CAPITULO 1. Identificacdo e caracterizacdo fenotipia de Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. eStaphylococcus aureus em leite
pasteurizado e queijo Minas Frescal

1 INTRODUCAO

Doencas transmissiveis por alimentos rapida mobilizagdo de pessoas e alimentos
(DTA) séao relacionadas, principalmente, ao entre paises ou regibes (Hubbert et al.,
consumo de produtos de origem animal. 1996). Essa situagéo é diferente da existente
Dados disponiveis indicam que os surtos de até as primeiras décadas do século passado,
etiologia bacteriana respondem por 60% das quando os microrganismos causadores de
hospitalizacbes e por aproximadamente 70% doencas em animais de producdo, como a
das mortes, embora bactérias patogénicas brucelose e a tuberculose, eram 0s principais
estejam presentes em somente 30% dos riscos a saude dos consumidores de produtos
casos de DTA de etiologia conhecida (IFT, de origem animal.
2004). Por isso, o0s esforcos séo
normalmente direcionados para a prevencdo Grande parte dos surtos de DTA deve-se ao
dos surtos causados por esse grupo de consumo do leite ndo pasteurizado e de seus
microrganismos. Os surtos de DTA sdo derivados, especialmente queijos (Altekruse
reconhecidamente subnotificados, tornando- et al., 1998; Pitt et al., 1999; De Buyser et
se impossivel avaliar seu real impacto na al., 2001). Casos relacionados ao consumo
saude das populacbes e na economia dosde leite pasteurizado foram atribuidos a
paises, mesmo os desenvolvidos. O impacto contaminacdo pos-pasteurizagdo e na
de DTA nos paises em desenvolvimento é distribuicdo do produto (Hubbert et al.,
ainda mais dificil de calcular; mas, estima-se 1996; Tompkin, 2002; Silva et al., 2003).
gue nestes paises morrem anualmente 2,1S&8o reconhecidas varias possibilidades de
milhdes de criancas devido a doencas introducdo de patégenos no ambiente de
diarréicas, sendo que a 4gua e os alimentos processamento industrial, sendo o leite cru,
veiculam a maioria dos patdégenos uma das mais citadas (Tondo et al., 2000;
responsaveis (OMS, 2002a,b). Somente nos Norton et al., 2001).
EUA, estimam-se que ocorram 76 milhdes
de DTA por ano, com prejuizos entre 6,5 e Os microrganismos mais freqliientemente
34,9 bilhdes de délares; relacionados, isolados em <casos de DTA séo
principalmente, a despesas médicas, perdasCampylobacter jejuni, Escherichia coli
de produtividade e recolhimento de produtos produtora de enterotoxina semelhante a de
(IFT, 2004). Shigella (STEC), Salmonellaspp., Yersinia
enterocolitica e Listeria monocytogenes
Nas ultimas décadas, microrganismos ndo (Jayarao & Henning, 2001). Além desses,
associados a doencas em animais, passaramagentes comuns de infeccdo intramamaria,
a ocupar um lugar de destague na etiologia comoS. aureuse espécies dstreptococcus,
das DTA (Hubbert et al., 1996). O aumento podem representar riscos para a saude
do nimero de DTA tem sido explicado pelas humana (Hubbert et al., 1996). A partir da
mudancas culturais e comportamentais década de 1980, um novo patégeno,
vivenciadas no periodo, sendo as mais Enterobacter sakazakii foi reconhecido,
conhecidas o aumento do consumo de sendo associado a infeccdes que resultam
produtos de origem animal, a necessidade de em meningite em neonatos prematuros, com
as pessoas se alimentarem fora de casa e altos indices de morbidade e mortalidade,



embora a infec¢do possa ocorrer em todas asfreqiéncia del. monocytogenepode ser
faixas etarias (Lai, 2001; IFT 2004). A fonte explicada pela origem, amostragem, regiao
de contaminacdo desse patdgeno inclui geografica ou tipo de acondicionamento do
queijos, carne, hortalicas, grados, produto (Destro et al.,, 1991; Silva et al.,
condimentos e, especialmente, formulas 1998; Branco, 2002; Sousa, 2002; Carvalho,
infantis que usam leite em p6 (Muytjens et 2003).
al., 1988; Van Acker et al., 2001; Iversen et
al., 2005). Intoxicacbes estafilococicas atribuidas ao
consumo de queijos tém sido relatadas em
Cyclospora Cryptosporidium Brucella e varias partes do mundo (ICMSF, 1996;
Mycobacterium paratuberculosiS. chester Altekruse et al., 1998; Meyrand & Vernozy-
Campylobacter jejunsdo apontados como Rozand, 1999; De Buyser et al., 2001; Hui et
causadores de infeccbes emergentes oual.,, 2001; Leclerc et al.,, 2002). No Brasil,
reemergentes e associados as DTA. A surtos de intoxicacBes estafilocécicas séo
infeccdo por Cyclospora € amplamente  associados, principalmente, ao consumo de
distribuida: Asia, india, Paquistdo, Africa, queijos do tipo Minas Frescal e Minas
Reino Unido, Caribe e Américas. A Padrdo (Carmo et al., 1995; 2002). A
criptosporidiose vem ganhando importancia multiplicacdo deS. aureuse a producao de
a medida que o numero de casos de AIDS no enterotoxina dependem das caracteristicas
mundo aumenta, visto que esta doenca ¢ fisicas, quimicas e microbioldgicas de cada
associada a infeccdo pelo virus HIV, tipo de queijo, sendo 0s queijos moles mais
causando, algumas vezes, diarréias fatais favoraveis a formacdo de enterotoxinas
nesses pacientes. A brucelose é uma zoonose(Meyrand & Vernozy-Rozand, 1999). A
de elevada importancia econdémica e de presenca dés. aureustem sido constatada
saude publica. Os produtos de origem em queijo Minas Frescal (Carmo et al.,
animal, sobretudo derivados do leite 1995; Sabione et al., 1998; Almeida Filho et
consumidos cru, estdo altamente associadosal., 2002; Carvalho, 2003), queijo de coalho
a transmissdo dessa enfermidade e também(Florentino e Martins, 1999; Leite Junior et
da tuberculose (Miller e Page, 1998). al., 2000; Feitosa et al., 2003), queijo
mussarela (Nicolau, 2000) e em queijos
A espécie L. monocytogenestem sido frescos (Aratjo et al.,, 2002). A mera
isolada em diferentes tipos de queijos, em identificagdo deS. aureusno alimento, no
varios paises dos continentes americano e entanto, ndo indica que esse microrganismo
europeu (Silva et al., 1998; Saltijeral et al., seja o0 responsavel por um surto de
1999; Cordano & Rocout, 2001; Rudolf & intoxicacdo alimentar; sendo, para isso,
Scherer, 2001; Park et al., 2002; Leclerc et necessarios estudos moleculares
al. 2002). Produtos com alta umidade complementares e identificacdo de amostras
apresentam as melhores condi¢des para suaprodutoras de enterotoxinas. Outro fator de

multiplicacéo. contaminacgdo postaphylococcusoagulase
positivo em plantas de processamento de
Considerando a importancia deL. alimentos é a habilidade do patégeno em

monocytogenesem produtos lacteos, a formar biofiimes, quando ndo ha um
legislacdo brasileira ndo permite a presenca programa efetivo de limpeza e sanitizagcéo
desta bactéria em queijos com média, alta e (Luppens et al., 2002).

muito alta umidade (Brasil, 2001).

Entretanto, em varios estudos publicados, Emergente nas dUltimas décadds, coli
observa-se uma frequéncia variada de 2,3% O157:H7 ¢é um importante patégeno
a 41,2% em queijos comercializados em causador de DTA e, apesar de sua incidéncia
varias regides do pais. A variagdo de relativamente baixa, apresenta



conseqléncias desastrosas para a salude dale um ou mais clones de microrganismos
consumidor, especialmente criangas, jovens epidémicos, para testar hipoteses sobre
e idosos (OMS, 2002a). O principal sintoma fontes e veiculos de transmissdo destes
associado a este sorotipo é a diarréia com clones e monitorar 0os reservatérios de
sangue, denominada colite hemorragica. organismos epidémicos. A tipagem é usada
Uma séria consequéncia da infeccdo é a também para avaliacdo de medidas de
sindrome hemolitica urémica, com possivel controle, por meio da documentacdo da
falha renal e ocasional morte dos pacientes, prevaléncia e circulagdo de organismos
guando nédo tratados a tempo (Hui et al., epidémicos em populacbes infectadas
2001). Em 1996, um surto d&. coli (Maslow & Mulligan, 1996).

0157:H7 no Japao afetou mais de 6.300

criangas em idade escolar e resultou em duas Diversos métodos genotipicos e fenotipicos
mortes, sendo este 0 maior surto sdo empregados para identificacdo e
reconhecido por este patégeno (OMS, classificacdo microbiana. Cada um deles
2002a). Em maio de 1993, ocorreram seis permite certo nivel de classificagdo
casos de infeccdo humana coi coli filogenética, para género, espécies e
0157:H7 na cidade de Sheffield (Inglaterra) biovariedade de uma estirpe. Cada método
e o leite ndo-pasteurizado foi identificado apresenta vantagens e desvantagens, em
como a origem da infeccdo (Mechie et al., relacdo a facilidade de aplicacao,
1997). Segundo o Centro de Controle e reprodutibilidade, requerimentos de
Prevencdo de Doencas (CDC) dos EUA, o equipamentos e nivel de resolucéo
namero de surtos envolvendo infeccdo por (Akkermans et al.,, 1995). A combinagao
E. coli 0O157:H7 vem aumentando entre métodos fenotipicos e genotipicos na
dramaticamente, embora tal aumento possa tipagem deSalmonellavem sendo utilizada

ser atribuido, em parte, ao aumento de como ferramenta em estudos
comunicac¢des e a melhoria do diagnostico epidemiolégicos (Borrego et al., 1992). Os
laboratorial (Boyce et al., 1995). métodos fenotipicos adotados nessas

investigacdes sao fagotipagem, sorotipagem
Bactérias do géneroSalmonella estdo e resisténcia a antimicrobianos (Lailler et al.
presentes nas fezes de animais de producdo2002; Yang et al., 2002). A analise
incluindo aves, bovinos, caprinos e suinos. genotipica deSalmonellapor métodos de
Elas podem contaminar o leite e seus tipagem molecular é a forma de caracterizar
derivados, tendo sido isoladas de queijos de as linhagens de diferentes sorovares de
coalho em varias ocasides (Florentino & Salmonella(Lailler et al., 2002). Técnicas
Martins, 1999; Feitosa et al., 2003). moleculares sdo de eleicdo, também, nos

estudos de relagdo epidemiologica entre
Um ponto crucial nos sistemas de gestado de linhagens multirresistentes d8almonella
qualidade e seguranca, como a Andlise de Typhimurium (Yang et al., 2002; Ling et al.,
Perigos e Pontos Criticos de Controle 2002). O desenvolvimento dos métodos
(APPCC), é o uso de métodos rapidos para a moleculares associados a fenotipagem
monitorizacao. Nos métodos possibilitou um alto poder de identificacdo
microbiol6gicos tradicionais os dos microrganismos isolados (Baudart et al.,
procedimentos de isolamento e identificacdo 2000).
de bactérias com&almonellapodem levar
até seis dias ou mais (Marshall, 1992). Entre os métodos moleculares, a PFGE

(Pulsed Field Gel Electrophore$istem
Técnicas moleculares sdo wusadas para maior poder discriminatorio, podendo ser
investigacdo de surtos, para confirmar e aplicada a varios grupos de patbgenos como
delimitar o comportamento da transmissdo 0s géneros Salmonella, Listeria e



StaphylococcugLiebisch e Schwarz 1996; 2 REVISAO DE LITERATURA
Lange et al. 1999; Sandvang et al., 2000;
discriminatéria, a PFGE permite comparar

perfis obtidos em amostras de diferentes A jmportancia da seguranga dos alimentos
proveniéncias, para elucidar possiveis fontes para a populagdo humana é reconhecida
de amostras isoladas de surtos de DTA pejos |egisladores da maioria dos paises e

pode ser utilizada para monitoramento de \jyndial de Sadde, FAOF6od Agriculture
amostras multirresistentes e no rastreamento organizatio), FDA (Food and Drug

de possiveis fontes de infeccado (Borucki et Administration), IDF/FIL  (International
al., 2004). Dairy Federation e a Organizacdo Mundial

. o do Comércio (FAO, 1999; WHO/OMS,
Em razdo da relevrimma das DTA N0 1999; Horton, 2001). No caso dos produtos
contexto  contemporaneo, 0  principal ge grigem animal, a garantia da seguranca
objetivo desse trabalho foi identificar e paseia-se na prevencdo de transferéncia de

caracterizar patégenos bacterianos agentes patogénicos (ou de suas toxinas) e
(Escherichia  coli O157:H7, Listeria de residuos de drogas quimicas, empregadas
monocytogenes, Salmorella e no manejo dos rebanhos, para os alimentos.

Staphylococcus - aurejiscontaminantes do Nps gitimos anos, ocorreu um  grande
leite pasteurizado e do queijo Minas Frescal, numero de surtos de toxinfeccdes

comercializados em diferentes regides de zjimentares, muitos deles envolvendo mais
possiveis fontes de contaminagdo destes nagsses surtos prejudicam os programas de
producdo, manufatura e comercio da regido gsagde publica, que, em grande parte, ja sdo
de Juiz de Fora, Minas Gerais. deficitarios e causam importante reducéo da

atividade econbmica (WHO/OMS, 1999;
Espera-se com os resultados conhecer Horton, 2001).

melhor a epidemiologia destes agentes, uma

vez que a literatura apontou que a maioria g |gjte é um dos alimentos mais consumidos
deles €& encontrada nesses produtos depng mundo e. devido a sua composicdo
origem animal. Com esses dados, podera ser pjoquimica complexa e alta atividade de
possivel apontar prioridades para adogao de agya, é um excelente nutriente para o
procedimentos que visem a eliminagéo de crescimento de microrganismos

riscos de ocorréncia de toxinfecgdes aos eteriorantes e patogénicos. Esse aspecto
consumidores. Essas informagdes permitirao jnfluencia o processamento e a qualidade
estruturar ou aperfeicoar, em bases reais, gos derivados lacteos, com reflexos na sua
programas de Boas Praticas Agropecuarias € yjga de prateleira, na atividade econémica e

Boas Praticas de Fabricagdo, que pa aceitagio pelo consumidor. A qualidade
contribuirdo para a prevencdo e controle de g |eite cru € influenciada pela sua

p,atc')genos na matéria-prima e nos derivad_os composigdo  fisico-quimica  (teores de

lacteos, resultando em produtos mais gordura, proteina, lactose, sélidos totais) e

seguros e de melhor qualidade para 0 por aspectos de higiene. Os parametros de

consumidor, menores prej_uizos para 0 phigiene incluem baixo ndmero  de

produtor e maior rendimento industrial. microrganismos deteriorantes, auséncia de
microrganismos patogénicos e de residuos
de drogas ou medicamentos e baixa
contagem de células soméaticas (Heeschen,
1996).



Antes do advento da pasteurizacdo, o leite 1999; Hubbert et al., 1996; Balter et al.,
fluido e seus derivados encontravam-se entre 2000). Muitos casos de toxinfecgdo
0s principais veiculos de doencas, como alimentar por STECH. coli O157:H7) sao
febre tifdide, difteria, escarlatina, relacionados ao consumo de leite cru, de
tuberculose e brucelose. A pasteurizacdo foi queijo preparado a partir de leite cru e, em
introduzida com o objetivo de destruir os alguns casos, ao consumo de leite
microrganismos patogénicos e reduzir o pasteurizado, demonstrando a possibilidade
namero dos deteriorantes. Os parametros de de ocorréncia de contaminagcdo do produto
tempo e temperatura para a pasteurizagdo dopds-pasteurizacdo, pois esse patégeno é
leite foram definidos em funcdo da destruido por esse tratamento térmico
resisténcia térmica de microrganismos (Rasmussen e Casey, 2001).
patogénicos, inicialmenteMycobacterium
tuberculosis (60 °C / 15-20 minutos) e, O leite e seus derivados podem abrigar uma
posteriormenteCoxiella burnetti(63 °C / 30 variedade de microrganismos, entre eles
minutos) (Hubbert et al., 1996). Apesar de a patdgenos causadores de doencas
pasteurizacao ter contribuido para a redugéo transmitidas por alimentos (DTA). A
da incidéncia das doencas transmissiveis presenca de patégenos no leite geralmente é
pelo leite, as toxinfeccbes alimentares proveniente do animal, do proprio ambiente
continuam sendo preocupantes para os da fazenda e da contaminacdo durante a
consumidores, para as industrias e para a ordenha. A maioria do leite consumido no
saude publica (Donnelly, 1990; Boor, 2001). mundo €é tratado termicamente, porém a
Os riscos atuais sdo mais relacionados aos ocorréncia de DTA pelo consumo de leite e
microrganismos que nao constituem derivados é comum. Isto se deve as
patdgenos primarios dos animais, embora seguintes razdes: consumo de l@iteatura
possam causar nestes, infec¢des inaparentesndo pasteurizado, consumo de queijos
Muitos surtos de toxinfeccdo alimentar produzidos a partir de leite cru, néo
relacionados ao leite referem-se ao consumo eliminagcdo de toxinas de microrganismos
de leite cru ou de derivados lacteos produzidas durante o armazenamento do
preparados com leite cru. Alguns casos leite cru pela pasteurizacdo e contaminagéo
relacionados ao consumo de leite do leite pds-pasteurizacdo, pela presenca de
pasteurizado ocorreram por contaminacdes biofiimes em utensilios e equipamentos de
pés-pasteurizacdo (Hubbert et al., 1996). laticinios (Oliver et al, 2005).
Dentre as diversas possibilidades para a
introducdo de patdégenos no ambiente de Em virtude da importancia deée. coli
processamento do leite, o leite cru O157:H7, L. monocytogenesSalmonella
compreende uma das predominantes spp. eS. aureussomo causadores de DTA e
(Donnelly, 1990; Boor, 2001). da relevancia destas no contexto
contemporraneo, a seguir serdo relatados
Vérios microrganismos patogénicos para o dados da literatura cientifica relacionados a
homem podem ser isolados do leite cru, importdncia destes patdogenos como
incluindo Campylobacter jejuniEscherichia causadores de toxinfec¢des alimentares.
coli produtora de enterotoxina semelhante a
de Shigella (STEC), Salmonella spp.,
Yersinia  enterocolitica e  Listeria 2 2Escherichia coli O157:H7
monocytogeneglayarao e Henning, 2001).
Além desses, agentes comuns de infec¢ao Escherichiaé o género tipico da familia
intramamaria, comdtaphylococcus aureus  Enterobacteriaceaee Escherichia colié a

e Streptococcusspp. podem representar egpécie tipica deste género (Farmer I,
riscos para a saude humana (Brito et al, 2003). E. coli assim como outras



enterobactérias, apresenta
sorotipos, 0s quais s&o associados a
infeccdes no homem e em outros animais. E
uma bactéria classificada como um
bastonete Gram negativo; anaerdbia
facultativa; geralmente mdvel, por possuir
flagelo; catalase positiva; oxidase negativa;
geralmente nado utiliza citrato como Unica
fonte de carbono; fermentadora de
carboidratos com producdo de gas; e que
coloniza o trato gastrointestinal (Barrow e
Feltham, 1993). Sua membrana externa é
constituida por lipopolissacarideos, os quais

numerosos Isolados deE. coli que causam doencas no

homem s&o classificados em grupos
especificos de acordo com as propriedades
de viruléncia, mecanismos de
patogenicidade, sintomas clinicos e sdao,
atualmente, conhecidos como sorotipos de
E. coli Cada um desses sorotipos €
associado, epidemiologicamente e
experimentalmente, a uma doenca especifica
no homem e nos animais, sendo considerado
um dos mais relevantes agentes etiolégicos
de infecgbes intestinais causadas pelo
consumo de alimentos contaminados

sdo capazes de causar choques septicémicos(Gonzalez-Garcia, 2000).

coagulagdo intravascular disseminada e

morte. Os lipopolissacarideos sdo compostos Os sorotipos mais importantes @& coli

por trés componentes: lipidio A, um
polissacarideo central e o antigeno O (Kuntz
e Kuntz, 1999).

Amostras deE. coli sdo sorologicamente

diferenciadas tendo como base trés
antigenos de superficie: O (somatico), H
(flagelar), e K (capsular). Ja foram

identificados um total de 174 antigenos O,
56 antigenos H e 80 antigenos K (Doyle et
al.,, 1997). O antigeno O é composto por
uma longa cadeia de -carboidratos e é
responsavel pela estabilidade da bactéria
frente aos sais biliares (Kuntz e Kuntz,

1999).

E. coli faz parte do grupo conhecido como
coliformes fecais, como também
microrganismos dos génerdslebsiella e
Enterobacter S&o internacionalmente
considerados indicadores de seguranca
microbiologica dos alimentos, por serem
geralmente inofensivos ao homem, sendo
que somente algumas espécies sao
patogénicas para o homem. Além de ser
considerada um microrganismo indicador de
seguranga microbiologicd. coli pode ser
patogénica para 0 homem e outros animais.
A presenca desses microrganismos hos
alimentos demonstra que as préticas
higiénico-sanitdrias foram inadequadas
(Duarte, 1999).

associados a infeccdes intestinais em surtos
de toxinfec¢Bes alimentares saB:. coli
enteropatogénica (EPEC), causando diarréia
em criancas; E. coli enterotoxigénica
(ETEC), responsavel por diarréia dos
viajantes no homem e colibacilose em
bezerros, suinos e ovinosE. coli
enteroinvasiva (EIEC), causando diarréia
sanguinolenta no homem; E. coli
enterohemorragica (EHEC), responsavel por
surtos de toxinfecgcbes alimentares no
homem, e classificada dessa forma por
causar diarréia sanguinolenta e por ser
produtora de potentes toxinas, sem ser
invasiva (Levine, 1987; Blanco et al., 1996;
Bopp et al., 2003).

z

E. coli enterohemorragica (EHEC) ¢é
também chamada de. coli verotoxigéncia
(VTEC) ouE. coli produtora de enterotoxina
semelhante a deShigella (STEC). Os
sorogrupos mais importantes de EHEC sdao
026, 0111 e 0157, sendo o O157:H7 o
mais relevante sorotipo em surtos de
toxinfeccbes alimentares (Blanco et al.,
1996; Bopp et al., 2003kE. coli O157:H7

foi identificada pela primeira vez, em 1982,
como patogénica para o homem, em
associacdo a um surto de colite hemorragica
nos EUA, pelo consumo de hamburgueres
mal cozidos distribuidos por uma cadeia de
fast-food (Riley et al., 1983). A dose
infectante deE. coli O157:H7 é muito baixa



quando comparada a outros patdgenos. A producdo de SLT Il parece estar associada
dose minima infectante de duas UFC em 25 ao desenvolvimento da sindrome hemolitica
gramas de alimento ja foi determinada urémica. Estas toxinas sdo citotdxicas para
(Blanco et al., 1996). as células do célon e ileo (Armstrong et al.,
1996).
E. coli O157:H7 apresenta caracteristicas
tipicas da maioria dds. coli, com algumas E. coliO157:H7foi reconheccida na década
excecdes. Diferencas nas propriedades de 1990 como um importante patdégeno
bioguimicas incluemE. coli 0157:H7 nao alimentar e como um dos principais
fermenta o sorbitol (Ratnam et al., 1988); problemas de saude publica na América do
ndo produz a enzinfaglucoronidase, a qual  Norte e na Europa (Coia, 1998). Os fatores
€ a base para a caracteristica de determinantes para 0 surgimento desta
fluorescéncia d&. coli guando presente no  bactéria como importante patégeno incluem
meio MUG (4-metil-umbelliferone mudancas nos habitos de vida da populagéo,
glucoronide), dessa form&. coli O157:H7 aumento do consumo de produtos
ndo é florescente neste meio (Ratnam et al., industrializados e mudancas na industria de
1988); e produz enterohemolisina, a qual alimentos (Armstrong et al., 1996). Além
ndao é comum em outrds. coli (Beutin et destes, mudancgas no manejo dos animais, tal
al., 1989). Outra diferenca importante Ea como a irrigacdo de pastagens com esterco,
coli O157:H7 é que esta ndo cresce bem em sugerem a criacdo de ambientes nos dtiais
temperaturas de 44 a 45%6 (Doyle e coli O157:H7 consegue persistir (Hancock et
Schoeni, 1984). A temperatura ideal para al., 1994).
crescimento e producdo de gas por esta
bactéria varia de 19,3 a 4C (Raghubeer e  Estudos revelam que esta bactéria apresenta
Matches, 1990). uma tolerancia incomum a alguns estresses
ambientais, como pH baixo, umidade baixa
A producédo de enterotoxina semelhante a de (Glass et al., 1992; Arnold e Kaspar, 1995).
Shigella(STEC) porkE. coli estd associada a E. coli 0157:H7 é capaz de sobreviver em
uma série de patologias graves, como produtos lacteos fermentados, os quais
enterocolite, colite hemorragica, colite apresentam pH baixo, tais como, iogurte e
ulcerativa e sindrome hemolitica urémica leite acidificado (Govaris et al., 2002).
(Aleksic et al., 1992). Além da transmissao
por meio dos alimentoss. coli O157:H7 Produtos de origem animal, tais como carne
também pode ser transmitida por contato mal passada, leite cru, leite pasteurizado e
direto com pessoas infectadas, sobretudo iogurte tém sido associados a surtos de
guando h& condi¢des inadequadas de higienetoxinfec¢cdes alimentares causadas for
(Lior, 1993). Nao ha tratamento especifico coli O157:H7 (Doyle, 1991; Giriffin e
para a infeccdo causada por este patégeno,Tauxe, 1991; Morgan et al., 1993; Upton e
somente terapia de suporte (Kuntz e Kuntz, Coia, 1994; Boyce et al., 1995; Mechie et
1999). al., 1997; Betts, 2000; OMS, 2002a). Outros
alimentos, tais como vegetais (alface e
A patogenicidade d&. coli O157:H7 est4 alfafa), legumes (batata), sucos, &agua e
relacionada a trés fatores de viruléncia: maionese também podem ser reservatorios
producdo de enterotoxinas semelhantes a dede E. coli O157:H7 (Morgan et al., 1988;
Shigella (SLT | e |l), producdo de  Weagant et al., 1994; Ackers et al., 1998;
hemolisina e expressdo de adesinas Gonzalez-Garcia, 2000). Para proteger a
especificas com as quais a bactéria coloniza imagem dos produtos lacteos como
0 epitélio intestinal. Esta bactéria pode alimentos saudaveis, a industria de laticinios
produzir uma ou as duas enterotoxinas. A considera, desde o final do século XK,



coli O157:H7 tao importante quanto outros contaminado com este patdégeno foi a causa
patégenos, comdGalmonellae S. aureus de varios surtos de gastroenterite e de
(Duncan e Hackney, 1994). sindrome hemolitica urémica (Chapman et
al., 1993).
Desde a sua identificacaB, coli O157:H7
vem sendo isolada em numerosos surtos de Um surto associado ao consumo de leite
colite hemorragica e sindrome hemolitica pasteurizado foi relatado por Upton e Coia
urémica (Wachsmuth et al., 1997). Dados do (1994). Nessa ocasido, mas de 100 pessoas
Centro de Controle de Doencas (CDC) dos foram infectadas. Quase um ter¢o dos casos
EUA apontam queE. coli O157:H7 causa  requereu hospitalizacdo e nove criancas de
aproximadamente 75.000 casos de infeccbes hove meses a 11 anos de idade
por ano, sendo que metade dessas sadodesenvolveram sindrome hemolitica
toxinfeccdes alimentares. Cerca de 2.000 séo urémica. E. coli O157:H7 foi isolada de
graves e requerem hospitalizacdes, e, ainda, tubulacbes e da maquina de envase de leite
50 mortes por ano nos EUA sao atribuidas a pasteurizado no laticinio, indicando que uma
infeccdes poE. coli 0157:H7 (Mead et al.,  pasteurizagdo inadequada ou contaminacao
1999). pos-pasteurizacdo podem ser fatores
responsaveis por surtos.
Investigacdes epidemioldgicas revelaram
que rebanhos leiteiros, especialmente Surto de DTA pelo consumo de queijo
animais jovens, consistem no principal fresco produzido a partir de leite cru
reservatorio dekE. coli enterohemorragica  contaminado conf. coli O157:H7 também
produtora de toxina semelhante aStegella foi relatado no Estado de Wisconsin, EUA,
(STEQ), incluindoE. coli O157:H7 (Wells em junho de 1998. Neste caso, 55 pessoas
et al.,, 1991; Zhao et al., 1995). Hancock et foram identificadas, laboratorialmente, como
al. (1994), estudando a prevaléncia Ee portadoras de&E. coli O157:H7, sendo 25
coli O157:H7 em rebanhos leiteiros e de hospitalizadas. A maioria dos sintomas
corte no Estado de Washington, EUA, incluiu: diarréia sanguinolenta, caibra,
encontraram 8,3% e 16% de rebanhos fadiga e ndusea. A duracdo média da diarréia
leiteiros e de corte, respectivamente, foi de cinco dias (Outbreak..., 2000).
positivos para este patégeno. Esta bactéria,
bem como outros sorogrupos de coli No Reino Unido, as taxas mais altas de
(STEC), também ja foram isolados de infeccdes causadas pd. coli O157:H7
rebanhos leiteiros no Brasil, nos Estados do foram observadas na Escoécia, em 1996,
Parand, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, quando foram relatados 506 casos desta
havendo, dessa forma, a possibilidade de suainfeccéo (Reilly, 1997). Entretanto, Coia et
presenca no leite cru (Gonzalez, et al., 2001; al. (2001) avaliaram amostras de leite cru e
Prado et al., 2001; Farah et al., 2003; queijos produzidos a partir de leite cru
Moreira et al., 2003). guanto a presenca @e coli 0157:H7. Estes
pesquisadores analisaram 500 amostras de
E. coli O157:H7 é capaz de sobreviver em leite cru e 739 amostras de gueijos e ndo
fezes por longo periodo e mantém sua encontraram a presenca desta bactéria nas
habilidade de producdo de verotoxinas. amostras pesquisadas, sugerindo que a
Fezes bovinas consistem em potencial prevaléncia deste patégeno, atualmente, seja
veiculo de transmissdo & coli O157:H7 baixa na Escocia.
para o gado, alimento e ambiente (Wang et
al.,, 1996). Contaminacdo fecal do leite € Okslz et al. (2004), investigando amostras
considerada uma das formas de transmissdode leite cru e de queijos produzidos com
deE. coliO157:H7 para o homem. Leite cru leite cru, na Turquia, encontraram 1% de



amostras de leite cru e 4% de amostras de A persisténcia deE. coli O157:H7 em

queijos positivas par&. coli O157. Estes
resultados demonstram que  queijos
produzidos a partir de leite cru tém potencial
para causar infec¢des gércoli 0157.

A temperatura de armazenamento e as
condicbes do ambiente de manufatura dos
derivados do leite podem facilitar a
proliferacdo dée. coli O157:H7. Wang et al.
(1997), avaliando o crescimento e a
sobrevivéncia dé€. coli O157:H7 em leite

cru e pasteurizado, observaram que nas apenas

temperaturas de 8 e 6 houve maior taxa

animais também nao foi demonstrada no
estudo de Rahn et al. (1997). Estes
pesquisadores investigaram a presenca deste
patdbgeno em amostras de fezes de vacas,
bezerros, trabalhadores rurais, gatos,
roedores e passaros selvagens, além
pesquisar em amostras do ambiente, em
fazendas de Ontério, Canada. Apdés um ano
de monitoramento das fazendas e de
implementacdo de medidas de higieke,
coli O157:H7 foi detectada em fezes de
dois bezerros. Entretanto, a
freqléncia deE. coli (STEC) foi alta, apds

de crescimento desta bactéria, chegando aum ano de monitoramento: 19,1 % em

contagens de founidades formadoras de
colénias (UFC) por mL. De acordo com
esses autores, armazenar o leite
temperaturas inferiores a 5°C ¢é
recomendado para prevenir o crescimento
deste patdgeno. A sobrevivéncia, por varias
semanas, d&. coli O157:H7 em salmouras
tipicas de queijos também ja foi atestada
(Ingham et al., 2000).

a

Apesar deE. coli O157:H7 ser capaz de
crescer em produtos lacteos fermentados,
como o iogurte, a contagem desta bactéria
declina a medida que o pH diminui. Massa
et al. (1997) avaliaram a sobrevivénciakle

comedouros de bezerros; 14,9% de amostras
positivas em comedouros de vacas; 12,5%
de amostras positivas em partes de
ordenhadeira mecanica; 8,2% de amostras
positivas em fezes de vacas; e 18,3% de
amostras positivas em fezes de bezerros.

Por outro lado, Mechie et al. (1997)
investigaram a presenca Hecoli 0157:H7,
monitorando um rebanho leiteiro durante 15
meses. Esses autores isolardm coli
0157:H7 em 153 (4,3%) de 3.5%3vabs
retais de bovinos. A prevaléncia em vacas
em lactacdo (14%) foi significativamente
menor do que em outros grupos de animais,

coli O157:H7 em iogurtes durante o seu como novilhas (68%), bezerros (56%), e
processamento e armazenamento. Essesvacas secas (40%). Nas vacas em lactacédo, a
pesquisadores observaram que a contagemmaior contagem deE. coli O157:H7 foi
bacteriana diminuiu de 7,08 para 5,32 log observada na primeira semana pds-parto.
UFC mL?, apos sete dias de estocagem a 4 Neste estudo,E. coli O157:H7 n&o foi
°C. isolada do leite de conjunto do rebanho,
porém foi isolada de amostras de leite
Jayarao e Henning (2001) pesquisaram a individuais de dois animais. Todos o0s
presenca d&. coli (STEC) em amostras de isolados de E. coli O157:H7 obtidos
leite cru. Cinco amostras apresentaram-se pertenceram ao mesmo fagotipo.
positivas para este patdégeno, entretdhto
coli 0O157:H7 n&o foi encontrada em Métodos rapidos para deteccao He coli
nenhuma das 131 amostras de leite O157:H7 s@o importantes para a saude da
analisadas. O mesmo aconteceu ho estudo depopulacdo e para identificar este patdégeno
Pigatto et al. (2003) com amostras de fezes no caso de surtos de toxinfeccbes
de rebanhos leiteiros do Estado do Parang, alimentares. Tanto métodos moleculares
Brasil.E. coli (STEC) foram isoladas, porém quanto microbiologicos tradicionais sao
E. coliO157:H7 néo foi. usados para deteccaokecoliO157:H7 em
alimentos. Como 0s métodos



microbiologicos tradicionais exigem tempo

Garcia (2006) padronizou duas reacdes de

prolongado para se obter resultados e sdo dePCR multiplex para deteccdo de coli

execucdo trabalhosa e dispendiosa, eles ndo0157:H7.
sdo ideais para andlise de grande numero deiniciadores

Uma reacdo utilizou os

RfbF/RfbR e

amostras e na investigagéo de surtos (Fode- FLICh7F/FLICh7R, e a outra reagao utilizou

Vaughan et al., 2003).

Os métodos convencionais incluem
plaqueamento, cultura microbiana e bateria
de testes bioquimicos. No caso He coli

0157:H7, a deteccdo é baseada no agarem

MacConkey sorbitol, o qual é composto por
sais biliares, carboidrato e o sorbitol, como
indicador. Sob condi¢cbes normais, coli

0O157:H7 ndo fermenta o sorbitol. Se esta

os iniciadores SLT-IF/SLTIR e SLT-
[IF/SLT-IIR. Ambas foram eficientes na
deteccdo deste patdogeno. Amancio (2002)
também utilizou, com sucesso, PCR
multiplex para deteccdo d& coli O157:H7
amostras de leite pasteurizado,
hamburguer e fezes bovinas. O uso das
técnicas de ELISA e PCR, em conjunto,
também ja foi eficiente na deteccdo He
coli O157:H7 em leite pasteurizado, com

bactéria estiver presente, coldnias rosa claro sensibilidade de f0UFC mL™ (Daly et al.,
irAo aparecer no meio, enquanto as outras 2002).

enterobactérias irdo formar colénias cor de
rosa (Deisingh e Thompson, 2004).

técnicas  moleculares
importantes métodos de

Atualmente,
consistem em

as

Como rebanhos leiteiros e de corte muitas
vezes sao apontados como reservatorios de
E. coli O157:H7, monitora-los é uma
importante medida auxiliar do controle e

deteccdo de patdogenos em alimentos. A prevencdo da disseminacdo deste patégeno.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € Prevenir a

apontada como uma técnica muito eficiente

introducdo de animais
contaminados nos rebanhos parece reduzir a

na deteccdo de Vvarios patdogenos em prevaléncia d&. coliO157:H7 em rebanhos

alimentos, inclusive E. coli 0O157:H7
(McKillip et al., 2000; Hsu e Tsen, 2001).

Um teste de PCR multiplex (Reacado
Mdltipla em Cadeia da Polimerase) sensivel
e especifico foi desenvolvido para detecgéo
deE. coli O157:H7, com sensibilidade para
< 1 UFC mL! de leite cru (Fratamico e
Deng, 1995). Hu et al. (1999) também
desenvolveram uma PCR multiplex para
identificacdo deE. coli 0157:H7, utilizando
cinco  primers que amplificam,
especificamente, segmentos dos gerasa,
slt-1, slt-1l, flicC, rbfE, os quais permitem a
identificacdo simultanea, em uma reacao

apenas, do sorotipo O157:H7 e seus fatores et al.,

de viruléncia. A microbiota das fezes dos
bovinos ndo interfere na reacdo de PCR
multiplex e apenas uma célula & coli

leiteiros. Reposicdo de bezerras e novilhas
pode colocar o rebanho em risco, uma vez
que as taxas de contaminagdo de animais
jovens sao elevadas. Devem ser controlados,
ainda, outros fatores, tais como: evitar 0
contato entre animais jovens e adultos;
realizar o correto manejo nutricional e
ambiental dos bezerros; e evitar o estresse
dos animais (Dorn, 1995; Rahn et al., 1997).

Medidas como a adicdo de conservantes ao
leite e queijos, sorbato de potassio e
peroxido de hidrogénio, ja foram atestadas
como eficientes na reducdo da proliferacao
de E. coli O157:H7 nestes alimentos (Effat

2001). Entretanto, a legislacéo

brasileira ndo permite a adicdo dessas
substancias quimicas no leite cru e
pasteurizado (Brasil, 2002). A adocdo de

0157:H7 é capaz de ser detectada por estaboas praticas agropecuéarias e boas préticas
técnica, se combinada com uma etapa de de fabricagdo durante a manufatura de

pré-enriguecimento.

produtos de origem animal e o cozimento
adequado dos alimentos antes do consumo



sdo importantes medidas de controle para
prevenir infeccbes polE. coli O157:H7
(Doyle, 1991). O controle e a prevencao da
presenca deE.coli O157:H7 e de outros
patbgenos em alimentos deve englobar
esforcos de toda a cadeia de alimentos,

L. monocytogenedoi reconhecida como
patogénica para o homem h& mais de 70
anos; porém, foi identificada como patégeno
de origem alimentar apenas na década de
1980, como resultado de varios surtos de
listeriose no homem (Donnelly, 1990).

desde o ambiente da fazenda até a mesa doApesar de 13 sorotipos de monocytogenes
consumidor. Deve-se também basear em um ja terem sido descritos, apenas trés (1/2a,

profundo entendimento da epidemiologia do
patdgeno e no consumo preferencialmente
de alimentos tratados termicamente (Mead e
Griffin, 1998).

Programas de qualidade total, como o
APPCC, sempre trazem beneficios para a
protecdo dos alimentos e da induastria
alimenticia como um todo contra patégenos.
Evitar o consumo de alimentos de origem

animal crus também € importante,
preferindo 0s produtos tratados
termicamente. Prevenir a contaminacdo

1/2b e 4b) causam a maioria dos casos
clinicos no homem e nos animais (Tappero
et al., 1995; Jay et al., 200%). innocua L.
welshimeri e L. grayi sGo membros nao
patogénicos do génerbisteria (Donnelly,
1990).

Listeria spp. sdo cocobacilos Gram-positivo,
méveis, nao esporulados, anaerdbios
facultativos a microaerdbios e parasitas
intracelulares facultativos. Sao, ainda,
catalase positivo e oxidase negativo e
fermentam carboidratos (Barrow e Feltham,

cruzada e a contaminacdo pés-pasteurizacdo1993; Bille et al., 2003).

consistem em pontos criticos de controle na
protecdo dos alimentos contr&. coli
0157:H7 (Duncan e Hackney, 1994).

2.3 Listeria monocytogenes

Bactérias do géneidsteria sdo amplamente
distribuidas na natureza; entretanto, ha um
namero limitado de espécies de importancia
médica e veterindria (Mow e Donachie,
1997; McLauchlin, 1997). No género
Listeria, atualmente, seis espécies sao
reconhecidad.. monocytogenes, L. ivanovii,
L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L.
grayi e L. murrayi. As espécies L.
monocytogenes, L. ivanoelL. seeligerisdo

as Unicas associadas com patogenicidade,

mas somente L. monocytogenes é

L. monocytogenespode tolerar varias
condicbes ambientais adversas, tais como
valores de pH entre 41 e 96 e
concentracoes de até 30% de cloreto de
sodio. E ubigia na natureza, sendo
encontrada em alimentosn natura e
processados e no ambiente de
processamento dos alimentos, como um
biofilme, além ser amplamente reconhecida
como agente de toxinfeccdo alimentar
(Doyle, 1988; Muriama, 1996). Devido a
resisténcia as condigbes ambientais
desfavoraveis e a gravidade das infecgbes
causadasl.. monocytogeneg considerada
um dos patégenos de infeccdo de origem
alimentar mais importantes na atualidade
(Almeida e Almeida, 2003).

animais. L. ivanovii causa doencas

hospedeiro,L. monocytogenedifunde-se

no homem (Jay et al.,, 2005); seeligeri
somente uma vez foi diagnosticada como
causa de meningite em um adulto néo-
imunocomprometido (IFT, 2004).

de um mecanismo de motilidade baseado na
polimerizagdo da actina da célula do
hospedeiro. Os fatores de viruléncia
envolvidos na  aderéncia, entrada,
sobrevivéncia intracelular, multiplicacdo e



difusdo de célula a célula tém sido -caracteristica dalisteria que a faz um
caracterizados. Embora consideravel importante patdégeno no contexto dos
progresso tenha sido alcancado nos estudosprodutos lacteos € a sua habilidade de
sobre 0s genes e seus produtos responsaveixrescer e se multiplicar em temperaturas de
pela viruléncia de L. monocytogenes refrigeracdo, sendo caracterizada como
diversos questionamentos em relacdo a estespsicrotrofica (Donnelly, 1990).

mecanismos ainda permanecem  nao
elucidados (Almeida e Almeida, 2003). Rebanhos leiteiros também podem ser
considerados reservatorios de L.

A dose infectante dd.. monocytogenes monocytogeneg esta bactéria pode causar
depende de vérios fatores, incluindo o estado mastite em vacas leiteiras (Gitter et al.,
imunoldgico do hospedeiro. A ocorréncia e 1980). Estudos realizados no Canada e
0 curso da doencga, por sua vez, dependem EUA demonstraram quk. monocytogenes
da dose infectante. Estudos em macacos pode ser encontrada no leite cru em taxas
(Cebus apella e camundongos Mus que variam de 1,3 a 5,4% (Lovett et al.,
musculuy sugerem que, reduzindo-se os 1987; Farber et al., 1988; Liewen e Plantz,

niveis de exposicdo, reduz-se também a
manifestacdo clinica da infeccdo (Farber et
al., 1991). Entretanto, estes experimentos
ndo auxiliam na determinacdo da dose

1988; Slade e Collins-Thompson, 1988;
Hassan et al., 2001). No estudo de Lovett et
al. (1987) em trés éareas dos EUA, a
incidéncia deL.. monocytogeneso leite cru

minima para causar infeccdo no homem. variou de 0% na California a 7% em
Trabalhos sugerem que o numero de Massachusetts, com incidéncia média de
monocytogenesem alimento contaminado  4,2%. Ja foi demonstrado também que vacas
capaz de causar surtos e casos esporadicogpodem ser portadoras deste patdégeno por
de listeriose é superior a 2QFC g ™ mais de trés anos, sem apresentarem
contudo doses infectantes inferiores a este qualquer sintoma ou qualquer alteragdo no
valor ndo podem ser descartadas (Rocourt e leite.  Animais portadores que nao
Cossart, 1997). desenvolvem mastite e continuam sendo
veiculadores dé&. monocytogenese tornam
L. monocytogenefa foi isolada de varias  um problema de salde publica (Farber et al.,
espécies animais, incluindo o homem, e de 1990).
vegetais, 4gua, serragem, silagem, material
fecal, esgoto doméstico e industrial (Farber e A listeriose é considerada uma doenga
Peterkin, 1991; Bille et al., 2003). Existe a emergente sendo principalmente transmitida
possibilidade de que &isteria possa ser por alimentos (Faber e Peterkin, 1991) e
transmitida dos animais para o homem. consiste em uma DTA atipica e de grande
Homem, animais e o0 ambiente sdo importdncia em salde puablica, pela
reservatorios naturais deste microrganismo. gravidade dos sintomas e da natureza nao
Ela ja foi isolada de mais de 40 espécies de entérica da doenca (Rocourt e Cossart,
mamiferos e 17 espécies diferentes de aves,1997). No homem, a listeriose apresenta-se
incluindo a galinha doméstic&4llus gallus sob formas clinicas graves, como septicemia
domesticuse o peru eleagris gallopavp e meningite. Mulheres gravidas sé&o
(Gray e Killinger, 1966; McGaughlin, particularmente susceptiveis a infeccao,
1987). Rodriguez et al. (1984) identificaram podendo ocorrer aborto espontaneo ou
0 ovino como o principal reservatério de originar natimortos. A listeriose é mais
Listeria na natureza. Em um Unico estudo, comum em neonatos, idosos e pacientes
estes autores identificaram 88% de carneiros imunocomprometidos. A infeccdo é rara,
(Hemitragus jemlahicyscomo portadores  mas a taxa de mortalidade varia de 20 a 30%
de alguma espécie delListeria A e pode chegar a 75% nos grupos de risco



(Linnan et al., 1984; Gellin e Broome, 1989;
Schuchat et al., 1991).

leite pasteurizado foi considerado como
veiculo (Fleming et al., 1985), e o outro, na
Califérnia, em 1985, no qual queijo estilo
A sobrevivéncia e a proliferacédo Histeria Mexicano foi o veiculo. Este surto envolveu
spp. em alimentos, sobretudo em produtos 148 casos e 48 mortes e, provavelmente, foi
lacteos, crus e pasteurizados, sdo o alerta final para o papel do alimento como
consideradas bastante elevadas. Tanto asdisseminador de listeriose (James et al.,
espécies patogénicas quanto as ndo 1985). No surto de Massachusetts, 49
patogénicas podem estar presentes (Bearns epacientes adquiriram listeriose e 14 (29%)
Girard, 1958; Fernandez-Garayzabal et al., morreram. De 40 isolados del.
1986; Faber e Peterkin, 1991). H4 relatos da monocytogeneslisponiveis para testes, 32
sobrevivéncia, em produtos lacteos, lde pertenciam ao sorotipo 4b (Fleming et al.,
innocua (ndo patogénica) e L. 1985). Este sorotipo € responsavel por 33 a
monocytogeneqpatogénica) por mais de 50% dos casos esporadicos de listeriose ao
178 e 140 dias, respectivamente (Erkmen, redor do mundo e por todos 0s principais
1995; Oztirrkogtu et al., 2006). surtos ja descritos (Rocourt e Cossart, 1997).

Rosenow e Marth (1987) analisaram o
crescimento dd.. monocytogenesm leite

integral, leite desnatado, leite achocolatado e
creme de leite armazenados em varias

No caso especifico do surto de
Massachusetts, ndo foi encontrada nenhuma
evidéncia de falha na pasteurizacdo do leite
na industria. Levantou-se a hipétese de que
temperaturas e observaram que este L. monocytogenepoderia ndo ser destruida
patbgeno € capaz de se proliferar em pela pasteurizacdo (Bradshaw et al., 1985).
temperaturas que variam de 4 a 35 °C. O Entretanto, varios estudos jA comprovaram
menor tempo de geracdo foi observado na que a pasteurizacéo rdpida do leite, 72 a 75
temperatura de 35 °C; porém, em todas as °C por 15 a 20 segundos € adequada para

temperaturas avaliadas (4, 8, 13, 21 e 35 °C) destruir este patdogeno no leite integral

houve crescimento da populagdo de
monocytogenesicancando T0UFC mL",
valor este superior ao minimo considerado

(Bradsahw et al., 1989; Farber et al., 1988;
Mackey e Bratchell, 1989;). O importante
trabalho de Bradshaw et al. (1985), que

capaz de causar toxinfeccao alimentar, que € estudou a termorresisténcia desta bactéria

de 16 UFC mL™.

Alguns surtos envolvendo. monocytogenes
foram relatados e varios alimentos foram
incriminados, como leite cru e pasteurizado,
queijos, manteiga, carne crua e cozida,
patés, vegetais, peixes e pratos prontos
(Schlech et al., 1983; Fleming et al., 1985;
James et al., 1985; Linnan et al., 1988;
McLauchlin et al., 1991; Jensen et al., 1994;
Bula et al.,, 1995; Goulet et al.,, 1995;
McLauchlin, 1996; Dalton et al., 1997; Hurd
et al., 2000; Lyytikdinen et al., 2000; Boggs
et al., 2001).

Dois surtos importantes ocorreram nos EUA
na década de 1980. Um deles ocorreu no

durante dois anos, demonstrou que 71,7 °C
por 15 segundos foi o bindmio
tempo/temperatura suficiente para inativar
monocytogeneem leite cru contaminado
com 15 log deste microrganismo.

A taxa de prevaléncia de monocytogenes
no leite varia muito entre os diversos estudos
e pode ser influenciada por vérios fatores,
tais como regido geografica, estacdo do ano,
tamanho da fazenda, niUmero de animais na
propriedade e manejo sanitario (Rohrbach et
al.,, 1992). O consumo de leite cru ou

submetido ao tratamento térmico
inadequado tem sido associado a varios
surtos de DTA causados porL.
monocytogenes (Fleming et al.,, 1985;

Estado de Massachusetts, em 1983, no qual Linnan et al., 1988; Dalton et al., 1997).



Devido a gravidade das infec¢cbes comeércio varejista de Campinas, Sao Paulo.
produzidas, principalmente em grupos de Os resultados obtidos por Oliveira (1993)
risco, varios paises tém adotado uma politica demonstraram que uma (2%) amostra de
exigente para controle de monocytogenes  queijo Minas Frescal colhida no varejo de
em alimentos (Carvalho, 2003). Goiania, Goids, foi positiva para este
microrganismo.
Figueiredo (2000) avaliou a ocorréncia do
génerolListeria na linha de processamento Allmann et al. (1995), aplicando a técnica de
de leite pasteurizado. Neste estudo, PCR, investigaram a presenca de
coletaram-se amostras de leite cru e monocytogenesem leite cru, manteiga,
pasteurizado, ambiente, agua, embalagem, queijo e iogurte produzidos a partir de leite
equipamentos e utensilios. De acordo com cru. Esses autores observaram que a taxa de
0s seus resultados, verificou-se que, das 260 contaminacdo dos produtos lacteos por este
amostras analisadas, espécies do géneromicrorganismo foi de 13%. Sendo assim, o
Listeria foram isoladas em 39 amostras consumo de produtos lacteos nédo
(15%), sendo 19 (7,3%) amostras positivas pasteurizados pode estar associado a
paralL. monocytogenes ocorréncia de listeriose na populacao.

Jayarao e Henning (2001), ao avaliarem 131 Cento e trés amostras de diferentes tipos de
amostras de leite cru, pesquisaram a queijos (47 tipo Minas Frescal, 32
presenca de varios patdégenos no leite, entre Gorgonzola, 11Brie, seisCamemberttrés
eles L. monocytogenes Seus resultados Ricota, dois Roquefort e dois Chedday,
demonstraram que seis amostras comercializados na cidade do Rio de
apresentaram-se  positivas para este Janeiro, foram analisados com o objetivo de
patégeno. Contaminacdo fecal pode ser a avaliar a incidéncia dé.. monocytogenes

fonte da presenca de monocytogenegso Das 103 amostras, 11 (10,7%) estavam

leite. contaminadas conh. monocytogenesDas
207 amostras identificadas comd..

A presenga dd.. monocytogeneem leite monocytogenes 59,9% pertenciam ao

pasteurizado foi também observada por sorotipo 1/2a, 27,5% ao sorotipo 1/2b e
Ahmed e Hussein (2005). Estes 12,6% ao sorotipo 4b. Todos esses sorotipos
pesquisadores analisaram leite e creme detém sido envolvidos em surtos e casos
leite pasteurizados comercializados no Egito esporadicos de listeriose de origem
e detectaram este patdgeno em 4% das alimentar em diversos paises (Silva, 1997).
amostras de leite pasteurizado. Nenhuma
amostra de creme de leite apresentou Hofer et al. (2000) fizeram um levantamento
monocytogenesAlém disso, tais autores das espécies ddsteria e 0s sorotipos mais
avaliaram a termorresisténcia desta bactéria prevalentes no Brasil, em 3.112 amostras de
e detectaram que quanto mais tempo o Listeria isoladas de diferentes fontes: 247
alimento ficar em ebulicdo tanto menor é a (9%) do homem; 239 (7,6%) de animais;
contagem bacteriana. Manter o alimento em 2.330 (74,8%) de alimentos; 296 (9,5%) do
ebulicdo durante quatro minutos parece ser ambiente. As bactérias eram provenientes de
suficiente para elimindt. monocytogenes diferentes regides do pais e foram coletadas
durante o periodo de 1971 a 1997. As
Pesquisas realizadas por Destro et al. (1991) seguintes espécies foram identificadas no
e Vieira (2000) evidenciaram a ocorréncia estudo: L. innocua (2269 - 72,9%),L.
de L. monocytogenegespectivamente, em  monocytogene§774 — 24,8%)L. seeligeri
duas (10%) e cinco (25%) amostras de (37 — 1,1%),L. welshimeri(22 — 0,7%),L.
queijo industrializado, coletadas no grayi (9 — 0,2%) €. ivanovii (1 — 0,03%).



L. monocytogenefoi representada por dez
sorotipos, sendo o 4b (352 — 11,3%) o mais
prevalente, seguido por 1/2a (162 — 5,2%) e
1/2b (148 — 4,7%).

De acordo com Nichols et al. (1997), 16
(1%) de um total de 1.437 amostras de
queijos  frescos comercializados na
Inglaterra e Pais de Gales foram positivas
para L. monocytogenes Listeria spp.

também foi isolada de 51 (4%) amostras.

Brigido et al. (2004), analisando amostras de
queijo Minas Frescal comercializadas em
cidades do interior do Estado de S&o Paulo,
detectaram a presenca ldemonocytogenes
em uma (4,5%) amostra.

Elevada incidéncia de. monocytogenesm

queijos Minas Frescal foi observada por
Silva et al. (2004a), na cidade de Pelotas,
Rio Grande do Sul. Os resultados
evidenciaram que 26,7% das amostras

Entretanto, todas as amostras positivas para estavam contaminadas. Tais resultados, em

Listeria apresentaram contagens inferiores a
107 UFC g~

No estudo de Silva et al. (1998a), os quais
avaliaram amostras de varios tipos de
queijos comercializados no mercado
varejista do Rio de Janeiro, quanto a
presenca dd.isteria spp, observou-se que,

virtude da elevada incidéncia, implicam em

risco para a populacdo, uma vez que o queijo
€ consumido pelo consumidor sem que se
realize mais nenhum tipo de tratamento
térmico.

A ocorréncia delListeria spp. em pontos
criticos de controle e no ambiente de

das 103 amostras analisadas, 11 (10,68%) processamento de queijo tipo Minas Frescal
estavam contaminadas por L. em dois laticinios na Bahia foi determinada
monocytogenes A maior incidéncia do por Silva et al. (2003). Neste estudo os
patdgeno (41,17%) foi observada em queijos autores observaram que, na fabricacdo deste
Minas Frescal fabricados artesanalmente. Os tipo de queijo, 0s pontos criticos de controle
queijos Minas Frescal industrializados incluem a recepcdo do leite cru, a
apresentaram-se bem menos contaminados pasteurizacdo, a coagulacdo e a estocagem
(3,03%). Mais uma vez evidencia-se a do produto acabado. Em uma das fabricas,

necessidade da pasteurizagdo do leite paral. monocytogene®i isolada de amostras de

diminuir o risco de DTA.

Em estudo conduzido por Carvalho (2003),
verificou-se a presenca de innocuaem
trés amostras de queijo Minas Frescal
fabricado com adicdo de coalho latico
(acidificacdo direta). De acordo com o
mesmo autor, a presenca ldeinnocua em
queijos obtidos por processamento com
cultura latica, indica a possibilidade da
ocorréncia dd.. monocytogenesm queijos
submetidos  ao mesmo  tipo de
processamento. Silva et al. (1999a) também
isolaram L. innocuano processamento de
queijo Minas Frescal. Neste estudo, 11,1%
das amostras de leite cru de um laticinio
estavam contaminadas com este
microrganismo.

leite cru (16,7%) e de amostras do chdo da
sala de refrigeracdo dos queijos (14,3%).
Dois sorotipos, 4b e 1/2a, foram observados
entre as amostras de. monocytogenes
isoladas.

Kells e Gilmour (2004) monitoraram,
durante um ano, dois laticinios, na Irlanda.
A incidéncia deListeria nos equipamentos
foi de 18,8% (6,3%_. monocytogengsno
ambiente foi de 54,7% (40,6%L.
monocytogengse no leite cru de 44,4%
(22,2% L. monocytogengs Em uma
ocasiao,L. welshimerifoi isolada de leite
pasteurizado, provavelmente demonstrando
contaminacao pds-pasteurizacao.

Rocha (2005) realizou um estudo da
presenca dé&. monocytogenesm industria
processadora de queijo Minas Frescal.



Foram analisados 20 queijos Minas Frescal, envolvidos tanto em surtos de listeriose
120 amostras de superficie do ambiente apds quanto em casos esporadicos da enfermidade
0 processamento dos produtos, além de 10 (Rocourt e Cossart, 1997).
amostras entre leite cru e pasteurizado.
Neste estudo, ndo se isolouL. Silva et al. (2004b) investigaram amostras
monocytogenesNo entanto, a ocorréncia e de linguica frescal em frigorificos, sob
disseminacdo de quatro outras espécies doinspecao estadual, de Pelotas, Rio Grande do
género . seeligerj L. innocua L. Sul, e observaram que 100% das amostras
welshimeriie L. grayi) nos varios pontos da  estavam contaminadas cdusteria spp.L.
linha de producéo indicam a potencialidade innocua foi isolada com maior frequéncia,
da ocorréncia de. monocytogenes em 96,7% das amostras, seguida for
monocytogeneem 29,3% elL. welshimeri
Uma das vias de contaminacdo de queijos em 24,4%. A presenca destes
por patbgenos consiste na salmoura utilizada microrganismos nas amostras analisadas, em
durante a fabricacdo. A contaminacdo da especial no produto final, demonstra a
salmoura ocorre, sobretudo, quando o queijo necessidade de readequacdo nas praticas de
¢é fabricado a partir de leite cru, ou quando a limpeza e sanificacdo das plantas de
pasteurizacdo € realizada de maneira processamento analisadas, bem como
inadequada, ou pela contaminacdo da representa risco potencial de listeriose ao
matéria-prima apO0s a pasteurizacdo. Uma consumidor. A  ocorréncia de L.
vez contaminada a salmoura, outros lotes de monocytogenesm lingticas do tipo frescal,
gueijos que passem por esta podem ser no Brasil, também foi relatada por Destro
contaminadosL. monocytogeneé capaz de (1990), que isolou o patégeno em 80% das
sobreviver longos periodos em salmouras amostras coletadas em Sdo Paulo, e por
tipicas de queijos (Larson et al., 1999). Silva (1996), em Contagem, Minas Gerais,
que encontrou este microrganismo em 6,6%
Outros estudos realizados no Brasil das linglicas de carne suina e de frango.
(Casarotti et al.,, 1994; Corbia et al., 1999;
2001; Peresi et al., 2001; Sa, 2003) ndo Na Espanha, foi observada alta incidéncia de
detectaram a presenca ldemonocytogenes L. monocytogenesm carne de frango crua,
em amostras de queijo Minas Frescal, havendo 36,1% de amostras positivas.
expostas a venda no comércio de Piracicaba Apesar da alta incidéncia do patdgeno, neste
— SP, Rio de Janeiro — RJ, Sao José do Rio caso, este tipo de produto apresenta baixo

Preto — SP e Uberlandia - MG, risco de transmissao de listeriose, visto que,
respectivamente. Padilha et al. (2001) geralmente, passa por alto aquecimento
também ndo isolararh. monocytogenede antes de ser consumido (Vitas et al., 2004).

50 amostras de leite cru e 250 amostras de
leite pasteurizado comercializadas no Recife O interesse pela identificacdo disteria em
— PE. alimentos, particularmente por L.
monocytogenevem se intensificando desde
Outros produtos de origem animal também a década de 1980, em funcdo dos varios
podem ser veiculadores dasteria spp. e surtos e casos esporadicos de listeriose de
podem também representar risco para a origem alimentar ocorridos no Canada, EUA
saude publica. Embora as carnes frescase Europa. Dessa forma, uma grande
apresentem, geralmente, baixas contagens devariedade de métodos bacteriolégicos,
L. monocytogenesa medida que aumenta incluindo meios de culturas, foram
seu grau de processamento, aumenta o riscopropostos, objetivando acelerar o]
de contaminacdo (Jay, 1996). Por esse rastreamento de. monocytogenesos mais
motivo, diversos derivados carneos tém sido diversos tipos de alimentos (Buchanan et al.,



1989; Dominguez-Rodriguez et al., 1988;
Curts et al., 1989; Destro et al., 1992; Hayes
et al., 1992; Yu et al., 1995; Furlanetto et al.,
1996).

A variedade de protocolos existentes para a
pesquisa d&. monocytogenesm alimentos

realizada bioquimicamente
Herman, 2004).

(Rijpens e

A politica de tolerdncia zero pard.
monocytogeneem alimentos prontos para o
consumo, aliada a obrigatoriedade da
aplicacdo do sistema de Analise de Perigo e

e outras amostras de interesse para aPontos Criticos de Controle (APPCC) nos

industria de alimentos é muito grande, o que
dificulta a escolha daquele que possa
apresentar melhores  resultados. Os
protocolos recomendados nas metodologias
tradicionais envolvem varios caldos de pré-
enriguecimento e enriquecimento seletivo,
assim como plaqueamento em meios de
isolamento seletivo, alguns deles muito
inibitorios, de execucao laboriosa e lenta,

além de néo apresentarem sensibilidade paraenriquecimento

detectar pequenos nameros do
microrganismo em alimentos contaminados
(Almeida e Almeida, 2003; Rodrigues et al.,
2003). Dentre os meétodos convencionais
para deteccdo e isolamento dé.
monocytogenes destacam-se 0s
recomendados peldJ. S. Department of
Agriculture (USDA), peloFood and Drug
Administration (FDA) e pelo Health
Protection Branch do Canada (Lovett,
1988).

estabelecimentos processadores de alimentos
em nivel universal, inclusive no Brasil,
apontam a necessidade de métodos rapidos,
sensiveis, de baixo custo, simples e de facil
interpretacdo para deteccdo especificd.de
monocytogene¢Brasil, 1993; Brasil, 1998;
Almeida e Almeida, 2003).

Véarios métodos rapidos, em que a etapa de
foi modificada e a
identificacdo bioquimica foi substituida por
técnicas imunolégicas ou moleculares,
foram desenvolvidos e comercializados com
intuito de acelerar o diagndstico de
monocytogenesem alimentos, sobretudo
produtos lacteos (Notermans et al., 1991;
Hill, 1996; Jersek et al., 1996; Sheu et al.,
1998; Manzano et al., 1998; Pimenta et al.,
1999; Peng e Shelef, 2000; Hudson et al.,
2001; Pelisser et al., 2001; Mereghetti et al.,
2002; Aznar e Alacon, 2003; Koo e Jaykus,
2003). Alguns desses métodos podem

Contudo, ndo hd um consenso em relacdo aoreduzir o tempo de analise e diagndstico

melhor método para a deteccdo dle
monocytogenesem alimentos, visto que
varios métodos ja foram propostos por
diferentes  organizagdes. Os  Varios
procedimentos especificam um periodo total
de enriquecimento de 48 horas; porém, eles
diferem quanto ao tipo de meio de
enriquecimento (meio seletivo ou néo
seletivo) e os meios seletivos em placas
(Martin et al., 1984; Donnelly e Baigent,
1986; Doyle e Schoeni, 1986; Lovett et al.,
1987; Pini e Gilbert, 1988; Silva et al.,
1998b; Pinto et al.,, 2001; Almeida e
Almeida, 2003; Rodrigues et al., 2003).
Independentemente do método usado, a
identificacdo microbiolégica positiva de
monocytogenepode demorar de sete a 12
dias, quando a confirmagdo presuntiva €&

para apenas 55 horas (Fluit et al., 1993).
Entretanto, varios estudos tém demonstrado
que o uso de varios procedimentos de
enriquecimento aumenta a taxa de
isolamento de.isteria nos alimentos (Duarte
et al., 1999; Pritchard e Donnelly, 1999;
Donnelly, 2002).

Sendo assim, Rijpens e Herman (2004), para
verificar qual € o procedimento mais
adequado para isoldr. moncytogenesle
queijos, realizaram um estudo comparando
métodos de enriquecimento, associando-0s a
técnica de PCR. Estes pesquisadores
observaram que os resultados dependeram
do tipo de queijo analisado. Para queijos
frescos, como Minas Frescal, os melhores
resultados foram obtidos com o



procedimento de enriquecimento seletivo metodologias de pesquisa e niveis de

completo. tolerdncia para L. monocytogenesem
alimentos.  Recentemente, o0 Codex

Ultimamente, técnicas moleculares tém sido Alimentarius preparou um documento que

utilizadas para  deteccédo de L. inclui consideracdes sobre metodologia e

monocytogenesm alimentos, sobretudo em riscos deste microrganismo em alimentos, a

produtos lacteos. Zeng et al. (2006) fim de uniformizar os critérios em todo o

utilizaram uma reacgédo de PCR para detec¢do mundo (Vitas et al., 2004).

deste patdgeno no leite. As vantagens dessa

técnica incluem: resultado rapido, deteccao

de 1,45x10 UFC mL" e possibilidade de 2 4 Saimonella spp.

deteccdo dd.. monocytogenesiretamente

do leite, sem necessidade de

| elS Pr€- O primeiro relato de associacéo de infecgéo
enriquecimento.

intestinal no homem comSalmonella
ocorreu no inicio do século XVIII, o qual,
posteriormente, foi identificado como um
caso de febre tiféide. Mais tarde, estudos
realizados na Europa permitiram o
isolamento e a caracterizacdo do bacilo
causador da febre tifoide e o
S ) desenvolvimento de testes sorolégicos para a
laticinios (Silva et al., 2003). Algumas eteccso deste grave agente causador de
medidas alternativas ja foram atestadas para infecgdo no homem, identificando-o como
controlar 0 crescimento de L. SalmonellaD'Aoust, ’1997)_

monocytogeneem alimentos. A adicdo de
cultura de Lactococcus lactisssp. lactis
produtora de bacteriocina foi empregada,
com sucesso, no controle de crescimento
deste patégeno em queijos Cheddar (Zottola
et al., 1994; Buyong et al., 1998).

Para prevenir a presenca de.
monocytogenesem leite e derivados é
importante a adocdo de boas praticas
agropecuarias, boas préticas de fabricacdo e
aplicacdo de conceitos de programas de
controle de qualidade total na industria de

Salmonella spp. é uma bactéria Gram
negativo, aerdbia e anaerébia facultativa,
pertencente a familiBnterobacteriaceaeA
maioria das espécies &almonellaé movel,
pela presenca de flagelo, porém ha espécies
imoveis, como, por exemploSalmonella
pullorum e S. gallinarum Esta bactéria
cresce bem a 37 °C e metaboliza a glicose e
outros acucares, produzindo acido e gas. E
oxidase negativa e catalase positiva, utiliza
citrato como Unica fonte de carbono,
geralmente produz &cido sulfidrico e néo
hidrolisa a uréia. Usualment&almonella
produz acido e gas a partir da glicose

A populacdo em expansdo de pessoas
altamente susceptiveisla monocytogenes
(portadores do virus HIV e pacientes
submetidos a terapia com
imunossupressores) associada a alta
prevaléncia do patégeno em alimentos
fazem com que sejam necessarias medidas
de controle, prevencéo e reducéo do risco de

Ilstertl)oTe. Para d_tanto, g’ neceslsarlo presente no meio TStriple sugar iron e
estabelecer procedimentos de controle em o054 gicalina a partir da descarboxilagéo

diferentes pontos na cadeia de producdo de 4, |isina a cadaverina no meio Liygine
alimentos, e aumentar a amostragem durante ;. agal). Atualmente, 2.375 sorotipos de

0 processamento e a distribuicdo dos gaimonella sd0 reconhecidos (D'Aoust,
alimentos. Em adi¢do, em virtude da livre 1997).

circulacdo de alimentos entre diferentes
paises, parece légico adotar uma politica
similar nas agéncias reguladoras de cada
pais, principalmente no que diz respeito as

Salmonellaé ubiglia no ambiente e presente
também em indUstrias processadoras de



carne, sobretudo de suino e aves, uma vez diarréia e vomito. O periodo de incubacéo
gue essas espeécies consistem nos principaisvaria, em média, de 24 a 48 horas. A taxa de
reservatorios desta bactéria, pois sao mortalidade de infeccdo pdalmonellaé
portadores sdos. Esta bactéria habita o trato baixa, entretanto pode ser mais alta em
gastrointestinal de todos os mamiferos de criancas e idosos (Bradshaw et al., 1987).
sangue quente, inclusive o homem. Produtos

de origem animal crus, assim como outros Jayarao e Henning (2001) pesquisaram a
alimentos, frutas e vegetais, particularmente presenca d&almonellaem 131 amostras de
aqueles susceptiveis a contaminacdo fecal, leite cru. Seus resultados demonstraram que
também sdo importantes veiculadores de oito amostras apresentaram-se positivas para
Salmonella Esta bactéria € incapaz de este patdgeno. Os isolados 8almonella
sobreviver a pasteurizacdo; assim, o0s pertenciam aos grupos D (4), B (2), C (1) e
produtos lacteos se contaminam como E (1), os quais ja foram identificados como
resultado de contaminacao pés- importantes causas de doencas em bezerros,
pasteurizacd{Bradshaw et al., 1987). vacas e no homem.

Salmonella entericassp. enterica sorotipo Véarios surtos pelo consumo de produtos
Dublin causa infeccdo em bovinos de todas lacteos pasteurizados contaminados com
as idades e ja foi isolada de rebanhos em Salmonellaspp. ja foram relatados (Johnson

todo mundo (Walker, 1995). Esta bactéria et al., 1990). D’Aoust et al. (1985) relataram

foi isolada de rebanhos leiteiros na surto de salmonelose pelo consumo de
Dinamarca, presente tanto nas fezes dos queijo Cheddar no Canada e Ryan et al.
animais quanto no leite. Sendo os animais (1987) relataram a ocorréncia de surtos pela
portadores sédos desta bactéria, ha o risco damesma bactéria pelo consumo de leite
presenca dela nos seus produtos, como carnepasteurizado. Outro surto  importante

e leite. Casos no homem sédo incomuns, mas envolvendo leite pasteurizado ocorreu em

pessoas acometidas podem apresentar
sintomas graves, culminando, inclusive, com
a morte (Li et al., 1999). Dessa forma, evitar
0 consumo de produtos de origem animal
crus € importante para prevenir a
contaminacgdo poBalmonella(Wedderkopp

et al., 2001).

Salmonellaé a principal causa de DTA de
origem Dbacteriana nos EUA, sendo
responsavel por 800.000 a quatro milhdes de
casos de infeccbes no homem, a cada ano.
Aproximadamente 25% dos casos de
salmonelose reportados ao Centro de
Controle de Doencas (CDC) séo atribuidos
ao sorotipo Typhimurium (Cody et al.,
1999). A ocorréncia de salmonelose nos
EUA, desde 1962, cresce cerca de 40.000
casos por ano (Chalker e Blaser, 1988; Cody
et al., 1999).

A salmonelose € caracterizada pela
ocorréncia dos seguintes sintomas: febre,

Chicago, EUA, em 1985. Neste surto, mais
de 23.000 casos foram confirmados
laboratorialmente e 10% dos pacientes
desenvolveram artrite como sequela da
salmonelose (Donnelly, 1990).

A importancia do leite pasteurizado como
fonte de salmonelose ainda néo foi
determinada. Nos EUA, de 1960 a 2000, 12
surtos de DTA foram associados ao
consumo de leite pasteurizado. Desses 12
surtos, sete tiveram como causa da presenca
do patdégeno no leite, a contaminagédo pos-
pasteurizacao e cinco surtos foram causados
por SalmonellgOlsen et al., 2004).

Olsen et al. (2004) também relataram surto
de toxinfeccdo alimentar pelo consumo de
leite pasteurizado, no estado da Pensilvania,
EUA, tendo como causdalmonella enterica
ssp.entericasorotipoTyphimurium, um dos
sorotipos mais comuns @&almonella Neste
surto, 93 pessoas (76 do Estado da



Pensilvania e 17 do Estado de Nova Jersey) consumo de queijo produzido a partir de
apresentaram sintomas de salmonelose eleite cru, na Califérnia, EUA, foram
foram constatadas como portadores da relatados por Cody et al. (1999). Estes
bactéria. O leite consumido pelos autores observaram que, no surto um, 31
acometidos foi proveniente de um laticinio pacientes, 0s quais consumiram queijo tipo
que beneficiava leite cru de 59 fazendas do Mexicano, foram confirmados,
estado da Pensilvania e foi contaminado laboratorialmente, como portadores de
apos a pasteurizagdo. Durante o estudo SalmonellaTyphimurium DT 104. Durante
epidemiolégico do surto, observou-se que a o surto dois, a mesma bactéria foi isolada de
industria apresentava condicBes higiénico- 79 pessoas que consumiram queijo
sanitarias inadequadas, tais como excesso deMexicano  adquirido de  vendedores
umidade e condensagdo na sala de ambulantes ou que consumiram leite cru.
beneficiamento e estocagem do leite
pasteurizado. Essas condi¢Bes, neste caso,Villar et al. (1999) também estudaram um
podem ter favorecido a contaminacdo do surto de DTA envolvend&almonellavar.
leite apds o tratamento térmico. Typhimurium DT 104 pelo consumo de
queijo produzido a partir de leite cru, no
De Buyser et al. (2001) realizaram um estado de Washington, EUA. O surto
levantamento sobre as implicacdes do leite e ocorreu em 1997, havendo a confirmacéo de
derivados em surtos de toxinfeccbes 54 casos de infeccdo por este patébgeno. A
alimentares na Franca e em mais sete paisesidade média dos pacientes era de quatro anos
desenvolvidos (Canada, Dinamarca, e 91% deles eram de origem hispéanica. Eles
Escécia, EUA, Holanda, Suécia, Inglaterra e reportaram sintomas tais como diarréia, dor
Pais de Gales). Neste estudo, os autoresabdominal, febre e vémitos, sendo que cinco
consideraram quatro patégen&almonella pacientes necessitaram de hospitalizacéo.
spp.,S. aureusL. monocytogenes E. coli. Setenta e sete por cento dos pacientes
Eles observaram que o leite e derivados sao relataram o consumo, sete dias antes, de
responsaveis por um a cinco por cento do queijo Mexicano, o qual é produzido a partir
total de surtos causados por bactérias. De de leite cru. Mais uma vez pode-se observar
um total de 60 surtos estudad8simonella que casos de salmonelose podem estar
spp. foi responsével por 29 surtos, sendo o vinculados ao consumo de leite e derivados
principal patégeno associado a DTA. ndo pasteurizados.

A emergéncia de Salmonella var. Salmonellaspp. pode ser transferida para os
Typhimurium DT 104 tem preocupado os queijos pela salmoura. A presenca de
orgdos responsaveis pela salde humana eproteina e outros compostos nitrogenados
animal, devido a sua resisténcia advindos dos queijos na salmoura parecem
cromossomal para, pelo menos, cinco aumentar a sobrevivéncia microbiana.
antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, Pesquisas j& mostraram que a salmoura pode
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina. conter diversos tipos de microrganismos
Leite cru, seus derivados e infeccdes do (Ingham et al., 1997). Sendo assim, a
gado leiteiro tém sido implicados em casos sobrevivéncia, por varias semanas, de
de infec¢cdes humanas, que sao associadas asSalmonella Typhimurium em salmouras
maiores taxas de hospitalizacdo e de tipicas de queijos também ja foi atestada
mortalidade (Cody et al., 1999; Villar et al., (Ingham et al., 2000).
1999).

Apesar deSalmonellaser um importante
Dois surtos envolvenddSalmonella var. patbgeno  causador de toxinfeccdes
Typhimurium DT 104 e associados ao alimentares em todo o mundo, no Brasil



varios estudos que investigaram este
patbgeno em leite e derivados ndo o
encontraram. Corbia et al. (1999) analisaram
queijo Minas Frescal comercialmente

disponiveis para consumo no Estado do Rio
de Janeiro; Pereira et al. (1999) analisaram
amostras de queijos tipo Minas (frescal e
padrdo) com e sem registro no Servico de
Inspecgéo Federal (SIF) e vendidos em Belo
Horizonte, Minas Gerais; Tinoco et al.

(2002), o0s quais avaliaram leites

pasteurizados produzidos em Minas Gerais;
Almeida e Franco (2003), os quais avaliaram
queijos tipo Minas Frescal comercializados
no Rio de Janeiro; Barros et al. (2004), que
avaliaram amostras de queijo Minas Frescal
comercializadas na cidade do Rio de
Janeiro; Brigido et al. (2004) avaliaram

amostras de queijo Minas Frescal em
cidades do interior do Estado de S&o Paulo;
Bricio et al. (2005), os quais avaliaram leites
pasteurizados comercializados no Rio de
Janeiro; Gusmao et al. (2005), que, em seu
estudo, analisaram amostras de leites
pasteurizados comercializados em regido do
Estado de Sao Paulo; e Macedo e Pflanzer
Juanior (2005) que, por sua vez, analisaram a

qualidade  microbiolégica de leites
pasteurizados comercializados na regido
metropolitana de Curitiba, Parana, em

nenhum desses trabalh&almonellaspp foi
isolada de produtos lacteos.

Por outro lado, Peresi et al. (2001)
analisaram amostras de queijos Minas
Frescal comercializados em feiras livres e

envolvido. Para tal, a eletroforese em campo
pulsado (PFGE) consiste em uma excelente
técnica (Liebana et al., 2002).

E bastante claro que a ocorréncia de
salmonelose na cadeia de alimentos em todo
0 mundo €& corrente e sua repercussao em
saude publica consiste em uma causa
importante. Ao menos que mudancas
significativas nas préticas agropecuarias
sejam implementadas, a ocorréncia de
toxinfec¢des alimentares tendo como causa
Salmonelladeve continuar (D’Aoust, 1997).

2.5 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus apresenta 35
espécies e 17 subespécies, seddaureusa
espécie tipica e o principal patégeno do
género (Bannerman, 2003). Esta bactéria &
classificada como cocos, normalmente
ocorre em cachos similares aos de uva
(podem aparecer aos pares ou em cadeias
curtas), € Gram-positiva, imovel e néo
esporulada. E aerébia e anaerobia
facultativa, catalase positiva, geralmente
oxidase negativa, fermenta carboidratos, e
pode produzir enterotoxinas (Barrow e
Feltham, 1993; Bannerman, 2003; Germano
e Germano, 2003). Ela é considerada uma
das mais resistentes bactérias patogénicas
ndo formadoras de esporos, inclusive no que
diz respeito a resisténcia a antimicrobianos
(Barrow e Feltham, 1993; Jablonski e

supermercados da cidade de S&o José do Riogohach, 1997: Germano e Germano, 2003:

Preto, Sdo Paulo e identificarésalmonella
spp. em duas amostras produzidas
artesanalmente.

Rapini et al., 2004).

As exigéncias nutricionais d®. aureussao
poucas, cresce bem nos meios de cultura

Um dos metodos mais eficientes para comuns como o caldo e agar simples. As
deteccao e identificagdo dgalmonellaem bactérias pertencentes ao género

amostras provenientes de animais, do Staphylococcus  s30 tolerantes a
homem e de alimentos € a teécnica de PCR concentracses de 10% a 20% de NaCl e
em tempo real. Apds a identificacdo do {gmpém a nitratos, permitindo assim seu

patégeno, € importante realizar @ crescimento em alimentos curados (Murray
fagotipagem daSalmonella a fim de se gt 1., 1998; Corbia et al., 200®. aureusé

conhecer exatamente qual € 0 sSOrotip0 ymga bactéria mesdfila, multiplica-se entre 7



°C e 48 °C, sendo 37 °C a temperatura 6tima 10° UFC por grama de alimento (Forsythe,
de crescimento. Suas enterotoxinas sao 2002).

produzidas entre 10 °C e 48 °C; contudo, a

faixa de 40 °C a 45 °C é considerada 6tima Apesar de muitos autores afirmarem que
para seu desenvolvimento (Bergdoll, 1989). somente as espécies d&taphylococcus
As faixas de pH e atividade de agua (Aa) produtoras da enzima coagulase sejam
suportadas pela bactéria e toxina sdo amplas, capazes de produzir enterotoxinas (Pereira et
sendo o pH 6timo de 7 a 7,5 e € o agente al., 2001); atualmente, acredita-se que outras
patogénico bacteriano mais resistente com espécies deStaphylococcugambém sejam
relacGo a Aa diminuida (Adams e capazes de produzir enterotoxinas, tanto as
Motarjemi, 2002). Em geral, os casos de espécies coagulase positivas quanto as
toxinfeccdo alimentar sdo provocados por espécies coagulase negativas (Orden et al.,
alimentos que permaneceram nesse intervalo 1992; Anunciacdo et al., 1994; Carmo et al.,
de temperatura por tempo variavel. Em 2002; Lamaita et al., 2005; Rapini et al.,
condi¢des otimas, as enterotoxinas tornam- 2005). Veras et al. (2008) desenvolveram
se evidentes em quatro a seis horas (Francoum importante trabalho analisanSoaureus

e Landgraf, 2004). coagulase negativos isolados de produtos
lacteos. Estes autores observaram que, entre
oito isolados de S. aureus coagulase
negativos analisados, cinco apresentaram
genes que codificam enterotoxinas.

A toxinfeccdo alimentar € causada pela
ingestdo da toxina previamente formada no
alimento contend&. aureus(Carmo et al.,

1995; Carmo et al., 1996; Carmo, 1997;

Jablonski e Bohach, 1997; Forsythe, 2002;
Trabulsi et al., 2002; Sant'ana e Azeredo,
2005). Em condicbes favoraveis, o

microrganismo multiplica-se no alimento,

produzindo as enterotoxinas sem que seja
alterada significativamente a cor, o aroma e
o sabor (Santos, 1997). Até o momento, séo
conhecidos 19 tipos de enterotoxinas
estafilocdcicas (SE). Existem cinco tipos

classicos principais, SEA, SEB, SEC, SED,
SEE, e novas SE ou superantigenos
semelhantes a SE, como SEG a SEU
(Chiang et al., 2008).

Além das enterotoxinas, as amostrasSde
aureus produzem varias outras toxinas,
como a o-toxina, B-toxina, &-toxina, y-
toxina, estafiloquinases e toxina do choque
toxico; no entanto, apenas as enterotoxinas
tém interesses em alimentos. De um modo
geral, estima-se entre 0,015g e 0,375g de
enterotoxina por quilo de peso corpoéreo a
quantidade minima necesséria para causar
sintomatologias nos individuos. Essas
enterotoxinas apresentam Vvarias acodes:
emética, diarréica e entérica (Franco e
Landgraf, 2004).

Essas toxinas sdo proteinas de baixo pesoOutro fator de viruléncia d&. aureusé a

molecular, altamente termoestaveis e
resistentes a coccdo ou a enzimas
proteoliticas, permanecem ativas nos

alimentos tornando-se um risco em potencial

para a saude do consumidor e um problema proteinas

para a saude publica (Carmo, 1997; Carmo
et al.,, 2002; Forsythe, 2002; Rapini et al.,

toxina da sindrome do choque téxico
(TSST-1). A sindrome do choque todxico
pode ser causada por varias toxinas que
atuam como superantigenos, 0s quais séo
que ativam fortemente o0s
linfocitos T. A ativacdo dos linfocitos T, por
sua vez, causa a liberacdo de mediadores

2005). Uma dose de toxina menor que 1,0 que sdo responsaveis pelos sintomas. A
Hg/kg em alimentos contaminados pode doenca causada pela TSST-1 é aguda e
produzir sintomas de toxinfeccdo por caracteriza-se por febre alta, hipotensédo e
StaphylococcusEsta quantidade € produzida envolvimento de trés ou mais 6rgdos
guando a contagem de células ultrapassa desistémicos e choque letal. Essa sindrome foi



descrita pela primeira vez em 1978, prevenir a proliferacdo do microrganismo e
relacionada a infec¢des graves foraureus a sua presenga no leite cru (Hata et al.,
em criancas (Chesney, 1989; Parsonnet et 2006).

al., 1996; Santos, 2003).

S. aureusapresenta distribuicdo mundial.

A producdo de toxina da sindrome do Estima-se que 20% até 60% dos individuos
choque toéxico, assim como de outras possam ser portadores da bactéria, sem
enterotoxinas, SEA, SEB, SEC e SED, foi manifestar qualquer sintoma. Desta forma,
determinada em amostras d& aureus representam risco ao lidarem com alimentos,
isoladas de leite proveniente de vacas com pois podem contamind-los durante as fases
mastite no Estado de Minas Gerais. A de preparacdo, por meio das maos e da
verificacdo da producgéo de toxinas foi feita secregcdo oronasal (Raddi et al., 1988;
pela técnica de sensibilidade 6tima em placa Germano e Germano, 2003). Estudos ja

e das 127 amostras testadas, 60 (47%) eramisolaram S. aureusde manipuladores de

produtoras de TSST-1 e 54 (43%)
produtoras de SE (Cardoso et al., 2000).

A auséncia dés. aureusnem mesmo a sua

alimentos, superficies e ar de ambiente de
industrias de laticinios (laria et al., 1980;
Araljo-Arantes et al., 1982a; Araujo-
Arantes et al., 1982b; Raddi et al., 1988;

presenca em pequeno numero sao garantiaBrabes, 2005). Estudos epidemioldgicos de

de que o alimento seja seguro, pois
condicdes desfavoraveis para a
sobrevivéncia desse microrganismo podem
resultar em uma diminuicdo de sua
populacdo ou morte da célula microbiana,
mas se quantidades suficientes de
enterotoxinas ja tiverem sido formadas, elas
permanecem para induzir um quadro de
intoxicacao alimentar estafilococica
(Michelin, 2006).

Além do homem, outros animais podem
também ser portadores @&taphylococcus
No caso particular dos bovinos, as mastites
estafilococicas em alguns casos tém origem
em amostras humanas (Pereira et al., 1999;
Assumpcéo et al., 2003; Hata et al., 2006).
S. aureusé um dos principais agentes
etiolégicos de mastite bovina, é isolado de
casos clinicos e subclinicos da doenca, e
contamina o leite na sua obtencdo (Watts,
1988; Matsunaga et al., 1993; Booth, 1995;
Bramley et al., 1996; Brito et al., 1999; Silva
et al., 2000). Além disso, € um patdgeno
contagioso, que resiste a antibioticoterapia e
persiste por longos periodos sem provocar
sintomas. Por esta razdo, o controle da
mastite causada p&. aureug muito dificil.
Investigacbes epidemiolégicas sobre a
origem da infecgdo s&do importantes para

surtos de intoxicacdo estafilocécica tém
apontado os manipuladores como a principal
fonte de contaminacdo do alimento (Pereira
et al., 1999; Assumpcéao et al., 2003).

A presenca deS. aureusem alimentos
processados indica contaminagdo pos-
processamento, proveniente da
contaminagdo de manipuladores (Michelin,
2006). A nao utilizacdode luvas ou a
sanitizacdo inadequada das maos e
antebracos podem ser 0s motivos das
elevadas contagens deste microrganismo no
produto alimenticio (Assumpgdo et al.,
2003).

Os equipamentos e os utensilios utilizados

na preparacao dos alimentos também podem
atuar como fontes de contaminacdo, quando
0 patogeno for transferido de alimentos crus

para equipamentos e esses nao forem limpos
de maneira adequada para posterior

utilizacdo (Adams e Motarjemi, 2002).

Muitos tipos de alimentos ja foram
epidemiologicamente investigados e
relatados como capazes de suportar o
desenvolvimento d&. aureuse a producao
de enterotoxinas e este microrganismo nao
causa alteracdo das  caracteristicas



organolépticas do alimento (Sena, 2000). 2004; Lamaita et al., 2005; Macedo e
Dentre os substratos alimenticios podem ser Pflanzer Janior, 2005; Santana et al., 2006).
destacados produtos lacteos (queijos, leite Cordeiro et al. (2002) avaliaram amostras de
cru, pasteurizado e em pod, manteiga e leite pasteurizado comercializadas no Estado
sorvetes), produtos de confeitaria (tortas, do Rio de Janeiro e encontraram 83,4% de
bolos recheados e doces cremosos), carnesamostras positivas par&. aureus Este
frescas e curadas, ovos e massas alimenticiaspatdgeno também foi isolado em 10% das
(Pereira et al., 2001; Shimamura et al., amostras de leite pasteurizado
2006). comercializado na regido metropolitana de
Curitiba, Parana (Macedo e Pflanzer Junior,
Os padrBes microbioldgicos para queijos de 2005).
alta umidade, como é o caso do queijo
Minas Frescal, sdo determinados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e
pelo Regulamento Técnico Geral para
fixacdo dos requisitos microbiolégicos de
queijos do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 1996).
Estes padrBes microbiolégicosforam enterotoxinas estafilococicas (SE) e da
estabelecidos de acordo com critérios e toxina do choque toxico (TSST-1).
planos de amostragem para aceitacdo de Identificaram-seS. aureuse a producdo de
lotes da Comissdo Internacional de SEA, SEB, SEC, SED e de TSST-1, sendo
Especificactes Microbiologicas dos que dosStaphylococcusenterotoxigénicos,
Alimentos (I.C.M.S.F). Os métodos 24,6% eram coagulase positiva e 41,3%,
analiticos especificados respondem a coagulase negativa.
metodologia internacionalmente aceita.
legislacdo brasileira permite valor maximo
de S. aureusnesses queijos de 21IOFC g*
(Brasil, 1996; 2001).

Lamaita et al. (2005) analisaram 80 amostras
de leite cru refrigerado a 4 °C e estocado por
48 horas em tanques resfriadores de
propriedades rurais do Estado de Minas
Gerais quanto a contagem e identificacao de
Staphylococcus spp. e deteccdo de

A presenca deS. aureus em queijos,

sobretudo em queijos Minas Frescal é
relatada por varios autores (Carmo et al.,
1995; Sabioni e Maia, 1998; Almeida Filho

O isolamento deS. aureusem leite e em e Nader Filho, 2000; Corbia, 2000; Corbia et

outras fontes em propriedades leiteiras foi
realizado por Silva et al. (1999b), na regido
Sul do Estado do Rio Grande do Sul. Estes

al., 2002; Barros et al., 2004). Corbia (2000)
analisou amostras de queijo Minas Frescal
de trés estados brasileiros (Minas Gerais,

pesquisadores observaram a ocorréncid.de Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e observou que
aureus em 41,5% e 50% das amostras 10,56% das amostras, de cinco marcas
provenientes de propriedades com ordenha diferentes, apresentaram positividade [#ra
mecanica e com ordenha manual, aureus Entre elas, trés tinham Inspecdo
respectivamente. As amostras de méaos de Federal (SIF) e duas néo.
ordenhadores apresentaram positividade de
26,3%, as de ordenhadeiras mecanicas de Os resultados obtidos por Almeida Filho e
15,8% e as amostras de tubulagcbes de Nader Filho (2000), ao avaliaram amostras
ordenhadeiras de 10%. de queijos Minas Frescal produzidos
artesanalmente e comercializados na cidade
Outros autores também relataram a presencade Pocos de Caldas, Minas Gerais,
de S. aureuseem leite e derivados, inclusive evidenciaram a presenca & aureusem
em produtos pasteurizados, e contestam 50% das amostras, cujas contagens
sobre a qualidade desses produtos no Brasil revelaram valores médios em tono de 10
(Camara et al., 2002; Cardoso e Araujo, UFC g'l. Resultados semelhantes foram



obtidos por Loguercio e Aleixo (2001) em
queijos Minas Frescal produzidos
artesanalmente, comercializados em Cuiaba,
Mato  Grosso. Esses  pesquisadores

média, de duas a quatro horas apds a
ingestdo do alimento contaminado, sendo a
doenca normalmente autolimitante e,
geralmente, os sintomas desaparecem de

detectaram 96,67% das amsotras analisadasdois a trés dias apdés o seu inicio (Su e

com valores deS. aureussuperiores a f0
UFC ¢', estando apenas uma amostra
(3,33%) em conformidade com o padrao
legal.

Em outro estudo, 20% das amostras de
queijo Minas Frescal analisadas por Araujo
et al. (2002) estavam contaminadas for
aureus sendo que 17,7%  dessas
apresentavam valores acima do permitido
pela legislacdo brasileira. A presencaSie
aureus em 57 amostras de queijo Minas
Frescal obtidas de supermercados e de
indastria no estado do Rio de Janeiro foi
determinada por Corbia et al. (2002). Esses
autores enfatizam que a presenca Sle
aureusem gquantidade superiores aos limites

preconizados pela legislacdo sugere
contaminacdo cruzada por meio dos
manipuladores e dos equipamentos,
pasteurizacdo inadequada do leite

proveniente de vacas com mastite, e / ou a
combinacédo desses fatores.

Barros et al. (2004) isolara®. aureusde

amostras de queijos Minas Frescal
comercializadas no Rio de Janeiro. Assim
como Rocha et al. (2006), que avaliaram
sete marcas de queijos Minas Frescal,
também comercializadas na cidade do Rio
de Janeiro, a presenca & aureusfoi

detectada em todas as marcas avaliadas,

Wong, 1997; Forsythe, 2002; Le Loir et al.,

2003; Franco e Landgraf, 2004). Os

principais sintomas desta toxinfeccdo séo
vOmitos e diarréia, podendo ocorrer também
nauseas, colicas abdominais e sudorese.
Estes sintomas, que tém curta duracao,
variam com o grau de susceptibilidade do
individuo, com a concentracdo da

enterotoxina no alimento e a quantidade
ingerida (Forsythe, 2002; Bannerman, 2003;
Rodrigues et al., 2004).

Sabe-se que nos servicos de salde do Brasil
existem poucos registros epidemiologicos a
respeito de doencas veiculadas por
alimentos. No entanto, supfe-se que as
intoxicacdes estafilococicas sejam muito
comuns no pais, visto a precariedade de
saneamento béasico, bem como a falta de
nogBes basicas de higiene no ciclo produtivo
dos alimentos, além da deficiéncia nas
notificacbes de doencas (Fernandez, 2003;
Santana et al., 2006). Considerando o
namero de casos dos surtos notificados de
doencas transmitidas por alimentos no
Estado de S&o Paulo em 20(), aureus
também teve destaque por tipo especifico de
bactéria, tendo sido responséavel por 1.133
casos de toxinfeccbes notificados (Silva
Janior, 2005).

Véarios estudos demonstraram que 0 queijo

sendo que em seis 0s valores estavam acimaMinas Frescal e outros produtos lacteos

do permitido pela legislacdo brasileira.

Um dos tipos mais comuns de doencas de
origem alimentar em todo o mundo € a
toxinfeccdo causada por alimentos contendo
enterotoxinas d&. aureusdoenca de curso
rapido, em que individuos afetados

estiveram envolvidos em muitos casos
esporadicos e surtos de toxinfeccdo
alimentar porS. aureusno Brasil e em

outros paises (Carmo e Bergdoll, 1990;
Anunciacdo et al., 1994; Adesiyum et al.,
1998; Almeida Filho e Nader Filho, 2000;
Carmo et al., 2002; Asato et al., 2003; Veras

geralmente ndo necessitam de atendimento et al., 2003).Carmo e Bergdoll (1990)

médico e a maioria dos casos nao €
notificada (Rodrigues et al., 2004). O inicio
dos sintomas da enfermidade ocorre, em

registraram a ocorréncia de 18 surtos de
toxinfeccdes alimentares causadas [Sor
aureusenvolvendo o consumo de queijos e



bolos confeitados. Asato et al. (2003)
relataram a ocorréncia de um surto em

Osaka, Japéao, no ano de 2000, no qual foram

comprovados mais de 10.000 casos de
intoxicacdo estafilococica pelo consumo de
produtos lacteos contaminados.

Sabioni et al. (1988) identificaram a ingestao
de queijo Minas contaminado cdgn aureus
como causa de surto de intoxicacao
alimentar em quatro pessoas de uma familia,
das quais duas tiveram internacéo hospitalar,
em Ouro Preto, Minas Gerais. Além 8e
aureus o numero de coliformes fecais
excedia os padrdes, confirmando o alto nivel
de contaminacdo do queijo consumido.
Foram encontradas as toxinas SEA, SEB,
SED e SEE, sendo 80% do tipo A.

Em outro estudo, Sabioni (1994) verificou a
ocorréncia de um surto de toxinfeccdo
alimentar poIS. aureusa partir do consumo
de queijo Minas ndo pasteurizado, fabricado
na fazenda e comercializado pelo préprio
fabricante sem qualquer refrigeracdo. O
surto atingiu 11 pessoas, das quais trés
foram hospitalizadas. A analise do queijo
revelou niveis da ordem de ®10FC g,
indicandoS. aureuscomo agente causador.
Foram identificadas as toxinas SEA, SEB e
SED.

Dias (1995), analisando 21 surtos de
toxinfeccdo alimentar em 11 municipios do
Estado de Minas Gerais, entre 1992 e 1994,
comprovaram como principal alimento
envolvido o queijo Minas, incluindo o tipo

com evidente participacdo da toxina pré-
formada no alimento.

Silva e Castro (1995) detectaram um surto
de toxinfeccdo alimentar na cidade de
Contagem, Minas Gerais, a partir do
consumo de queijo Minas, envolvendo 14
pessoas entre 15 expostas (taxa de ataque
93,3%). Nove dos acometidos ficaram
hospitalizados, sendo que trés deles ficaram
internados por periodos de trés a seis dias,
sob tratamento a base de antibidticos. O
curso da doenca variou de trés a cinco dias e
o periodo de incubacéo de trés horas e meia
a 27 horas — média de 16:50 h. As analises
microbiol6gicas do alimento (e das fezes das
pessoas envolvidas) revelaram numeros
elevados d&. aureusfora dos padrdes para
queijos. Esses resultados, associados ao
curto periodo de incubacdo em algumas
pessoas acometidas, sugerem intoxicacdo
estafilococica.

Carmo et al. (2002) descreveram dois surtos
de toxinfeccédo alimentar p&taphylococcus
ocorridos em duas cidades do interior de
Minas Gerais: Manhuacu e Passa Quatro, em
1999. Os dois surtos envolveram 378
individuos. No primeiro surto (Manhuagu),
50 individuos ficaram doentes pelo consumo
de queijo Minas Frescal contaminado e os
sintomas, o0s quais incluiram diarréia,
vomitos e dor de cabecga, apareceram em
apenas duas horas apos a ingestao do queijo.
O segundo surto (Passa Quatro) afetou 328
individuos, os quais apresentaram diarréia e
vomito apdés o consumo de leite cru. As

Frescal. Duzentas e dezoito pessoas entre analises dos queijos consumidos no primeiro

239 expostas (91,3%) apresentaram
sintomatologia caracteristica e 49 (20,5%)
foram hospitalizadas. As mas condicbes
higiénico-sanitarias dos queijos ficaram
evidentes pela alta contaminacdo com
coliformes fecais, pois 61,9% das amostras
apresentaram valores entré #8016 NMP ¢

! S. aureusfoi encontrado em 85,7% das

surto demonstraram qu8. aureusesteve
presente em quantidades de 2,4 X 4@,0

10® UFC ¢ e produziu as enterotoxinas
SEA, SEB e SEC. Ja a analise do leite cru
indicou a presenca deStaphylococcus
coagulase negativa em quantidades que
excederam 2,0 x QWFC mL* e a producéo
de enterotoxinas SEC e SED. As

amostras, sendo apontado como 0 agente enterotoxinas especificas encontradas em

etiolégico potencial dos surtos analisados,

cada um dos dois surtos implicam que a
origem da contaminacdo no primeiro surto



parece ser proveniente dos manipuladores e, finais, além do tempo e material dispensados
no segundo caso, de mastite bovina. ao seu uso (Sant'ana e Azeredo, 2005).

Foram investigados oito surtos, por meio de O método microbiolégico utilizado para
andlises microbiologicas e de inquéritos enumeragdo d&. aureusem alimentos € o
epidemioldgicos, ocorridos na regido de Sdo de contagem em placas utilizando o agar
José do Rio Preto, Sao Paulo, no periodo de Baird - Parker. Este € o0 meio de cultura
dezembro de 2001 a abril de 2003. Desses, recomendado pelamerican Public Health
quatro (50%) foram confirmados  Association(APHA) e peloFood and Drug
laboratorialmente &. aureusfoi o agente Adiministration (FDA). As coldnias tipicas
envolvido. Os produtos de confeitaria, como sao negras, brilhantes, delimitadas e com
doces e salgados, foram os alimentos dois halos. O meio Baird-Parker utiliza a
implicados. Segundo inquéritos  habilidade que 0S. aureuspossui de se
epidemiolégicos, o numero total de desenvolver na presenca de telurito de
individuos afetados foi 52, sendo 13 a média potéssio, glicina, cloreto de litio e
de pessoas por surto e de hospitalizados setepolimixina, que s&o agentes seletivos. Suas
(13,5%). Voémitos e diarréias foram os caracteristicas diferenciais baseiam-se na
sintomas comuns e prevalentes na totalidade reducéo do telurito de potassio a telureto de
dos surtos, sendo, ainda, observada a potassio, produzindo colbénias negras, e a
presenca de febre em trés (75%) deles. O capacidade de hidrolisar a gema do ovo,
estudo dessas enfermidades é de extremaformando halos ao redor das colbnias. O
importancia, gerando subsidios aos 6rgdos piruvato de sédio é adicionado ao meio de
de saude publica para tomada de medidas decultura para melhorar a recuperagdo de
prevencédo e controle dos riscos relacionados células injuriadas, prevenindo o acumulo de
as praticas de fabricacdo e conservacdo dosperédxido de hidrogénio, que € toxico para as
alimentos, visando a reducdo de ocorréncia células. Para confirmacédo, ap0s a selecao de
de DTA (Peresi et al., 2004). placas que contenham entre 20 e 200
colénias tipicas,S. aureusresponde de
O diagnéstico da intoxicagdo estafilococica forma positiva aos testes de coagulase,
deve ser feito com base em levantamentos catalase, fermentacdo anaerdbica de glicose
do quadro clinico dos doentes e historia de e manitol, producdo de termonuclease e
ingestdo de alimentos suspeitos. Alimentos sensibilidade a lisostafina (Silva et al.,
incriminados na investigacdo  1997).
epidemiolégica devem ser isolados,
coletados e examinados. O isolamento de Contudo, hoje em dia, métodos moleculares
microrganismos de um mesmo fagotipo de estdo sendo amplamente utilizados na
fezes ou vomito de duas ou mais pessoas deteccdo deS. aureusem alimentos. A
ajudam na confirmacao da enfermidade (S&o técnica de PCR é uma das mais pesquisadas
Paulo, 2007). e atestadas na comunidade cientifica. Varios
trabalhos relatam o uso desta técnica na
A pesquisa do microrganismo em alimentos identificacdo deS. aureuse na deteccdo de
e feita por meio de sua deteccdo e genes produtores de enterotoxinas (Pitcher et
enumeracdo em meios seletivos e al., 1989; Johnson et al., 1991; Becker et al.,
diferenciais e posterior caracterizacdo pela 1998; Schmitz et al., 1998; Straub et al.,
microscopia e coloracdo de Gram e pelos 1999; Tamaparu et al., 2001).
testes de coagulase, termonuclease e
catalase. Estes testes podem requerer atéEm relacdo as medidas de controle e
quatro dias para obtencdo dos resultados profilaxia da presenca d&. aureusem
alimentos, deve-se procurar controlar sua



contaminacdo e crescimentos subseqiientesmedidas para controle de contaminacdo
de S. aureusnos alimentos (Hayes, 1993). cruzada do alimento (Adams e Motarjemi,
As enterotoxinas podem ser evitadas 2002).

respeitando-se as regras higiénicas ao longo

de toda a cadeia de produgédo de alimentos

(Jay, 1994; Bourgeois et al., 1994). 3 MATERIAL E METODOS

A contaminagao dos alimentos (raureus 3.1 Amostragem de leite pasteurizado
de origem humana pode ser bastante g queijo Minas Frescal

reduzida mediante diminuicéo da
manipulacdo dos alimentos, higiene dos
manipuladores e adocado de boas praticas de
manuseio. O microrganismo deve
destruido pelo calor (pasteurizacdo) antes
que se multiplique e os alimentos devem ser
mantidos sob refrigeracdo, em temperaturas
mfeno;es a6 °C. antrolanc(js(g)g-se os fatores comercializados em Juiz de Fora, Minas
qued a gtan:j 0 cresumento abu,reus a Gerais, divididas em dois periodos distintos,
pro U(fag a entero_j[oxma tambem estarg seco (inverno) e chuvoso (verdo). As
controlada e, conseqlientemente, os surtos de_ - o foram adquiridas em padarias,

intoxicacéo (Assumpggo et al., 2003). escolhidas aleatoriamente, a partir de uma
listagem do sindicato dos panificadores de
Juiz de Fora, Minas Gerais.

A parte experimental do trabalho foi
realizada no Laboratério de Microbiologia
do Leite da Embrapa Gado de Leite, em Juiz
de Fora, Minas Gerais. Foram analisadas um
total de 110 amostras de leite pasteurizado e
100 amostras de queijo Minas Frescal

De acordo com Franco e Landgraf (2004), o
crescimento deS. aureusé inibido por
amostras dé.actococcus lactissp.lactis e

L. lactis ssp. cremoris pela producdo de
bacteriocina (nisinaPortanto, a competicédo
microbiana ajuda no controle destas
intoxicacoes.

Para a selecdo das padarias, onde foram
adquiridas as amostras de leite pasteurizado
e queijo Minas Frescal, foi utilizada uma
amostragem probabilistica aleatéria
estratificada. A cidade de Juiz de Fora foi
dividida em sete macrorregides (centro-
centro, centro-norte, centro-sul, leste, oeste,
noroeste e sul) (Figura 1) e as padarias
listadas pelo sindicato dos panificadores de
Juiz de Fora, de acordo com a localizacéo,
foram divididas nessas macrorregioes.
Quanto maior o numero de padarias
alocadas em uma macrorregido, maior foi a
amostragem naquela regido. Sendo assim,
foram selecionadas um total de 37 padarias,

apllcagao~ do S|s_tema APPCC  para distribuidas nas macrorregibes de acordo
preparacdo do alimento, baseado na com a tabela 1

identificacdo dos perigos especificos e nas

A ocorréncia de surtos requer a notificacdo
imediata as autoridades de vigilancia
epidemiolégica para o0 controle da

transmissédo, com ado¢cdo de medidas como:
interdicio de produtos contaminados;
verificacdo de praticas inadequadas nas
cozinhas e da presenca de portadores;
manipuladores com ferimentos (Sdo Paulo,
2007). E importante, na inddstria, a
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Figura 1. Mapa da cidade de Juiz de Fora, MG, dividida erorareegides.

Tabela 1.NUmero de padarias selecionadas para amostragtaitedpasteurizado e queijo Minas Frescal
por macrorregiao de Juiz de Fora, MG

Macrorregido de Juiz de Fora Numero de padarias setionadas

Centro-centro
Centro-norte
Centro-sul
Leste

Oeste
Noroeste

Sul

N O WN N ©

Foram analisadas 56 amostras de leite No periodo seco, as 56 amostras de leite
pasteurizado e 50 amostras de queijo Minas pasteurizado representaram 11 marcas
Frescal no periodo de 14 de junho a 27 de diferentes. Dessas 11 marcas, oito

setembro de 2005 (seco) e 54 amostras de apresentavam inspecdo federal e trés
leite pasteurizado e 50 amostras de queijo apresentavam inspe¢do estadual. O numero
Minas Frescal no periodo de nove de janeiro de amostras analisadas por marca esta
a 20 de marco de 2006 (chuvoso). descrito na tabela 2.



Tabela 2. Numero de amostras, por marca de leite pastewjzadbmetidas a analises microbioldgicas,
no periodo seco, de junho a setembro de 2005

Marca de leite pasteurizado Numero de amostras ariahdas Nivel de Inspecao

Federal
Federal
Federal
Federal
Estadual
Estadual
Federal
Federal

Federal
Federal

Estadual

— IO TMMmMmOO W >

L
TOTAL

g'—‘mmmpmmm\lm\l

No periodo chuvoso, as 54 amostras de leite do periodo seco), ndo foram mais
pasteurizado representaram nove marcas encontradas no mercado varejista de Juiz de
diferentes, foram excluidas as marcas G e L, Fora. O numero de amostras analisadas por
visto que, desde junho de 2005 (ainda dentro marca esta descrito na tabela 3.

Tabela 3.Numero de amostras, por marca de leite pasteaiztmetidas a analises microbioldgicas,
no periodo chuvoso, de janeiro a margo de 2006

Marca de leite pasteurizado Numero de amostras ariahdas Nivel de Inspecao
A 7 Federal
B 5 Federal
C 7 Federal
D 6 Federal
E 6 Estadual
F 5 Estadual
H 6 Federal
I 6 Federal
J 6 Federal
TOTAL 54

Em relacdo aos queijos Minas Frescal, tanto plasticas contendo 400 gramas de produto,
no periodo seco quanto no periodo chuvoso no caso do queijo Minas Frescal; e foram
foram analisadas cinco amostras de dez transportados sob refrigeracdo até o
marcas distintas, nomeadas de A a J. Dessaslaboratério para a realizacdo de exames
marcas, duas apresentavam inspecao federal,microbiolégicos, visando o isolamento e
uma apresentava inspecdo estadual e seteidentificacdo de E. coli O157:H7, L.

apresentavam inspe¢ao municipal. monocytogenes, Salmonedipp. eS. aureus

Os  microrganismos isolados  foram

Os produtos foram adquiridos em armazenados em um banco de culturas;
embalagem de polietileno de um litro, no mantendo-se, no minimo, cinco colénias de
caso do leite pasteurizado, e em embalagenscada  microrganismo  isolado. Esse



procedimento foi repetido em cada etapa do
trabalho.

3.2 Isolamento e identificacdo de

patbgenos associados a doencgas
transmitidas por alimentos em leite

pasteurizado e queijo Minas Frescal

comercializados em Juiz de Fora,

Minas Gerais

O processamento das amostras no
laboratorio foi realizado de acordo com

Marshall (1992). Cada amostra de leite (25
mL) ou queijo (25 g) foi inoculada em 225

mL de meio de enriqguecimento especifico
parak. coli, L. monocytogenasSalmonella

A descricdo completa da andlise
microbiologica para isolamento e
identificacdo de cada microrganismo

encontra-se a seguir.

3.2.1 Escherichiacoli O157:H7

Para E. «coli foram usados para
enriquecimento 225 mL de caldo EC
acrescido de 45 pL de novobiocina e, apés
24 horas de incubacgdo a 35 °C, foi feito o
plagueamento, em duplicata, em &gar TC-
SMAC (Mac Conkey sorbitol agaacrescido
de 2,5 mL de telurito de potéssio por litro e
0,05 mg de cefixime por litro). Essas placas
também foram incubadas a 35 °C por 24
horas.

No &agar TC-SMAC, foi observado o
crescimento de coldnias sorbitol-negativas,

as quais se apresentam de coloracdo rosa
palida. Sendo assim, foram selecionadas dez

colénias tipicas, ou, no caso do nao
crescimento de colbnias tipicas, coldnias
atipicas foram selecionadas, para
crescimento em agar EC MUG (4gar EC
adicionado de 4 methyl-umbelliferyl-BD

glucoronide). As placas de EC MUG foram
incubadas a 35 °C por 24 horas.

Apbs o periodo de incubacdo nas placas de
EC MUG, verificou-se a fluorescéncia dos
isolados com luz ultravioleta.E. coli
0157:H7 nao fluoresce quando em contato
com a luz ultravioleta. Sendo assim, o0s
microrganismos isolados que nao
fluoresciam foram considerados suspeitos de
E. coli O157:H7 e, em seguida, foram
submetidos a confirmacdo sorologica, teste
de aglutinagcdo, com soro ami coli O157.

Os microrganismos isolados que
apresentaram resultado positivo no teste de
soroaglutinacdo foram, entdo, submetidos a
reacdo de PCR, para confirmacéoedeoli
0O157:H7.

3.2.2 Listeria monocytogenes

Para o isolamento de. monocytogenei
usado o caldo de enriqguecimento LEB
(Listeria Enrichment Broth incubando-se a

30 °C por 48 horas. O plagueamento foi
realizado em agar Palcam e agar Oxford (em
duplicatas) e as placas foram incubadas a 35
°C por 24 horas, quando se fez 0 exame para
selecdo de colbnias tipicas do género
Listeria.

Colbnias tipicas dkisteria apresentavam-se
enegrecidas nos dois meios utilizados. De
cada placa com colénias suspeitas,
independentemente de ter havido
crescimento em apenas um meio ou em
ambos, foram selecionadas cinco colbnias
tipicas, que foram, entdo, semeadas em agar
TSYEA (agar triptona-extrato de levedura),
incubadas a 35 °C durante 24 h. A partir
deste meio foi realizada a técnica de PCR
para confirmacdo dos microrganismos
isolados.

3.2.3 Salmonella spp.

De acordo com Dowens e Ito (2001),
inicialmente o procedimento consistiu em
realizar um pré-enriguecimento em garrafa
para reagente, homogeneizando-se a amostra



e transferindo-se 25 mL para 225 mL de importante ressaltar que toda cultura que
caldo lactosado, seguido de incubagéo a 35 apresentou base alcalina no  LIA,
°C por 18 a 24 horas. O enriquecimento independentemente da reacdo no TSI, é uma
seletivo consistiu da transferéncia de 1 mL potencial Salmonella e culturas que
do caldo lactosado para tubos contendo 10 apresentaram base acida no LIA, base acida
mL de caldo tetrationato, o qual foi e bisel alcalino no TSI também foram
incubado, em banho-maria, a 43 °C por 24 consideradas potencigaimonella
horas, e 1 mL em caldo selenito-cistina, que
foi incubado a 35 °C durante 24 horas. Os microrganismos isolados que
apresentaram crescimento caracteristico nos
A partir de cada meio do "enriquecimento meios TSI e LIA foram, entdo, submetidos
seletivo", estrias, com algca de 3 mm, foram ao teste soroldégico com sordalmonella
realizadas em agar Hektoen (HE) e em agar polivalente somatico, anti-O. Aqueles que
xilose lisina desoxicolato (XLD), que foram apresentaram resultados positivos na
incubados a 35 °C por 24 horas e, se soroaglutinacdo foram submetidos a reagéo
necessario, por 48 horas. As placas foram de PCR para confirmacdo como bactéria do
examinadas e cinco colbnias tipicas de géneroSalmonella
Salmonella de cada placa, no agar HE
colénias verde-azuladas podendo apresentar
centro negro ou totalmente negras, e no agar 3.2.4 Staphylococcus aureus
XLD col6nias rosa-avermelhadas com ou
sem centro negro (devido a producdo de No caso dé. aureusfoi usado o método de
H,S), foram semeadas em dois tubos, para isolamento e contagetambém de acordo
isolamento em meio néo-seletivo diferencial. com Marshall (1992).
Um continha meio TSI (fiple Sugar Iror) e
0 outro meio LIA (lysine Iron Aga). Foram preparadas diluicGes do leite e do
O isolamento em meio nao-seletivo queijo (suspensdo em g/mL). Para leite
diferencial ~ foi  realizado para a pasteurizado foi utilizado como diluente a
caracterizagdo bioquimica preliminar. Foram 4gua fosfatada e para o queijo Minas Frescal
inoculadas com agulha as col6nias suspeitas o citrato de sédio a 2%. Para o preparo da
para tubos contendo agar TSI inclinado, agua fosfatada, foi, inicialmente, preparada
inoculando-se por estria na superficie uma solugdo estoque a partir de 34 g de
inclinada e por picada em profundidade. KH,PO, em 500 mL de agua Mili Q, com
Sem flambar a alga, repetiu-se inoculando o pH 7,2. Em seguida, 1,25 mL dessa solugdo
agar LIA. A incubacédo foi realizada a 35 °C  estoque foi acrescida em um litro de agua
por 24 horas. Completado o periodo de destilada. E, entdo, esta Gltima foi utilizada
incubacédo dos tubos de TSI e LIA, foi como diluente para as amostras de leite
observada a coloragcdo dos tubos e a pasteurizado.
formacéo ou ndo de gas e d&SH
Inicialmente, 25 mL de leite ou 25 g de
A interpretacdo dos resultados, de acordo queijo foram diluidos em 225 mL de agua
com Quinn et al. (2000), foi a seguinte: agar fosfatada e citrato de sodio 2%,
TSI - coloragdo vermelha (alcalino) na respectivamente. Em seguida, as diluicGes
inclinagdo do meio e amarela (produgéo de foram realizadas utilizando-se  tubos
acido) na base do tubo, com ou sem contendo 9 mL de cada diluente. Para leite
producdo de b6 (meio negro); agar LIA -  pasteurizado, foram utilizadas as diluicdes
colorag&o purpura (alcalino) na base com ou 1(°, 10" e 10% e, para o queijo Minas
sem produgdo de 8 . A maioria das  Frescal, 16, 10° e 10%
amostras dasSalmonella produz HS. E



Depois de realizadas as diluicdes, cada tubo negativo para o test&. aureuse uma

foi agitado em Vortex e semeado em meio
Baird-Parker, para obtencdo de colbnias
isoladas, incubando-se as placas 8G35or

48 horas. Foram utilizadas trés placas por
diluicdo: em duas placas ja contendo meio
de cultura solidificado foram dispensados
0,3 mL da diluigdo em cada e em outra placa
também ja contendo o meio de cultura foram
dispensados 0,4 mL, totalizando nove placas
de Baird-Parker por amostra de leite ou
queijo. Para a adequada distribuicdo da
diluichio no meio de cultura, esta foi
espalhada com alca de Drigalski sobre o
meio.

amostra deStaphylococcussp. coagulase
negativo, respectivamente (Quinn et al.,
2000).

As amostras coagulase positivas foram
submetidas ao teste de Voges-Proskauer
(VP). A maodificacéo de Colbentz do teste de
Voges-Proskauer é usada para determinar a
habilidade de um certo microrganismo de
produzir um composto nheutro, ©
acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir da
fermentacdo da glicose (Ribeiro & Soares,
1998).

Com o auxilio de uma alca de niquel, duas

Apbés 48 horas de incubacdo das placas de ou trés colbnias crescidas na placa de TSA
Baird-Parker, foi observado o crescimento foram inoculadas em um tubo contendo 2
de colbnias tipicas d&. aureusno agar mL do meio de cultura Voges-Proskauer, o
Baird-Parker, colénias enegrecidas com halo qual foi incubado a 35 °C durante 24 horas.
claro ao redor. Foram, entdo, selecionadas Ap6és o periodo de incubacdo, foram
dez colbnias suspeitas ou atipicas, no caso adicionadas ao tubo 10 gotas de solugcdo A
do néo crescimento de colbnias tipicas, por (o-naftol 5%) e 10 gotas de solu¢cdo B
amostra e essas foram semeadas em agar(hidroxido de potassio a 40% com 0,3% de
TSA (Tripticase Soy Agar As placas de creatina). O tubo foi agitado vigorosamente
TSA foram, entdo, incubadas a 35 °C por 24 vérias vezes durante 30 minutos, para que o
horas. oxigénio atmosférico penetrasse e oxidasse a
acetoina em diacetila.

Os microrganismos isolados crescidos em
TSA foram submetidos ao teste de
coagulase. Plasma de coelho fresco ou
comercial liofilizado é o reagente utilizado.
O plasma de coelho contém fibrinogénio que
€ convertido em fibrina pela enzima
coagulase de algumas espécies de
StaphylococcugQuinn et al., 2000).

O hidréxido de potassio atua como agente
oxidante e oa-naftol como catalisador e

intensificador de cor. Com o uso de um

agente oxidante, a cor produzida desaparece
rapidamente, sobretudo porque o complexo
de reacdo diacetila-peptona pode ser
rapidamente oxidado em um composto

incolor. Portanto, a reacdo positiva foi
O procedimento consistiu em colocar 0,5 obtida quando ocorreu a coloragdo
mL do plasma de coelho liofilizado ndo avermelhada do tubo ao final dos 30
diluido, conforme instru¢cbes do fabricante, minutos.

em solucdo fisioldgica estéril em um tubo de

ensaio de 8 a 10 mm de didmetro. Em Ao final desses testes, os microrganismos
seguida, suspendeu-se no plasma uma alcaisolados coagulase positivos e VP positivos
cheia do crescimento bacteriano da placa de foram submetidos a reacdo de PCR para
TSA e incubou-se o tubo a 35 °C por 24 confirmacdo dé&. aureus

horas. Quando o teste é positivo, ocorre

coagulacdo do plasma com formacdo de um

codgulo que pode ser solido ou frouxo.

Foram utilizados como controles positivo e



3.3 Emprego da técnica de PCR para
a identificacdo molecular de patégenos
isolados a partir de leite pasteurizado
e queijo Minas Frescal

A extracdo de DNA bacteriano &e coli, L.
monocytogenese Salmonella spp. foi
realizada por lise térmica, de acordo com Hu
et al. (1999). Inicialmente, colocou-se 100
puL de agua Mili Q estéril em um tubo de
reacdo estéril. Em seguida, homogeneizou
nessa agua uma alcada do crescimento
bacteriano em &agar BHI (Bin Heart
Infusion agar) incubado a 35 °C por 24
horas. O tubo foi, entdo, submetido a fervura
(100 °C) por dez minutos. Apés a fervura,
foi centrifugado a 12.000 rpm (rotacbes por
minuto) durante dois minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo
tubo estéril, e o DNA assim obtido foi
utilizado reacéo de PCR.

Em amostras d8. aureuso DNA foi obtido
também por lise térmica, conforme
protocolo descrito por Nunes et al. (1999).
Brevemente, 1 mL de uma cultura de
bactéria suspeita, incubada a 37 °C durante
18 horas, foi centrifugada a 5.000 rpm por
quatro minutos. O sobrenadante foi
desprezado e opellet ressuspendido,
homogeneizado em vortex e centrifugado a
5.000 rpm durante dois minutos. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes.
Em seguida, gellet foi ressuspendido em
100 pL de TE (Tris-EDTA — 10 mM tris-
HCL pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0),
homogeneizado em vortex e mantido a 100
°C por dez minutos. O tubo de reacédo foi
centrifugado a 12.000 rpm durante 30
segundos e o sobrenadante utilizado na
reacdo de PCR.

As reacbes de PCR foram realizadas em
termociclador (GeneAmp PCR System
9700, Applied Biosystems). Foram
utilizados  oligonucleotideos iniciadores
especificos para cada microrganismo,
descritos na literatura. A tabela 4 apresenta

os oligonucleotideos que foram utilizados
nas reacdes. Amostras-referénciakdecoli
0157:H7 (AL 1848), L. monocytogenes
(ATCC 19117), Salmonella Typhimurium
(IAL 1472) e S. aureus(ATCC 29213)
foram utilizadas como controles positivos
das reacdes de PCR. Os fragmentos de DNA
amplificados foram visualizados em gel de
agarose (1,5%, p/v) corado com solucdo de
brometo de etidio (0,005%, p/v) e
fotodocumentados (Eagle Eye, Stratagene).

As colbnias suspeitas de. coli O157:H7
foram confirmadas de acordo com Hu et al.
(1999), utilizando-se quatro
oligonucleotideos iniciadores que
amplificam segmentos dos genes slt-I, slt-Il,
fliC e rfbE, que permitem a identificacdo
simultdnea do sorotipo 0O157:H7 e seus
fatores de viruléncia em uma Unica reacdo
(PCR multiplex). De acordo com Garcia
(2006), a reacdo de PCR ficou estabelecida
em duas reagdes: “A” (com RfbF/RfbR e
Flicn/#F/Flicy;R) e “B” (com SLT-IF/SLTIR e
SLT-IIF/SLT-IIR). A reagéo “A” com 5 pL

de tampéo de PCR (10x), 1 pL da mistura de
nucleotideos (10mM), 0,3 unidades de taq
DNA polimerase, 2,5 mmol/L de MgGL20
pmol de cada oligonucleotideo FLKJ1,0
uL), 30 pmol de cada Rfb (1,5 pL), 2,5 pL
de DNA bacteriano (20 ng/ uL) e agua
bidestilada para completar o volume total de
50 pL. A reacdo “B” foi idéntica a reagdo
“A”’, porém com 50 pmol de cada
oligonucleotideo (2,5 uL). As misturas
foram aquecidas por cinco minutos a 94 °C
seguido de 35 ciclos de amplificacdo
(desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 57 °C por um minuto e
extensdo a 72 °C por um minuto) e extensao
final a 72 °C por dez minutos.

Para confirmagcdo dke. monocytogenefoi

amplificado o gene hlyA, utilizando-se os
oligonucleotideos iniciadores descritos por
Border et al. (1990). A reacdo de PCR foi
realizada de acordo com Lange et al. (2005).
Adicionou-se 1 puL de DNA bacteriano (100
ng/uL) a uma mistura contendo 1 pL de



cada oligonucleotideo (10 mM), 5 uL de
tampé&o de PCR (10 x), 1,5 pL de Mg@0

mM), 1 uL da mistura de nucleotideos (10
mM), 1 U de Tag polimerase e agua
bidestilada para completar um volume de 50
pL. As condicbes de amplificacdo foram: 5

segundos, anelamento a 60 °C por 45
segundos e extensdo a 72 °C por
45segundos), com o término da reacdo a 72
°C por 10 minutos.

As amostras foram confirmadas cono

minutos a 94 °C, 35 ciclos de 30 segundos a aureus por meio da amplificacdo de um

94 °C, 45 segundos a temperatura de
anelacdo dos oligonucleotideos (50 °C) e 45

fragmento de 132 pb do gené&enmA
(Mehrotra et al. 2000). Para a reacdo de

segundos a 72 °C, e uma extensédo final de PCR, adicionou-se 1 uL de DNA bacteriano

cinco minutos a 72 °C.

Para confirmacdo deSalmonella foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores
descritos por Rahn et al. (1992) e Aabo et al.
(1993). A reacdo de PCR multiplex foi
realizada de acordo com Arcuri et al. (2007):
amplificacdo em um volume de 50 pl
contendo 1X tampéo de PCR, 2 mM de cada
nucleotideo, 1,5 mM de MgCI2, 2,0 U de
enzima Ampliteq DNA polimerase, 20 pmol
de cada primer, 100 ng de DNA bacteriano e
agua bidestilada para completar o volume de
50 pl. As condi¢cbes de amplificacdo foram:
ciclo inicial a 94 °C por 4 minutos, seguido
de 30 ciclos (desnaturacdo a 94 °C por 45

(50-100 ng/ pL ) a uma mistura contendo
2,0 pL de cada oligonucleotideo (100mM), 5
puL de tampdo de PCR (10x), 1,5 pL de
MgCl, (50 mM), 1 pL da mistura de
nucleotideos (10 mM), 1 U de Taq
polimerase e 4gua bidestilada para completar
um volume de 50 pL. As condicBes de
amplificacdo foram: 4 minutos a 94 °C, 5
ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos
a 56 °C e 45 segundos a 72 °C, 20 ciclos de
45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 52 °C e
45 segundos a 72 °C e uma extenséo final de
5 minutos a 72 °C (Mehrotra et al. 2000).
Detalhes dos oligonucleotideos que foram
usados nas reacdes de PCR séo apresentados
na tabela 4.

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PGR ip@ntificacdo déc. coli O157:H7,L.
monocytogenes, Salmonelpp. eS. aureudsolados de amostras de leite pasteurizado eoqiiijas

Frescal

Microrganismo Oligonucleotideos Gene-alvo Referénas

E. coliO157:H7 SLT-1F/ SLT-1R slt-1 (enterotoxina) Hu et al. (1999)
E. coliO157:H7 SLT-IIF / SLT-IIR slt-1l (enterotoxina) Hu et al. (1999)
E. coliO157:H7 FLIG.,F / FLIC;R fliC (H7) Hu et al. (1999)

E. coliO157:H7 RfbF / RfbR rfbE (0157) Hu et al. (1999)

L. monocytogenes LM1/ LM2 hlyA Border et al. (1990)

S. aureus fel / femA2 femA Mehrotra et al. (2000)

Salmonellaspp. 139/ 140 int A Rahn et al. (1992)
Salmonellaspp. ST11/ST 15 Fragmento randémico Aabo et al. (1993)

3.4 Rastreamento dos laticinios com
confirmacédo de patdgenos isolados

Apbs a confirmacédo de isolamento de um ou
mais dos quatro microrganismos citados,
foram identificados os laticinios de origem
de cada produto, sendo escolhido um

laticinio para esta etapa. Apds contato com a
direcao do laticinio, foi realizado um estudo
de caso com a finalidade de identificar a
provavel fonte de contaminacdo a partir da
recepcdo da matéria-prima e do
processamento. Foram obtidas amostras para
analise microbiolégica de: leite cru, leite
pasteurizado, massa de queijo, soro, agua e



swabsobtidos de varios pontos do ambiente (enteropatogénica). Mais uma vez o sorotipo
do processamento (bancada, parede, piso, EHEC (enterohemorragica), ao qual
formas usadas para queijo) e das maos dospertence &. coli O157:H7 néo foi isolado
funcionarios. A obtencdo de amostras e as de amostras de leite pasteurizado. Por outro
andlises laboratoriais foram conduzidas de lado, a presenca dE. coli O157:H7 foi
acordo com Marshall (1992). observada em 2,04% de amostras de leite
pasteurizado em estudo realizado por Manna
Os procedimentos para andlise destas et al. (2006), na india.
amostras serdo descritos na secao Material e
Métodos do capitulo 2. Surtos envolvendo o consumo de leite
pasteurizado contaminado cork. coli
0157:H7 ja foram relatados em outros
paises (Upton e Coia, 1994). Nessa ocasiao,
E. coli O157:H7 foi isolada da tubulagéo e
Ap6s a andlise microbiologica de 110 da maquina de envase de leite pasteurizado
amostras de leite pasteurizado e 100 no laticinio, indicando pasteurizacdo
amostras de queijo Minas Frescal, inadequada ou  contaminagdo  pOs-
comercializadas na cidade de Juiz de Fora, pasteurizagdo. Contudo, no Brasil, até o
Minas Gerais, 0s resultados obtidos sdo presente momento, nenhum surto
apresentados e discutidos nos proximos itens envolvendo o consumo de leite pasteurizado

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Leite pasteurizado

4.1.1 Escherichiacoli O157:H7

Nenhuma amostra de leite pasteurizado, no
periodo seco ou nho periodo chuvoso,
apresentou resultado positivo pdea coli
O157:H7.

Este resultado é condizente com o0s
resultados de alguns estudos encontrados na
literatura. Silva et al. (2001) avaliaram a
qualidade microbiolégica  de leite
pasteurizado comercializado na cidade do
Rio de Janeiro, com o objetivo de isolar

coli O157:H7. Entretanto, os resultados
obtidos no estudo demonstraram a presenca
apenas do sorotipo EPEC (enteropatogénica)
em 90 amostras de leite pasteurizado
provenientes de trés marcas diferentes.

Carneiro et al. (2006) também estudaram
trés marcas diferentes de leite pasteurizado
comercializados na cidade do Rio de Janeiro
para isolamento de sorotipos de coli
Esses autores encontraram 56 isolados.de
coli, todos pertencentes ao sorotipo EPEC

contaminado comE. coli O157:H7 foi
relatado as autoridades responsaveis, assim
como nenhum estudo sobre o isolamento
deste patégeno em laticinios no Brasil foi
encontrado na literatura.

E importante ressaltar que todas as amostras
de leite pasteurizado analisadas no presente
estudo eram provenientes de laticinios
submetidos a algum nivel de inspecao, seja
este estadual ou federal. Sabe-se que um
programa de controle de qualidade e o
servico de inspecdo de produtos de origem
animal sdo essenciais para a producdo de
alimentos seguros para o consumidor. Dessa
forma, possivelmente, as amostras de leite
pasteurizado comercializadas em Juiz de
Fora e analisadas neste estudo séo
provenientes de indastrias submetidas a
programas de controle de qualidade, o qual
atenta-se para adequada pasteurizacdo do
leite @ minimiza riscos de contaminagao pos-
pasteurizacdo, e a um adequado servico de
inspecdo, o qual exige baixa contaminacao
do leite, e, por isso, apresentaram resultado
negativo para ocorréncia deE. coli
0157:H7. Ou, ainda, este resultado pode
explicado realmente pela baixa prevaléncia
do patégeno em produtos lacteos



pasteurizados. Entretanto, para confirmacdo analisado. Além disso, os leites analisados
dessa hipétese, outros estudos sao neste estudo sdo provenientes de laticinios
necessarios. inspecionados que, provavelmente, realizam
adequadamente a pasteurizacdo do leite e
trabalham em boas condicbes de higiene,
4.1.2 Listeria monocytogenes com boas praticas de fabricacdo e controle
de qualidade, uma vez que as causas da

Nenhuma amostra de leite pasteurizado, Presenca dé. monocytogenesm produtos
analisada no periodo seco ou no periodo lacteos pasteurizados estdo relacionadas a

chuvoso, apresentou resultado positivo para contaminacao pbs-pasteurizagéo ou
L. monocytogenes pasteurizacdo realizada de maneira
Vérios trabalhos demonstraram a ocorréncia inadequada.

de L. monocytogenesem leites crus e

submetidos a pasteurizacdo comercializados

em diversas regides do Brasil e do mundo. A 4.1.3 Salmonella spp.

taxa de prevaléncia desse patdégeno no leite

varia muito entre os diversos estudos e pode Todas as amostras de leite pasteurizado
ser influenciada por fatores, tais como regido analisadas no periodo seco ou no periodo
geografica, estacdo do ano, tamanho da chuvoso apresentaram resultado negativo
fazenda, nimero de animais na propriedade paraSalmonellespp..

e manejo sanitario (Rohrbach et al., 1992).

O consumo de leite cru ou submetidos ao Este resultado condiz com os resultados de
processo de pasteurizacdo tem sido outros estudos conduzidos no Rio de Janeiro
associado a varios surtos de DTA causados (Bricio et al., 2005), no estado de Sdo Paulo
por L. monocytogened-leming et al., 1985; (Gusmao et al, 2005) e em Curitiba
Linnan et al., 1988; Dalton et al., 1997). (Macedo e Pflanzer Janior, 2005).

Devido a gravidade das infeccdes

produzidas, principalmente em grupos de A incidéncia deSalmonellaem leite cru no
risco (criancas, idosos), varios paises tém Brasil também né&o parece ser elevada. Avila
adotado uma politica severa para controle de € Gallo (1996) nao detectaram a presenca
L. monocytogenesm alimentos (Carvalho, deste patbgeno em amostras de leite cru

2003). oriundas de propriedades rurais do
Municipio de Piracicaba, S&o Paulo. Garrido
A presenga dd.. monocytogenesm leite et al. (2001) também, ao estudarem a

pasteurizado foi observada por Ahmed e qualidade microbiologica de leite cru
Hussein (2005). Estes pesquisadores proveniente de mini e micro-usinas de
analisaram amostras de leites pasteurizados beneficiamento da regi&o de Ribeir&o Preto,
comercializados no Egito e detectaram este Sao Paulo, ndo observaram a presenca de
patégeno em 4% dessas amostras. Por outroSalmonella spp.. Moraes et al. (2005)
lado, Padilha et al. (2001) n&o isolaram estudaram a qualidade microbiologica de
monocytogenede 50 amostras de leite cru e leite cru produzido em cinco municipios do
250 amostras de leite pasteurizado Estado do Rio Grande do Sul. Nao foi
comercializados no Recife — PE. detectada a presenca Salmonellaspp. em
amostras de leite cru oriundas de 42
Uma explicacdo para a auséncia deste propriedades, 21 com ordenha manual e 21
microrganismo nas amostras de leite com ordenha mecanica, confirmando sua
pasteurizado analisadas neste estudo podebaixa incidéncia no leite.
ser a baixa prevaléncia do patdgeno nos
rebanhos leiteiros originarios do leite



Salmonellaé a principal causa de DTA pasteurizado analisadas no presente estudo
causada por bactérias nos Estados Unidos deve-se a baixa prevaléncia do patégeno no
(Cody et al., 1999). De Buyser et al. (2001) leite cru, como alguns trabalhos ja
também apontam este patdgeno como o demonstraram, ao correto beneficiamento
principal causador de toxinfecgcbes dos leites pasteurizados por parte dos
alimentares no Canad4, Dinamarca, EscOcia, laticinios investigados, assim como a correta
Holanda, Suécia, Inglaterra e Pais de Gales. armazenagem e embalagem do leite
Sendo assim, varios surtos pelo consumo de pasteurizado, evitando-se, entdo,
produtos lacteos pasteurizados contaminados contaminacao do produto pos-pasteurizacao.
com Salmonellaspp. ja foram relatados
(Johnson et al., 1990). Ryan et al. (1987),
Donnelly (1990) e Olsen et al. (2004) 4.1.4 Staphylococcus aureus
relataram a ocorréncia salmonelose pelo
consumo de leite pasteurizado contaminado Todas as amostras de leite pasteurizado
pés-pasteurizagao. analisadas no periodo seco (inverno)
apresentaram resultado negativo paé@a
Olsen et al. (2004) descreveram a ocorréncia aureus No periodo chuvoso (verdo), trés
de um surto de salmonelose causado pelo (5,55%) de um total de 54 amostras
consumo de leite pasteurizado contaminado analisadas apresentaram resultados positivos
com Salmonella enterica Typhimurium. paraS. aureus Essas trés amostras foram
Neste caso, o leite foi contaminado apds a provenientes de trés marcas distintas: C, H e
pasteurizacdo, em funcdo da ma condigao |I.
higiénico-sanitaria dos silos de
armazenamento do leite pasteurizado e da O produto da reagdo de PCR dessas
maquina de envase. amostras de leite pasteurizado evidenciou
fragmentos de 132 pares de bases obtidos
Possivelmente, a auséncia &almonella com um fragmento do genfemA de S.
spp. e também d&. coli O157:H7 elL. aureus(Figura 1).
monocytogenes nas amostras de leite

.--_ == I_M_.. “— -

Figura 2. Fragmentos de 132 pb obtidos com a amplificacasndé&agmento do gerfenA de S. aureus
isolados de amostras de leite pasteurizaddb e 7 - 12 5. aureus6 = marcador de peso molecular 100
pb.



Como é possivel perceber na tabela 5, as trésminimo para que haja a producdo de
amostras de leite pasteurizado positivas para enterotoxinas responsaveis pela intoxicagéo
S. aureusapresentaram contagens abaixo de estafilococica (Forsythe, 2002).

10° UFC mL*, valor este considerado o

Tabela 5.Contagem dé&. aureusas amostras de leite pasteurizado positivas Pasareusanalisadas
no periodo chuvoso (verao)

Amostra positiva Contagem (UFC mL?)
C1 3x 10
H1 1x1G
11 1,2 x 16

Em relacdo as marcas de leite pasteurizado Contudo, considerando os resultados do
contaminadas, todas eram provenientes de presente estudo, pode-se afirmar que o leite
laticinios sob Servigo de Inspecdo Federal pasteurizado comercializado em Juiz de Fora
(SIF). A legislacdo brasileira para laticinios apresentou baixa  contaminacdo e,
com selo do Servico de Inspecdo Federal conseqiientemente, baixo risco para 0s
exige que programas de Boas Praticas de consumidores, pois apresentou resultados
Fabricacéo (BPF) e de Analise de Perigos e negativos para trés patogeno&. (coli
Pontos Criticos de Controle (APPCC) sejam 0157:H7, L. monocytogenege Salmonella
implantados nas fabricas com o apoio de spp.) e, ao considerarmos a totalidade das
pessoal especializado, e sejam revistos amostras analisadas (110), apenas 2,72% das
periodicamente (Brasil, 1997; 1998). Silva et amostras apresentaram resultado positivo
al. (2003) também apontaram para a paraS. aureusEste valor é inferior ao que é
necessidade de implantagcdo de APPCC em relatado na literatura.
todos os laticinios e salientaram para a
possibilidade de contaminacdo pdés- Como S. aureus € eliminado pela
processamento. pasteurizagao do leite e, acreditando-se que
as marcas analisadas neste estudo sejam
Outros autores também relataram a presencasubmetidas a um processamento térmico
de S. aureusem leite e derivados, inclusive adequado, visto que sdo inspecionadas,
em produtos pasteurizados, e contestaram aprovavelmente essas amostras de leite
qualidade desses produtos no Brasil (Garrido pasteurizado positivas para o patdégeno
et al., 2001; Camara et al., 2002; Cardoso e foram recontaminadas apds a pasteurizacao,
Araujo, 2004; Lamaita et al., 2005; Macedo podendo ser proveniente de mas condigbes
e Pflanzer Janior, 2005; Conciani et al., de higiene de equipamentos e utensilios ou
2006; Santana et al., 2006). Cordeiro et al. dos manipuladores
(2002) avaliaram amostras de leite
pasteurizado comercializadas no Estado do
Rio de Janeiro e encontraram 83,4% de 4.2 Queijo Minas Frescal
amostras positivas par&. aureus Este
patégeno também foi isolado em 10% das 4.2.1 Escherichiacoli O157:H7
amostras de leite pasteurizado
comercializado na regiao metropolitana dé Todas as amostras de queijo Minas Frescal
Curitiba, Parana (Macedo e Pflanzer Janior, gnalisadas no periodo seco ou no periodo
2005). chuvoso apresentaram resultado negativo
parak. coliO157:H7.



Este resultado é semelhante aos resultadosja foram relatados na literatura internacional
de outros estudos encontrados na literatura. (Reilly, 1997; Outbreak..., 2000). Todavia,
Ansay e Kaspar (1997) analisaram amostras no Brasil também n&o h& dados relacionados
de queijos provenientes de 15 laticinios nos a ocorréncia de surtos de toxinfeccéo
estados de Wisconsin, lllinois e lowa, nos alimentar pelo consumo de queijo Minas
Estados Unidos, para a presenceEdeoli Frescal contaminado coi coliO157:H7.

Este patogeno foi isolado de 58% das

amostras testadas, porém especificamente  No presente estudo, os resultados negativos
coli O157:H7 ndo foi detectada. Ahmed e da presenca dE. coli O157:H7 em queijos
Sallam (2001) avaliaram amostras de queijos Minas Frescal podem ser explicados sob
frescos comercializados na cidade do Cairo, duas vertentes. A primeira € a de que o
Egito, para a presengca de coli. Esses patbgeno realmente apresente baixa
pesquisadores detectaram varios sorogrupos prevaléncia nos produtos lacteos, como
deE. coli, mas ndo detectaram a presenca do alguns trabalhos também demonstraram, e a
sorogrupoE. coli O157. Coia et al. (2001) segunda €é a de que, quando este
avaliaram 500 amostras de leite cru e 739 microrganismo foi isolado de queijos, a
queijos produzidos, na Escdcia, a partir de maioria deles foi produzida com leite cru, e

leite cru, quanto a presenca de coli as amostras analisadas neste estudo eram
0157:H7 e ndo encontraram a presenca provenientes de laticinios sob algum nivel
desta bactéria nas amostras analisadas. de inspecdo, a qual ndo permite a producdo

de queijo a partir de leite cru.
Em estudos no Brasil, Manhani (2000)
avaliou 60 amostras de queijo, submetidas a
algum nivel de inspecdo, e nenhuma delas
revelou a presenca dE. coli O157:H7. 4.2.2 Listeria monocytogenes
Rossi (2004) avaliou amostras de queijo
Minas Frescal comercializadas na cidade de Das dez marcas de queijo Minas Frescal
Araguaina, Tocantins, quanto a presenca de analisadas, totalizando 100 amostras, uma
E. coli. Em seu estudo, 96% das amostras de marca (F) analisada no periodo seco
queijo encontravam-se contaminadas &m  (inverno) apresentou amostras positivas para
coli, porém os sorogrupos identificados L. monocytogenes Todas as demais
foram 0125, O111, O55 e O119. Mais uma amostras das outras nove marcas (96
vez, o sorogrupde. coli O157:H7 né&o foi amostras) apresentaram-se negativas para
detectado. este patogeno.

Por outro lado, outros estudos demonstraram De um total de cinco amostras da marca F
a presenca d&. coli 0157:H7 em queijos  analisadas no periodo seco (inverno), quatro
frescos. Oksuz et al. (2004), investigando amostras apresentaram resultado positivo
amostras de leite cru e de queijos produzidos paral. monocytogene laticinio produtor
com leite cru na Turquia, encontraram 1% destas amostras de queijo € submetido ao
de amostras de leite cru e 4% de amostras deservico de inspecdo estadual. Nenhuma
queijos positivas par&. coli O157. Estes  amostra da marca F analisada no periodo
resultados demonstram que queijos chuvoso (verdo) apresentou resultado
produzidos a partir de leite cru tém potencial positivo, muito provavelmente por ter
para causar infec¢des [@gorcoli 0157. havido uma interdicdo no laticinio produtor
dos queijos da marca F a qual sera mais bem
Surtos de DTA causados pelo consumo de elucidada no capitulo 2 desta tese.
queijo fresco produzido a partir de leite cru
contaminado cont. coli 0157:H7 também



O produto da reacéo de PCR evidencia que resultado compativel pata monocytogenes
as quatro amostras analisadas apresentaram(Figura 2).

Figura 3. Fragmentos de 702 pares de bases obtidos comgosiatieotideos LM1/LM2, especificos
paral. monocytogene$oi utilizado marcador de peso molecular de 18@p de bases. Imediatamente
antes e depois do marcador encontram-se os canpo$tivos. Nas Ultimas cinco colunas preenchedas
reacéo é negativa. Na Ultima coluna preenchidargrazse o controle negativo.

O resultado do presente estudo, 4% de L. monocytogenef®ram isoladas de queijos
amostras de queijo Minas Frescal Minas Frescal comercializados na cidade de
comercializadas em Juiz de Fora, Minas Pelotas, Rio Grande do Sul. Os resultados
Gerais, positivas pard. monocytogenes, evidenciaram que 26,7% das amostras
esta de acordo com diversos outros estudos estavam contaminadas com L.
relatados na literatura. Os resultados obtidos monocytogened ais resultados, assim como
por Oliveira (1993) demonstraram que uma o do presente trabalho, implicam em risco
(2%) amostra de queijo Minas Frescal para a populacdo, uma vez que o0 queijo é
colhida no varejo de Goiania, Goias, era consumido sem que se realize mais nenhum
positiva para este microrganismo. Pesquisas tipo de tratamento térmico.
realizadas por Destro et al. (1991) e Vieira
(2000) evidenciaram a ocorréncia de Cento e trés amostras de diferentes tipos de
monocytogenesrespectivamente, em duas queijos comercializados na cidade do Rio de
(10%) e cinco (25%) amostras de queijo Janeiro, foram analisados com o objetivo de
Minas Frescal industrializado, coletadas no avaliar a incidénciae L. monocytogenes
comércio varejista de Campinas, Sdo Paulo. maior incidéncia do patdgeno (41,17%) foi
observada em queijos frescos fabricados
Vieira (2001) avaliou amostras de queijo artesanalmente. Os queijos Minas Frescal
Minas Frescal produzidos artesanalmente e industrializados apresentaram-se bem menos
comercializados na regido de Araguaina, contaminados (3,03%). Mais uma vez
Tocantins. Esse autor observou 8% das evidencia-se a hecessidade de pasteurizacdo
amostras positivas pata monocytogenes do leite para diminuir o risco de DTA (Silva,
Brigido et al. (2004), analisando amostras de 1997).
queijo Minas Frescal comercializadas em
cidades do interior do Estado de S&o Paulo, De acordo com Nichols et al. (1997), 16
detectaram a presenca ldemonocytogenes  (1%) de um total de 1437 amostras de

em uma (4,5%) amostra de queijo. queijos  frescos comercializados na
Inglaterra e Pais de Gales foram positivas
Elevada incidéncia de. monocytogenesm paralL. monocytogenegntretanto, todas as

queijos Minas Frescal também foi observada amostras positivas para Listeria
por Silva et al. (2004a). Bactérias da espécie



apresentaram contagens inferiores & 10
UFC/grama.

Alguns surtos envolvendo. monocytogenes
ja foram relatados e varios alimentos ja
foram incriminados, entre eles os queijos
frescos (Schlech et al., 1983; Fleming et al.,
1985; James et al., 1985; Linnan et al., 1988;
McLauchlin et al., 1991; Jensen et al., 1994;
Bula et al.,, 1995; Goulet et al., 1995;
McLauchlin, 1996; Dalton et al., 1997; Hurd
et al., 2000; Lyytikdinen et al., 2000; Boggs
et al.,, 2001). Dessa forma, o impacto da
presenca dé.. monocytogenegos queijos
da marca F poderia ter sido grave.
Entretanto, de acordo com a Secretaria
Municipal de Saude de Juiz de Fora e com a
Secretaria Estadual de Saude de Minas

bactéria pode causar mastite em vacas
leiteiras (Gitter et al., 1980). Estudos
realizados no Canada e Estados Unidos
demonstraram qué&. monocytogenepode

ser encontrada no leite cru em taxas que
variam de 1,3 a 5,4% (Lovett et al., 1987;
Farber et al., 1988; Liewen e Plantz, 1988;
Slade e Collins-Thompson, 1988; Hassan et
al., 2001). J4 foi demonstrado também que
vacas podem ser portadoras deste patdgeno
por mais de trés anos, sem apresentarem
qualquer sintoma ou qualquer alteracdo no
leite (Farber et al., 1990).

Uma outra possivel fonte de contaminacgéo é
material fecal e o esgoto industrial (Farber e
Peterkin, 1991; Bille et al., 2003). Além
disso, a caracteristica de monocytogenes

Gerais (comunicacao pessoal), nenhum casoque a faz importante no contexto dos

de listeriose foi notificado em Juiz de Fora
no periodo de junho de 2005 a junho de
2006.

produtos lacteos é a sua habilidade de
crescer e se multiplicar em temperaturas de
refrigeracdo, sendo caracterizada como
psicrotréfica (Donnelly, 1990). Dessa forma,

Em contrapartida, nos estudos realizados por esta bactéria pode contaminar 0s queijos

Casarotti et al. (1994), Corbia et al. (1999;
2001), Peresi et al. (2001) e S&a (2003) néao

durante a sua armazenagem.

foi detectada a presenca del. Para prevenir a presenca de..
monocytogenesem amostras de queijo monocytogenesem leite e derivados, é
Minas Frescal expostas a venda no comércio importante a adocdo de boas praticas
de Piracicaba — SP, Rio de Janeiro — RJ, S&o agropecudrias, boas praticas de fabricacdo e
José do Rio Preto — SP e Uberlandia — MG, aplicacdo de conceitos de programas de
respectivamente. Provavelmente, isto controle de qualidade total na industria de
ocorreu porque estes queijos, nos trés laticinios (Silva et al., 1993).

estudos, eram provenientes de inddstrias sob

servico de inspecdo que pasteurizavam o A populacdo em expansdo de pessoas

leite para a producéo de queijos. Além disso,
possivelmente havia correto beneficiamento
dos queijos por parte dos laticinios
investigados, englobando adequada
pasteurizacdo do leite, assim como, na

altamente susceptiveisla monocytogenes

(portadores do virus HIV e pessoas
submetidas a tratamento com medicamentos
imunossupressores) associada a alta
prevaléncia do patégeno em alimentos

correta armazenagem e embalagem dos fazem com que sejam necessarias medidas

queijos, evitando-se, entdo, contaminacdo do
produto pés-pasteurizacgéo.

Uma possivel origem da contaminag¢do com
L. monocytogenedos queijos da marca F &
a contaminacédo do leite cru, uma vez que
rebanhos leiteiros podem ser considerados
reservatorios dd.. monocytogene® esta

de controle, prevencéao e reducéo do risco de
listeriose. Para tanto, ¢é necessario
estabelecer procedimentos de controle em
diferentes pontos na cadeia de producao de
alimentos, e aumentar a amostragem durante
0 processamento e a distribuicdo dos
alimentos. Em adicdo, em virtude da livre

circulacdo de alimentos entre diferentes



paises, parece logico adotar uma politica trabalhos o0s queijos analisados foram
similar nas agéncias reguladoras de cada produzidos a partir de leite cru (D’Aoust et
pais, principalmente no que diz respeito as al., 1985; Cody et al., 1999; Villar et al.,
metodologias de pesquisa e niveis de 1999).
tolerdncia para L. monocytogenesem
alimentos.  Recentemente, o0 Codex A auséncia d&almonellaspp. nas amostras
Alimentarius preparou um documento que deste estudo pode ser admitida,
inclui consideracdes sobre metodologia e possivelmente, em funcdo de sua discreta
riscos deste microrganismo em alimentos, a incidéncia no leite, uma vez que é necessario
fim de uniformizar os critérios em todo o0 que o rebanho esteja doente, ou que o
mundo (Vitas et al., 2004). homem que manipula o leite ou queijo na
fabrica seja portador, ou, ainda, que se
utilize dgua ndo potavel no processamento
4.2.3 Salmonella spp. do alimento (D’Aoust, 1989).
Nenhuma amostra de queijo Minas Frescal, Além disso, todas as amostras de queijos
no periodo seco ou no periodo chuvoso, analisadas neste estudo foram produzidas a
apresentou  resultado  positivo para partir de leite supostamente pasteurizado,
Salmonellaspp. uma vez que todas as marcas analisadas
estdo submetidas a inspecdo, e esta proibe a
Este resultado é semelhante ao de varios producdo e o comeércio de queijo Minas
estudos relatados na literatui@almonella Frescal produzido a partir de leite cru. E €
spp ndo foi isolada de queijos Minas Frescal sabido que a pasteurizacdo adequada do leite
comercializados em Pocos de Caldas elimina aSalmonella
(Almeida Filho, 1999), no Estado do Rio de
Janeiro (Corbia et al., 1999; Almeida e
Franco, 2003; Barros et al., 2004), em Belo
Horizonte (Pereira et al., 1999), no Estado
de Minas Gerais (Tinoco et al., 2002), e no
Estado de Sao Paulo (Brigido et al., 2004).

4.2.4 Staphylococcus aureus

Em relacdo a presenca & aureus tanto
amostras de queijo Minas analisadas no
periodo seco quanto amostras analisadas no
periodo chuvoso apresentaram resultados
positivos para este patdgeno.

Por outro lado, Peresi et al. (2001)
analisaram amostras de queijos Minas
Frescal comercializadas em feiras livres e
supermercados da cidade de S&o José do RioNas analises realizadas no periodo seco, 14
Preto, Sdo Paulo e identificarédalmonella (28%) de um total de 50 amostras analisadas
spp. em duas amostras produzidas apresentaram resultados positivos p&a

artesanalmente, isto €, produzidas a partir de aureus Estas amostras sao provenientes de

leite cru. cinco marcas diferentes (B, D, H, | e J), ou
seja, 50% das marcas analisadas
Surtos de  toxinfeccOes  alimentares apresentaram-se contaminadas. A tabela 6

envolvendo queijos contaminados com
Salmonellatambém ja foram relatados na
literatura; entretanto, em todos esses

mostra 0 ndimero de amostras por marca
positiva, bem como as respectivas contagens
deS. aureuem cada uma.



Tabela 6. Numero de amostras de queijos Minas Frescal pasifparaS. aureuspor marca analisadas no periodo
SEeco e suas respectivas contagens

Marca de leite pasteurizado Amostra Contagem (UFC mL™)
positiva para S. aureus

B B1 3x1d

D D1 9x 10
D2 3x10¢
D3 3x 16

H H1 7,6 x 16
H2 1,14 x 16
H3 3x 16

I 11 1,5x10
12 5x 10

J Ji 3,4x10
J2 5x 10
J3 4x168
J4 25x 18
J5 1,5x 18

z

Dessas 14 amostras, 13, isto €, 92,85%, positivos paré5. aureusEstas amostras séo

apresentaram contagens superiores & 10 provenientes de seis marcas diferentes (C,

UFC por grama de queijo, que é o limite D, E, H, | e J), ou seja, 60% das marcas

maximo estabelecido pela legislacdo analisadas apresentaram-se contaminadas. A

brasileira (Brasil, 2001). tabela 7 mostra 0 numero de amostras
positivas por marca, bem como as

Nas analises realizadas no periodo chuvoso, respectivas contagens 8e aureusem cada

20 amostras (40%) de um total de 50 uma.

amostras analisadas apresentaram resultados

Tabela 7.Numero de amostras de queijos Minas Frescal pasiparaS. aureusanalisadas no periodo
chuvoso e suas respectivas contagens

Marca de leite pasteurizado Amostra Contagem (UFC mL™)
positiva para S. aureus

C C1 3,0x16
Cc2 50x 16
Cc3 9,0x18
C4 3,0x16

D D1 9,0 x 10
D2 1,1 x 16
D3 9x1d
D4 9x1d

E El 4,0x 16
E2 6,0 x 16
E3 56 x 18
E4 4,0x16

H H1 1,7 x 16
H2 4,7 x 16

| 11 9,0 x 10

J J1 9,0 x 10
J2 4,0 x 16
J3 1,9x 16
J4 6,0 x 10

J5 3,0x 10




Dessas 20 amostras, 19 (95%) apresentaramGermano e Germano, 2003). Em estudos ja

contagens superiores a*10FC por grama
de queijo, que é o limite maximo aceitavel
estabelecido pela legislagdo brasileira
(Brasil, 2001).

Considerando os dois periodos analisados,
um total de 34 amostras de queijo Minas
Frescal foram positivas pafa aureuslsto

representa 34% de amostras positivas.

se isolarantS. aureusde manipuladores de

alimentos, superficies e ar de ambiente de
industrias de laticinios (laria et al., 1980;

Aravjo-Arantes et al., 1982a; 1982b; Raddi
et al., 1988; Brabes, 2005). Dessa forma, 0s
manipuladores tém sido apontados como a
principal fonte de contaminagao do alimento
(Pereira et al., 1999; Assumpcéo et al.,
2003). Como o queijo Minas Frescal € um

Dessas, 32 (32%) apresentaram contagensproduto bastante manipulado durante a sua

de S. aureussuperiores ao estabelecido na
legislacéo brasileira (Brasil, 2001).

Além disso, 13 amostras de queijo Minas
Frescal (13%) apresentaram contagenS.de
aureussuperiores a TOUFC por grama de
queijo. Este é o valor minimo considerado
pela literatura para a producdo de
enterotoxinas causadoras de toxinfeccOes

elaboragdo, a contaminagdo por aureus
nesses queijos realmente pode ser oriunda
dos manipuladores. Assumpc¢do et al.
(2003), ao realizarem um estudo em um
laticinio produtor de queijos, também
associaram a alta contaminacdo psr
aureus do queijo a elevada contagem do
patégeno nas maos e nos antebragos dos
manipuladores.

alimentares.
Carmo et al. (2002) descreveram um surto
Em relagcdo as marcas de queijo Minas de toxinfecgdo alimentar p&taphylococcus
Frescal contaminadas p8r aureus quatro ocorrido em Manhuagu, Minas Gerais, em
(D, H, | e J) apresentaram-se contaminadas 1999. Nessa ocasido, 50 individuos ficaram
tanto no periodo seco quanto no periodo doentes pelo consumo de queijo Minas
chuvoso. Outro dado relevante € que todas Frescal contaminado. As analises dos
as amostras da marca J, as cinco analisadasqueijos consumidos demonstraram ¢gBe
no periodo seco e as cinco analisadas no aureusesteve presente em quantidades de
periodo chuvoso, apresentaram-se 2,4 x 16 a 2,0 x 1 UFC / g e produziu as
contaminadas, sendo que nove amostras enterotoxinas SEA, SEB e SEC.
(90%) apresentaram valores & aureus
superiores ao padréo legal vigente*(W&C

gh.

Nos alimentos processados, como no caso
das amostras de queijo Minas Frescal
analisadas, h& destruicdo d& aureus
Ainda analisando-se especificamente as durante a pasteurizacdo e a sua ocorréncia
marcas de queijo Minas Frescal indica geralmente contaminacdo pos-
contaminadas, todas essas estdo submetidagprocessamento (Michelin, 2006). efla
ao Servico de Inspecdo Municipal (SIM) de forma, o ndo uso de luvas ou a sanitizacdo
Juiz de Fora. Este dado pode indicar a ndo adequada das maos e antebracos podem
necessidade de aperfeicoamento deste ser os motivos das elevadas contagens do
servigo de inspegao. microrganismo no produto alimenticio
(Assumpcao et al., 2003). Além disso, os
Estima-se que 20% a 60% dos individuos equipamentos e os utensilios utilizados na
possam ser portadores @& aureus sem preparacdo dos alimentos também podem
manifestar qualquer sintoma, representando atuar como fontes de contaminacdo (Adams
riscos de contaminacdo pela manipulacdo e Motarjemi, 2002).
dos alimentos por meio das maos e da
secrecdo oronasal (Raddi et al.,, 1988;



A presenca deS. aureus em queijos, Frescal produzidos artesanalmente, a partir
sobretudo em queijos Minas Frescal, € de leite cru, enquanto que o presente estudo
relatada por varios outros autores (Carmo et analisou amostras de queijo Minas Frescal
al., 1995; Sabioni e Maia, 1998; Almeida produzidos comercialmente e submetidos a

Filho e Nader Filho, 2000; Corbia, 2000;
Corbia et al., 2002; Barros et al., 2004).

servigo de inspecéo.
Em outro estudo, 20% das amostras de
queijo Minas Frescal analisadas por Araujo

Os resultados obtidos no presente estudo sdoet al. (2002) estavam contaminadas for

ligeiramente diferentes dos obtidos por
Corbia (2000). Este autor analisou amostras
de queijo Minas Frescal de trés estados
brasileiros (Minas Gerais, Rio de Janeiro e

aureus sendo que 17,7%  dessas
apresentavam valores acima do permitido
pela legislacdo brasileira. Esses autores
enfatizam que a presenca 8e aureusem

Sdo Paulo) e observou que 10,56% das quantidades superiores ao limite
amostras, de cinco marcas diferentes, preconizado pela legislagdo  sugere
apresentaram positividade pa& aureus contaminagcdo cruzada por meio dos
Entretanto, o0s resultados obtidos por manipuladores e dos equipamentos,
Almeida Filho e Nader Filho (2000), ao pasteurizacao inadequada  do leite

avaliaram queijos Minas Frescal
comercializados na cidade de Pocos de
Caldas, Minas Gerais, evidenciaram a
presenca d&. aureuem 50% das amostras,

proveniente de vacas com mastite, e/ou a
combinacéo desses fatores.

Barros et al. (2004) isolaram este patdégeno
cujas contagens revelaram valores médios de amostras de queijos Minas Frescal
em torno de 1TDUFC ¢'. Resultados estes comercializadas no Rio de Janeiro. Rocha et
semelhantes aos obtidos no presente estudo.al. (2006) avaliaram sete marcas de queijos
Nos estudos de Corbia (2000), de Almeida Minas Frescal também comercializadas na
Filho e Nader Filho (2000) e no presente cidade do Rio de Janeiro e observaram a
estudo, todas as amostras de queijo Minas presenca deés. aureusem todas as marcas

Frescal analisadas foram provenientes de avaliadas, sendo que seis dessas
industrias inspecionadas. E possivel que a apresentaram valores, para este
contaminacdo dos queijos nos trés estudos microrganismo, acima do permitido pela

seja proveniente de contaminacdo pos- legislacdo brasileira. Contagens elevadas de

pasteurizacdo, considerando que este S. aureusem produtos lacteos podem estar
tratamento térmico seja corretamente relacionadas a mas condicdes de
realizado em industrias sob servico de armazenagem desses nos pontos de vendas.
inspecao.

E importante ressaltar, ainda, que nem a
Por outro lado, Loguercio e Aleixo (2001), auséncia dé&. aureusou a sua presenca em
que avaliaram queijos Minas Frescal pequeno ndmero sdo garantias de que o
comercializados em Cuiab4a, Mato Grosso, alimento seja seguro, pois condi¢des
detectaram 96,67% das amostras analisadasdesfavoraveis para a sobrevivéncia desse
com valores deS. aureussuperiores a f0 microrganismo podem resultar em uma
UFC / g, estando apenas uma amostra diminuicdo de sua populagdo ou morte da
(3,33%) em conformidade com o padrdo célula microbiana, mas se quantidades
legal. Diferentemente do presente estudo, suficientes de enterotoxinas ja tiverem sido
que detectou 32% das amostras com valores formadas, elas permanecem para induzir um
de S. aureussuperiores a fOUFC / g. quadro de intoxicacao alimentar
Talvez essa diferenca seja explicada pelo estafilocdcica (Michelin, 2006).
fato de que Loguercio e Aleixo (2001)
analisaram amostras de queijos Minas



Os resultados experimentais deste trabalho
demonstram que a presenca $e aureus
acima dos limites aceitaveis em 32% das

identificacdo dos perigos especificos e nas
medidas para controle da contaminagéo
cruzada do alimento (Adams e Motarjemi,

amostras indica seu desacordo com o padrao 2002).

legal vigente, sendo que 13% destas
amostras foram produtos classificados como
potencialmente  capazes de causar
toxinfeccdo alimentar. Acredita-se, portanto,
que os achados deste trabalho sejam
preocupantes, principalmente pelo fato de
existirem amostras apresentando valores
muito proximos ou superiores aos requeridos
pelas amostras enterotoxigénicas para a
producdo de enterotoxinas em quantidades
suficientes para a ocorréncia de surtos de
intoxicacao alimentar estafilococia.

Devido a ocorréncia de amostras positivas
para S. aureus pode-se supor que O
tratamento térmico do leite esteja sendo

A contaminagao dos alimentos (raureus

de origem humana pode ser bastante
reduzida mediante diminuicéo da
manipulacdo dos alimentos, higiene dos
manipuladores e adocdo de boas praticas de
manuseio. O microrganismo deve ser
destruido pelo calor (pasteurizacdo) antes
que se multiplique e os alimentos devem ser
mantidos sob refrigeracdo, em temperaturas
inferiores a 6 °C. Portanto, controlando-se os
fatores que afetam o crescimento 8e
aureus a producdo da enterotoxina também
estara controlada (Assumpcéo et al., 2003).

ineficiente, ou que esteja ocorrendo 5 CONCLUSOES
contaminacdo apoés este tratamento devido a

manipulagdo ou contato com superficies Ndo A partir do trabalho realizado, considerando-

sanitizadas ou que o leite cru esteja sendo g s resultados obtidos, pode-se concluir
usado na fabricacéo do queijo. Este fato esta gye

totalmente em desacordo com as

recomendagoes  do  Ministério  da As  amostras de leite  pasteurizado
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. comercializadas em Juiz de Fora, Minas
Maior atencdo deve ser dada pelas Gerajs, analisadas neste estudo nao

autoridades sanitarias,
produtos colocam em risco a saude do
consumidor, além de comprometerem a
qualidade e o prazo de validade dos
mesmos.

uma vez que tais revelaram a presenca descherichia coli

O157:H7, Listeria. monocytogenes e
Salmonellaspp., sugerindo baixa incidéncia
desses patdgenos no meio, ou, ainda, boa
qualidade higiénico-sanitaria das marcas de
_ leite pasteurizado analisadas.

Em relacdo as medidas de controle e

profilaxia da presenca d&. aureusem Staphylococcus aureusfoi isolado em
alimentos, eliminar esse patogeno € inviavel, amostras de leite pasteurizado provenientes
dada sua ampla difusdo. Portanto, deve-se e |aticinios inspecionados pelo Servigo de
controlar sua contaminagéo e crescimentos |nspecio Federal. Considerando que o
subsequentes nos alimentos (Hayes, 1993). processo de pasteurizacdo  corretamente
As enterotoxinas podem ser evitadas reglizado elimina este patégeno no leite,
respeitando-se as regras higiénicas ao 10ngo possivelmente a presencaSleaureusiestas

de toda a cadeia de producdo de alimentos gmostras de leite pasteurizado é reflexo de
(Jay, 1994; Bourgeois et al., 1994). Além contaminacéo pds-pasteurizagéo.

disso, € importante, na industria, a aplicacao

do sistema de Analises de Perigo e Pontos | =~ mgnocytogenese S. aureus foram

Critcos de Controle (APPCC) para jsolados de amostras de queijo Minas
preparagdo do alimento, baseado na



Frescal, demonstrando uma maior incidéncia
destes microrganismos em produtos lacteos.

Vérias amostras de queijos apresentaram
contagens deS. aureus superiores aos

padrbes legais vigentes e, em alguns casos,

and some dairy productéssiut Veterinary
Medicine Journalv. 25, n. 50, 1991.

AHMED, E. K.; HUSSEIN, S. Z. Incidence
of Listeria monocytogenesn pasteurized

por apresentarem contagens mais elevadas,milk and some pasteurized milk products

foram consideradas como potencialmente
capazes de causar intoxicacao estafilocécica.
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CAPITULO 2. Estudo da ocorréncia de Listeria monocytogenes em industria
processadora de queijo Minas Frescal

1 INTRODUCAO

Durante o processo de producgéao, elaboracéo, laboratoriais (Fraser e Sperber, 1988; Hayes
transporte, armazenamento e distribuicdo, et al., 1992).
qualquer alimento esta sujeito a
contaminacgdo por bactérias patogénicas. O No Brasil, em muitos casos, o leite € obtido
leite e seus derivados, por sua riqueza sob condicbes higiénico-sanitarias
nutritiva, constituem excelentes meios de deficientes e, em conseqiéncia, pode
cultura para o desenvolvimento de diversos representar riscos a saude da populacéo
microrganismos, sendo veiculos de (Cerqueira e Leite, 1995). Em relacdo ao
transmissdo de importantes zoonoses e deleite e seus derivados, os cuidados
patdbgenos responsaveis por doencas higiénicos para evitar a contaminagdo devem
transmitidas por alimentos para o homem ser iniciados desde a ordenha e continuar até
(Frazier, 1993). Diversos microrganismos a obtengéo do produto final.
patogénicos podem ser encontrados
contaminando o leite e derivados, entre eles Listeria monocytogene® um cocobacilo
Listeria. monocytogenes(Riedel, 1992). Gram-positivo, nao-esporulado, nao-
Contribuem para este estudo um maior produtor de acidos, aerdbio e anaerdbio
conhecimento deste patdgeno nos seus facultativo, de ampla distribuicdo ambiental,
aspectos epidemioldgicos, clinicos e com carater ubiquitario, tendo sido isolado
de &guas residuarias de indastrias de



laticinios e de abatedouros, de solos, insetos, envolvidos, inclusive L. monocytogenes
adubos organicos e em fezes de animais e (Linnan et al., 1988; Schuchat et al., 1992).
inclusive de humanos (Mims et al., 1995;
Nojimoto et al., 1997). Pode também ser O queijo Minas Frescal € um produto que
isolada em diversos produtos alimenticios, tem ampla aceitacdo comercial e bastante
sejam crus ou apos tratamentos térmicos ou popular na alimentacdo da populagéo
quimicos (Pereira e Rocourt, 1993; Franco e brasileira, na maioria das regifes do pais
Landgraf, 1996). (Loguércio e Aleixo, 2001; Almeida Filho et
al., 2002; Camara et al., 2002; Cardoso e
L. monocytogenesé patogénico para o Araujo, 2004; Roos, 2005). Este é produzido
homem e diversos animais, sua ampla a partir de leite pasteurizado e caracteriza-se
distribuicdo ambiental é favorecida pela sua por alta umidade, baixo pH (5,1 a5,6) e 1 a
capacidade de se desenvolver entt€ @ 44 6% de cloreto de sédio (Freitas et al., 1993)
°C e, embora sua faixa 6tima seja entre 30 e possui 43% a 55% de umidade e deve ser
°C e 37 °C, pode sobreviver em alimentos consumido rapidamente, pois possui curta
congelados. Tolera pH extremos de 5 a 9, vida de prateleira, de 10 a 15 dias (Furtado,
baixa atividade de agua e concentracbes de 1999; Gonzalez, 2000). Na sua fabricacéo,
cloreto de sddio de 10% e até superiores. utiliza-se normalmente a renina, remove-se
Este conjunto de caracteristicas faz com que o soro, realiza-se a moldagem e a salga
L. monocytogenesseja um patdogeno  (Aradjo et al., 2002). O queijo Minas Frescal
emergente de grande importancia na area deapresenta grande  susceptibilidade a
alimentos e explica o destagque que este contaminagcbes microbianas, que podem
microrganismo vem ocupando nos Ultimos ocorrer a partir do leite utlizado como
anos no controle de qualidade na inddstria matéria-prima, ou por contaminacfes
de alimentos pelas dificuldades de sua cruzadas durante ou apds o processamento.
eliminacdo e pela possibilidade de causar As contaminacdes aliadas as alteracdes
uma doencga grave no consumidor (Nojimoto decorrentes podem, em poucos dias, tornar o
et al., 1994; Landgraf, 1997). queijo inaceitavel ou até mesmo improprio
para o consumo (Rocha et al., 2006).
A literatura é abundante em relatos da
presenca de. monocytogenesm alimentos, A legislacdo brasileira que estabelece os
seja nas matérias-primas, durante a producdo padrées microbiolégicos para produtos
e / ou durante o processamento ou nos alimenticios expostos a venda, a RDC
produtos ja acabados em exposicdo nas numero de 12 do Ministério da Saude -
prateleiras do comércio varejista. No Brasil, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
existem varios registros da presenca deste (Brasil, 2001) e oRegulamento Técnico
patdgenos em leite e derivados (Destro et al., Geral para fixagdo dos requisitos
1991; Moura et al., 1993; Furlanetto et al., microbiolégicos de queijos do Ministério da
1996; Silva, 1997; Silva et al., 1998). A Agricultura Pecuaria e Abastecimento
grande frequiéncia de listeriose veiculada por (Brasil, 1996) prevéem, para queijos de alta
queijos evidencia a importancia desse umidade, como é o caso do queijo Minas
alimento e de outros derivados do leite na Frescal, auséncia de monocytogenesNos
cadeia epidemiologica de transmissaoLde  Estados Unidos, o Ministério da Agricultura
monocytogenes (USDA) fixou também tolerancia zero para
esta bactéria em suprimentos alimenticios de
Os queijos vém sendo responséveis por um modo geral (Johnson et al., 1990).
varios surtos de toxinfeccdo alimentar, nos
quais varios patégenos ja estiveram A importancia deL. monocytogenesomo
patbgeno causador de grave toxinfecgdo



alimentar, a falta de notificacdes de casos de deste microrganismo durante o]
listeriose no Brasil e, em particular, os processamento e subseqiiente estocagem dos
associados ao consumo de queijos, tornam produtos lacteos. De particular importancia
importante a pesquisa dle monocytogenes sdo os estudos de como o leite, incluindo
Apesar do risco apresentado pela aquele usado para a producdo de queijos e
monocytogenesm produtos lacteos, existem outros derivados lacteos fermentados, pode
poucos estudos sobre a incidéncia deste servir de veiculo primério para a transmissao
microrganismo em pontos na linha de deste patégeno (Rosenow e Marth, 1987).
processamento de queijos no Brasil. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi Listeria monocytogenes inativada sob
investigar a qualidade microbioldgica de condicbes normais de pasteurizacéo,
queijos Minas Frescal produzidos por um entretanto problemas podem advir de
laticinio na cidade de Rio Pomba, Minas contaminacdo poOs-pasteurizacdo (Schaack e
Gerais, quanto a presenca dd. Marth, 1988). Esta bactéria pode contaminar
monocytogenestanto na matéria-prima 0s queijos durante varios estadios do
quanto ao longo da linha de producédo deste processamento. Os diversos ambientes em
laticinio, visando detectar pontos de laticinios permitem o alojamento deste
contaminacdo dos queijos produzidos, bem microrganismo em Varios sitios de
como eliminar a presenga deste patdégeno na colonizagdo. Qualquer patdgeno presente no
industria em estudo. leite cru pode potencialmente permanecer no
ambiente de laticinios produtores de queijos
(Cotton e White, 1992). Figueiredo (2000),
2 REVISAO DE LITERATURA Catdo e Ceballos (2001) investigaram a
ocorréncia do génertisteria na linha de
processamento de leite pasteurizado e
detectaram amostras positivas para este
patdgeno no leite cru, leite pasteurizado e no
ambiente industrial.

O gqueijo Minas Frescal é um queijo branco,
semelhante aoqlueso blancbfabricado em

outros paises da América Latina, sendo um
dos queijos mais populares produzidos no
Brasil. Apresenta como matéria-prima o

leite  pasteurizado e sua principal 5 |eite varia muito entre os diversos estudos

caracteristica que atrai 0 consumidor € 0 SeU ¢ pode ser influenciada por varios fatores

Eabor ligeiramente "’]‘tc'do € rico. QUEIOS tais como regido geografica, estacdo do ano,
rancos, maclos € 1Irescos, 0S qualsS Sao t3manhg da fazenda, nimero de animais na

submetidos a um minimo de processamento ,,nriedade e manejo sanitario (Rohrbach et
antes do envase, s&o altamente pereciveis ey "1 992)

possuem curta vida de prateleira, mesmo sob p
refrigeracdo. Coma.isteria monocytogenes

A taxa de prevaléncia de monocytogenes

ocorréncia delListeria spp. em pontos
criticos de controle e no ambiente de

e um mlcrorganlsmt? _ psicrotrofico e 5 gcassamento de queijo Minas Frescal em
consegue crescer em baixas temperaturas, a;s |aticinios na Bahia foi determinada por

proliferacdo deste patogeno em queijos pode gijya et al. (2003). Neste estudo, 0s autores

ocorrer (Silva et al., 2003). observaram que na fabricagdo deste tipo de
L 3 , gueijo, o0s pontos criticos de controle
Listeria monocytogene$ um patégeno que  inciiem a recepcio do leite cru, a

pode ~contaminar leite e  dervados aqieirizacdo, a coagulagdo e a estocagem
(Menendez et al., 1997). Surtos de listeriose 4, produto acabado. Em uma das fabricas
resultados do consumo de derivados lacteos | monocytogenefoi isolada das amostras ’

contaminados por.. monocytogenesém de leite cru (16,7%) e das amostras do chao
levado a estudos sobre o comportamento 5 sgla de refrigeracdo dos queijos (14,3%).



Dois sorotipos, 4b e 1/2a, foram observados

entre as amostras de. monocytogenes Para prevenir a presenca de..
isoladas, os quais sdo freqlientemente monocytogenesm industrias produtoras de
envolvidos em surtos e casos esporadicos de queijos € importante a adocdo de boas

listeriose. praticas agropecuarias, boas préaticas de
fabricacdo e aplicagdo de conceitos de
Kells e Gilmour (2004) também programas de controle de qualidade total na

monitoraram, durante um ano, dois laticinios
na Irlanda. A incidéncia dé.isteria nos
equipamentos foi de 18,8% (6,3%.
monocytogengs no ambiente foi de 54,7%
(40,6% L. monocytogengse no leite cru
44,4% (22,2%.. monocytogengs

industria de laticinios (Silva et al., 2003).

O aumento do numero de pessoas altamente
susceptiveis &. monocytogeneassociado a

alta prevaléncia do patdgeno em alimentos
torna necesséaria a adocdo de medidas de
controle, prevencdo e reducdo do risco de
Rocha (2005) também realizou um estudo listeriose. Para tanto, € necessério
sobre a presenca de monocytogenesm estabelecer procedimentos de controle em
industria processadora de queijo Minas diferentes pontos na cadeia de producdo de
Frescal. Analisaram-se amostras de queijos alimentos, e aumentar a amostragem durante
Minas Frescal, de superficie do ambiente o processamento e a distribuicdo dos

apo6s o processamento dos produtos, além dealimentos (Vitas et al., 2004).

amostras de leite cru e pasteurizado. Neste
estudo, ndo se isoldu monocytogenesNo
entanto, a ocorréncia e disseminagdo de
quatro outras espécies do génerh. (
seeligerj L. innocua L. welshimeriie L.
grayi) nos varios pontos da linha de
producdo indicam a potencialidade da
monocytogenegr a ocorrer.

Hofer et al. (2000) fizeram um levantamento
das espécies deisteria e seus sorotipos
mais prevalentes no Brasil. Estes
pesquisadores caracterizaram as espécies
sorotipos de 3.112 amostras ddsteria
isoladas de diferentes fontes e de diferentes
regibes do PaisL. monocytogenesfoi
representada por dez sorotipos, sendo o 4b
(352 — 11,3%) o mais prevalente, seguido
por 1/2a (162 — 5,2%) e 1/2b (148 — 4,7%).

Ultimamente, técnicas moleculares tém sido
utilizadas para  deteccédo de L.
monocytogenesm alimentos, sobretudo em
produtos lacteos. Zeng et al. (2006)
utilizaram e aprovaram uma técnica de PCR
para deteccdo deste patdgeno no leite. A
eletroforese de campo pulsado (PFGE)
também ja foi atestada para tipificar
monogytogeneorucki et al., 2003).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 O laticinio estudado

O laticinio estudado neste trabalho
localizava-se em um sitio na zona rural da
cidade de Rio Pomba, Minas Gerais, a qual
se distancia 72 quildmetros de Juiz de Fora e
250 quilémetros de Belo Horizonte. O sitio

epossuia 13 alqueires e 25 vacas mesticas

(Holandés x Zebu), sendo 22 vacas em
lactacdo. A producao diaria de leite era de
cerca de 400 litros, sendo 18 litros / dia a
média de producdo por vaca. Toda esta
producdo era destinada ao laticinio. A
ordenha era do tipo mecénica, balde ao pé,
duas vezes ao dia: a primeira ordenha era
realizada as quatro horas, e a segunda era
realizada as 15 horas. No manejo de
ordenha, ndo era realizado nenhum teste
diario para a deteccdo de vacas com mastite,
porém, de acordo com relatos do
proprietario, a incidéncia desta enfermidade
no rebanho é baixa.



O sitio era de propriedade e gerenciado pela O leite era dispensado em um tanque de aco
familia proprietaria do laticinio, que morava inox de camisa dupla e sofria pasteurizacéo
no local, e possuia mais trés funcionarios na lenta (63 °C, 30 minutos). Apdés a
lida com os animais. A alimentacdo dos pasteurizacdo, o leite era resfriado a 32 °C
animais era feita com capim elefante e cana- no mesmo tanque, onde eram adicionados o
de-acucar, havendo suplementacdo com cloreto de calcio (20 g/ 100 litros de leite) e
concentrado para as vacas em lactacdo. Noa renina (1%). Essa mistura permanecia a 35
periodo de seca (maio a outubro), as vacas°C por 40 minutos para promover a
recebiam suplementacdo com silagem de coagulagdo da massa. A massa era cortada,
milho. com o auxilio de uma lira, em cubos de
aproximadamente 2 cm de lado. Em seguida,
a massa era retirada do tanque, com auxilio
de um coador de plastico, e colocada em
formas pequenas (10 cm de didmetro) ou em
funciondrios: a queijeira, esposa do formas grandes (15 cm de didmetro) sem
proprietario, e uma ajudante. A maior dessorador. A salga superficial era realizada
producdo, cerca de dois tercos, era de queijo em cada lado dos queijos (aproximadamente
Minas Frescal, porém o laticinio ainda 0,75% m/m de cloreto de sdédio em cada
fabricava queijo Minas Padrdo, Mussarela lado). Logo ap6s a salga, 0s queijos
(em barra e palito) e ricota. Toda a producdo enformados eram colocados em tabuleiros
era comercializada em duas feiras livres de de aluminio, que eram armazenados em trés
Juiz de Fora e em duas padarias da cidade. Orefrigeradores horizontais e mantidos a 4 °C

O laticinio localizava-se na propriedade
rural descrita acima, a uma distancia de 50
metros do curral. Nele, trabalhavam dois

laticinio era submetido a inspecdo estadual
(Instituto Mineiro de Agropecuaria — IMA).

A 4gua utilizada no laticinio era proveniente

de poco artesiano e ndo submetida a
qualquer tipo de tratamento fisico ou

quimico.

Este laticinio foi selecionado para o estudo,
pois foi 0 Unico que apresentou amostras de
gueijo Minas Frescal positivas (4/5) pdra
monocytogenesno estudo descrito no
capitulo 1 desta tese.

O processamento do queijo Minas Frescal
era realizado como descrito por Silva et al.
(2003) com poucas modificacdes (Figura 1).

por 18 a 24 horas, com o intuito de aumentar
a firmeza dos queijos. As formas eram

removidas no dia seguinte da fabricacdo e
dispensadas na mesma pia utilizada no dia
anterior como apoio para a enformagem dos
queijos. Dessa forma, 0 excesso de soro dos
queijos era drenado e 0s queijos eram
embalados em sacos plasticos de 18 cm x 24
cm (queijo pequeno, de aproximadamente

400 g) e de 20 cm x 30 cm (queijo grande,

de aproximadamente 800 g). Apés a

embalagem, os queijos voltavam a ser

armazenados nos refrigeradores horizontais
por mais 24 horas ou eram transportados
diretamente para o mercado.



Leite cru
Filtracis
Pasteurizacfo do leite (63 °C {30 minutos)

Eesfriamento (32 °C)

Adicdo de cloreto de calcio e renina
Coagulagio da massa (32 °C /40 minutos)

Corte da massa

Enformagem

salga superficial

|

Armazenamento refrigerado

|

Embalagem

|

Expedigio

Figura 1. Fluxograma de fabricacdo de queijo Minas Frescdaticinio estudado.

3.2 Procedimentos de amostragem na partir da recepgcdo da matéria-prima e da
indUstria linha de processamento.

Apbs contato com a direcdo do laticinio, Foram feitas cinco visitas ao laticinio
realizou-se um estudo de caso com a €studado, as datas e as finalidades de cada

finalidade de identificar a provavel fonte de Visita estdo descritas na tabela 1.
contaminacdo do queijo Minas Frescal a
Tabela 1.Numero, data e finalidades das visitas
realizadas no laticinio estudado
Visita Data
1 10 de outubro de 2005 Isolarmonocyto
2 1° de dezembro de 2005 Verificar a eliminac
3 27 de marco de 2006 Verificar a eliminag
4 16 de junho de 2006 Verificar a eliminag




5 16 de outubro de 2006

Verificar a eliminacdd dmonocytogenes

A obtencdo de amostras para andlise
microbioldgica foi conduzida de acordo com

Marshall (1992). Foram coletadas 33

amostras da sala de ordenha, ambiente e
linha de processamento do queijo Minas

Frescal, as quais estéo listadas abaixo.

1. Placa de Petri, contendo o meio de
cultura Palcam, em exposicao,
aberta, por 30 minutos no ambiente
da sala de fabricacdo dos queijos;

2. Placa de Petri contendo meio de

cultura Oxford em exposicdo, aberta,

por 30 minutos no ambiente da sala de
fabricacdo dos queijos;

3. Placa de Petri, contendo o meio de

cultura Palcam, em exposi¢do, aberta,

por 30 minutos no ambiente da sala de
estocagem dos queijos;

4. Placa de Petri contendo meio de

cultura Oxford em exposicdo, aberta,

por 30 minutos no ambiente da sala de
estocagem dos queijos;

5. Swab de teteira da ordenhadeira

mecanica,

6. Swab de latdo de leite contendo

manteiga estocado em temperatura

ambiente;

7. Swab de latbes de leite limpos e

vazios;

8. Swabdo filtro de leite cru;

9. Swabdas maos da queijeira;

10. Swabdo tanque de pasteurizacéo e

coagulacgédo do leite;

11. Swab de balde utilizado para

transporte da massa do queijo do tanque

de coagulacgéo para as formas;

12. Swabdo coador de massa de queijo;

13. Swabde formas grandes de queijo;

14. Swabde formas pequenas de queijo;

15. Swab do primeiro refrigerador

horizontal de estocagem de queijos;

16. Swab do segundo refrigerador

horizontal de estocagem de queijos;

17.Swab do terceiro refrigerador
horizontal de estocagem de queijos;

18. Swabdas paredes do laticinio;

19. Swabdo chao do laticinio;

20. Swabda pia da sala de fabricacéo
dos queijos local onde eram
enformados os queijos;

21. Swabda pia da sala de estocagem
dos queijos;

22. Agua residual de lavagem de latGes;
23. Agua utilizada para lavagem das
maos da queijeira armazenada em caixa
plastica;

24. Agua das torneiras das pias do
laticinio;

25. Leite cru;

26. Soro presente na bandeja de
aluminio onde os queijos inicialmente
permaneciam enformados;

27. Soro residual presente na pia da sala
de fabricacdo — local onde os queijos
eram enformados;

28. Soro residual presente dentro dos
refrigeradores horizontais de estocagem
dos queijos — coletado no ralo do
refrigerador horizontal;

29. Amostra de queijo Minas Frescal 1;
30. Amostra de queijo Minas Frescal 2;
31. Amostra de queijo Minas Frescal 3;
32. Amostra de queijo Minas Frescal 4;
33. Amostra de queijo Minas Frescal 5.

A coleta comswabsfoi realizada atritando-
se cadawabem quatro areas de 40 tam
cada um dos pontos amostrados listados
anteriormente. Oswabs foram colocados
em tubos contendo 10 mL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion e conservados sob
refrigeracdo até a chegada ao laboratorio.

No caso das amostras liquidas, como soro e
aguas, forma coletados volumes de 300 mL
com o auxilio de coletores de ac¢o inoxidavel
estéreis e colocados em frasco estéreis, 0s
quais foram conservados sob refrigeracéo
até a chegada ao laboratério. As amostras
de queijo Minas Frescal foram mantidas em
sua embalagem original e conservadas sob
refrigeragéo até o laboratorio.



3.3 Procedimentos laboratoriais para
isolamento, identificacéo e
enumeracéao dd_isteria monocytogenes

3.3.1 Isolamento dé.. monocytogenes
a partir de amostras coletadas no
ambiente e na linha de processamento
de queijo Minas Frescal

A parte laboratorial do trabalho foi realizada
no Laboratério de Microbiologia do Leite da

Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora,
Minas Gerais, e as analises microbiolégicas
foram realizadas de acordo com Marshall
(1992), conforme descrito na segao 3.2.2 do
capitulo 1 desta tese.

A técnica de PCR foi utilizada para deteccéo
e confirmacdo dos isolados obtidos no
laticinio, conforme descrito na secdo 3.3 do
capitulo 1 desta tese.

L.
Minas

3.3.2 Enumeracéo de
monocytogenes em  queijo
Frescal

Foi realizada a contagem delL.
monocytogenes nos cinco queijos
amostrados na primeira visita realizada ao
laticinio em estudo, em outubro de 2005,
como descrito no item 3.2.

Vinte e cinco gramas de cada amostra de
queijo foram transferidas para um saco

plastico estéril contendo 225 mL de citrato

de sddio 2%. Apdés homogeneizacgédo por dois
minutos em temperatura ambiente, em um
homogeneizador de amostras do tipo

stomacher foram realizadas, para cada

amostra de queijos, diluicbes seriadas em
uma série de tubos contendo 9 mL de citrato
de sédio a 2%. Foram utilizadas as seguintes
diluicdes: 10, 102 10° e 10"

Depois de realizadas as dilui¢cbes, cada tubo
foi agitado em Vortex e semeado em placas

de Petri contendo o meio de cultura Oxford,
incubando-se as placas a 36, por 48
horas. Foram utilizadas trés placas por
diluicdo: em duas placas jA contendo meio
de cultura solidificado foram dispensados
0,3 mL da diluigdo em cada e em outra placa
também ja contendo o meio de cultura foram
dispensados 0,4 mL, totalizando doze placas
de Oxford por amostra de queijo. Para a
adequada distribuicdo da diluigdo no meio
de cultura, esta foi espalhada com algca de
Drigalski sobre o meio.

Apbs 48 horas de incubacdo das placas de
Oxford, observou-se 0 crescimento de
colénias tipicas dd.isteria nesse meio de
cultura, as quais se apresentam enegrecidas.
Foi, entdo, realizada a contagem de colbnias
tipicas com o auxilio de uma lupa (limite de
detecgéo = 10 UFC por 25 g de queijo).

3.3.3 Sorotipagem e Eletroforese em
campo pulsado (PFGE)

Esta parte experimental foi realizada, em
colaboracdo, noMicrobial Food Safety
Research Unjt localizado no Eastern
Regional Research  Center (ERRC)
(Agricultural Research Service USDA),

em Wyndmoor, Pennsilvania, Estados
Unidos.
A subtipagem molecular foi conduzida

utilizando-se a enzima Ascl (New England

Biolabs Inc., Ipswich, MA), de acordo com

0 protocolo padronizado do Centro de
Controle de Doencas dos Estados Unidos
(CDC Pulse-Net) e como descrito por

Gilbreth et al. (2005).

3.4 Procedimentos de eliminacdo do
microrganismo e monitoramento do
laticinio

Para confirmar a eliminacdo de..
monocytogenesla planta do laticinio, este



foi monitorado durante o periodo de um ano.
Neste periodo, foram realizadas cinco visitas
no laticinio. Na primeira visita foram
amostrados os pontos descritos no item 3.2.
No dia dessa primeira visita, o laticinio foi
interditado pelo servigco de inspecéo estadual
e, nos dois meses subseqlientes, uma série de
procedimentos de limpeza e desinfeccdo e
reforma de instalagbes foram conduzidos, a
fim de eliminar a presenca do
microrganismo e atender as exigéncias do
Servico de Inspecéo Estadual.

3.4.1 Procedimentos de limpeza,
desinfeccdo e reforma das instalacdes
do laticinio

O primeiro procedimento de limpeza foi
realizado no dia da primeira visita ao
laticinio, dia 10 de outubro de 2005. Toda
matéria orgéanica foi retirada das instalactes
do laticinio e apenas o chao foi lavado com
agua quente e cloro concentrado, deixando
este agir por 24 horas.

O segundo procedimento de limpeza foi
realizado no dia 30 de outubro de 2005 e
todas as instalacbes e equipamentos do
laticinio (ch@o, paredes, pias, tanques de
fabricacéo, formas, refrigeradores
horizontais) foram lavados com cloro
concentrado (500 ppm), o qual foi deixado

agir por uma hora, mais detergente alcalino O vaiv
clorado e agua quente. Durante 0 més de aduisicdo de

3. Pintura das paredes internas (tinta
a Oleo, lavavel) e das paredes externas
(tinta comum);

4. Na entrada do laticinio, colocacéo
de pia nova para lavagem de maos,
dispensador de sabonete e toalha de
papel, lavador de botas, revestimento de
ceramica no piso e paredes, e tapete
sanitario;

5. Piso de ceramica no interior de
todo o laticinio (era cimento liso);

6. Troca das telas das janelas;

7. Construcdo de 6culo de aluminio
de expedicdo de queijos na sala de
estocagem desses;

8. Aquisicdo de prensa para queijos;

9. Aquisicdo de bomba para leite
(transporte do leite da area externa para
o interior do laticinio) e tanque pequeno
com filtro;

10. Aquisicdo de formas proéprias
para queijos;

11. AquisicBo de mesa inox para
enformagem dos queijos;

12. Revestimento com ceramica do
piso na area do filtro para o leite;

13. Aumento da altura das janelas;

14. Reforma de dois refrigeradores
horizontais mais antigos;

15. Aumento (20 cm) da altura do
revestimento de cerdmica da sala de
fabricac&o de queijos.

estimado da reforma e
novos equipamentos e

valor total

novembro de 2005, houve reformas das utensilios foi de R$ 11.000,00.

instalacbes do laticinio e  novos

equipamentos foram adquiridos. A listagem APOS 0 término das obras, realizou-se um

das reformas e aquisicdes esta descrita terceiro procedimento de Iimpeza,_no d_ia 29
abaixo. de novembro de 2005, que incluiu a

lavagem, com agua morna, cloro
1. Fechamento de uma porta concentrado e detergente, do piso, paredes,

secundaria de acesso direto a sala de €duipamentos e utensilios do laticinio.
fabricac&o dos queijos;

2. Troca da porta de
principal do laticinio, pois
enferrujada;

entrada No dia 30 de novembro de 2005, foi

estava realizado o ultimo procedimento de limpeza
com o laticinio ainda interditado. Houve
novamente higienizacdo de toda a instalacéo
com agua morna, detergente e cloro, as



formas de queijos ficaram mergulhadas no

tanque de fabricacdo em solucdo de cloro, e patégeno.

os refrigeradores horizontais foram limpos
com alcool 70°.

3.4.2 Procedimentos de

monitoramento do laticinio

Como dito anteriormente foram realizadas
mais quatro visitas ao laticinio em estudo,
no periodo de um ano, para verificar a
eliminacdo dé.. monocytogenes

A primeira visita foi descrita no item 3.2 e
teve como objetivo identificar os pontos do
ambiente e da linha de producéo do queijo

1.Swab de teteira da ordenhadeira
mecanica;

2.Swab de latdes de leite limpos e
vazios;

3.Swabdo tanque de pasteurizacdo do
leite e coagulacao;

4 Swabde formas grandes de queijo;
5.Swabde formas pequenas de queijo;
6.Swab do primeiro refrigerador
horizontal de estocagem de queijos;

7.Swab do segundo refrigerador
horizontal de estocagem de queijos;
8.Swab do terceiro refrigerador

horizontal de estocagem de queijos;
9.Swabdas paredes do laticinio;

10. Swabdo chéo do laticinio;

11. Swab da pia da sala de
fabricacdo dos queijos — local onde
eram enformados 0s queijos;

12. Swab da pia da sala de
estocagem dos queijos;

13. Swabda mesa de acgo inox
recém-adquirida para a enformagem
dos queijos.

De cada um dos refrigeradores horizontais,
foram coletados cincoswabs um do
refrigerador horizontal como um todo, outro
somente da parte interna, outro da parte
externa, outro da tampa e um Ultirmvab

do ralo.

Frescal contaminados com o
As demais \visitas foram
realizadas apos o periodo de reforma das
instalacGes e dos procedimentos de limpeza
descritos no item anterior, com o intuito de
averiguar a eliminacdo de monocytogenes
do laticinio em questéo.

Minas

A segunda visita ao laticinio foi realizada no

dia 1° de dezembro de 2005, logo ap6s o
término da reforma das instalacbes e do
altimo procedimento de limpeza. Na ocasido

desta segunda visita, o laticinio ainda

encontrava-se interditado pelo Servico de
Inspecdo Estadual e, portanto, ndo havia
producdo. Dessa forma, os seguintes pontos
foram amostrados.

As terceira, quarta e quinta visitas foram
realizadas, respectivamente, nos dias 27 de
marco de 2006, 26 de junho de 2006 e 16 de
outubro de 2006. Foram coletadas amostras
do ambiente e da linha de processamento do
queijo Minas Frescal. Em cada uma dessas
trés visitas, foram realizados os controles
empregando-se:
1. Placa de Petri, contendo o
meio de cultura Palcam, em
exposicao, aberta, por 30 minutos no
ambiente da sala de fabricacdo dos

queijos;
2. Placa de Petri contendo
meio de cultura Oxford em

exposicao, aberta, por 30 minutos no
ambiente da sala de fabricagdo dos
queijos;

3. Placa de Petri, contendo o
meio de cultura Palcam, em
exposicao, aberta, por 30 minutos no
ambiente da sala de estocagem dos
queijos;

4, Placa de Petri contendo
meio de cultura Oxford em
exposicao, aberta, por 30 minutos no
ambiente da sala de estocagem dos
queijos;

5. Swab de teteira
ordenhadeira mecanica;

da



6. Swab de latdes de leite
limpos e vazios;
7. Swab do tanque de

pasteurizacao do leite e coagulacao;
8. Swabdo balde utilizado para
transporte da massa do queijo do
tanque de coagulacdo para as
formas;

9. Swabdo coador de massa de
queijo;
10. Swabda mesa de aco inox
utilizada para enformagem de
queijos;
11. Swabde formas grandes de
queijo;
12. Swabde formas pequenas de
queijo;
13. Swab da balanca utilizada

para pesagem dos queijos;

14. Swab do primeiro
refrigerador horizontal de estocagem
de queijos;

15. Swab do segundo
refrigerador horizontal de estocagem
de queijos;

16. Swab do terceiro
refrigerador horizontal de estocagem
de queijos;

17. Swab das paredes do
laticinio;

18. Swabdo ché&o do laticinio;

19. Swab da pia da sala de

fabricacdo dos queijos — local onde
eram enformados os queijos;

20. Swab da pia da sala de
estocagem dos queijos;

21. Agua residual de lavagem
de latdes;

22.  Agua utilizada para lavagem
dos utensilios armazenada em caixa
plastica;

23.  Agua das torneiras das pias
do laticinio;

24. Leite cru;

25. Massa de queijo coletada
direto do tanque de fabricacao;

26. Soro residual presente na
mesa de aco inox — local onde os
queijos eram enformados;

27. Soro residual presente

dentro dos refrigeradores horizontais
de estocagem dos queijos — coletado
no ralo do refrigerador horizontal;

28. Amostra de queijo Minas

Frescal 1;

29. Amostra
Frescal 2;

30. Amostra
Frescal 3;

31. Amostra
Frescal 4;

32. Amostra
Frescal 5.

de queijo Minas

de queijo Minas

de queijo Minas

de queijo Minas

De cada um dos refrigeradores horizontais,
cinco swabscontinuaram sendo coletados:
um do refrigerador horizontal como um
todo, outro somente da parte interna, outro
da parte externa, outro da tampa e um ultimo
swabdo ralo.

Osswabsforam atritados em quatro areas de
40 cnf cada em cada um dos pontos
amostrados listados anteriormente. Esses
swabs foram, entdo, colocados em tubos
contendo 10 mL de caldo BHI (&n Heart
Infusion e conservados sob refrigeracdo até
a chegada ao laboratério. J4& as amostras
liquidas, tais como o soro e as aguas (cerca
de 300 mL de cada) foram coletadas de suas
origens com o auxilio de coletores de aco
inox estéreis e colocadas em frasco estéreis,
0s quais foram conservados sob refrigeracao
até o laboratorio. Finalmente, as amostras de
queijo Minas Frescal foram mantidas na
embalagem original e também conservadas
sob refrigeracdo até a chegada no
laboratorio.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO De um total de 33 amostras coletadas do
ambiente e da linha de processamento do
queijo Minas Frescal, durante a primeira

4.1 Ocorréncia deL. monocytogenes visita ao laticinio estudo, 14 foram positivas

no ambiente, na linha de paralL. monocytogene@abela 2).

processamento e em amostras de

gueijo Minas Frescal

Tabela 2. Amostras positivas e negativas paramonocytogenesoletadas no ambiente e na linha de
processamento de queijo Minas Frescal em um latieim Rio Pomba, MG — outubro de 2005

Material examinado Isolamento del.. monocytogenes
Teteira da ordenhadeira Negativo
Latbes de leite Negativo
Filtro de leite cru Negativo
Tanque de pasteuriza¢éo e coagulagéo Negativo
Coador de massa Negativo
Balde de massa Negativo
Forma grande de queijo Positivo
Forma pequena de queijo Positivo
Pia da sala de fabricag&o de queijos Negativo
Refrigerador horizontal 1 Positivo
Refrigerador horizontal 2 Positivo
Refrigerador horizontal 3 Positivo
Pia da sala de estocagem de queijos Negativo
Piso Positivo
Parede Negativo
Agua residual de latdes Negativo
Agua de lavagem de mé&os Negativo
Soro da pia Positivo
Leite cru Negativo
Agua Negativo
Soro da bandeja com queijos Positivo
Soro da saida do refrigerador horizontal Positivo
M&os da queijeira Negativo
Latdo com manteiga Negativo
Placa de Petri do ambiente da sala de fabricac&on@) Negativo
Placa de Petri do ambiente da sala de fabricagdoaif) Negativo
Placa de Petri do ambiente da sala de estocagefor{px Negativo

Placa de Petri do ambiente da sala de estocagdocaifa Negativo




Amostra de queijo Minas Frescal 1 Positivo
Amostra de queijo Minas Frescal 2 Positivo
Amostra de queijo Minas Frescal 3 Positivo
Amostra de queijo Minas Frescal 4 Positivo
Amostra de queijo Minas Frescal 5 Positivo

Como é possivel observar na tabela 1, nove ambiente sdo reservatérios naturais deste
amostras do ambiente e linha de microrganismo (Donnelly, 1990). De acordo
processamento do queijo Minas Frescal com os proprietarios do laticinio, em certa
foram positivas: formas pequenas e grandes ocasido anterior ao isolamento da bactéria,
de queijos, trés refrigeradores horizontais, estes refrigeradores horizontais foram
piso, soro coletado da pia, soro coletado da retirados do laticinio e utilizados para
bandeja onde os queijos dessoravam e soro refrigeracdo de bebidas durante uma festa de
coletado da saida (ralo) do refrigerador aniversario na propriedade rural. E possivel
horizontal de estocagem. Além dessas que naquele momento eles tenham se
amostras, 0s cinco queijos coletados contaminado com 0 microrganismo e,
juntamente com as amostras de ambiente e quando retornaram para a industria, a
da linha de processamento também foram bactéria passou a contaminar o material ali
positivos para L. monocytogenes armazenado.

Considerando o fluxograma de fabricagéo do

gueijo Minas Frescal no laticinio estudado e Rebanhos leiteiros também podem ser
a ndo deteccdo de monocytogeneso leite considerados reservatorios de L.

cru, massa do queijo e tanque de monocytogeneg esta bactéria pode causar
pasteurizacdo e coagulacéo, estes resultadosmastite em vacas leiteiras (Gitter et al.,
sugerem que o0s pontos em comum de 1980). Estudos realizados no Canada e
contaminacao de todas as amostras positivas Estados Unidos demonstraram que
seriam os refrigeradores horizontais monocytogenepode ser encontrada no leite
utilizados para estocagem dos queijos. cru em taxas que variam de 1,3 a 5,4%
Como L. monocytogenes €  um (Lovett et al., 1987; Farber et al.,, 1988;
microrganismo psicrotrofico, possui Liewen e Plantz, 1988; Slade e Collins-

habilidade de crescer e se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo. A bactéria
contaminou o refrigerador horizontal e neste
local encontrou um ambiente propicio para
sua multiplicacdo (temperatura em torno de
4 °C, auséncia de competidores), e todo o
material que era armazenado nos
refrigeradores horizontais se contaminava.

A origem da contaminacdo  dos
refrigeradores horizontais € dificil de ser
determinada. L. monocytogenesja foi
isolada de varias espécies animais, incluindo

Thompson, 1988; Hassan et al., 2001).
Também foi demonstrado que vacas podem
ser portadoras deste patdgeno por mais de
trés anos, sem apresentarem qualquer
sintoma ou qualquer alteracdo no leite.
Entretanto, o leite cru produzido na fazenda
apresentou resultado negativo para o
patdégeno e, portanto, provavelmente néo foi
a fonte de contaminacdo do ambiente do
laticinio e da linha de processamento do
queijo Minas Frescal.

A ocorréncia delL. monocytogenesem

o homem, vegetais, agua, serragem, silagem, pontos criticos de controle e no ambiente de
material fecal, esgoto domeéstico e industrial processamento de queijo Minas Frescal em
(Farber e Peterkin, 1991; Bille et al., 2003). dois laticinios na Bahia foi determinada por

Homem, animais domésticos e silvestres e o Silva et al. (2003). Neste estudo, os autores



observaram que, na fabricacdo deste tipo de

gueijo, 0s pontos criticos de controle
incluem a recepcdo do leite cru, a

Por outro lado, Rocha (2005) também
realizou um estudo da presenca de

pasteurizacdo, a coagulacdo e a estocagemmonocytogenesem industria processadora

do produto acabado. Em uma das fabricas,
L. monocytogenefoi isolada das amostras
de leite cru (16,7%) e das amostras do piso
da sala de refrigeracdo dos queijos (14,3%).
Um sorotipo, 1/2a, foi observado entre as
amostras dd.. monocytogenessoladas, o
qual é frequentemente envolvido em surtos e
casos esporadicos de listeriose.

Kells e Gilmour (2004) também
monitoraram, durante um ano, dois
laticinios, na Irlanda. A incidéncia de.
monocytogenesnos equipamentos foi de
6,3%, no ambiente foi de 40,6% e no leite
cru de 22,2%. No presente estudo, a
incidéncia do microrganismo diferiu daquela
observada por Kells e Gilmour (2004): 50%
nos equipamentos e utensilios, 40% no
ambiente, elL. monocytogenesndo foi
isolada no leite cru.

de queijo Minas Frescal. Foram analisados
20 queijos Minas Frescal, 120 amostras de
superficie do ambiente apés o
processamento dos produtos, além de 10
amostras entre leite cru e pasteurizado.
Neste estudo, ndo se isolouL.
monocytogenes

4.2 Enumeracao de.. monocytogenes
nas amostras de queijo Minas Frescal

Como dito anteriormente, 100% das
amostras de queijo Minas Frescal coletadas
na primeira visita foram positivas pata
monocytogenesA tabela 3 demonstra a
enumeracdo dé. monocytogenesm cada
uma dessas amostras.

Tabela 3. Enumeragé@o de. monocytogenesm cinco amostras de queijos Minas Frescal castath
um laticinio em Rio Pomba, MG, em outubro de 2005

Amostras de queijos Minas Frescal

Enumeracéo (UFCY

gabhwnNBE

3,0x 16
1,0 x 16
1,9 x 1d
1,1 x 16
3,0x 16

Como pode-se observar, todas as amostraspotencialmente capazes de causar listeriose
de queijo apresentaram contagens acima de em consumidores. Contudo, de acordo com

10 UFC ¢' e trés amostras (60%)
apresentaram valores superiores & UBC

g'. Trabalhos sugerem que o nimerolde
monocytogeneem alimento contaminado

a Secretaria Municipal de Saude de Juiz de
Fora e com a Secretaria Estadual de Saude
de Minas Gerais (Comunicagdo pessoal),
nenhum caso de listeriose foi notificado em

capaz de causar surtos e casos esporadicosluiz de Fora no periodo de junho de 2005 a

s

de listeriose é superior a 1QFC g
contudo doses infectantes inferiores a este

valor ndo podem ser descartadas (Rocourt e

Cossart, 1997). Rosenow e Marth (1987)
afrmam que o valor minimo del.
monocytogenesapaz de causar toxinfecgéo
alimentar, é de TOUFC g'. Sendo assim,

esses queijos podem ser classificados como

junho de 2006.

4.3 Caracterizacdo sorolégica e
molecular (PFGE) dos
microrganismos  isolados de L.
monocytogenes



Um total de 344 amostras ded. resultados sugerem que houve somente um
monocytogene a 20 isolados por amostra ponto de contaminacdo e monocytogenes
positiva) de amostras de queijos coletados no laticinio. Com base no cruzamento dos
no varejo e na indastria, do ambiente e da dados de isolamento de monocytogenes
linha de processamento do queijo Minas no ambiente de armazenamento e
Frescal foram caracterizadas. Todos os 344 processamento dos queijos, e como O
isolados dd.. monocytogeneapresentaram  isolamento do patdégeno somente ocorreu
0 mesmo pulsotipo e pertenciam ao sorotipo apos a passagem dos queijos pelos freezers,
1/2a. Dessa forma, somente um clone sugere-se que a fonte de contaminacdo
bacteriano estava presente no ambiente, estava associada com o local de
utensilios e produto (Figura 2). Estes armazenamento dos queijos.
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Figura 2. Montagem de varios géis de eletroforese em camfsago (PFGE) mostrando isoladoslde
monocytogenede queijos Minas Frescal coletados na industria 4], de queijos coletados no varejo (5
— 13) e do ambiente do laticinio F (14 — 27 e &)lunas marcadas com a letra S correspondem ao
controle Salmonella choleraesuissp.choleraesuiser Branderup). Colunas 28 e 29 mostram resultado
negativo. Pode ser observado o mesmo perfil deasamds isolados de monocytogenevidenciando

0 mesmo genaétipo.

O sorotipo 1/2a é o segundo sorotipo mais diferentes fontes.L. monocytogenesfoi
freqlente envolvido em casos de listeriose representada por dez sorotipos, sendo o 4b o
humana e € o sorotipo mais freqientemente mais prevalente, seguido por 1/2a e 1/2b.
encontrado em produtos lacteos no Brasil Silva et al. (2003) também observaram dois
(Hofer et al., 1984; 1999; 2000; 2006). sorotipos dd.. monocytogeneso ambiente

de processamento de queijo Minas Frescal,
Hofer et al. (2000) também fizeram um 4b e 1/2a, sendo um deles (1/2a) 0 mesmo
levantamento das espéciesldgteria e seus encontrado no presente estudo.
sorotipos mais prevalentes no Brasil. Estes
pesquisadores caracterizaram as espécies e
sorotipos de amostras Hesteria isoladas de



4.4 Eliminagao delL. monocytogenes e E possivel eliminak. monocytogenede um
monitoramento do laticinio laticinio, adotando-se medidas higiénico-
sanitarias adequadas e principios das boas

Como descrito na secédo Material e Métodos, Praticas de fabricacao.

item 3.4.1, ap6s os procedimentos de . i

limpeza, desinfeccio e reforma de REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
instalagcbes, uma segunda visita foi realizada

no laticinio em 1° de dezembro de 2005,

com o intuito de verificar a eliminagdo do ALMEIDA, P. F.; ALMEIDA, R. C. C.
patégeno. Nessa ocasido, o laticinio estava Métodos de deteccdo e mecanismos de
fechado e a producdo de queijo foi viruléncia de Listeria monocytogenes
interrompida enquanto as reformas eram Boletim da Sociedade Brasileira de Ciéncia
realizadas. Sendo assim, os seguintes pontosé Tecnologia de Alimentos. 37, n. 2, p.
foram amostrados: teteira da ordenhadeira 136-145, 2003.

mecanica, latbes de leite limpos e vazios,

tanque de pasteurizacdo do leite e

coagulacdo, formas grandes e pequenas deALMEIDA FILHO, E. S.; LINDNER, A. L,;
queijo, trés refrigeradores horizontais de ALMEIDA, D. S.; SIGARINE, C. O,
estocagem dos queijos, paredes, chdo, pia daFERREIRA, M. B. Perfil microbioldgico de
sala de fabricacdo dos queijos — local onde queijo tipo Minas Frescal, de produgéo
eram enformados os queijos, pia da sala de artesanal e inspecionada, comercializado no
estocagem dos queijos, mesa de ago inox municipio de Cuiaba-MTRevista Higiene
recém adquirida para a enformagem dos Alimentar,v. 16, n. 92/93, p. 51-56, 2002.
queijos. Todos o0s pontos amostrados

revelaram-se negativos para L. )
monocytogenes ARAUJO, V. S.; PAGLIARES, V. A,

QUEIROZ, M. L. P.; FREITAS-ALMEIDA,
Objetivando confirmar a eliminagdo do A. C. Occurrence ostaphylococcus aureus
microrganismo, outras trés visitas foram and enteropathogens in soft cheese
realizadas no laticinio em 27 de margo de commercialized in the city of Rio the
2006, 26 de junho de 2006 e 16 de outubro Janeiro, Brazil. Journal of Applied
de 2006. Todos os pontos amostrados em Microbiology, v. 92, n. 6, p. 1172-1177,
cada uma das trés visitas revelaram 2002.
resultados negativos paltamonocytogenes
Estes resultados demonstram que é possivel
eliminar L. monocytogenede um laticinio, BILLE, J; ROCOURT, J;
adotando-se medidas higiénico-sanitarias SWAMINATHAN, B. Listeria and
adequadas e principios das boas praticas deErysipelothrix In: MURRAY, P. R,
fabricacao. BARRON, E. J.; JORGENSEN, J. H;
PFALLER, M. A.; YOLKEN, R. H. (Ed).
Manual of clinical microbiology 8. ed.
5 CONCLUSOES Washington: ASM Press, 2003. v. 1. 1212 p.

A partir do trabalho realizado, considerando- BORDER, P. M.. HOWARD, J. J.

se 0s resultados obtidos bem como a PLASTOW, G. S.. SIGGENS, K. W.
literatura consultada, pode-se concluir que:  petection of Listeria species and.isteria

monocytogenesusing polymerase chain
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