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QUALIDADE HIGIENICO-SANITARIA E PERIGOS MICROBIOLOGICOS DOS
QUEIJOS MINAS FRESCAL CLANDESTINOS COMERCIALIZADOS NO NORTE
DO TOCANTINS

RESUMO - O queijo é um produto popular que compde quase que diariamente a dieta da
populacdo. E rico em nutrientes e por isso também um excelente meio de multiplicacdo de
microrganismos, inclusive os patogénicos. A contaminacdo microbioldgica desses produtos
assume destacada relevancia tanto para a industria, pelas perdas econdmicas, como para a saude
publica, pelo risco de causar doencas transmitidas por alimentos. Diante do exposto, 0 objetivo
desta pesquisa foi avaliar a qualidade higiénico-sanitaria e a presenca de patdgenos bacterianos
nos queijos Minas Frescal clandestinos comercializado nas feiras livres do municipio de
Araguaina — TO. Foram coletadas 21 amostras avaliando-se a presenca de coliformes totais
(CT) e termotolerantes (CTT), Escherichia coli e os patotipos EPEC, STEC e EHEC,
estafilococos coagulase positiva (ECP), Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. O resultado
demonstrou que 100% das amostras de queijo estavam em desacordo com o padrdo maximo de
CT e CTT previstos na legislacdo que regulamenta o controle da qualidade desse alimento.
Além desses grupos, 85,71% das amostras encontravam-se acima do limite méximo previsto
para ECP, com contaminacdo satisfatoria para a potencial producdo de toxinas estafilocécicas
em quantidade suficiente para provocar intoxicacdo alimentar. Na pesquisa de E. coli
diarreiogénicas 52,38%, 66,6% e 4,76% das amostras foram positivas para EPEC, STEC e
EHEC, respectivamente, indicando contaminacdo de origem fecal nas amostras e pela potencial
presenca de outros enteropatégenos. Em nenhuma amostra foi detectada a presenca de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. A alta contagem de coliformes totais e
termotolerantes encontrados nas amostras demonstram condicdo sanitaria insatisfatoria na
producdo, armazenamento e/ou comercializacdo deste alimento. A presenca de EPEC, STEC e
EHEC e estafilococos coagulase positiva em concentragdes em que ha a produgdo de
enterotoxinas, evidenciam o iminente risco a saude pelo consumo do queijo Minas Frescal

clandestino.

Palavras-chave: Saude publica. EPEC. EHEC. STEC. DTAs.



HYGIENIC-HEALTH QUALITY AND MICROBIOLOGICAL HARZAD OF
CLANDESTINE MINAS FRESCAL CHEESE COMMERCIALIZED IN NORTH
TOCANTINS

ABSTRACT

Cheese is a popular product that makes up the daily diet of the population almost daily. It is a
product rich in nutrients and therefore also an excellent substract of multiplication of
microorganisms, including pathogens. The microbiological contamination of these products
assumes prominent relevance to industry, economic losses and public health, due to the risk of
causing foodborne diseases. The ain of this research was to evaluate the hygienic-sanitary
quality and the presence of bacterial pathogens in the clandestine Minas Frescal cheeses sold in
the free markets of Araguaina — TO, Brazil. Twenty-one samples were collected evaluating the
presence of total (TC) and thermotolerant (CTT) coliforms, Escherichia coli and the pathotypes
EPEC, STEC and EHEC, coagulase positive staphylococci (CPS), Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes. The results showed that 100% of the cheese samples were in disagreement with
the maximum standard of CT and CTT in the Brazilian legislation that regulates the quality
control of this food. In addition to these groups, 85.71% of the samples were above the
maximum limit for, with sufficient contamination for the potential production of enough
staphylococcal toxins to cause food poisoning. In the study of diarrheagenic E. coli 52.38%,
66.6% and 4.76% of the samples were positive for EPEC, STEC and EHEC respectively,
indicating contamination of fecal origin in samples and potential consumer risk. No Salmonella
spp. or Listeria monocytogenes were deteced in those cheese samples. The high count of total
and thermotolerant coliforms found in the samples demonstrates unsatisfactory sanitary
condition in the production, storage and /or commercialization of this food. The presence of
EPEC, STEC and EHEC and coagulase positive staphylococci at concentrations that produce

enterotoxin, shows the health risk from the imminent consumption of Minas Frescal cheese.

Key words: Public health. EPEC. EHEC. STEC. Foodborne diseases.
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1 INTRODUCAO

O leite é considerado um dos alimentos mais completos da natureza por apresentar
elevado valor nutritivo, ser constituido de proteinas, carboidratos, gorduras, sais minerais,
vitaminas, &gua, além de compostos com alta digestibilidade, componentes que o tornam
fundamental para a dieta humana, fato pelo qual é amplamente comercializado e consumido
pela populacdo, sobretudo por criangas e idosos (MARQUES; COELHO; SOARES, 2005;
SALVADOR et al., 2012).

O queijo Minas Frescal ¢ um alimento bastante popular de preco acessivel, obtido
através da coagulacdo enzimatica do leite, complementada ou ndo com bactérias laticas
especificas. Dentre os produtos derivados do leite, o queijo € considerado um meio de ligacédo
para 0s patdgenos de origem alimentar e, sobretudo, os queijos frescos clandestinos, isto €,
desprovidos de fiscalizacdo sanitaria, pois frequentemente sdo produzidos a partir de leite cru e
também por ndo sofrerem processo de maturacdao (FEITOSA; BORGES; NASSU, 2003).

A producédo informal de queijos é frequente no Brasil, principalmente o tipo Minas
Frescal. Os produtores de leite, com predominio dos pequenos, encontram na producdo de
queijos uma forma de agregar valor ao produto (LOPES et al., 2006). Esse processo geralmente
é realizado de forma rudimentar, sem o controle higiénico-sanitario determinado pelas
legislacOes brasileiras para garantir a sua seguranga para o consumo. O fato de serem
produzidos com leite cru, ndo pasteurizado, ja implica em potencial risco ao seu consumo,
devido a ndo eliminacdo da microbiota patogénica que pode estar presente, muitas vezes
oriunda de condic@es insatisfatorias de obtencdo da matéria-prima ou de processos infecciosos
relacionados com a sanidade do animal (AMORIM et al., 2014).

O leite constitui também um excelente meio para a proliferacdo de varios grupos de
microrganismos desejaveis, notadamente benéficos ao homem, visto que eles participam
ativamente de alteraces fisicas, quimicas e organolépticas que ocorrem no leite ao se preparar
diversos derivados lacteos (VIDAL, 2018). Por outro lado, ha a possibilidade de
microrganismos indesejaveis que podem acarretar defeitos fisico-quimicos e organolépticos,
além de problemas econémicos e de saude publica, limitando também a durabilidade do leite e
seus derivados (CARVALHO, 2010). A caracterizacdo exata dos patogenos se faz
imprescindivel para a deteccéo dos locais de contaminagdo do processamento, além de permitir
0 monitoramento da disseminacao de estirpes bacterianas (MEDEIROS et al., 2013).

Com o crescimento da economia tem aumentado também a demanda por produtos mais

nobres e com certificacbes de qualidade (LEITE, 2012). A Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria (ANVISA) através da Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 12 de 2001
(BRASIL, 2001) é a legislacdo brasileira que institui pardmetros maximos permitidos de
microrganismos presentes nos queijos para fins de registro e fiscalizacao, a saber: coliformes a
45 °Clg (5 x 10® NMP/g), estafilococos coagulase positiva/g (5 x 10° NMP/g), auséncia de
Salmonella spp. em 25 g e L .monocytogenes em 25 g, qualificando os produtos em condic¢des
microbioldgicas satisfatdrias ou ndo (BRASIL, 2001).

Enterotoxinas podem ser produzidas a partir de estafilococos isolados de humanos,
indicando que as DTAs podem indiretamente, ser ocasionadas pelos manipuladores de
alimentos; o processo de aquecimento utilizado na pasteurizacdo do leite inativa 0s
Staphylococcus, mas nédo as enterotoxinas previamente produzidas, que permanecem ativas nos
alimentos por um longo periodo (CARMO et al., 2002).

Os autores Almeida e Franco (2003) destacam que a contaminac¢do microbiana de
queijos merece atencdo ao levar em conta que bactérias patogénicas e enterotoxigénicas, como
Salmonella spp. e Staphylococcus aureus sdo comumente encontradas em derivados lacteos.

Salmonella spp. ocupa posicdo de destaque entre 0s agentes patogénicos mais
frequentemente encontrados em surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTAS), e 0s
produtos lacteos ainda sdo um dos mais importantes veiculos de sua transmissdo, sendo 0s
queijos frescais clandestinos os que apresentam maiores perigos de causar a enfermidade
(VIDAL, 2018). A contaminacdo destes por esse agente tem sido atribuida, principalmente, ao
consumo de leite e derivados lacteos sem tratamentos térmicos e/ou com falhas nesses
processos, ou ainda contaminacdes pos-processamento (VIDAL, 2018).

Diversos surtos de doencas graves tém sido associados a ingestdo de produtos lacteos,
relacionados a presenca de Listeria monocytogenes (COSTA; LIMA; RABELO, 2002). A
frequéncia dos casos de listeriose veiculados por queijos evidencia a importancia desse alimento
e outros derivados do leite na cadeia epidemiolégica de transmisséo de Listeria spp. (CATAO;
CEBALUS, 2001).

A ma qualidade na producéo pode ser apontada pela presenca da Escherichia coli (E.
coli), pois € um microrganismo indicador de contaminacéo fecal no produto (SILVA et al.,
2017). Segundo Silva e Silva (2005), os principais sintomas clinicos da doenca causada por E.
coli enteropatogénica (EPEC) em humanos séo diarreia aguosa acompanhada de febre, mal-
estar e vomitos. EPEC é declarada como uma das principais causas da diarreia desde 1940 e
continua a ser relacionada a casos esporadicos de surtos de diarreia infantil (SOUZA et al.,
2016).
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De acordo com Amorim et al. (2014), que realizaram pesquisa com consumidores, a
maioria prefere o sabor dos queijos informais comercializados em feiras e desconhecem a
origem do produto e o risco associado aos mesmos.

Ribeiro Juanior et al. (2019) ressaltam que o leite e produtos lacteos previamente
pasteurizados oferecem seguranga alimentar, enquanto os produzidos a partir de leite cru
representam risco potencial a salde pela presenca de enteropatdgenos, recomendando que 0
consumo destes tipos de produtos seja evitado.

A presenca de patdgenos como E. coli (DE CAMPOS et al., 2018), Staphylococcus
aureus produtor de toxinas (SATO’O et al., 2014), L. monocytogenes (KOBAYASHI et al.,
2017) e Salmonella spp. (ADHIKARI et al., 2018) nos produtos alimenticios como queijo, por
exemplo, pode causar severos casos de intoxicacao e doengas de origem alimentar, sendo sua
ingestdo um risco iminente para a satde do consumidor.

O ajustamento e melhoria do processo de producdo e comercializagdo dos queijos sao
temas de salde publica, visto a necessidade de abastecer o0 mercado de produtos que oferecam
seguranca ao consumidor, fator que também permite ao produtor a padronizacdo e uma maior
agregacao de valor aos seus queijos, fortalecendo ainda mais este comércio (FERNANDES et
al., 2013).

Além disso, é importante que os 6rgdos de fiscalizacdo estabelecam medidas que
elucidem e conscientizem os produtores, 0s comerciantes e os consumidores de forma a coibir
a comercializacdo de produtos que possam representar riscos a sadude publica (SILVA et al.,
2013).

A conhecimento da situacdo epidemiolégica dos casos de DTAS no municipio de
Araguaina-TO indicada no quadro 1, justifica a realizagdo desta pesquisa. S. aureus, Salmonella
spp e E. coli sdo os principais agentes etioldgicos envolvidos nos surtos e podem estar presente
nos queijos clandestinos comercializados no municipio, sendo necessario avaliar a qualidade

microbiologica e o risco do consumo deste alimento.
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Quadro 1: Consolidado de surtos de DTASs notificados no municipio de Araguaina-TO entre os anos de 2009 e 2017.

Data do Local de N° N° N° de Sexo Faixa etaria N° Critério de Agente
surto ocorréncia | Comensais | Comensais | Internacdes | M [ E | <1 111 5 110 20 | + | Total de Confirmacéo Etioldgico
expostos doentes alalalalso Obito
419 19|49
30/05/09 | CAT SESI 122 78 78 37 141 0 | 82016 |29 | 5 0 0 Laboratorial Toxina produzida
Clinico por Staphylococcus
Bromatoldgico aureus
14/08/09 | Residéncia 10 8 8 513(0(|2|3|2]|]0]1 0 0 Clinico Toxina produzida
Epidemioldgico | por Staphylococcus
aureus
28/05/12 Escola 53 53 53 16 (37| 0 | 0|0 |53]0]O0 53 0 Laboratorial Descartado
Clinico
Bromatolégico
31/08/12 | Escritorio 07 07 07 oL|{06| 00|01 |60 7 0 Clinico Toxina produzida
Epidemioldgico | por Staphylococcus
aureus
20/06/13 Hotel 04 04 04 0pL(03|0|0|0|0]| 4]0 4 0 Clinico Toxina produzida
Epidemioldgico | por Staphylococcus
aureus
21/01/14 | Canteiro 24 19 15 191 0| 0|0|0]|]0]19]|0 19 0 Clinico Toxina produzida
de obras Epidemiol6gico | por Bacillus cereus
24/05/16 Escola 52 04 0 03|01 00| 4|0|O0]|O 04 0 Laboratorial Salmonella spp
Bromatolégico
01/08/16 Lanche 17 15 02 04120 (2|04 |10|0O0 15 0 Laboratorial Escherichia coli
Bromatolégico
25/08/17 | Residéncia 04 03 02 0201|0211 |01|0O 03 0 Laboratorial Escherichia coli
Bromatolégico e
Toxina produzida
por Staphylococcus
aureus

Fonte: Comunicacao pessoal com a Vigilancia Epidemiol6gica de Araguaina-TO
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a qualidade higiénico-sanitaria do queijo tipo Minas Frescal informais e 0s
perigos microbioldgicos relacionados ao consumo destes produtos comercializados no

municipio de Araguaina, norte do Tocantins.

2.2 Objetivos Especificos

o Verificar os indicadores da qualidade higiénica dos queijos Minas Frescal
comercializados no municipio de Araguaina — coliformes totais e termotolerantes,
Staphylococcus coagulase positiva — conforme padrées legais previstos pela legislacao;
o Verificar o risco microbioldgico pela presenca de Salmonella spp., Escherichia
coli e Listeria monocytogenes;

o Pesquisar 0s genes que codificam a expressao de fator de viruléncia eaeA, stx1
e stx2, das E. coli isoladas; e

o Criar subsidios para a criacdo de politicas publicas para a promocdo de satde

dos consumidores.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O queijo

Considera-se queijo o produto fresco ou maturado obtido por separacao parcial do soro
do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros l&cteos,
coagulados pela atuacéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de
acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade adequada para uso alimentar,
com ou sem agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente preconizados, substancias aromatizantes e matérias corantes. Compreende-se
por queijo fresco o que esta pronto para o consumo logo ap6s sua producdo (BRASIL, 1996).

De acordo com a Portaria 352/97, o queijo Minas Frescal é classificado como semi-
gordo e de muita alta umidade, tendo o leite a ser utilizado ser higienizado por meios mecanicos
adequados e submetido a pasteurizacdo, ou tratamento térmico equivalente, combinado ou ndo
com outros processos fisicos e bioldgicos que garantam a inocuidade do produto (BRASIL,
1997).

3.2 A importancia do queijo na economia local

Segundo o IBGE (2016), o Tocantins no ano de 2015 produziu 385.563 milhdes de litros
de leite, gerando faturamento de 369.191 milhdes de reais. Somente 0 municipio de Araguaina,
no mesmo periodo, produziu mais de 5.654 milhdes de litros, correspondendo a 7,5% da
producdo do Estado.

O queijo é um dos produtos lacteos mais apreciados no Brasil, sendo um em cada trés
litros de leite produzidos sdo destinados a fabricagdo deste produto. Em 2017, a producéo
atingiu 1 milh&o de toneladas, com crescimento de 2% sobre o ano anterior. Segundo
estimativas, o universo do queijo — entre producéo local e importacdo — movimenta cerca de R$
18 bilhdes por ano (EMBRAPA, 2018).

3.3 Queijos relacionados a saude publica

O queijo Minas Frescal pelas suas préprias caracteristicas como alto teor de umidade,

associado com o baixo teor de sal e auséncia de maturacdo, tornam esse tipo de queijo
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susceptivel a contaminagdo, causadas tanto pelo leite utilizado em sua producdo, quanto por
contaminacdes diretas ou cruzadas no pés-processamento (PASSOS et al., 2009).

No geral, o leite utilizado na fabricacdo de queijos informais, tanto frescal, quanto
padrdo, ndo passa por nenhum processo que elimine sujidades ou contaminacgoes, e associada a
manipulagcdo excessiva e por vezes realizada por pessoas sem nenhum conhecimento e/ou
cuidado de higiene, pode ser um importante ponto de contaminacdo (AMORIM et al., 2014).

A contaminacdo microbioldgica desses produtos assume destacada relevancia tanto para
a industria, pelas perdas econdmicas, como para a saude publica, pelo risco de causar DTAS
(FEITOSA; BORGES; NASSU, 2003).

Queijos produzidos com leite cru e pasteurizados tém sido associados com Varios surtos
de DTAs. Entre 1998 e 2012, o queijo foi responsavel por 97 surtos nos Estados Unidos,
resultando em 2.112 enfermos, 221 hospitalizacdes e 10 mortes. Os focos remanescentes foram
causados por bactérias Salmonella enterica (18,5%), Campylobacter spp. (13,6%), L.
monocytogenes (12,3%), S. aureus (7.4%), E. coli produtora de Shiga-Toxina (4,9%), Brucella
spp. (3,7%), Shigella spp. (2,5%), Clostridium perfringens (2,5%) e Bacillus cereus (1,2%)
(MACHADO; RADHAHRISHNA; CUTTER, 2017).

As estimativas de gastos e impacto econémico em decorréncia de DTAs sdo dificeis de
serem quantificados, mas sdo suficientes para mostrar que essas doencas representam um peso
para a economia. Os custos envolvem a diminuicdo de renda pessoal devido a perda de dias
trabalhados, custos com tratamento médico, reducdo da produtividade, custo com agdes de
investigacdo do surto, diminuicdo nas vendas gerada pela inseguranca dos consumidores que
evitam comprar determinados produtos, dentre outros fatores (AMSON et al., 2006).

Segundo dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagcdo (SINAN/MS)
(BRASIL, 2019a) e Sistema de InformacGes Hospitalares (SIH/MS) (BRASIL, 2019b) de 2007
a 2017 houve 7.170 surtos de DTAs, com 126.712 doentes. Em 2017, o custo médio com
internacdo hospitalar foi de R$ 1.266,96/paciente, multiplicando essa cifra pela quantidade de
individuos doentes tem-se quase R$ 160,5 milhdes de gastos apenas na assisténcia direta a esses
doentes. O conhecimento dos patdgenos causadores dessas enfermidades é de fundamental
importancia para que sejam tragadas estratégias de controle da ocorréncia destas doencas.

A alta umidade de agua no queijo Minas Frescal melhora as condic¢des de sobrevivéncia
de diversos patdgenos. Entretanto nos queijos curados, isto €, com baixa atividade de agua tem-
se observado baixa presenca de E. coli patogénicas (PENG et al.; 2012, OSAILI et al.; 2014;
BELLIO et al. 2018).
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A presenga de agentes patogénicos de origem alimentar e agentes zoondticos em
alimentos produzidos com leite cru € uma fonte de preocupacéo para os servigos de inspecao e
vigilancia oficiais. Considerando a ampla aceitacdo de produtos alimentares artesanais, assim
definidos em legislacdo especifica, pelos consumidores, a avaliacdo da sua seguranca €
obrigatoria, através de inspecdo das fazendas produtoras e estabelecimento de diretrizes
adequadas para a producéo, garantindo assim a seguranca para 0s consumidores (ANDRETTA
etal., 2019).

Sendo as DTAs uma questdo de salde publica de ordem mundial, maultiplos
pesquisadores tém buscado avaliar o risco microbioldgico dos diversos alimentos, inclusive do
queijo, por estar envolvido em surtos alimentares. O quadro 2 compila artigos cientificos que
analisaram a presenca de E. coli patogénica em produtos lacteos com foco em queijos

produzidos a partir de leite cru ou queijos clandestinos.

Quadro 2: Pesquisas realizadas avaliando a presenca de Escherichia coli patogénica em

produtos lacteos

[0) 0
Tipo Ne° o N + + + outros . A
. amostras | isolados Pais Referéncia
queijo amostras " L. eaeA(%) | stx(%) genes
positivas | positivos
Queijo
suigo i 09 hiyA Zweifel et al.,
usando 1.502 57 0 29 Sul 2010
leite cru
Queijo i - i Nobili et al.
mussarela 32 ! 0 ! ITA 2016
i Nobili et al.
- * -
Leite cru 06 2 0 2 ITA 2016
Queijo (71) astA,
Karish 55 745 89 0 2 | ehaa apfA, | oy | Ombarak, etal
(Ieite cru) (2,25) iha 2016
hlyA
Queijo (22) astA,
Ras 60 21,7 22 0 0 | ehaA, apfA, | EGy | Ombarak etal
. 2016
(leite cru) cdt, cnf
(86) astA,
Leite cru 72 76,4 111 | 01(09) | 0 | ehaa apfA, | EGY | Ombarak etal
iha, hiyA 2016
. 02 (iroN,
Quetjode | 4,5 28 39 01 0 | ompT, hiyF, | BRA | D&Camposet.
leite cru L al 2018.
iss, IUtA)
. 20 Ribeiro Junior et
Leite cru 80 - 205 (9,75) 0 (14) bfpA | BRA al. 2019
Queijo i Ribeiro Junior et
informal 10 111 2(1,8) 3 (1)bfpA BRA al. 2019
Queijo i i Ribeiro Junior et
formal 10 3 0 0 BRA al. 2019

Legenda: BRA — Brasil, EGY — Egito, ESP — Espanha, ITA — Italia, SUI — Suica.
Fonte: Prépria autora.
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Assim, o0 queijo pode representar um risco a saude dos consumidores se produzido a
partir de leite de ma qualidade, resultante da falta de cuidados higiénico-sanitérios.
(MEDEIROS et al., 2013).

3.4 Microrganismos indicadores comumente isolados nos alimentos

Segundo Pereira et al. (1999), os coliformes representados pelos géneros Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Hafnia e Citrobacter sdo fermentadores de lactose
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e comumente utilizados como indicadores higiénico-
sanitarios em controle de qualidade de agua e alimentos.

As bactérias do grupo coliforme s&o encontradas no trato intestinal do homem e de
mamiferos, sendo incapazes de persistir por longo tempo em outros ambientes que ndo as fezes.
Os coliformes a 45°C tem populacdo predominantemente constituida por E. coli caracterizando
um grupo de microrganismos indicativos de possivel contaminacdo de origem fecal (OKURA,
2010). De acordo com Silva et al. (2017), as principais utilizacdes desses microrganismos como
indicadores séo:

a) Enterobactérias e coliformes: indicadores das condicBes de higiene dos processos de
fabricacdo, pois sdo facilmente inativados pelos sanitizantes e capazes de colonizar varios
nichos de plantas de processamento, quando a sanitizacao é falha.

b) Coliformes: indicadores de falha de processo ou contaminacgdo pos-processo em alimentos
pasteurizados, pois sdo facilmente destruidos pelo calor e ndo poderiam sobreviver ao
tratamento térmico.

¢) E coli: indicador de contaminacdo fecal em alimentos “in natura”.

d) Estafilococos coagulase positiva: indicadores da qualidade higienico-sanitaria da
manipulacdo dos alimentos, por ser pertencente a microbiota da epiderme de mamiferos.

O Ministério da Salde, atraves da RDC 12/2001 considerou os padrdes “coliformes de
origem fecal” e “coliformes termotolerantes” como equivalente a coliformes a 45 °C (OKURA,
2010). Nesta mesma resolucdo, estabeleceu um valor limite de acordo com a umidade do
produto, sendo para queijos que apresentam teor de muita alta umidade (>55%), como o queijo
Minas Frescal o valor aceitavel de no maximo de 5 x 103NMP/g de coliformes a 45 °C.

Para Almeida e Franco (2003), a presenca de coliformes em queijos vem se tornando
cada vez mais preocupante, pelo surgimento de surtos de toxinfec¢fes alimentares por E. coli

patogénica.



21

3.5 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria comumente encontrada no intestino de humanos e
outros animais de sangue quente (SILVA et al., 2017). Enquanto a maioria das cepas é saprofita
(SOUZA et al., 2016), algumas podem causar DTAs. A infecgdo por E. coli é geralmente
transmitida através do consumo de agua ou alimentos contaminados, como produtos de carne
mal cozida e leite cru. Os sintomas da doenca incluem colicas abdominais, diarreia que podem
ser sangrentas, além de poder ocorrer febre e vomito. Parte dos pacientes se recupera em 10
dias, embora, em alguns casos, a doenca possa se tornar fatal (WHO, 2019a).

E. coli é caracterizada por um bastonete curto, Gram-negativo, ndo esporulado, medindo
entre 1,1 a 1,5 um por 2 a 6 um, sendo a maioria mével, devido a existéncia de flagelos
peritriquios. A temperatura étima de crescimento é em torno dos 37 °C (QUINN et al., 2005).

Além disso, sdo anaerdbios facultativos, pois possuem metabolismo respiratério e
fermentativo, sendo capaz de fermentar, com producdo de acido e gas, a lactose, glicose,
maltose, manose, manitol, xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose. Esta bactéria produz
coldnias de cor rosa em agar MacConkey e com brilho metélico (figura 1) em &gar eosina-azul
de metileno (EMB) (QUINN et al., 2005).

Figura 1: Colbnias com brilho verde metalico (setas) em agar eosina-azul de metileno,
caracteristicas de coldnias E. coli. isoladas a partir de queijo tipo Minas Frescal

comercializados em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

Legenda: colnia tipica = seta amarela
Fonte: Propria autora.
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E. coli é usada como um marcador para condigdes de contaminacéo e de higiene, durante
0 processamento ou pds-processamento de alimentos. A sua presenca pode indicar a existéncia
de agentes patogénicos entéricos (MORAES et al., 2009). Algumas estirpes de E. coli ainda
podem adquirir genes de viruléncia e causar doencas (DE CAMPOS et al., 2018).

E. coli diarreiogénicas sdo as capazes de causar diarreia em homens e animais,
diferenciadas pela presenca de fatores de viruléncia como adesinas fimbriais e afimbriais,
toxinas e invasinas (NATARO; KAPER, 1998).

Segundo Rocha (2008), estes fatores compdem parte do corpo bacteriano, composto de
estruturas antigénicas, que contribuem para a determinacdo dos sorogrupos de E. coli. Esta
determinacéo é realizada por meio de antissoros e baseada na classificagdo que Kauffmann
realizou em 1947, nos antigenos:

a) somaticos (Ohne — “0”): é um lipopolissacarideo (LPS) que corresponde a um componente
da parede celular das bactérias Gram-negativas, termorresistente e divide-se em antigeno
somatico, o lipideo A e Core (MAGALHAES et al., 2007).

b) capsulares (Kapsel — “K”): antigeno capsular “K” ¢ relacionado a resisténcia aos efeitos
bactericidas do sistema complemento, devido a presenca do 4cido N-acetil
melaminico da cépsula (BARCELQOS, 2005).

c) flagelares (Hauch — “H”): antigeno flagelar “H” nao ¢é utilizado com frequéncia na
identificacdo antigénica das cepas de E. coli. Sua composi¢do é de natureza proteica e quando
aquecido a 100 °C pode ser destruido. A presenca de flagelo ndo tem sido correlacionada com
a patogenicidade (BARCELOS, 2005).

d) fimbriais (Fimbriae — “F”): os antigenos fimbriais “F” sdo denominados adesinas, pili ou
fimbrias, que recobrem a superficie bacteriana. Sdo moléculas de natureza proteica capazes de
reconhecer receptores especificos na superficie de células eucaridticas (BARCELQOS, 2005).

A expressdo deste fator de viruléncia € de fundamental importancia no processo de
aderéncia e colonizacdo dos tecidos do hospedeiro. Frequentemente as adesinas conferem
especificidade da aderéncia da bactéria em relagdo a determinados tecidos e orgdos do
hospedeiro (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).

Sdo conhecidos 177 antigenos somaticos (O), 100 capsulares (K) e 52 flagelares (H),
embora existam ainda amostras rugosas, autoaglutinantes, que ndo podem ser sorotipadas
devido a perda parcial ou total da cadeia de polissacarideo (CAMPOS; TRABULSI, 2002;
ROCHA, 2008).

Oito grupos de E. coli diarreianogénica (DEC) sdo conhecidas, a saber: E. coli

produtora de Shiga-toxina (STEC), que incluem o subgrupo de enterohemorragicas (EHEC); E.
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coli enteropatogénica tipica e atipica (EPECt e EPECa); E. coli enterotoxigénica (ETEC); E.
colienteroinvasiva (EIEC); E. coli enteroagregativa (EAEC); E. coli difusamente aderente
(DAEC); e E. coli aderente invasivo (AIEC). E. coli enteroagregativa hemorragica (EAHEC)
0104:H4 é um patdtipo de E. coli emergente associado com surtos ocorridos na Alemanha em
maio de 2011 (PARUSSOLO et al., 2019).

O quadro 3 relaciona os grupos de E. coli diarreianogénica (DEC) com a caracterizagao

genética deste.

Quadro 3: Caracterizacao genética dos grupos de E. coli diarreiogénicas (DEC).

Nome Sigla Caracterizacdo genética

E. coli produtora de Shiga-toxina STEC Genes stx1 e/ou stx2

E. coli enterohemorrégicas EHEC Gene eaeA simultaneamente com gene stx

E. coli enteropatogénica tipica EPECt Gene eaeA +bfpA

E. coli enteropatogénica atipica EPECa Gene eaeA —bfpA

E. coli enterotoxigénica ETEC Genes de enterotoxinas LT (toxina labil) e
ST (toxina estdvel) e fatores de
colonizacao

E. coli enteroinvasiva EIEC Gene ipaH e ial

E. coli enteroagregativa EAEC Gene aggR, aap, e AA probe

E. coli difusamente aderente DAEC Ainda sem caracterizac¢ao do gene

E. coli aderente invasivo AIEC Sem consenso entre cientistas sobre o gene

E. coli enteroagregativa hemorragica | EAHEC | Gene stx2

(sorogrupo 0104:H4)

Fonte: Adaptado de Parussollo et al. (2019).

EPEC foi a primeira categoria reconhecida como diarreiogénica e esta associada a casos
esporadicos e surtos de diarreia infantil. Em 1995, EPEC foi classificada em tipica e atipica e,
até o momento, muito se tem pesquisado sobre as diferengas patogénicas e epidemioldgicas
destas duas subcategorias e sua similaridade com outras categorias (SOUZA et al., 2016). A
estirpe de EPEC tipica € caracterizada pela presenca do fator de aderéncia plasmidial (pEAE)
que codifica o pacote agregador de pili, enquanto a EPEC atipica ndo possui 0 pEAE (RIOS et
al., 2019). A EPECt tem como principal reservatdrio a microbiota entérica humana (SOUZA et
al., 2016).
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Segundo Murray et al. (2014), EPEC sdo consideradas importantes causas de diarreia
infantil em paises pobres, a enfermidade é mais rara em adolescentes e adultos devido ao
desenvolvimento de imunidade protetora. A doenca € caracterizada pela ligacdo das bactérias
as células epiteliais do intestino delgado com subsequéncia destruicdo das microvilosidades.

STEC séo caracterizadas pela producdo de citotoxinas nomeados toxina tipo Shiga,
codificada pelos genes stx1 e stx2 (NATARO e KAPER, 1998; PATON e PATON, 1998).
Estirpes STEC sdo encontradas no leite cru e queijos de leite cru (FARROKH et al., 2013) e
sd0 uma causa importante de surtos humanos, causando graves quadros de Sindrome
Hemolitico-Urémica (SHU) e trombocitopenia purpura (PATON e PATON, 1998;
MISZCZYCHA et al., 2014). Membros do grupo de STEC produtoras das toxinas stx1 ou stx2,
parte do mais virulento sorotipo O157:H7 e outros ndao-O157 sdo considerados crescentes
problemas de satde puablica (FARROKH et al., 2013).

E. coli produtora de Shiga-toxina esta envolvida em surtos de DTA do qual EHEC
constitui um subtipo (CALDORIN et al., 2013), pois apresenta a0 mesmo tempo 0s genes eaeA
e stx. De acordo com Murray et al. (2014), a cepa EHEC expressa a toxina shiga-like que produz
lesBes nas células epiteliais. Apos a entrada da toxina na célula, ela se liga ao acido ribonucleico
ribossomal (RNAr) e interrompe a sintese proteica, causando a destruicdo das vilosidades
intestinais resultando em diminuigdo da absor¢do com aumento relativo da secrecdo de liquido.

Oh et al. (2017) identificaram que os principais sintomas dos 231 pacientes com EHEC
foram diarreia sanguinolenta, febre, vomito e dor abdominal, com uma taxa maior de
acometimento em criangas menores de nove anos e sem diferenca significativa para o género.

Kumagai et al. (2015) constataram que a EHEC € a segunda maior causa de
gastroenterite de origem alimentar no Japdo sendo a maior causa de 6bito, com uma estimativa
de incidéncia anual de 80,7 casos por 100 mil habitantes, perdendo apenas para Campylobacter
(92,5) e sendo maior que Salmonella spp. (31,7).

Na Europa, a EHEC tem sido relatada como causa de doenca de origem alimentar
envolvendo mais de 4.000 pacientes e 50 obitos em 2011 (BIELASZEWSKA et al., 2011,
RASKO et al., 2011), ocorridos mais especificamente na Alemanha. Na Noruega em 2006, 60
casos e um 6bito foram registrados (L’ABE” E-LUND et al., 2012) todos com complicacGes
decorrentes da SHU.

Miszczycha et al. (2014) lembra que para a transmissdo de doenca de origem alimentar
seja bem-sucedida, cepas EHEC deve sobreviver a condigdes adversas encontradas ndo sé

durante o processamento do alimento, mas também durante o transito gastrointestinal em
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humanos. Na digestdo, o pH géastrico, secrecbes gastrointestinais e peristalse sdo fatores
importantes que controlam o possivel sucesso de um patégeno de origem alimentar.

Quanto a sobrevivéncia de E. coli, o estudo de Adhikari et al. (2018) demonstrou que a
contaminagdo pds-processo de queijo em niveis elevados por um periodo minimo de
armazenagem de 60 dias a diferentes temperaturas ndo é suficiente para eliminar o risco
associado com E. coli patogénica O157: H7. Além disso, notou-se que, mesmo aumentando o
tempo de armazenagem até 365 dias, E. coli O157: H7 ainda permaneceu viavel a 4,4 e 10 °C.
Entretanto, a elevacdo de temperatura de armazenamento a 21.1 °C reduziu significativamente
a populacdo de microrganismos dentro de 30 a 60 dias, mostrando que tanto a temperatura de
armazenamento quanto o tempo para queijo armazenado em recipiente hermeticamente fechado
tem um efeito significativo sobre a sobrevivéncia de E. coli O157: H7.

A sobrevivéncia de E. coli sob refrigeracdo através de adaptacdes e crescimento
microbiano em baixas temperaturas impdem desafio a seguranca dos produtos alimentares

altamente pereciveis como o queijo (SHARMA et al., 2019).

3.6 Staphylococcus spp.

S. aureus é considerada a mais importante espécie dentre as 29 identificadas do género
em funcdo da alta patogenicidade ao homem e estar frequentemente relacionada a DTAs
(CUNHA; CUNHA, 2007). S. aureus pode causar gastroenterite em humanos através da
ingestdo de alimentos contaminados com o microrganismo que produz as enterotoxinas
(FRIEDRICZEWSKI et al., 2018).

O género Staphylococcus é composto por cocos esféricos que se dividem em mais de
um plano formando arranjos que lembram cachos de uva. Sdo Gram-positivos, imoveis, ndo
esporogénicos, usualmente catalase positiva e oxidase negativa. Sao susceptiveis a lise por
lisostafina e resistentes a lise por lisozimas. Estdo associados a pele, glandulas e mucosas de
animais de sangue quente (SCHLEIFER; BELL, 2009). S. aureus é uma bactéria comensal
comum da pele, estimando persistir em 20% da populagéo em geral e enquanto outros 60% sdo
transportadores intermitentes (KLUYTMANS; WERTHEIM, 2005).

Os microrganismos desse género exibem um diversificado arsenal de fatores de
patogenicidade, constituido por adesinas, enterotoxinas, hemolisinas, leucocidinas, producéao
de biofilmes, habilidade de invadir células epiteliais, dentre outros, 0s quais contribuem para

colonizar e lesionar seus hospedeiros (KONEMAN et al., 2001).
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As proteinas estafilococicas podem ser pirogénicas e estdo conectadas
significativamente com enfermidades humanas, dentre elas a intoxicagdo alimentar e a
sindrome do choque toxico. A maioria dessas toxinas é produzida pelo S. aureus apesar de
outras espécies terem também mostrado produzir enterotoxinas (PINCHUK et al., 2010).

Ja foram descritas e purificadas 22 enterotoxinas estafilocécicas (EE), das quais, dez ja
foram envolvidas em intoxicacdo alimentar (EEA, EEB, EEC1, EEC2, EEC3, EED, EEE, EEG,
EEH e EEI), sendo as classicas, EEA a EEE, responsaveis por 95% dos surtos (VERNOZY -
ROZAND et al., 2004). No quadro 4 estdo relacionadas as mais comuns toxinas estafilocdcicas

e suas caracteristicas.

Quadro 4: Principais toxinas estafilococicas estudadas.

Toxina Caracteristicas
estafilocdcica
EEA Mais comum toxina associada a intoxicacgdo estafilocdcica alimentar
EEB Estudada como possivel arma biologica
EEC Comumente isolada de animais
EED, EEE e EEH Relacionada a intoxicacdo alimentar

EEF Associada a Sindrome do Choque Toxigénico

EEG e EEI Menor importancia na intoxicagao alimentar

Fonte: Adaptado de Pinchuk et al. (2010).

Entre os fatores de patogenicidade, destaca-se a estafilocoagulase, uma proteina que
possui acdo enzimatica e reage com a protrombina, formando um complexo denominado
estafilotrombina que converte o fibrinogénio em fibrina que coagula o plasma (WATANABE
et al.,, 2005). O teste da coagulase in vitro (figura 2) é frequentemente utilizado para a
identificacdo de isolados deste género dotados de maior potencial patogénico, geralmente de
maior interesse clinico e epidemioldgico, tanto na medicina humana, quanto na veterinaria
(COSTA etal., 2011).

A intoxicacdo alimentar estafilococica causada pela ingestdo de derivados lacteos como
0 queijo é comum, sendo continuamente relatada (CARMO et al., 2002; ARGUDIN;
MENDOZA; RODICIO et al., 2010; JOHLER et al., 2014; SATO’O et al., 2014).
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Figura 2: Teste da coagulase in vitro, para identificar estirpes de estafilococos coagulase
positiva realizado com isolados obtidos a partir de queijo tipo Minas Frescal

comercializados em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

Legenda: Seta azul = plasma liquido (coagulase negativa), seta vermelha plasma coagulado (coagulase positiva)

Fonte: Propria autora.

Em investigaces de surtos por intoxicacdo estafilococica, a identificacdo da estirpe
causadora pode ser um desafio, pois mesmo quando o microrganismo € inativado pelo calor e
ndo pode ser isolado do item alimentar, as endotoxinas altamente resistentes formadas a partir
de S. aureus podem causar DTASs (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

O estafilococos coagulase positiva (ECP), quando presente em populacGes elevadas
(10°-10° UFC mL* ou g*) e sob condicdes adequadas de temperatura, pH, atividade de gua e
02, produzem uma ou mais EE nos alimentos, as quais depois de ingeridas causam intoxicacao
(HOBBS; ROBERTS, 1999; BORGES et al., 2008).

Surtos de intoxicacdo alimentar estafilocdcicas sdo uma das principais causas de
doencas de origem alimentar na Unido Europeia e a sua notificagdo é obrigatdria desde 2005.
Critérios para a enumeracdo de estafilococos coagulase positiva e a detec¢do de enterotoxinas
estafilococicas em queijos foram estabelecidas no Regulamento CE 2073/2005 (BELLIO et al.,
2019). A RDC 12/2001 estabeleceu a quantidade méaxima de (UFC/g) 10° Staphylococcus
coagulase positiva como padrdo microbioldgico em queijo Minas Frescal.
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3.7 Salmonella spp.

Salmonella spp. é uma das bactérias mais largamente distribuida na natureza, tendo o
homem e 0s animais como seus principais reservatdrios naturais, com ocorréncia de sorotipos
regionais. A ampla distribuicdo de Salmonella spp. entre os animais (sendo as aves e 0s bovinos
0s maiores disseminadores), a existéncia de portadores assintométicos e sua manutenc¢éo no
ambiente e nos alimentos contribuem para que este microrganismo desempenhe um papel de
destacada importancia na saude publica mundial, sendo alvo de programas permanentes de
controle (SHINOHARA et al., 2008).

Este género pertence a familia Enterobacteriaceae, bastonete Gram-negativo nédo
esporogénico, anaerobio facultativo e oxidase negativo (BRENNER; FARMER I1l, 2005).
Segundo Popoff e Le Minor (2005), sdao usualmente mdveis embora as cepas de sorotipo
Gallinarium e Pullorum sdo normalmente imdveis; fermentam a glicose com a produgdo de
acido (100% das cepas) e gas (90% das cepas); ndo fermentam lactose e sacarose (99% das
cepas); produzem H>S (95% das cepas) e utilizam o citrato (95% das cepas). A Salmonella spp.
produz colénia com centro preto em &gar Samonella-Shigella, pois 0 microrganismo produz
sulfeto de hidrogénio que reage com o citrato férrico e o tiossufeto de s6dio, componentes do
meio de cultura, resultando em sulfato ferroso de coloragdo enegrecida (figura 3).

Dentro das duas espécies S. bongori e S. enterica, existem mais de 2500 sorovares
diferentes que foram identificados até o momento (BRASIL, 2011; WHO, 2019b). S. entérica
ainda € subdividida em seis subespécies, que receberam as seguintes denominacdes: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (BRASIL, 2011).

Em cada subespécie s&o reconhecidos diferentes nimeros de sorovares tendo por base
a caracterizacdo de seus antigenos somaticos (O) e flagelares (H) (SILVA et al., 2017). A
subespécie S. enterica representa 0 maior numero de sorovares sendo responsavel por 99% dos
isolamentos, usualmente de animais de sangue quente (BRASIL, 2011). Por sua vez, a
Salmonella enterica sorovar Typhimurium e Salmonella enterica sorovar Enteritidis s&o os
sorvares mais frequentemente isolados de surtos de origem alimentar em todo o mundo
(HERIKSTAD; MOTARJEMI; TAUXE, 2002).
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Figura 3: Col6nias com centro preto em 4gar Salmonella-Shigella, tipicas de Salmonella
spp. isoladas a partir de queijo tipo Minas Frescal comercializados em Araguaina,

Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

Q%c J

Legenda: colbnia tipica = seta vermelha
Fonte: Prépria autora.

Salmonella spp. é o principal agente global de doencas de origem alimentar, com
dezenas de milhdes de casos por ano em todo o mundo (WHO, 2019b) inclusive no Brasil
(SILVA et al., 2017); sendo uma entre quatro causas de diarreia no mundo inteiro e embora
grandes surtos de Samonella spp. atraiam a atencdo da midia, 60 a 80% de todos 0s casos de
salmonelose ndo s&o reconhecidos como parte de surto, sendo classificados como caso
esporadico ou até mesmo néo diagnosticados como tal (WHO, 2019b).

A dose de Salmonella spp. suficiente para causar doenca varia de 10° a 108 células,
contudo, em pacientes imunodeprimidos doses inferiores a 10% tém sido suficientes para que
alguns sorovares causem surtos de DTA. A manifestacdo clinica inclui quadros entéricos
agudos ou cronicos, além de localizacdo extraintestinal, como infec¢bes septicémicas,
osteomielite, artrite e hepatite (BRASIL, 2011).

O consumo de leite e seus derivados estdo relacionados a importantes patégenos que
causam doencas de origem alimentar, principalmente pela contamina¢do com Salmonella spp.
(ELBAGORY; EMAN; EMAN et al., 2015).

Deve-se observar que em alimento com elevado teor lipidico, como ovos, leite e
chocolate, as salmonelas se mantém dentro dos globulos de gordura, ficando protegidas, ndo
sendo afetadas pelas enzimas digestivas ou pela acidez gastrica, fato que reduz a dose infectante

do microrganismo para causar doenca (FORSYTHE, 2002).
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Quando se busca avaliar o risco sanitario de produto alimenticio em geral, um dos
microrganismos pesquisados € Salmonella spp., justamente por estar diretamente relacionada a
surtos de origem alimentar. Por isso, a ANVISA através da RDC 12/2001 (BRASIL, 2001),
regulamentou como auséncia total desse microrganismo em 25¢g como parametro da seguranca
de diversos alimentos, inclusive o queijo.

Vérias técnicas foram desenvolvidas para melhorar a deteccdo de sorovares de
Salmonella spp., como o uso de meio de cultura seletivo e o teste de ELISA
(SHANMUGASAMY; VELAYUTHAM; RAJESWAR, 2011), entretanto a amplificacdo in
vitro do DNA através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma poderosa ferramenta de
método diagndstico (MALORNY et al., 2003). A PCR de diversos genes € utilizada, entretanto,
0 gene invA é o de eleicdo nos laboratdrios diagnosticos para técnicas de base molecular por
ser 0 mais simples e barato (SHANMUGASAMY'; VELAYUTHAM; RAJESWAR, 2011).

E importante compreender a prevaléncia e as caracteristicas de Salmonella spp. isoladas
de amostras de produtos de origem animal para o desenvolvimento de estratégias de tratamento
eficazes para controlar e prevenir infeccdes por este microrganismo em humanos e animais (LI;
ZHOU; MIAO, 2017).

3.8 Listeria spp.

O género Listeria spp. estd amplamente distribuido na natureza e no ambiente de
producdo de alimentos (solo, 4gua, vegetacao, fezes de humanos e de animais saudaveis, esgoto,
residuos de abatedouros, racdo animal, frango resfriado e congelado), mas a doenca €
transmitida fundamentalmente pelo consumo de alimentos contaminados  por este
microrganismo (McLAUCHLIN; REES, 2009).

Seis sdo as espécies originalmente alocadas no género Listeria spp. incluindo L.
monocytogenes, que sdo anaerobias facultativas e necessitando da presenca de um carboidrato
de crescimento; produzem &cido, mas ndo gas a partir da glicose e outros carboidratos, catalase
positiva e oxidase negativa. Nao resistem a pasteurizacéo classica 63 °C/30 min e crescem na
faixa de pH entre 6,0 e 9,0, suportando a presenga de 10% de cloreto de sddio, sendo algumas
cepas até 20% (McLAUCHLIN; REES, 2009) e se multiplicam bem sob refrigeracéo (SILVA
et al. 2017).

L. monocytogenes é considerado um patdgeno oportunista, pois a ocorréncia da infeccao
esta relacionada principalmente as condi¢Ges imunoldgicas dos individuos afetados: gestantes

e idosos, estando estes ultimos em ascensdo na taxa de incidéncia de listeriose humana (CRUZ;
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MARTINEZ; DESTRO, 2008; FAI et al., 2011). E provavel que nas proximas décadas ocorra
uma elevacdo destes casos, uma vez que o nimero de individuos susceptiveis e grupos
vulneraveis na populacdo tendem a crescer (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008).

Apontada como bactéria patogénica potencialmente letal para o homem e outros
animais, L. monocytogenes esta incluida, nas doencas de origem alimentar, em dois grupos
segundo a classificagdo da International Commission on Microbiological Specifications for
Foods:

Grupo Il — “doengas de sério perigo, nao representando ameaca de
morte e normalmente ndo deixando sequelas, mas incapacitando por
periodos moderados”; e

Grupo IB — “doencas de severo perigo para a populacdo restrita,
representando ameaca de morte, sequelas cronicas ou longa durag¢ao”
(ICMSF, 2002).

Hé subnotificacdo e subdiagndstico de surtos e/ou casos de listeriose no Brasil. Alguns
pesquisadores realizaram estudos acerca da prevaléncia e caracteristica de cepas de L.
monocytogenes isoladas de pacientes no pais, sem estabelecer, porém, algum tipo de relacéo
com a via de transmisséo do patdégeno (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008).

Listeria spp. tem a capacidade de evitar a resposta do sistema imune humoral, por se
multiplicar dentro da célula hospedeira, e escapar da resposta imune celular, por disseminar-se
atraves da passagem célula-célula (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Sdo 13 as sorovariedades de L. monocytogenes, dentre as quais 0s sorotipos 1/2a, 1/2b
e 4b, responsaveis por 90% dos casos de listeriose humana, enquanto o sorotipo 4b é
identificado em 50% destes (McLAUCHLIN, 1990). Isso faz com que Listeria spp. seja uma
séria ameaca a seguranca alimentar, classificando-a entre 0s microrganismos que mais
preocupam a industria de alimentos (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Em paises com
sistemas de vigilancia atuantes, todas as cepas de L. monocytogenes sdo consideradas
igualmente patogénicas (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008).

Estudos indicam que isolados de L. monocytogenes sdo capazes de produzir biofilmes
em superficies inertes (TAKAHASHI et al., 2011; IN LEE et al., 2017) e a protecdo dessa
estrutura de biofilme pode aumentar a resisténcia do microrganismo aos agentes sanitizantes
(BELESSI et al., 2011). Muitas praticas inadequadas que ocorrem durante o processamento,
permitem as contaminac@es pela sobrevivéncia e multiplicacdo de microrganismos patogénicos
nos alimentos (AMSON et al. 2006).
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Devido a capacidade de formar filmes nas superficies das plantas de processamento de
alimentos véarios alimentos estdo associados a contaminacao por L. monocytogenes, como carne
de aves (NALERIO et al. 2009), suinos (MONTEIRO et. al, 2014), leite cru e inadequadamente
pasteurizado, queijos especialmente os frescais, derivados de carnes (linguicas cruas e salsichas
tipo hot-dog), além de peixes crus, defumados e frutos do mar (SILVA et al. 2017).

O iap, marcador genético, foi previamente identificado por Bubert, Kohler e Goebel
(1992) em ensaio de PCR para detectar bactérias do género Listeria spp. O gene iap do género
Listeria codifica a proteina p60. Comparac6es de genes relacionados ao iap de diferentes
espécies de Listeria indicaram regides comuns e variaveis dentro desse gene, alcangado assim
numa triagem, todas as espécies de Listeria spp., inclusive L. monocytogenes (BUBERT;
KOHLER; GOEBEL, 1992).

3.9 Prevencao e tratamento das DTASs

Grande parte dos surtos alimentares esta relacionado a alimentos com boa aparéncia,
sabor e odor normais, isto devido a dose infectante dos patdgenos alimentares serem menor que
a quantidade de microrganismos suficiente para degradar o alimento (OLIVEIRA et al. 2010).

A terapéutica para a maioria dos casos de DTAs €é baseada nas medidas de suporte
dependendo a sintomatologia do paciente, pois a doenca € autolimitada. Entretanto, ha excecbes
guando coexistem outras patologias como (i) botulismo, (ii) sdo geralmente fatais em recém-
nascidos e em imunodeprimidos (listeriose), e (iii) podem ocasionar 6bitos em criancas, idosos
e adultos debilitados nas doencas provocadas por S. aureus, Clostridium perfringens,
Salmonella spp, E. coli enterotoxigénica, Shigella spp. (BRASIL, 2010).

A prevencdo indireta das DTAs se constitui na educacdo em salde. Deve haver um
processo educativo da sociedade, levando-se em consideracdo a cultura local, seus hébitos
alimentares, condigdes de saude e de vida, e utilizando das mais diversas ferramentas de
comunicacdo, tais quais as radios, tv, teatro (BRASIL, 2010), midias digitais através dos perfis
oficiais dos sites do governo, palestras nas escolas e centros comunitarios.

Diretamente, a prevengdo baseia-se na ingestdo de agua e alimentos seguros e na
observacdo dos critérios como (BRASIL, 2020):

e Obter materias primas de qualidade, com sanidade comprovada, com odor, cor e

consisténcia caracteristica;

e Tempo e temperatura adequados de cozimento, congelamento, reaquecimento de

cada tipo de alimento;
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e Aplicacdo das boas praticas de higiene e cuidados pessoais dos manipuladores;

e Higiene dos utensilios, equipamentos, instalagdes e ambientes, relacionados ao

preparo e consumo dos alimentos.

As medidas de controle visam identificar e retirar, imediatamente, o alimento
contaminado dos locais de producdo e distribuicdo, para interromper a cadeia de transmissédo
e evitar a ocorréncia de novos casos. Além disso, é fundamental a orientacdo aos pacientes
para que ndo utilizem medicamentos sem indicacdo médica e a procurarem atendimento para
realizar o tratamento adequado (BRASIL, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostragem

As amostras analisadas foram de queijos tipo Minas Frescal, pois séo 0s que oferecem
maior risco microbiologico, comercializados no municipio de Araguaina/TO.

Foram adquiridas aleatoriamente 21 amostras de queijos, cada uma pesando entre 400g
— 1.500qg, nas feiras livres da cidade, entre abril e junho de 2019. As amostras foram
identificadas, colocadas em saco plastico transparente de primeiro uso, acondicionadas em
caixa isotérmica com gelo e encaminhadas ao Laboratério de Higiene e Salde Publica, da

Universidade Federal do Tocantins, Campus de Araguaina/TO, Brasil.

4.2 Coliformes a 30°C, a 45°C e Escherichia coli

Para a indicacdo de higiene das amostras, realizou-se a determinacdo do NUmero Mais
Provavel (NMP), averiguando a presenca de coliformes totais a 30 °C para verificar a
contaminagdo de origem ambiental, a presenca de coliformes termotolerantes e E. coli, esta
Gltima, indicadora de contaminacéo de origem fecal.

Para as analises de coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a metodologia do
NMP APHA 9:2015 e APHA/AWWA/WEF 9221:2012 (HUNT, 2012; KORNACKI;
GURTLER; STAWICK, 2015).

Para coliformes totais e termotolerantes foram retirados 25 g representativa da amostra
e diluidos em 225 mL (diluicdo 10?1) de solugéo de agua peptonada tamponada, acondicionados
em saco plastico estéril, e homogeneizado por 180 segundos em Stomacher. Foram realizadas
posteriormente, mais oito diluicdes (102 a 10®) a partir da diluicéo inicial, passando-se 1 mL
da diluicdo anterior em 9 mL de agua peptonada tamponada.

Com o auxilio de uma pipeta foi inoculada, em triplicata, uma série de 1 mL de cada
diluicdo em tubos contendo 10 mL de solucdo de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com
tubos de Durham invertido em cada um. Apdés a inoculagao, os tubos foram incubados a 35 °C
por 24-48 horas, seguido de observacao de turvacdo do meio e producéo de gas, indicativos de
amostra positiva. Uma vez positiva, foi semeada uma algada em cada um dos tubos da triplicata,
contendo 10 mL de Caldo Verde Brilhante, os quais foram incubados a 35 °C, durante 24 a 48

horas, para a confirmacéo de coliformes totais; e simultaneamente foi semeada uma al¢ada em
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triplicata de tubos contendo 10 mL de Caldo EC, incubados a 44,5 °C, em banho-maria por um
periodo de 24 a 48 horas para confirmacéao de coliformes termotolerantes.

Para isolamento de E. coli, a partir de cada tubo de caldo EC com crescimento e
producdo de gas, foi feito estrias de esgotamento de uma algada em agar eosina-azul de metileno
(EMB), incubando-se as placas a 35 °C por 18 a 24 horas. Coldnias tipicas foram repicadas em
agar Padrdo para Contagem (PCA), incubando-se a 35 °C por 18 a 24 horas. Coldnias isoladas
do PCA foram repicadas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI) a 37 °C por 18 a 24
horas. A partir deste momento, 0,5 mL do BHI turvo foi armazenado com 0,5 mL de glicerina

e congelado a -18 °C.

4.3 Estafilococos coagulase positiva (ECP)

A contagem de ECP foi realizada segundo a metodologia recomendada pela
International Organization for Standardization (ISO) 6888-1:1999/Amd 1:2003. Nesta técnica,
fez-se a homogeneizacao de 25 g da amostra com 225 mL de agua peptonada obtendo-se a
diluicio 101, Em seguida, fez-se diluicdes seriadas 102, 10 e 10, inoculando-se 1 mL da
diluicdo anterior em 9 mL de agua peptonada. Foram inoculados 0,1 mL destas dilui¢cbes em
placas contendo agar Baird-Parker (BP), feitas em duplicata, incubando-as a 37°C por 24 a 48h
+ 2 horas. Coldnias tipicas, ou seja, coldnias negras com halo de precipitacédo (figura 4) foram
repicadas em caldo Infuséo de Cérebro e Coracdo (BHI), incubando a 35a 37 °C por 18 a 24 +
2 horas. A partir dessa nova cultura, foi feito o teste de coagulase para identificar os ECP.

A deteccdo da producdo de coagulase seguiu a metodologia descrita por Costa et al.
(2011) na qual utilizou-se plasma de equino. Calculou-se a populacéo de bactérias segundo a
ISO 7218:2007/Amd 1:2003 e os resultados foram expressos em UFC/g. Foram considerados
os padrées de conformidade do queijo de muita alta umidade o padrdo maximo previsto pela
RDC n°12/2001: 5x10% ECP/g (BRASIL, 2001). Do caldo BHI contendo as col6nias positivas
no teste da coagulase, foram armazenados 0,5 mL em igual volume de glicerina e congelados a
-18 °C.
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Figura 4: Col6nias tipicas, ou seja, colénias negras com halo de precipitacao, de
Staphylococcus spp. em &gar Baird-Parker, isolados a partir de queijo tipo Minas

Frescal comercializados em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

Legenda: Setas vermelhas = colénias tipicas (halo de precipitacdo).

Fonte: Prépria autora.

4.4 Salmonella spp.

A analise qualitativa de Salmonella spp. realizou-se conforme a ISO 6579:2002/Amd
1:2007 modificada. A modificacdo consistiu na identificacdo molecular a partir dos isolados
suspeitos do plaqueamento diferencial. Nesta técnica, primeiramente fez-se a fase de pré-
enriquecimento, homogeneizando 25 g da amostra em 225 mL de Agua Peptonada e incubando
a 37 °C por 18 + 2 horas. Para o enriquecimento seletivo, 1 mL da solu¢do de pré-
enriguecimento foi transferido para tubos de ensaio, contendo 10 mL de caldo Selenito Cistina
(SC) incubados a 37 °C por 24h £ 3 horas, e caldo Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) incubando
a 41,5 °C por 24 + 3 horas em banho-maria. Uma al¢ada proveniente do caldo SC e do RVS
foram estriadas por esgotamento emplacas separadas contendo agar Salmonella-Shigela (SS)
(figura 2) e agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e incubados por 24 + 3 horas a 37 °C.
Colonias caracteristicas de Salmonella spp. no agar SS (colbnias beges com centros pretos) e
XLD (colbnias vermelhas com centro preto) foram repicadas para o agar PCA e incubadas a 37
°C por 24 horas. Coldnias isoladas do PCA foram repicadas em caldo BHI a 37 °C por 18 a 24
horas. A partir deste momento 0,5 mL do BHI turvo foi armazenado com 0,5 mL de glicerina

e congelado a -18 °C.
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4.5 Listeria spp.

A pesquisa qualitativa de Listeria monocytogenes nas amostras de queijo realizou-se
conforme preconizado pela 1SO 11290-1:1996/Amd 1:2004 modificada. A modificacédo
consistiu na identificagdo molecular a partir dos isolados suspeitos do plagueamento
diferencial. A técnica preconizou a homogeneizacdo de 25 g de amostra com 225 mL de metade
da concentracdo do caldo Listeria Enrichment Broth (HIMEDIA®, Mumbai, india) como pré-
enriquecimento, incubando a 37 °C por 24 + 2 horas. Em seguida transferiu-se uma alcada para
placa &gar Oxford e agar Listeria Seletive incubando a 37 °C por 24 a 48 horas; e 0,1 mL em
10 mL de caldo Listeria Enrichment Broth (HIMEDIA®, Mumbai, india) incubando a 37 °C
por 24 + 2 horas. Apo6s essa incubacdo semeou-se em placa contendo agar Oxford e agar Listeria
Seletive e incubou-se da mesma forma que o anterior. Passado o periodo de incubacao, repicou-
se coldnias caracteristicas do agar Listeria Seletive (colbnias brancas, pequenas) e Oxford
(colbnias brancas, pequenas, com halos pretos) em agar PCA, incubando a 37 °C por 18 a 24
horas. Col6nias isoladas do PCA foram repicadas em caldo BHI a 37 °C por 18 a 24 horas. Em

seguida, 0,5 mL do BHI turvo foi armazenado com 0,5mL de glicerina e congelado a -18 °C.

4.6 Recuperacgdo dos microrganismos

Apdbs o armazenamento dos isolados de E. coli, Salmonella spp. e Listeria spp. em
glicerina, estes foram recuperados através da inoculagdo de 30 uL em 3 mL de caldo BHI
incubando a 37 °C por 24 horas. Uma al¢cada do caldo BHI turvo foi estriado em agar PCA e
incubado em 37 °C por 24 horas. Uma colonia isolada foi inoculada novamente em caldo BHI

e incubado conforme anterior. Cada isolado do BHI turvo seguiu-se para a extracdo de DNA.

4.7 Confirmagao dos isolados

Os isolados foram confirmados através de técnica de PCR. Realizou-se o preparo para
a extracdo de DNA conforme Ribeiro Junior et al. (2016). Aliquotas de 1 mL do isolado oriundo
do caldo BHI foram distribuidas em tubos de microcentrifuga e centrifugados durante 5 minutos
a 14.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano suspenso em 200 uL de
tampdo TE (Tris-HCI a [10 mM]: EDTA [1 mM)]) e submetidos a 15 minutos de ebulig&o.
Posteriormente, os tubos de microcentrifuga foram colocados em banho de gelo (0 °C) por 15

minutos e em seguida realizada a centrifugacdo por 5 minutos a 14.500 rpm em temperatura
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ambiente. Na proxima etapa, 50 uL de sobrenadante contendo DNA foi transferido para outro
tubo de eppendorf e armazenado a 20 °C negativos.

Na confirmacdo de E. coli patogénica seguiu-se a metodologia de Paton e Paton (1998)
sendo feita a pesquisa de estirpes patogénicas de E. coli enteropatogénica (EPEC) contendo o
gene eaeA e E. coli produtora de toxina Shiga-like (STEC) para a deteccdo dos genes stx1 ou
stx2, em PCR uniplex.

Para a confirmacdo de Salmonella spp. realizou-se a metodologia preconizada por
Shanmugasamy, Velayutham e Rajeswar (2011), através da reacdo de PCR género-especifica
utilizando o gene invA, e os primes S139 e S141.

Para a confirmacao de Listeria spp., utilizou-se o0 método de PCR para determinacgéo da
espécie e gene de viruléncia iap conforme Chen e Knabel (2007). O quadro 5 demonstra os
primers e as condicdes de amplificacdo utilizados. O quadro 6 consta as quantidades de cada

componente de PCR ao qual as amostras foram adicionadas para amplificacao.

Quadro 6: Quantidade de componentes (por pL) para amostra em uma reagéo de 25 pL.

Microrganismo £ coll Listeria spp.
Salmonella spp.

Agua ultrapura 18,35 18,05
Tampao (10x buffer) 2,5 2,5
Bases nitrogenadas (dNTP 10 mM/cada) 0,75 0,75
Cloreto magnésio (MgCl> 50 mmol/L) 0,75 1,0
Primer Foward (10 pmol/L) 0,75 0,75
Primer Reverse (10 pmol/L) 0,75 0,75
Taq DNA Polimerase (5U/ puL) 0,15 0,2
DNA molde amostra (=50 mg/uL) 05 05

Fonte: Propria autora

Os produtos da amplificacdo foram submetidos em eletroforese em gel de agarose a 1%,
com tempo de corrida de 50 minutos e 90 volts de corrente elétrica constante. O gel foi corado
em brometo de etidio (20 pg/mL) e visualizado por iluminagdo UV. O tamanho das bandas de
DNA foi comparada com um marcador de escala de peso molecular 1 Kpb (Invitogen 1Kb Plus,
Caslsbad, CA).



Quadro 5: Primers e as condi¢6es de amplificacéo utilizados.
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Tamanho

Microrganismo Primers* Sequéncia (5°3°) (ob) Genes Amplificacéo Referéncia
3 min. desnaturacéo inicial a 94 °C
eaeA F GACCCGGCACAAGCATAAGC 32 ciclos de:
30 seg. desnaturacdo a 92 °C
384 eaeA 30 seg. anelamento a 59 °C
eaeAR CCACCTGCAGCAACAAGAGG 1 min. extenséo a 72 °C
E. coli Extensdo final por 1 min. 30 seg. a 72 °C Paton e Paton
stx1 F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 el 3 min. desnaturagdo inicial a 94 °C (1998)
sxLR | AGAACGCCCACTGAG ATCATC 2ciclosde:
30 seg. desnaturagdo a 92 °C
stx2 F GGCACTGTCTGAAAT GCTCC 30 seg. anelamento a 61 °C
255 Stx2 | 1 min. extensdo a 72 °C
stx2 R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG Extensdo final por 1 min. 30 seg. a 72 °C
Imin. desnaturacdo inicial a 94 °C
S139F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 35 ciclos de: Shanmugasarmy
Salmonella s 284 invA 1 min. desnaturagdo a 94 °C Velayutham e ,
bp- 30 seg. anelamento a 64 °C Rajegwar (2011)
S141R TCATCGCACCGT CAAAGGAACC 30 seg. extensdo a 72 °C
Extensdo final por 7 min. a 72 °C
5 min. desnaturag&o inicial a 95 °C
lap F CGCAAGAAGAAATTGCCATC 40 ciclos de: Chen e Knabel,
45 seg. desnaturacdo a 94 °C (2007)
Listeria spp. 1450-1600 iap 45 seg. anelamento a 52 °C
lap R TCCGCGTTAGAAAAATTCCA 2 min. extensdo a 72 °C

Extensdo final por 10 min. a 72 °C

Legenda: *F = foward, R = reverse
Fonte: Propria autora
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4.8 Estatistica

Os dados foram tabulados em planilhas do software Microsoft Excel® versédo 1910,

sendo feitas analises de média e desvio padréo das contagens de CT e CTT.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coliformes totais e termotolerantes

Na avaliacdo dos microrganismos indicadores de higiene, tais quais os coliformes totais

(CT) ou a 30 °C e termotolerantes (CTT) ou 45 °C, os resultados constam na tabela 1.

Tabela 1: NMP de coliformes totais e termotolerantes obtidos a partir de 21 queijos tipo
Minas Frescal comercializados em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de

2019.
) ) Limite aceitavel pela legislacdo vigente
NMP/g coliformes totais (30°C) N° amostras
(BRASIL, 1996)
até 10° -
>10% a 107 08 Até 10° NMP/g
> 107 13
NMP/g coliformes termotolerantes Limite aceitavel pela legislagdo vigente
N° amostras
(45°C) (BRASIL, 2001)
Até 5,0 x 10° -
>5,0x 10%a 1,0 x 108 01 Até 5,0 x 103NMP/g
>10%a 108 07
> 108 13

Fonte: Prépria autora.

Portaria n.° 146/1996 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
o limite maximo considerado aceitavel de coliformes totais em queijo de muito alta umidade é
de 10° NMP/g (BRASIL, 1996) e sua contagem elevada indica deficiéncia na qualidade
higiénico-sanitaria do produto.

No presente estudo, 100% das amostras apresentaram CT fora dos padroes estabelecidos
no regulamento técnico de identidade e qualidade dos produtos lacteos (BRASIL, 1996), com
a contagem variando entre 9,3 x 10° e 1,1 x 10 NMP/g, média e desvio padrdo 1,1 (*2,3) x
10° NMP/g.

Barreto De Deus et al. (2017) relataram altas contagens de CT em queijos
comercializados informalmente nas praias do estado da Bahia, atribuindo os altos niveis de
microrganismos deteriorantes e patogénicos a inadequados habitos de higiene e
comercializacdo dos manipuladores. Apolinario, Santos e Lavorato (2014) também observaram

que 24 (77,4%) amostras de queijo oriundos dos laticinios na regido da Zona da Mata Mineira,
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apresentaram valores acima do recomendado para CT. Constata-se que tanto em queijos
inspecionados quanto nos informais existem falhas no processamento, fato observado por
Ribeiro Junior et al. (2019) que detectaram altas contagens na média de coliformes totais para
ambos tipos do produto

Dias et al. (2016) atribuiram a elevada contaminacédo ao fato de que o leite utilizado na
fabricacéo de queijos ndo inspecionados néo ser pasteurizado e no industrializado pode ocorrer
recontaminacdo ap0s a pasteurizacdo devido a manipulacdo ser excessiva e realizada por
pessoas sem nenhum conhecimento e/ou cuidado de higiene.

Na presente pesquisa, 0 destaque destes resultados é a elevada média de CT encontrados
nas amostras, superiores a 108UFC/g que demonstra principalmente, potencial producdo com
leite cru, além de graves falhas na producéo do queijo, em geral relacionadas a pobres habitos
de higiene, manipulacdo sem observancia de critérios de higiene, ma higienizacéo e sanitizacdo
de equipamentos e materiais. Os locais de producdo que passam por fiscalizacao e registro no
6rgdo competente visam neutralizar os pontos criticos onde o produto possa sofrer
contaminacdo, muito diferente dos ambientes com producéo caseira que ndo sofrem fiscalizacdo
e controle, portanto, mais sujeitos a falhas na producéo e pasteurizacéo.

Assim, como na contagem de CT, todas as amostras desta pesquisa apresentaram CTT
(45 °C) fora dos padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira, com a contagem variando
entre 4,3 x 10° e 2,4 x 10° NMP/g e média e desvio padrdo 4,5 (+7,5) x 108 NMP/g.

Altas contagens de CTT podem indicar contaminacdo de origem fecal no produto, uma
vez que essas bactérias pertencem ao grupo de coliformes termotolerantes que colonizam o
intestino de mamiferos e sua detec¢do pode indicar a presenca de outros microrganismos
patogénicos de origem entérica. Portanto, eles sdo usados frequentemente como indicadores de
contaminacdo fecal, direta ou indireta, e do potencial de risco de agentes patogénicos nos
alimentos zoonoticos (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

Foi observado durante a coleta das amostras que os clientes ndo se importavam com as
condicdes de venda do produto como armazenamento fora de refrigeracdo, exposicéo a insetos
e poeira, manuseio simultaneo de dinheiro e do produto pelo vendedor e auséncia de pia para
higienizacao das maos, critérios que ndo poderiam ser ignorados e que acarretariam um minimo
de seguranca do alimento ao consumidor.

Diversos estudos presenciaram CTT em queijos acima do permitido pela legislacédo
(AMORIM et al., 2014; APOLINARIO et al., 2014; DIAS et al., 2016; BARRETO DE DEUS
etal., 2017; SOUZA et al., 2017). Provavelmente, este fato é devido a falhas no processamento

dos queijos, quer seja por inadequada higienizacdo de materiais e equipamentos, quer seja por
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impréprios habitos de higiene dos manipuladores nas plantas de laticinios. Até mesmo queijos
oriundos de estabelecimentos industriais registrados no 6rgéo sanitario competente, ndo deram
a garantia total de que todos os produtos estdo de acordo com a legislacdo (AMORIM et al.,
2014; DIAS et. al, 2016), embora ainda apresentaram melhor qualidade microbiolégica do que
0S queijos néo inspecionados.

Prates et al. (2017) comprovaram que as amostras de queijo e leite das plantas de
laticinios apresentaram dentro da conformidade para coliformes termotolerantes, reafirmando
que a pasteurizacdo da matéria prima elimina os possiveis patdégenos de origem fecal.

Acredita-se que o resultado encontrado na presente pesquisa corrobora com as ideias
expostas por outros pesquisadores quanto a producdo de queijo com leite cru, as mas condi¢es
de higiene tanto na obtencdo da matéria prima quanto durante a fabricacdo e até mesmo pos

fabricacdo, no momento da embalagem e venda do produto.

5.2 Escherichia coli

Das 21 amostras analisadas, 17 apresentaram col6nias com caracteristicas para E. coli
totalizando 476 cepas isoladas. Isso indica contaminacéo de origem fecal em 80,95% (17/21)
das amostras avaliadas.

Da totalidade das amostras, 52,38% (11/21) mostraram-se positivas para 0 gene eaeA
classificando-as como EPEC; 52,38% (11/21) para o gene stx1 e 14,28% (03/21) para o gene
stx2, caracterizando-as como STEC; 4,76% (01/21) com positividade simultanea para o gene
eaeA e stx1, caracterizando-a como EHEC.

Comparando as amostras com isolamento de E. coli, 64,71% (11/17) exibiram o gene
eaeA, sendo a mesma porcentagem de amostra encontrada para stx1, enquanto apenas 17,65%
(03/17) apresentaram o0 gene stx2. A tabela 2 demonstra o consolidado dos resultados
encontrados.

Ombarak et al. (2016) identificaram no Egito que 74,5% dos isolados de queijos Karish
e 21,7% do queijo Ras, produzidos a partir de leite cru, tinham contaminagédo por E. coli com
algum gene virulento envolvido com doencas, entretanto as amostras foram negativas para
EPEC. Apenas o leite foi positivo para o gene eaeA em 0,9%. Os autores justificam a menor
porcentagem de E. coli no queijo Ras devido este passar por um processo de cura de trés a seis
meses, enquanto o queijo Karish é produzido e ja comercializado, o que acontece também com

0 queijo Minas Frescal comercializado informalmente nas feiras livres.
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Tabela 2: Consolidado dos resultados de PCR para identificacdo dos genes eaeA, stxl e
stx2 das estirpes de 476 E. coli isoladas de 21 queijos tipo Minas Frescal comercializados

em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

3 N° estirpes eaeA stx1 stx2
Amostra de queijo - o -
testadas (positivas) (positivas) (positivas)

1* 20 1 8 0
2 16 0 9 5
3 0 0 0 0
4 21 1 1 0
5 9 0 2 0
6 16 0 0 0
7 0 0 0 0
8 30 1 2 1
9 23 1 4 0

10 30 3 20 0

11 16 1 3 0

12 25 2 1 0

13 57 14 0 0

14 47 2 3 0

15 21 0 0 4

16 0 0 0 0

17 61 2 7 0

18 40 0 0 0

19 30 0 0 0

20 0 0 0 0

21 14 1 0 0

Total 476 29 60 10

Legenda: * A amostra 01 apresentou um isolado positivo simultaneamente para gene eaeA e stx1
Fonte: Propria autora.

Ribeiro Junior et al. (2019) obtiveram 111 isolados caracteristicos de E. coli das
amostras de queijos clandestinos comercializados no Brasil, sendo 1,8% positivos para EPEC
e 2,7% para STEC, entretanto, os 03 (trés) isolados obtidos de queijos oriundo de locais de
producdo inspecionados ndo foram positivos para EPEC e STEC, segundo o autor, devido ao
processo de pasteurizacdo pelo qual o produto foi submetido. A positividade para EPEC
encontradas nas amostras deste estudo evidencia a pratica da ndo pasteurizagdo do leite antes

da producéo do queijo Minas Frescal de maneira informal.
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O processo de maturacgéo de alguns queijos com a consequente diminuigéo da atividade
de &gua pode ocasionar a eliminagdo de patdgenos, como Ombarak et al. (2016) sugeriram ap0s
detectar 2,25% de positividade de STEC para queijo Karish fresco e enquanto para queijo Ras
curado ndo foi constatado.

De Campos et al. (2018) ndo detectaram STEC em nenhuma das 147 amostras de queijo
de leite cru no Brasil. Creem que os isolados de STEC foram ofuscados pela abundante presenca
de E. coli comensal, e devido ter sido detectada em diversos paises, acredita na existéncia deste
do patdgenos no Brasil.

Entretanto neste estudo, E. coli comensais ndo obstaram a detecc¢ao dos 20,79% (99/476)
isolados positivos para STEC (figura 5), reafirmando a necessidade de se testar cada vez mais

um grande numero de isolados.

Figura 5: Representacdo de PCR para gene stx1 de isolados de E. coli obtidos a partir de
queijo tipo Minas Frescal comercializado em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril
a junho de 2019.

23 4567 89 10M1213141516171819 2021 22 23

180pb —»

Legenda: 1 Marcador de peso molecular 1kb, 2 a 21 representam amostra testadas, 6, 7 e 16 amostras positiva
para stx1, 22 controle positivo com 180 pb, pogo 23 controle negativo.
Fonte: Propria autora

Zweifel et al. (2010) avaliando 1.502 amostras de queijos elaborados a partir de leite cru
encontraram 5,7% das amostras positivas para gene stx. Estes autores indicam que a
positividade esteja relacionada a contaminagdo durante a ordenha e ao fato de alguns estipes
possuirem caracteristicas especiais na tolerancia a concentracdo de sal e acidificacdo que
favorecem a sobrevivéncia deste microrganismo durante a cura, caracteristicas ndo avaliadas
neste estudo.

Nobili et al., (2016), apds a ocorréncia de 22 casos de SHU envolvendo infecgédo por

STEC devido ao consumo de produtos lacteos no sul da Italia, avaliaram 32 amostras de queijo
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mucarela e leite, constatando que uma amostra de queijo e duas de leite estavam contaminadas
com STEC gene stx2, sendo as trés amostras oriundas de um mesmo local de coleta.
Evidenciaram possivel falha na producdo do queijo, pois ainda que ocorra 0 aquecimento do
produto de 90-595°C por um determinado periodo de tempo, a massa talvez ndo tenha atingido
a temperatura interior suficiente para eliminar o patégeno.

Conforme relatado na literatura (PATON e PATON, 1998; FARROKH et al., 2013), o
gene de viruléncia stx2 é o mais importante tipo de stx, pois clinicamente demonstrou-se que a
probabilidade de desenvolver a SUH durante a infeccdo € maior quando a STEC produtora de
stx2 estd envolvida. Considerando que quase 15% das amostras do presente trabalho
apresentaram colénias de E. coli positivas para esse gene, é possivel que o consumo de queijos
Minas Frescal clandestinos pode ser relacionado com graves casos de infeccdo e complicagdes
em seres humanos.

O numero de estirpes testadas (476) em relacdo ao nimero de amostras avaliadas (21)
foi de fundamental importancia para que se detectasse a presenga do gene eaeA e stx em um
isolado simultaneamente, caracterizando-a como EHEC, o que corresponde a 4,76% (01/21)
das amostras avaliadas. A detec¢do deste tipo de E. coli é de grande gravidade dado a severa
doenca causada pela EHEC. Em contrapartida, Ribeiro Junior et al. (2019) néo detectou essa
simultaneidade nos 114 isolados extraidas de 10 amostras de queijos formais e 10 informais,
apesar de como neste estudo, também ter detectado a presenca de cepas STEC e EPEC, nas
amostras clandestinas.

E importante ressaltar que EHEC é reconhecida como um notavel agente patogénico de
origem alimentar que provoca Véarias doengas gastrointestinais, tais como diarreia com sangue
ou ndo sanguinolenta, colite hemorragica (HC) e SHU em humanos (CAPRIOLL; et al., 2005),
podendo levar a 6bito.

Comparando esta pesquisa com o trabalho de De Campos et al. (2018) que detectaram
apenas um isolado (0,68%) positivo para 0 gene eaeA das 147 das amostras testadas, 0s
resultados aqui apresentados sdo expressivos e podem ser bem maiores se levarmos em
consideracdo que 47,6% (10/21) das amostras apresentaram cepas positivas para sxt e para eaeA
mas ndo de forma simultanea.

O consumo do queijo Minas frescal por criancas e individuos imunocomprometidos
pode causar graves quadros de diarreias se considerarmos que esses produtos podem estar
contaminados com EHEC. EHEC ¢ transmitida através de uma variedade de alimentos
veiculadores, incluindo carne moida, legumes e produtos lacteos (FARROKH et al., 2013),

ademais esta associada a diarreia em criancas (CROXEN et al., 2013).
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Neste ano, segundo a Secretaria Municipal de Salde de Vila Velha/ES
(SEMSA/PMVV, 2019, dados ndo publicados) informou que houve o primeiro caso de morte
por EHEC. Ocorreu em abril de 2019 um surto em uma creche, onde 37 criangas apresentaram
diarreia, algumas com sangue, com duas confirmadas para infeccdo por EHEC e uma destas
evoluindo a 6bito. A comida foi descartada como meio de transmisséo do patdgeno, entretanto
continua sendo investigada a 4gua utilizada no playground onde possivelmente alguma crianga
pode ter consumido.

A presenca da E. coli com a presenca de fatores de patogenicidade esta focada e
diretamente relacionada a producdo do queijo com leite cru, pois mesmo que o produto seja
elaborado com as mais rigorosas condic¢des de higiene, isso ndo eliminaria os patégenos, que
SO acontece com 0 correto processo de pasteurizacao.

A comercializacdo a céu aberto, as mas condi¢cdes de armazenamento, a manipulagédo
do produto pelos comerciantes nas feiras livres podem certamente favorecer a contaminacao do
queijo, uma vez que o produto possa ter sido feito de forma higiénica, contudo sofrem
contaminacgdo na pds-producéo.

Além disso, outros fatores como pH, tempo de armazenamento, concentracdo de sal,
caracteristicas especiais de algumas estirpes podem ser avaliadas para compreender como a
presenca de EPEC, EHEC e STEC ainda é baixa em alguns estudos em comparado com este.

5.3 Staphylococcus spp.

Das 21 amostras analisadas, 18 (85,71%) apresentaram estafilococos coagulase positiva
(ECP) fora dos padrdes aceitaveis pela legislacéo (tabela 3).

Tabela 3: Resultados de estafilococos coagulase positiva em 21 amostras de queijo tipo

Minas Frescal comercializados em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de

20109.
NUmero de
ECP UFCl/g Ponderacges
amostras

Até 10° 03 Méaximo permitido pela legislacéo

>10%a 10* 01 -

>10%a 106 16 Quantidade capaz de causar intoxicacéo alimentar
>108 01 Quantidade capaz de causar intoxicagdo alimentar

Fonte: Prépria autora.
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Os resultados obtidos demonstraram ainda que 80,95% (17/21) das amostras avaliadas
continham quantidade de ECP suficientes para produzir toxinas capazes de causar intoxicagao
estafilococicas, entretanto no periodo de coleta citado pode ter ocorrido casos de intoxicacdes
alimentares no municipio, porém sem notificacdo, uma vez que o diagnostico nem sempre é
feito, ficando os casos subnotificados.

Intoxicagdes de origem alimentar, tendo a toxina estafilocécica diretamente relacionada,
tém sido citada reiteradamente. Johler et al. (2015) investigaram surto envolvendo 10 criangas
e 04 funcionarios de um internato na Suica apds o consumo de queijo feito com leite cru,
identificando contagens de ECP acima de 10° e a presenca das enterotoxinas EEA e EEB. Os
pacientes apresentaram fortes dores abdominais, severo vomito seguido de febre e diarreia.

No Brasil, Carmo et al. (2002) avaliaram amostra de queijo Minas Frescal que foi
consumido por 50 pessoas que foram hospitalizadas apresentando diarreia, vomitos, tonturas,
calafrios e dores de cabeca. A analise revelou a presenca de ECP em quantidades entre 2,4 X
10% e 2 x 108 UFC/qg, e estirpes produtoras de endotoxinas EEA, EEB e EEC, revelando que a
producdo caseira sem a observancia dos requisitos de higiene e a ndo pasteurizacéo do leite,
pode levar ao consumo de queijo que causam graves riscos a salde da populacgéo.

Os consumidores das feiras livres por vezes ndao levam em consideracao a certificacao
do produto na forma de registro junto ao 6rgdo competente, que garante o consumo de produtos
de qualidade higiénico-sanitaria, evitando assim o aparecimento de doencas. Foi observado
durante as coletas, que nenhum dos queijos tinha registro ou sequer rotulagem com indicacéo
de no minimo data e local da producdo para rastreabilidade em caso de surto.

Barreto De Deus et al. (2017), examinaram 60 amostras de queijo coalho informal
vendido de forma ambulante nas praias do Estado da Bahia, comparando ainda os queijos
tostados e ndo tostados. Constataram que as amostras apresentavam altos niveis de S. aureus, a
saber, de 4,94 log UFC/g nas amostras queijo ndo tostado e 3,24 log UFC/g em amostras
tostados, excedendo o limite padrdo (maximo permitido pela RDC 12/2001 é 2,7 log UFC/g),
evidenciando que a intensa manipulacdo do produto sem as devidas praticas de higiene, como
0 que acredita acontecer com 0s queijos desta pesquisa, podem causar riscos a saude dos
consumidores.

Assim como neste trabalho, Mehli et al. (2017), detectaram alta positividade de ECP em
69 (45%) amostras de queijo produzidos de forma clandestina. Destes, extrairam 72 isolados

identificando dezesseis perfis diferentes de genes de toxinas. Segundo os autores, a alta
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diversidade de isolados portadores de genes de enterotoxinas constitui motivo de preocupagéo
a seguranca alimentar pela fabricagdo do produto sem a pasteurizacdo do leite.

Sanchez-Gamboa et al. (2018) avaliaram nas quatro diferentes estacdes do ano a
maturacao do queijo Chihuahua, produzido a partir do leite cru e tipico do Norte do México. O
estudo demonstrou que a contagem de ECP estava presente em altos niveis no inicio da
maturacdo do queijo, e a partir de 60 dias de maturacdo no inverno e 90 dias no outono, a
contagem de ECP ja era indetectavel.

Né&o apenas a reducéo da atividade de dgua colabora para a diminuicdo da contagem de
microrganismos patogénicos no leite, mas também a propria microbiota patogénica ativa
(BELOTI, 2015).

Bellio et al. (2019) também pesquisou na Europa ECP em queijos elaborados com leite
cru e produzidos em fazendas, constatando decréscimo na contagem do microrganismo e da
producdo de enterotoxinas com o aumento do tempo de maturagéo, sendo a partir de 10 semanas
indetectavel, embora segundo Cunha Neto, Silva e Stamford (2002) a atividade de &gua
reduzida (aw=0,86) permite o crescimento de S. aureus, que é compativel com a atividade de
agua dos alimentos.

Assim, o queijo Minas Frescal de muita alta umidade é o ambiente ideal para a
multiplicacdo do ECP mesmo em condic¢des adversas. Segundo Dias et al. (2016), o padrdo
fisico-quimico do queijo Minas Frescal variou de pH entre 5,49 e 6,76, enquanto ASAE (2019)
descreve que S. aureus pode produzir enterotoxinas em ambientes com valores de pH entre 5,2
e 9,0.

Diversas pesquisas demonstraram a presenca de ECP acima dos limites permitidos pela
legislacdo brasileira para diversos tipos de queijos. Arruda et al. (2007) encontraram a presenca
de ECP acima de quantidades permitidas na analise de 42 amostras de queijos Minas Frescal
comercializadas em feiras livres na cidade de Goiania-GO, atribuindo esta contaminacgéo
elevada pelo produto ser comercializado em feiras livres, tendo assim, uma maior manipulagao
facilitando a contaminagdo. Amorim et al. (2014) encontraram 100 % das amostras de queijo
Minas Frescal clandestinos apresentando elevadas contagens de estafilococo coagulase positiva
que variaram de 2,5 x 10° UFC/g a 1,75 x 10" UFC/g, passiveis de produzirem intoxicago
alimentar.

A clara deficiéncia de instalacdes fisicas notadas nas feiras livres como a auséncia da de
agua potével, além da producdo de queijo sem tratamento térmico do leite sé agrava a

possibilidade da contaminacdo de produto por Staphylococcus spp. gerando altas contagens
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alimento, uma vez que este patdgeno comensal da pele poderia ser reduzido pelo simples habito
de higienizacao das maos e a pasteurizagdo da matéria prima.

Altas contaminacGes por Staphylococcus spp. estdo relacionadas a problemas de
processamento, tais quais: falhas de pasteurizacao, higienizacéo inadequada de equipamentos,
falhas nas boas praticas de manipulacdo de alimentos pelos manipuladores e temperaturas de
estocagem incorretas (FORSYTHE, 2002).

Fica evidente nos resultados desta pesquisa que falhas nas boas praticas de fabricacéo
e, sobretudo a utilizacdo de leite cru para a producdo do queijo Minas Frescal podem resultar
em alimento que apresentam risco a salde. Microrganismos entéricos com genes de
patogenicidade tornam o alimento improprio para 0 consumo, pela probabilidade de causar

doencas com possiveis internacdes médicas, incapacidade temporéria e até obitos.

5.4 Salmonella spp.

Do total de 21 amostras avaliadas para Salmonella spp., foram 314 isolados sendo que
nenhuma foi positiva na PCR. Importante destacar que a Salmonella spp. estd presente
principalmente no intestino de aves e suinos, e a contaminacdo de produtos prontos para o
consumo podera ocorrer, se no ambiente de producdo, existirem fatores e condi¢es que levem
ao contato, principalmente, comas fezes destes animais.

Fatores como a alta contagem de CT e CTT favorecem a inibicdo da microbiota
patogénica como a Salmonella, devido ao antagonismo bacteriano patogénico, citado
anteriormente, seguido da consequente reducdo do pH do meio e da intensa producdo de
peroxido (BELOTI, 2015), podem justificar a auséncia deste patdgeno nas amostras testadas.

Entretanto, Feitosa, Borges e Nassur (2003) pesquisando no queijo tipo coalho e tipo
manteiga detectaram que em 9% das amostras de queijo de coalho e em 15% das de queijo de
manteiga foram positivas para Salmonella spp. Por menor que seja a presenca de Salmonella
spp. o produto torna-se improprio para 0 consumo uma vez que a legislacéo brasileira determina
a auséncia total do patégeno no alimento, pelo fato que poucos microrganismos sao suficientes
para causar doenga.

Nos Estados Unidos em um estudo do FDA (Food Drug Administration) apenas duas
de 885 amostras de queijo, produzidos a partir de leite cru, apresentou positividade para
Salmonella spp. (CORRELL, 2014), por isso um tamanho de amostra maior pode ser mais
representativo para estimar sua prevaléncia e identificar fatores de riscos para esse agente
patogénico (TRMCIC et al. 2016).
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Andretta et al. (2019) ndo constatou a presenca de Salmonella spp. em queijo artesanal
Serro, produzido com leite cru, na pesquisa de 53 amostras, tampouco Cardoso et al. (2013), no
mesmo tipo de queijo, nas 100 amostras analisadas. Melgaco et al. (2018) avaliaram Salmonella
nas 90 amostras de queijo, sendo 30 Minas Frescal (fresco) e 60 de queijo Serro (curado) nao
sendo encontrada nenhuma amostra positiva.

Apolinério, Santos e Lavorato (2014) avaliando amostras de queijo tipo Minas Frescal
formais (inspecéo federal, estadual e municipal) em Minas Gerais ndo encontraram positividade
em nenhuma das 31 amostras avaliadas. Os dados desse ultimo coincidem com o trabalho de
Tavares et al. (2019) que também ndo detectou a presenca de Salmonella spp. em 30 amostras
de queijo clandestinos produzidos no Rio Grande do Sul.

Quanto a presenca de Salmonella spp. na superficie das maos dos manipuladores, leite
cru, leite pasteurizado e o queijos de alta umidade, Prates et al. (2017) avaliaram a presenca em
trés plantas de producdo com inspecéo, constatando auséncia de Salmonella spp. no queijo, no
leite pasteurizado e nas mé&os dos manipuladores, mas a presenga em uma amostra das seis
pesquisadas de leite cru, confirmando a pasteurizacdo do leite ser fundamental para a producao
de queijo com qualidade sanitaria e sem esse risco microbioldgico.

Mesmo que os resultados sugiram que a prevaléncia deste patdgeno no queijo seja baixa,
surtos envolvendo Salmonella no queijo podem ocorrer, fato que ndo pode ser negligenciado
(KOUSTA et al., 2010; TRMCIC et al. 2016).

5.4 Listeria spp.

Das 21 amostras analisadas foram testadas 377 isolados e nenhum se mostrou positiva
para Listeria spp.

O estudo de Dailey et al. (2014) também n&o identificou a presenca de L. monocytogenes
diversas amostras de produtos alimenticios, inclusive o queijo, atribuindo a intensa presenca de
bactérias mesofilas aerobicas, coliformes e Staphylococcus como obstaculo ao crescimento de
Listeria spp.

Melgaco et al. (2018) também detectaram 5,5% das amostras de queijo positivas para
Listeria spp, sendo quatro de queijo fresco e uma de queijo curado, conferindo a positividade
da ocorréncia pelo queijo frescal possuir baixo pH (4.9-5.3), alta atividade de agua e umidade
0 que favorecem a sobrevivéncia do patdgeno.

A ocorréncia de L. monocytogenes € um grave problema de satde publica com nebulosa

compreensdo sobre sua baixa prevaléncia nos queijos. Apesar de confirmado a presenca de
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enteropatdgenos como E. coli no presente estudo como indicador de contaminacédo fecal, as
altas contagens de CT e CTT podem explicar auséncia de L. monocytogenes que pode estar
presente no intestino dos animais, mas ndo foi detectada. A intensa populacdo microbiana
resulta na disputa por nutrientes, estresse oxidativo e reducdo do pH causando dificuldade de
reproducéo e consequente morte bacteriana.

Uma efetiva implementacdo de programas de controle de qualidade pode auxiliar em
oferta de produtos prontos seguros a satde dos consumidores (AMSON et al., 2006; FAI et al.,
2011; KOBAYASHI et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a presenca de patdgenos em queijos tipo Minas Frescal
clandestino que podem causar graves problemas de saude, inclusive relacionados com 06bitos
em individuos imunocomprometidos.

A alta contagem de coliformes totais e termotolerantes evidenciadas nas amostras
demonstram condicdo sanitaria insatisfatéria na producdo, armazenamento e/ou
comercializagdo deste alimento. A presenca de E. coli EPEC, STEC e EHEC e estafilococos
coagulase positiva em concentracdes que ha a producgdo de enterotoxina, evidencia o iminente
risco a saude pelo consumo do queijo Minas Frescal clandestino.

Além disso, politicas publicas devem ser implementadas, a fim de capacitar produtores
sobre as boas préaticas de fabricacdo, as tecnologias para produzir queijos a partir de leite
pasteurizado e de forma higiénica, a desburocratizacdo de registro de produtos produzidos pela
agricultura familiar para que o produto alcance a mesa do consumidor com qualidade e
seguranca.

Orgéos de fiscalizagio sanitaria a nivel estadual e municipal devem executar programas
de capacitagéo junto aos produtores e comerciantes na producédo e venda, respectivamente, bem
como acgOes voltadas aos consumidores para adquirirem apenas produtos registrados e

comercializados em condicBes adequadas de higiene e armazenamento.
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