozidos) e a
utiizacdo de novas tecnologias de processamento de alimentos (embalagens,
refrigeragdo) as principais causas do surgimento de patégenos alimentares
psicrotréficos como L. monocytogenes.

Sob circunstancias normais, qualquer pessoa pode ser infectada pelo patdégeno
devido ao carater ubiquitario do agente, porém, muitas delas permanecem
assintomaticas, indicando que alguns individuos possuem resisténcia imunolégica a L.
monocytogenes (BUCHRIESER et al., 2003; DOUMITH et al., 2004). Sua importancia,

porém, € justificada pela gravidade com que acomete populagdes consideradas de
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risco. O tempo de incubagao é relativamente longo, geralmente, excedendo 30 dias
(SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). Trata-se de um microrganismo oportunista
que afeta preferencialmente gestantes, individuos com sindrome de imunodeficiéncia
adquirida ou portadores de HIV, cirrose, carcinoma e outras doencas que provocam
comprometimento do sistema imunoldgico (SLUTSKER; SCHUCHAT, 1999), mas a
doenga pode ocasionalmente ocorrer em individuos nao predispostos (RYSER;
DONNELLY, 2001). ldosos e recém-nascidos também s&o suscetiveis a listeriose e
enquadrados como individuos de alto risco (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION -
FDA, 2003). Uma boa resisténcia imunoldgica é essencial para combater a infecgao por
L. monocytogenes (BUCHRIESER et al., 2003; DOUMITH et al., 2004).

No inicio da infeccdo os sintomas da doenca sdo semelhantes ao da gripe,
acompanhado de febre, dores musculares e disturbios gastrintestinais. Quando a
infeccao atinge o sistema nervoso, podem ocorrer sintomas como dor de cabega,
torcicolo, confusdo mental, perda de equilibrio e convulsbes. Podem resultar em
severas complicagdes como septicemia, meningite, meningocefalite e aborto
(COSSART, 2007).

A septicemia ocorre geralmente sem infec¢ao localizada, caracterizada por febre,
nausea, vbmito e mal estar (VASQUEZ-BOLAND et al., 2001). A alta incidéncia de
meningite e meningocefalite nos casos de infecgdo do sistema nervoso central justifica-
se pelo tropismo pelo cérebro e medula e € acompanhado de febre alta, rigidez na nuca
e desordens motoras (DOGANAY, 2003; VASQUEZ-BOLAND et al.,, 2001). A L.
monocytogenes pode ainda causar infecgdes localizadas como conjuntivite, dermatite e
linfadenite, que podem dar origem a complicagbes como peritonite, coledoco cistite,
hepatite, pleurite, abscesso esplénico, pericardite, osteomielite e endoftalmite.
Pacientes com infecgao localizada geralmente sdo os portadores assintomaticos do
patégeno (DOGANAY, 2003; VASQUEZ-BOLAND et al., 2001). Com relagdo as
gestantes, estas n&o apresentam sintomas preocupantes: febre, dores de cabecga,
mialgia, artralgia e mal estar. No entanto, as probabilidades de aborto e parto prematuro
sdo grandes devido a invasao da placenta pelo patégeno, atingindo o feto, que ainda

nao dispoe de sistema imunoldgico capaz de se defender do agente (DOGANAY, 2003;
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VASQUEZ-BOLAND et al., 2001). A L. monocytogenes é considerada a terceira causa
de meningite em recém-nascidos (VASQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Um outro tipo mais brando de listeriose € uma doencga gastrintestinal autolimitada
€ nao invasiva, caracterizada pelo desenvolvimento de febre, diarréia, nausea, vémito,
dor de cabeca e mialgia, apos 12 a 24 horas de exposigao (SALAMINA et al., 1996).

Segundo a literatura, quando o microrganismo esta presente nos alimentos, sua
concentragdo é geralmente baixa, cerca de 10 células/mL ou grama do alimento,
sendo que muitas vezes, seu crescimento pode ser sobrepujado pela microflora
acompanhante. Porém, quando o microrganismo encontra condigbes adequadas, pode
atingir altos niveis (DYKES, 2003). Estima-se que, segundo estudos da dose infectante
de L. monocytogenes, uma unica bactéria seja capaz de causar doenga (FAO/WHO
2001; ROCOURT et al., 2003).

2.4.2 L. monocytogenes no ambiente

L. monocytogenes € um microrganismo saprofito, sendo o ambiente considerado
o reservatdrio natural para a contaminagdo do homem (HOFFER; POVOA, 1984). L.
monocytogenes pode ser encontrada em animais domésticos e selvagens, passaros,
insetos, solo e detritos, e vegetacdo. Sendo encontrada em solos e vegetagdo, o
patdgeno é facilmente contraido e transmitido pelo rebanho de animais. A bactéria &
geralmente isolada de gado, ovelha e aves domésticas, e também, de leite e derivados,
frutas e vegetais. L. monocytogenes pode viver no intestino de humanos, animais e
passaros, por longos periodos sem causar infecgdo e tem sido encontrada em mais de
5% da populagao sadia, normalmente no intestino. Por esta razdo, a exposicao a essa
bactéria é inevitavel (RAMASWAMY, 2007).

2.4.3 Incidéncia de L. monocytogenes em frutas e em suco de frutas
Em virtude dos inumeros surtos ocorridos na década de 80, L. monocytogenes

tornou-se uma fonte de constante preocupacdo para as industrias de alimentos
(BRACKETT, 1988; MARTH, 1988). Segundo Roberts (1994), os alimentos s&o
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considerados a principal fonte de L. monocytogenes e, quando contaminados, podem
causar infeccdo humana. Embora o patdogeno seja comumente isolado de uma
variedade de vegetais crus mantidos sob refrigeracdo e em temperatura ambiente
(HARRIS et al., 2003), a mesma associacdo com frutas ou vegetais acidos é menos
documentada. Nao existem dados na literatura sobre a incidéncia de L. monocytogenes
em caqui e, de modo geral, também sao poucos os dados relativos a incidéncia desse
patdgeno em frutas.

Vahidy, Jahan e Nasim (1992) analisaram 150 amostras de frutas e vegetais
frescos coletados durante um periodo de 12 meses de varias localidades na cidade de
Karachi (Paquistdo), em relacdo a presenca de L. monocytogenes. O patdégeno foi
isolado de 2 amostras de maméao papaya (2/30), de 2 amostras de tomate (2/15), de 1
amostra de melancia (1/30) e 1 de pepino (1/15).

MacGowan et al. (1994) analisaram 822 alimentos coletados em 4
supermercados na Inglaterra, de junho de 1991 a maio de 1992. Listeria foi isolada em
162 amostras de frutas.

Pao, Brown e Schneider (1998) também detectaram a presenga de L.
monocytogenes na casca de laranjas quando estocadas em temperaturas maiores que
20°C.

Sado et al. (1998) usaram “kits” rapidos para pesquisar a incidéncia L.
monocytogenes, E. coli O157:H7, Salmonella, coliformes e coliformes termotolerantes,
em amostras de sucos. Apenas L. monocytogenes foi isolada de duas entre 50
amostras de sucos: uma de suco de maca (pH 3,78) e a outra de suco de framboesa
(pH 3,75).

De maio de 1999 a fevereiro de 2000 e de abril de 2000 a janeiro de 2001, um
total de 890 amostras de produtos frescos, entre eles morangos, foram obtidos de
mercados noruegueses e analisados quanto a presenca de bactérias coliformes
termotolerantes, E. coli O157, Salmonella spp., L. monocytogenes, Staphylococcus spp.
e Yersinia enterocolitica. Nenhuma Salmonella spp, nem E. coli O157 foi isolada. L.
monocytogenes foi detectada em uma amostra de alface, de champignon e de
morango (JOHANNESSEN; LONCAREVIC; KRUSE, 2002).
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Penteado (2003) verificou a incidéncia de Salmonella spp e Listeria spp. na
superficie de meldes, melancias e mamdes frescos (20 amostras/cada), coletados no
atacado (60 amostras) e varejo (60 amostras) em Campinas, S.P. Brasil. Salmonella
spp nao foi detectada em nenhuma das 120 amostras analisadas, enquanto que Listeria
spp foram detectadas em duas amostras de melancia (2/20) e uma de mamao (1/20)
coletadas no atacado, e de uma amostra de meldo (1/20), uma amostra de melancia
(1/20) e quatro amostras de mamao (4/20) coletadas no varejo. As espécies de Listeria

detectadas foram: L. innocua, L. grayii, L. ivanovii e L. weishimeri.

2.5 Métodos de deteccédo de L. monocytogenes (Bax® System)

Listeria pode estar no alimento em baixas concentragdes, entao, os protocolos de
enriquecimento das amostras devem ampliar esta taxa inicial da populagao para niveis
detectaveis (DONNELLY, 2002).

Gray et al. (1948) descreveram um dos primeiros protocolos de enriquecimento
de Listeria. As amostras eram mantidas a frio (4°C) em meio n&o-seletivo e incubadas
por varios meses. Aproveitando-se da caracteristica psicrotréfica da Listeria,
conseguiram limitar o crescimento de organismos competidores. Embora o método de
enriquecimento a frio tenha mostrado alta sensibilidade, o tempo para a obtencédo dos
resultados apresentou-se como um fator negativo para aplicagdo pratica como um
método de detecgdo (DONNELY, 1999).

L. monocytogenes pode estar injuriada no alimento devido a tratamentos como:
aquecimento, congelamento, exposicdo a acidos ou compostos sanitizantes
(DONNELY, 2002). Os meios empregados nos Estados Unidos para a pesquisa de L.
monocytogenes geralmente sdo aqueles indicados pelos protocolos do FDA
(HITCHINS, 1998) e o do USDA — FSIS (JOHNSON, 1998). Muitos estudos sao
realizados com a finalidade de se comparar estes métodos, demonstrando que cada um
possui vantagens e desvantagens conforme o alimento (DONNELY, 1999). A aplicagao
desses métodos convencionais apresentam dois inconvenientes: o primeiro € o tempo,
pois leva-se até sete dias para identificagao da Listeria a partir do isolamento da colénia

(HITCHINS, 1998); o outro problema associado € que células de L. monocytogenes
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injuriadas podem nao se recuperar nos meios empregados, ou outras espécies de
Listeria podem multiplicar-se mais rapidamente, sobrepondo-se a populagdo de L.
monocytogenes. Outros microrganismos acompanhantes podem também se multiplicar
mais rapidamente que L. monocytogenes, interferindo na sua deteccédo (DONNELY,
1999). Com isso, ha possibilidade de resultados falso negativos.

Devido a tolerancia zero para L. monocytogenes em alimentos prontos para o
consumo em alguns paises e a frequente presengca de baixas populagbes de L.
monocytogenes nos alimentos em geral (ZHANG et al., 2004), o método de escolha
deve ser muito sensivel, capaz de detectar 1 célula/g do produto (INGIANNI et al.,
2001) e apresentar alta especificidade, prevenindo a ocorréncia de resultados falso
positivos.

O sistema Bax®, da DuPont, divisdo Qualicon, € um dos métodos que pode
atender as exigéncias anteriores. Ele baseia-se na Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), que é um processo enzimatico, in vitro, para amplificagdo de uma sequéncia
especifica de acido desoxirribonucleico (DNA). O sistema Bax® (Figura 1) é
automatizado e permite a detecgdo em tempo real da presenga do patégeno. Segundo
a empresa responsavel, os “primers” utilizados sdo altamente especificos para a
detecgao de L. monocytogenes, sendo baixa a possibilidade de reagdo cruzada com
outras espécies do género (USER’'S GUIDE, 2000).

A principal vantagem da aplicacdo de métodos baseados na amplificacdo de
DNA é a estabilidade destas sequéncias que nao sao afetadas por condigbes
ambientais ou de cultivo.

A reagdo de PCR envolve trés fases: (i) desnaturagdo do DNA, com o
rompimento das pontes de hidrogénio que mantém unidas as fitas, dando origem a
duas fitas simples; (ii) anelamento ou hibridizagao dos “primers” (pequenas sequéncias
de DNA de fita simples) as regides complementares ao DNA molde; (iii) extensao e
sintese do fragmento de DNA com a adicdo dos desoxinucleotideos trifosfato (dNTP),
obedecendo o pareamento natural das bases nitrogenadas. Este ciclo formado por trés
fases é repetido por 20 - 40 ciclos, sendo que cada novo fragmento sintetizado serve
como um molde nos ciclos subsequentes resultando em um aumento exponencial no

numero de copias da regido do DNA alvo.
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Segundo o fabricante, o Bax® apresenta 100% de inclusdo para mais de 190
tipos de L. monocytogenes, excelente exclusdo para mais de 50 cepas de Listeria (ndo-
monocytogenes) e 20 tipos de outros géneros e espécies de bactérias, sensibilidade
maior ou igual a 98%, especificidade maior ou igual a 98%, taxa de falsos negativos

menor ou igual a 2% e taxa de falsos positivos menor ou igual a 2%.

DryBlock Y i °
Heater e | Heater .

Figura 1 - Componentes do Bax®. a - termociclador. b - banho de lise celular

2.6 Crescimento microbiano

Segundo McMEEKIN et al. (1993), no minimo quatro fases principais na histéria
da cultura microbiana podem ser reconhecidas: a fase lag, a fase de crescimento
exponencial (fase logaritmica), a fase estacionaria e a fase de declinio.

A fase lag ocorre no inicio, nenhum aumento no numero de células, aumentam
de tamanho, sdo sintetizadas novas enzimas para as células se adaptarem ao novo

meio, ou seja, quando ha um ajuste da fisiologia e bioquimica das células.
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A fase exponencial, ou fase log, é a fase de crescimento balanceado, ou seja, a
sintese de cada componente celular (enzimas, moléculas estruturais, DNA, etc.) é
ajustada para que ndo exista sintese além do necessario para a produ¢cdo de novas
células. Todo o metabolismo esta direcionado para a reprodugcdo. O tempo necessario
para a populagao microbiana dobrar € denominado de tempo de geragao.

Quando ocorre a morte celular e lise devido ao acumulo de metabdlitos téxicos
no meio de crescimento, chega-se a fase estacionaria. Nessa fase, a velocidade de
morte celular é equivalente a velocidade de crescimento. Em condi¢gbes que permitam o
crescimento celular, a densidade microbiana nesta fase é tipicamente 10° UFC/mL.

A fase de declinio € onde ha maior acumulo de substancias toxicas,
determinando uma velocidade de morte celular maior do que a capacidade do meio em
proporcionar a reproducao ou divisdo celular.

Uma curva de crescimento tipica para uma cultura bacteriana é mostrada na

Figura 2.
Fase
exponencial fff*“‘___‘—“—“=x\\
log Fase
UFC/g estacionaria
Declinio
Fase lag
—/—/

Tempo (horas)

Figura 2 - Fases da curva de crescimento microbiano tipico

2.6.1 Curvas de crescimento de L. monocytogenes em frutas

Beuchat e Brackett (1991) demonstraram o crescimento de L. monocytogenes
em frutas acidas, como o tomate. Demonstraram que, ao contrario de alfaces, brdocolis,
aspargos etc., o tomate ndo € um bom substrato para o crescimento de L.

monocytogenes quando o alimento € armazenado sob refrigeracéo (5 a 15°C).
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Conway et al. (2000) relataram que L. monocytogenes pode sobreviver em
macas fatiadas, e que a populagdo do microrganismo aumenta quando incubada a 10
ou 20°C (0,5% e 15% de CO,), mas nao cresce a 5°C.

Ukuku e Fett (2002), relataram o crescimento e a sobrevivéncia de L.
monocytogenes em fatias de meldo fresco. O crescimento foi mais evidente em
temperaturas de incubagdo maiores. Nas temperaturas de armazenamento
correspondentes a 20°C e a 8°C, observaram que as fases lag duravam 4 e 6 horas,
respectivamente.

Penteado (2003) estudou a capacidade de multiplicagdo de L. monocytogenes
em polpas de frutas (maméo, meldo e melancia) incubadas em diferentes condigdes de
tempo e temperatura. Concluiu que o patégeno pode multiplicar-se em frutas de baixa
acidez e que baixas temperaturas ndo sao uma barreira para o crescimento desse
microrganismo, apesar de retarda-lo.

Flessa, Lusk e Harris (2005) estudaram a sobrevivéncia de L. monocytogenes na
superficie de morangos inteiros e fatiados, frescos e congelados. Os resultados
mostraram que o patdgeno € capaz de sobreviver, porém, ndo é capaz de se multiplicar
na superficie de frutas frescas intactas ou fatiadas, e que o microrganismo pode

sobreviver em morangos congelados por pelo menos quatro semanas.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises deste projeto foram realizadas no Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), situado em Campinas, SP. A Unidade Laboratorial de Referéncia de
Microbiologia e o Grupo de Engenharia e Pés-Colheita (GEPC) foram os departamentos

que cederam o local e os equipamentos para as analises.

3.1 Incidéncia de L. monocytogenes na superficie (casca) dos caquis

3.1.1 Amostras

Os caquis ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’, foram coletados no comércio varejista na regiao
de Campinas, SP, e no atacado, sendo o CEAGESP o local escolhido para esse ultimo
tipo de coleta. As coletas foram realizadas durante a safra do caqui, que se inicia em
marcgo estendendo-se até julho.

Para essa analise optou-se por formar amostras compostas, ou seja, um

conjunto de trés a oito frutos corresponderia a uma amostra representativa de um local

099
|

1 amostra

de coleta (Figura 3).

Figura 3 - Exemplo de amostra composta
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3.1.2 Pesquisa de L. monocytogenes

Para a deteccdo de L. monocytogenes na superficie do caqui, foi utilizado o
sistema Bax®, que é um método de deteccao rapido de microrganismos patogénicos e
que esta baseado na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Primeiramente, swabs foram aplicados com pressdao sobre o0s caquis,
certificando-se que o algodao entrasse em contato com toda a superficie do fruto (os
swabs foram previamente umedecidos com agua peptonada estéril 0,1%). Trés a oito
swabs (um swab/fruto) foram reunidos em unico tubo estéril contendo 9 mL do diluente
(H20 p 0,1%) originando uma das amostras compostas. O tubo foi homogeneizado e o
seu conteudo foi adicionado na bolsa plastica contendo o caldo de enriquecimento
primario, caldo Demi Fraser (Acumedia), na propor¢ao 1:10. Esse caldo teve por
finalidade recuperar as células injuriadas, supondo a presenga do microrganismo em
questao. As amostras foram incubadas a 30°C por 24 horas.

A Listeria requer um enriquecimento secundario no Caldo MOPS-BLEB. Passado
o periodo de incubacao, foi feita uma diluicado de 1:100, adicionando 100 uL do caldo de
enriquecimento primario (Demi Fraser) a 9,9 mL do MOPS-BLEB, incubando-se a
amostra a 35°C por 24 horas.

Apos o tempo de incubagao no caldo de enriquecimento secundario, 5 uL foram
adicionados em tubos contendo tampao de lise. As reagdes de lise para Listeria foram
feitas a 55°C por 60 minutos. Logo em seguida, os tubos contendo as amostras foram
aquecidos a 95°C por mais 10 minutos e, entao, resfriados a 2°C a 8°C por 5 minutos.
Destes, foram adicionados 50 yL em tubos de PCR contendo os reagentes necessarios
para amplificacdo do DNA (target), mais o corante fluorescente “SYBR Green”. Assim,
as amostras foram colocadas no termociclador/detector onde o DNA alvo, apés 38
ciclos de amplificagdo, gerou um sinal fluorescente, automaticamente para
determinagao do resultado.

O esquema utilizado para a pesquisa de L. monocytogenes encontra-se na

Figura 4.
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Incubar a 35°C por 24 horas
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200 pL de tampao de lise
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9 mL de H,0 p (0,1%)
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81 mLde Caldo Demi l

i1 O Fraser + swabs +
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Leitura dos resultados

I

Figura 4 - Esquema da metodologia requerida pelo Bax® para L. monocytogenes
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3.2 Curvas de crescimento de L. monocytogenes

A metodologia utilizada nesta pesquisa baseou-se no trabalho realizado por
Penteado (2003).

3.2.1 Amostras

Para a realizacdo das curvas de crescimento foram utilizados caquis das
variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’ obtidos do comércio varejista na regido de Campinas,
SP. Ressalta-se que foram tomados os cuidados de seleciona-los no mesmo periodo de

maturagao e sem nenhum dano fisico.

3.2.2 Cultura bacteriana

A cepa padrao de L. monocytogenes (IAL 2368 — Instituto Adolfo Lutz) foi obtida
a partir da colegéo de culturas bacterianas do Laboratério de Microbiologia, do Instituto
de Tecnologia de Alimentos, situado em Campinas, SP. A cultura foi mantida em tubos
de agar tripticase de soja acrescidos de extrato de levedura a 0,6% (TSA-YE)(TSA,
Acumedia; YE, Oxoid) sob refrigeracdo apos ter sua identidade confirmada por testes
bioquimicos: teste de catalase, teste de motilidade e reagdo em agar triplice agucar
ferro (TSI) (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001). Além destes, foram utilizados a
coloracado de Gram, o Kit Api Listeria (bioMérieux), o qual consiste em uma galeria com

10 provas bioquimicas, seguindo as instrugdes do fabricante, e o sistema Bax®.

3.2.3 Anadlises de atividade de agua (Aw)

Amostras controle das polpas e das cascas dos caquis ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’,
foram submetidas as analises de Aw (Aqualab®, Decagon) durante o periodo de
armazenamento a 10°C, a mais longa dos experimentos. Com isso, monitorou-se a

variagao da Aw das amostras no decorrer dos dias.
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3.2.4 Preparo das amostras de polpas para a curva de crescimento

Os caquis foram lavados em agua corrente com detergente neutro e uma
esponja limpa durante, aproximadamente, trés minutos, até a retirada de toda sujidade.
Em seguida, foram imersos em um recipiente contendo solugéo de hipoclorito de sédio
150 mg.L por 15 minutos. Apds o tempo determinado, os caquis foram retirados da
solugéo e deixados secar dentro do fluxo laminar (Pachane, PA 100). Assepticamente,
foram retiradas, com auxilio de estiletes e espatulas, por¢cdes das polpas sem
sementes, que foram transferidas para bolsas plasticas para que fosse feita a
homogeneizacdo no “shaker” e, depois, estas bolsas foram armazenadas sob
congelamento. Um dia antes da realizacdo da curva de crescimento, as bolsas foram
retiradas do freezer e, assepticamente, foram retiradas por¢cdes de 1 g da polpa do

caqui e colocadas em tubos de ensaio estéreis com rosca e armazenadas na geladeira.

3.2.5 Preparo das amostras de cascas para a curva de crescimento

Para o preparo das amostras de cascas, os caquis foram submetidos ao mesmo
processo de remocao de sujidades descritos no item anterior: lavagem com detergente
e imersdao em solucdo de hipoclorito de sédio. A diferenca foi que, assepticamente,
foram retiradas amostras de 2 g da casca do caqui, com auxilio de estiletes e pingas,
que foram transferidas para placas de Petri estéreis e armazenadas na geladeira um dia

antes da analise.

3.2.6 Teste de esterilidade das polpas e das cascas

Para o teste de esterilidade, amostras das polpas e das cascas do caqui sem o
in6culo da bactéria serviram como controle no inicio e durante a realizacido de cada
curva de crescimento. Estas amostras foram diluidas em 9 mL agua peptonada (0,1%)
estéril e, ap6s homogeneizagdo, 1 mL da amostra foi inoculada em profundidade nas
placas que foram cobertas com agar padrao para contagem (PCA, Acumedia) e

incubadas a 35°C por 48 horas.
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3.2.7 Preparo do in6culo, inoculagdo na polpa e na casca e enumeracao dos

patégenos

A cepa padrao de L. monocytogenes foi reativada através de trés transferéncias
sucessivas em TSA-YE, com incubacdo a 30°C por 24 horas, imediatamente antes do
inicio do experimento.

Uma al¢cada do terceiro tubo de TSA-YE foi transferida para 5 mL de solugao
salina (NaCl 0,85%, Oxoid) para ajustar a concentracdo de 10® UFC/mL,
correspondente a escala 1, usando o equipamento Densimat (bioMérieux). A suspensao
foi diluida em série (1:10) em agua peptonada (0,1%) estéril até que alcancasse a
concentragdo de 10* UFC/mL. Foram inoculados 10 pL (10? UFC) da suspenséo de L.
monocytogenes em 1 g da polpa de caqui, previamente colocado em tubos estéreis
(Figura 5) e em 2 g da casca contida no interior das placas de Petri (Figuras 5 e 6),

sempre em duplicata.

rep|car alcada alcada

TSA-YE TSA-YE TSA-YE TSA-YE

(10°C) l i i

Cepa padrao de
L. monocytogenes (Incubar a 30°C/24horas) (incubar a 30°C/24horas) (incubar a 30°C/24horas)

1mL 1 mL 1mL
—_ ——> —>

10°

Diluicao
Densimat seriada 10 UL @
—

10* UFC
5 mL de solugao

salina 0,85% 9 mL de H,0 p (0,1%)

Figura 5 - Esquema do preparo do indculo e inoculagéo na polpa e na casca do caqui
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Figura 6 - Amostras das cascas com o in6culo. a - ‘Rama Forte’. b - ‘Fuyu’
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Os tubos de ensaio e as placas de Petri contendo as amostras das polpas e das

cascas do caqui inoculadas, respectivamente, foram incubados a:
= 10°C por 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 144, 168, 192 e 216 horas;
= 20°C por0, 4, 8,10, 12,14, 17, 24, 36, 41 e 48 horas;
= 30°C por0, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 24 e 26 horas.

Apos cada periodo de incubagao, a cada tubo foram adicionados 9 mL de agua
peptonada (0,1%) estéril, e cada amostra das cascas foi transferidas para pequenas
bolsas estéreis e acrescidas de 18 mL de agua peptonada (0,1%) estéril, para que
fossem feitas a homogeneizacdo e as diluigdes seriadas (1:10) subsequentes. A
semeadura foi feita em superficie, em placas (duplicatas) contendo agar TSA-YE e
espalhadas com alga de Drigalsky. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas
(Figura 7). A contagem das colbnias foi feita com a ajuda de um contador de coldnias,
sendo os resultados expressos em UFC/g. Foram realizadas trés repeticbes para cada

curva de crescimento.
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1 g da polpa do caqui + 9 mL 9 mL de H,0 p (0,1%)

de H,O p (0,1%)

0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL

TSA-YE

l
O
O

OO0 —

l l
O O
D 9

v

Incubar a 30°C por 24horas

Figura 7 - Esquema das dilui¢des a partir das amostras das polpas e da semeadura em TSA-YE
3.3 Parametros de crescimento

Os parametros de crescimento de L. monocytogenes na casca € na polpa das
duas variedades de caqui estudadas foram obtidos através do tempo de geracao (g) e
da taxa de crescimento exponencial (TCE). Os parametros de crescimento obtidos

foram comparados utilizando o procedimento de comparagao pareada de Tukey.

3.3.1 Célculo do tempo de geracdao (Q)

E o intervalo de tempo necessario para que uma célula se divida ou para que a
populacao duplique. O tempo de geragao (g) foi calculado a partir da inclinagéo da reta
obtida na faixa de crescimento exponencial. A seguinte equacao foi utilizada g =

0.301/inclinacdo como descrito por Madigan, Martinko e Parker (1997).
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3.3.2 Taxa de crescimento exponencial (TCE)

O valor da taxa de crescimento exponencial (TCE) foi a inclinagdo da reta

utilizada no calculo do tempo de geragdo como descrito no item anterior.

4 RESULTADOS

4.1 Incidéncia de L. monocytogenes

Pela Tabela 2 observa-se que nao foi detectada a presengca de L.

monocytogenes em nenhuma das 582 frutas analisadas.

Tabela 2 - Incidéncia de L. monocytogenes na superficie de caqui ‘Fuyu’ e 'Rama Forte’, coletados no
atacado e no varejo, durante os meses de margo a julho, nas safras de 2005 e 2006

Varled(lades Varejo Atacado Total
caqui namero 1 o namero 1 o numero 1 o
de frutas n % de frutas n % de frutas %
‘Fuyu’ 154 0 0 133 0 0 287 0 0

‘Rama 161 0 0 134 0 0 295 0 0
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Forte’
Total 315 0 0 267 0 0 582 0 0

™ htimero de amostras positivas

Nao existem dados na literatura sobre a incidéncia deste patdégeno em caqui e,
de modo geral, também s&o poucos os dados relativos a incidéncia desse
microrganismo em frutas. Entretanto, dependendo das condi¢gbes sanitarias durante o
crescimento no campo, colheita e comercializacdo dos frutos, a contaminagcdo pode
ocorrer. O manuseio cuidadoso da fruta durante todo seu processo, desde a produgao
até a mesa do consumidor, € um aspecto importante para preservar a sua qualidade.
Sendo o caqui um fruto que, de modo geral, ndo é submetido a tratamentos
fitossanitarios em pdés-colheita, os microrganismos que, de algum modo, contaminarem
o fruto, ali permanecerao até o final da cadeia alimentar, com potencial de multiplicacao
e, dependendo do numero de células do patégeno presentes, a ingestdo dessas frutas
pode provocar desde uma simples gastroenterite a sérios problemas, podendo

ocasionar a morte.

4.2 Avaliacéo da atividade de agua (Aw) da polpa e da casca

4.2.1 Atividade de 4gua da polpa

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para a verificagdo da Aw da polpa

armazenada a 10°C.

Tabela 3 - Atividade de agua (Aw) da polpa dos caquis armazenados a 10°C durante 10 dias

Variedade o 4i3 20 gia 3°dia 4°dia 5°dia 6°dia 7°dia 8°dia 9°dia 10°dia
de caqui

‘Fuyuy” 0,981 0,981 0,981 0,981 0,980 0,980 0,979 0,979 0979 0,978

‘Rama

Forte’ 0,991 0,991 0,991 0,991 0,991 0,990 0,990 0,989 0,989 0,989
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A diferenca observada na Aw da variedade ‘Fuyu’ entre o primeiro e o décimo dia
foi de 0,003, enquanto que a diferenga observada para a variedade ‘Rama Forte’ foi de
0,002. Assim, as diferencas verificadas ndo podem ser consideradas como um fator de
interferéncia para o crescimento de L. monocytogenes na polpa dos caquis. A média da

Aw para ‘Fuyu’ foi de 0,979 e 0,990 para a variedade ‘Rama Forte’.

4.2.1 Atividade de 4gua da casca

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para a verificagdo da Aw da casca

armazenada a 10°C.

Tabela 4 - Atividade de agua (Aw) da casca dos caquis armazenados a 10°C durante 10 dias

Variedade
de caqui

‘Fuyy® 0,977 0977 0977 0976 0974 0974 0,972 0970 0,970 0,968

1°dia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia 6°dia 7°dia 8°dia 9°dia 10°dia

‘Rama

Forte’ 0,972 0,972 0971 0971 0971 0970 0,968 0,965 0,965 0,963

De acordo com a Tabela 4, praticamente ndo houve alteracdo da Aw da casca
entre o primeiro e o décimo dia de armazenamento, o que ndo interferiu no crescimento
de L. monocytogenes na casca armazenada a 10°C. A diferenga observada na Aw das
variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’ entre o primeiro e o décimo dia de armazenamento
foi de apenas 0,009. A média da Aw para ‘Fuyu’ foi de 0,973 e 0,968 para a variedade
‘Rama Forte’.

4.3 Crescimento na polpa e na casca

O pH das variedades de caqui estudadas, determinado previamente por Muhoz
(2002), foi de 6,3 e 5,5, respectivamente para ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’. O monitoramento
da atividade de agua durante o experimento indicou que praticamente ndo houve
variagdes nesse fator. Portanto, nenhum desses fatores se constitui em uma barreira

ao crescimento de L. monocytogenes, pois a faixa de pH para seu desenvolvimento
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varia de 4,5 a 9,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2006; ICMSF, 1996) e a Aw 6tima para seu

crescimento € proxima de 0,97.

O procedimento aplicado para esterilizagdo superficial do fruto e remocéao
asséptica da casca e da polpa foram adequados. Todas as analises das amostras
controle ndo inoculadas realizadas inicialmente e durante o periodo de incubacao
revelaram a auséncia de Listeria ou de alguma microflora endégena nos tecidos
internos e na casca da fruta. Samish, Tulczynska e Bick (1963) mencionaram que
assume-se que, em frutas sadias, a microbiota esteja limitada a superficie, enquanto

que o tecido mais interno permanece estéril.
4.3.1 Curvas de crescimento a 10°C

A Figura 8 mostra a curva de crescimento para L. monocytogenes a 10°C na

polpa de caqui das variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.

8

log UFC/g

O T T T I I I I I I
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tempo (horas)

Figura 8 — Crescimento de L. monocytogenes (log UFC/g) na polpa de caqui, das variedades ‘Fuyu’ e
‘Rama Forte’ a 10°C. Os simbolos representam as médias de trés diferentes experimentos

(¢ ‘Fuyu’, m ‘Rama Forte’)
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Na temperatura de 10°C, na polpa, uma fase lag de cerca de 72 horas pode ser
observada nas duas variedades estudadas. Observou-se um aumento de 4,1 ciclos log
apos 216 horas de incubagédo para a variedade ‘Fuyu’, o que corresponde a uma
populagdo maxima de 6,94 log UFC/g. Para a variedade ‘Rama Forte’, um aumento
maximo de 3,4 ciclos log foi verificado apds 216 horas, atingindo uma populagao de
6,18 log UFC/g.

A Figura 9 mostra a curva de crescimento para L. monocytogenes a 10°C na

casca de caqui das variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.

log UFC/g
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Figura 9 — Crescimento de L. monocytogenes (log UFC/g) na casca de caqui, das variedades ‘Fuyu’ e
‘Rama Forte’ a 10°C. Os simbolos representam as médias de trés diferentes experimentos

(¢ ‘Fuyu’, m ‘Rama Forte’)

A 10°C, na casca, para a variedade ‘Fuyu’ ndo se verificou uma fase lag de L.
monocytogenes definida antes que um crescimento mais intenso fosse observado. Para
a variedade ‘Rama Forte’, verificou-se que a fase lag teve duragdo de,
aproximadamente, 48 horas. Um aumento maximo de 2,8 ciclos log foi verificado para a
variedade ‘Fuyu’ apdés 96 horas de incubacgao, atingindo uma populagdo maxima de

5,63 log UFC/g. Para a variedade ‘Rama Forte’, um aumento maximo de 1,8 ciclos log
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foi verificado somente apds 120 horas, atingindo uma populagdo maxima de 4,69 log

UFC/g.

4.3.2 Curvas de crescimento a 20°C

A Figura 10 mostra a curva de crescimento para L. monocytogenes a 20°C na

polpa de caqui das variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.
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Figura 10 — Crescimento de L. monocytogenes (log UFC/g) na polpa de caqui, das variedades ‘Fuyu’ e
‘Rama Forte’ a 20°C. Os simbolos representam as médias de trés diferentes experimentos
(¢ ‘Fuyu’, m ‘Rama Forte’)

Na polpa, a 20°C, verificou-se que a fase lag de L. monocytogenes foi de
aproximadamente 4 horas, para as duas variedades estudadas. Observou-se um
aumento de 6,1 ciclos log para a variedade ‘Fuyu’ apds 42 horas, correspondendo a
uma populagdo de 8,72 log UFC/g. Para a variedade ‘Rama Forte’, um aumento
maximo de 5,7 ciclos log pode ser verificado apds 48 horas, atingindo uma populagao

proxima de 8,24 log UFC/g.
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A Figura 11 mostra a curva de crescimento para L. monocytogenes a 20°C na

casca de caqui das variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.
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Figura 11 — Crescimento de L. monocytogenes (log UFC/g) na casca de caqui, das variedades ‘Fuyu’ e
‘Rama Forte’ a 20°C. Os simbolos representam as médias de trés diferentes experimentos

(¢ ‘Fuyu’, m ‘Rama Forte’)

A 20°C, na casca, verificou-se que a fase lag de L. monocytogenes foi de
aproximadamente 4 horas, para as duas variedades estudadas. Na casca, um aumento
maximo de cerca de 2,4 ciclos log foi atingido em 36 horas para a variedade ‘Fuyu’,
correspondendo a uma populagédo de 5,20 log UFC/g. Para a variedade ‘Rama Forte’,

apo6s 17 horas observou-se um aumento de 2,1 ciclos log, atingindo populagdes de 4,95

UFC/g.
4.3.3 Curvas de crescimento a 30°C

A Figura 12 mostra a curva de crescimento para L. monocytogenes a 30°C na

polpa de caqui das variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.
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Figura 12 — Crescimento de L. monocytogenes (log UFC/g) na polpa de caqui, das variedades ‘Fuyu’ e
‘Rama Forte’ a 30°C. Os simbolos representam as médias de trés diferentes experimentos
(¢ ‘Fuyu’, m ‘Rama Forte’)

Sob temperatura de 30°C, na polpa, ndo se verificou uma fase lag definida.
Observou-se que houve aumento de 5,6 ciclos log apos 26 horas para a variedade
‘Fuyu’, correspondendo a uma populacdo em torno de 8,34 log UFC/g. Para a
variedade ‘Rama Forte’, verificou-se um aumento de 6,1 ciclos log apdés 26 horas,
atingindo uma populagao correspondente a 8,72 log UFC/g.

A Figura 13 mostra a curva de crescimento para L. monocytogenes a 30°C na

casca de caqui das variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.
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Figura 13 — Crescimento de L. monocytogenes (log UFC/g) na casca de caqui, das variedades ‘Fuyu’ e
‘Rama Forte’ a 30°C. Os simbolos representam as médias de trés diferentes experimentos
(¢ ‘Fuyu’, m ‘Rama Forte’)

Na casca, a 30°C, verificou-se também que a fase lag de L. monocytogenes nao
€ definida. Um aumento maximo de cerca de 2,9 ciclos log foi verificado, apés
aproximadamente 16 e 14 horas, respectivamente para ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’. As
populagdes maximas atingidas foram de 5,7 log UFC/g para ‘Fuyu’ e 5,85 log UFC/g
para ‘Rama Forte’.

As curvas de crescimento possibilitaram verificar o comportamento de L.
monocytogenes na polpa e na casca das variedades de caqui estudadas em diferentes
condigdes de temperatura e tempos de incubagao. Verificou-se que o microrganismo
tem condi¢cdes de crescer tanto na polpa quanto na casca do caqui, de ambas
variedades, ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’, a diferentes temperaturas. A 10°C, tanto na casca
quanto na polpa, verificou-se que na variedade ‘Fuyu’ maiores populagbes foram
atingidas em relagao a ‘Rama Forte’ e essa diferenga pode estar relacionada com o fato
do pH da variedade ‘Fuyu’ (pH 6,3) ser mais favoravel para o crescimento da bactéria

nesta temperatura. A 20°C e & 30°C praticamente ndo houve grandes variacdes na
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contagem entre as variedades no mesmo substrato, e exceto pela curva de 30°C da
polpa de ‘Fuyu’, ha um aumento das populagdes conforme a temperatura aumenta, ja
que a temperatura 6tima de L. monocytogenes varia entre 30°C e 37°C (FRANCO;
LANDGRAF, 2006). Na polpa, as caracteristicas psicrotroficas de L. monocytogenes
ficaram mais evidentes. Os resultados mostraram que a temperatura de 10°C pode
retardar o crescimento de L. monocytogenes, porém nao € suficiente para inibir seu
crescimento. Nas temperaturas de 20°C e 30°C o patégeno encontra melhores
condigdes para seu crescimento e em poucas horas pode atingir populagdes que
levariam maior risco a saude do consumidor. Com relagdo ao substrato, como foi dito
anteriormente, observa-se que tanto a polpa quanto a casca permitem o crescimento de
L. monocytogenes, porém, o patdogeno atinge populagdes mais elevadas na polpa e tem
sua populacdo diminuida mais rapidamente na casca, provavelmente, devido a tipica
incapacidade dos microrganismos patogénicos em produzir enzimas necessarias a
degradacao da epiderme vegetal, o que restringe a disponibilidade de nutrientes e agua
(HARRIS et al., 2003).

4.4 Parametros de crescimento

4.4.1 Tempo de geracdo medio ()

Baseado nesses experimentos foi possivel calcular o tempo de geragdo médio
(g) para L. monocytogenes na casca e na polpa das diferentes variedades de caqui,

como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Tempos de geragao (h)1 para L. monocytogenes na casca e na polpa de caqui ‘Fuyu’ e ‘Rama
Forte’ incubadas a diferentes temperaturas

Variedade Temperatura de incubagao
de 10°C 20°C 30°C
caqui Casca Polpa Casca Polpa Casca Polpa

‘Fuyu' 10,95%+0,93 11,26%+0,16 1,75°+0,16 1,84"+0,02 2,20%+0,53 1,40%+0,18
‘Rama Forte' 15,38%+1,09 16,585+0,57 2,07+0,06 2,025+0,02 1,25*+0,05 1,11°+0,03

") Resultados expressos com a media de trés repeticdes e desvio padrao para cada paradmetro.
@ Resultados entre as variedades, seguidos por diferentes letras maitisculas diferem significativamente
ao nivel de 5 % de probabilidade.
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A 10°C os tempos de geracao para L. monocytogenes diferiram estatisticamente
entre as variedades, sendo os tempos de geragao (média de 11 horas para a polpa e
casca) para a variedade ‘Fuyu’ cerca de 70% menores que aqueles obtidos para a
variedade ‘Rama Forte’ (média de 16 horas para polpa e casca). Para a casca o tempo
de geragdo na variedade ‘Rama Forte’ foi cerca de 1,40 vez mais longo do que na
variedade ‘Fuyu’ e, para a polpa, o tempo de geracédo na variedade ‘Rama Forte’ foi de
aproximadamente 1,47 vez maior do que na outra variedade. A baixa temperatura
apesar de ter reduzido, ndo evitou o crescimento de L. monocytogenes. Penteado
(2003) obteve valores de tempo de geragao a 10°C de 7,12, 13,03 e 15,05 horas,
respectivamente para polpas de melao (pH 5,9), melancia (pH 5,5) e maméao (pH 4,87).
No presente estudo obtive-se, a 10°C, tempos de geragao para L. monocytogenes na
polpa de 11,26 e 16,58h, respectivamente para ‘Fuyu’ (pH 6,3) e ‘Rama Forte’ (pH 5,5).
Observa-se que o tempo de geragao obtido por aquele autor para melancia e maméao
foram semelhantes aqueles encontrados no presente estudo.

Sob temperatura de 20°C, os tempos de geragdo também diferiram
significativamente entre as variedades estudadas. O tempo de geragédo do caqui ‘Rama
Forte’, nesta temperatura, foi maior do que o ‘Fuyu’, tanto na casca quanto na polpa.
Penteado (2003) obtive valores de tempo de geragao de 1,74, 2,17 e 6,42 horas,
respectivamente, para polpas de meldao, melancia e mamao, a 20°C. Os dados do
presente estudo sao bastante semelhantes aqueles obtidos pelo autor citado,
principalmente, para as polpas de melao e melancia que apresentaram pHs similares as
de variedades de caqui estudadas, ou seja, tempo de geragao de 1,84 e 2,02 horas
para L. monocytogenes, respectivamente, para as variedades ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’.

Observa-se que de um modo geral, nas temperaturas de 10°C e 20°C, tanto na
polpa quanto na casca, tempos de geragao menores foram obtidos para a variedade
‘Fuyu” (pH 6,3), provavelmente devido ao pH mais propicio ao desenvolvimento
bacteriano dessa variedade. A baixa temperatura apesar de ter reduzido, ndo evitou o
crescimento bacteriano.

Os tempos de geragao também diferiram significativamente entre as variedades
sob armazenamento a 30°C. Para a casca o tempo de geragao na variedade ‘Fuyu’ foi

cerca de 1,76 vez mais longo do que na variedade ‘Rama Forte’ e, para a polpa, o
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tempo de geragao na variedade ‘Fuyu’ foi de aproximadamente 1,26 vez maior do que
na outra variedade. Penteado (2003) obteve valores de tempo de geragcao para L.
monocytogenes de 0,84, 1,00 e 1,16 horas, respectivamente para as polpas de melao,

melancia e mamao, a 30°C, proximos aos obtidos na presente pesquisa.

4.4.2 Taxa de crescimento exponencial (log UFC/g/h)

Foi calculada também a taxa de crescimento exponencial (log UFC/g/h) para L.
monocytogenes na casca e na polpa das diferentes variedades de caqui, como

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Taxas de crescimento exponencial (UFC/g/h)1 para L. monocytogenes na casca e na polpa de
caqui ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’ incubadas a diferentes temperaturas

Variedade Temperatura de incubagéo
de 10°C 20°C 30°C
caqui Casca Polpa Casca Polpa Casca Polpa

‘Fuyu’ 0,03"+0,01 0,03"+0,00 0,17°+0,02 0,16"+0,00 0,14%+0,04 0,20"+0,01
‘Rama Forte’ 0,02°+0,00 0,02°+0,00 0,14°+0,01 0,15°+0,00 0,24%+0,01 0,278+0,01

") Resultados expressos com a media de trés repeticdes e desvio padrao para cada parametro.
@ Resultados entre as variedades, seguidos por diferentes letras mailsculas diferem significativamente
ao nivel de 5 % de probabilidade.

A 10°C e a 20°C, com relacdo a taxa de crescimento exponencial, tanto para a
casca, quanto para a polpa, diferengas significativas ndo foram observadas entre as
variedades.

Na temperatura de 30°C, houve diferengas significativas entre as variedades
estudadas. A taxa de crescimento exponencial da casca de ‘Rama Forte’ foi cerca de
1,71 vez maior do que na variedade ‘Fuyu’ e, na polpa, foi cerca de 1,35 maior no

‘Rama Forte’ do que no ‘Fuyu’.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que L. monocytogenes né&o
pode ser considerada patdgeno de relevancia em caqui, apesar de ter se observado
que nao so a polpa, como a casca de caquis ‘Fuyu’ e ‘Rama Forte’, sdo bons substratos
para a sobrevivéncia e crescimento da bactéria. Temperaturas de refrigeracdo apenas
retardam, porém, ndo inibem o crescimento do patogeno, fato este que se deve,
principalmente, pelas caracteristicas psicrotroficas de Listeria. Temperaturas mais
elevadas, de 20°C e 30°C, permitem rapida proliferacdo da bactéria. Os resultados da
presente pesquisa indicam que, devido a falta de tecnologia pés-colheita do caqui, ao
habito comum do consumo da fruta com a casca e a sua exposi¢cao a temperatura
ambiente por varias horas ou dias antes do consumo, existe o risco potencial de
contaminacgao por L. monocytogenes. Tendo em vista que o patdégeno utiliza o alimento
como veiculo de transmisséo, a baixa dose infectiva da bactéria e a gravidade com que
a doencga atinge as populagdes consideradas de risco, boas praticas agricolas e de
higiene durante o cultivo, manuseio poés-colheita e a nivel familiar, devem ser
rigorosamente obedecidos para nao comprometer a seguranga alimentar desse fruto.
Levantando todos esses pontos em consideracdo, ainda assim ha escassez de
publicagdes envolvendo o estudo de L. monocytogenes no Brasil, logo, entende-se que
o presente trabalho traz informacdes valiosas para o ambito da saude publica. E
justificavel a necessidade de maiores estudos, como este, sobre a incidéncia e

comportamento da bactéria.
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ANEXO A — Resultados dos “rack report” do sistema Bax® para a deteccao de Listeria

monocytogenes
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