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RESUMO GERAL

O queijo é considerado um veiculo frequente de patégenos de origem alimentar e,
em especial os queijos frescos artesanais. Dentre estes, destaca-se o queijo de
coalho por ser comumente elaborado a partir de leite cru e sob condigbes
insatisfatorias de higiene, em pequenas industrias que ndo adotam de forma plena
as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Portanto, a contaminagdo microbiolégica
deste produto assume destacada relevancia para a saude publica, pelo risco de
causar doencgas transmitidas por alimentos. Neste trabalho, foi realizado um
diagnostico da contaminagao por coliformes fecais, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella sp. e Staphylococcus spp. na linha de produgéo de
queijo de coalho em uma industria de laticinios, na regido metropolitana de
Fortaleza - CE. Um total de 100 amostras de alimentos, incluindo leite cru, leite
pasteurizado, coalhada, queijo, e 165 amostras ambientais, incluindo ar ambiente,
superficies de equipamentos, moveis, utensilios, embalagem de polietileno,
drenos, pisos, paredes e luvas utilizadas pelos manipuladores, foi coletado
durante a fabricagdo de cinco lotes diferentes, a intervalos de 45-50 dias, no
periodo de maio a outubro de 2004. As amostras ambientais foram analisadas
quanto a presenga de L. monocytogenes, Staphylococcus spp., enquanto as
amostras de alimentos, também, foram analisadas quanto ao numero mais
provavel (NMP) de coliformes totais e fecais, pesquisa de E. coli e de Salmonella
sp. A contagem e identificacdo das bactérias analisadas foi realizada pelos
métodos preconizados pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA), exceto para
L. monocytogenes que foi analisada segundo metodologia do Canadiam
Health and Food Branch. Os isolados caracteristicos do género Listeria foram
identificados utilizando-se o kit API® Listeria e por meio da amplificacdo de
fragmentos dos genes hly e actA, utlizando a técnica PCR. Cem isolados
caracteristicos de Staphylococcus sp. foram identificados pelo sistema AP/ - Staph
(BioMérieux) e os 23 isolados identificados como S. aureus foram

confirmados através da amplificacdo de um fragmento do gene femA pela

XVvii



técnica da PCR. A pesquisa dos genes sea, seb, sec, sed, see, sei e sgj foi
realizada em 32 cepas de Staphylococcus, utilizando PCR. A detecgdo de
enterotoxinas foi realizada em 20 amostras compostas, através do método
imunoenzimatico ELFA empregando o sistema automatizado VIDAS® Staph
enterotoxin |l (BioMérieux). O leite cru apresentou elevada populagao de bactérias
do grupo coliformes totais e fecais, com confirmagdo da presenca de E. coll,
evidenciando deficiéncias nas condi¢cdes higiénico-sanitarias durante o processo
de obtencdo do leite. A presenca de E. coli ndo foi constatada no leite
pasteurizado, na coalhada e no queijo. Os niveis de coliformes totais e fecais
detectados apresentaram-se superiores ao limite legal estabelecido para queijo de
coalho (1.0 x 10°NMP/g) em apenas um lote. Em 100% das amostras dos
alimentos analisadas verificou-se auséncia de Salmonella spp. A avaliagdo de 18
isolados caracteristicos do género Listeria através do kit AP/® Listeria revelou trés
isolados de L. monocytogenes “atipicas”, que nédo foram confirmadas, uma vez
que nao apresentaram amplificacdo dos fragmentos especificos para os genes hly
e actA, indicando assim a possivel auséncia desse patdégeno no ambiente de
produgdo de queijo de coalho. A populagcdo de Staphylococcus sp. e de
Staphylococcus coagulase positiva reduziram de 1,5 x 10°UFC/mL e 5,0 x
10°UFC/mL no leite cru para zero e no leite pasteurizado, respectivamente.
Staphylococcus coagulase positiva foi detectado em 100% das amostras de leite
cru (25/25) e em 8% das amostras de queijos (2/25). As contagens de
Staphylococcus sp. em equipamentos e utensilios oscilaram entre <10% a 3,2 x
10*UFC/cm?. Identificou-se 12 espécies de Staphylococcus através do kit AP
Staph, sendo nove coagulase negativa e trés coagulase positiva. No leite cru
observou-se alta frequéncia de espécies coagulase positiva, com prevaléncia de
S. aureus. Nas demais amostras de produtos, luvas dos manipuladores,
superficies de equipamentos e utensilios a prevaléncia foi de espécies coagulase
negativa. A presenca de enterotoxinas estafilococicas foi constatada em todas as
amostras de um mesmo lote processado, desde a matéria prima até o produto

final (queijo). De um total de 23 cepas de S. aureus identificados fenotipicamente
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(API® Staph - BioMérieux), 82,6% (19/23) foram positivas para o gene femA,
demonstrando maior especificidade e poder discriminatério da analise molecular.
A presenca dos genes sea e sec foi detectada em 37,5% (12/32) das cepas
analisadas, sendo estas pertencentes a cinco espécies de Staphylococcus.

Palavras-chave: produtos lacteos, patégenos, enterotoxinas estafilocécicas, PCR
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GENERAL SUMMARY

Cheese is considered to be a frequent vehicle of food borne pathogens, especially
fresh artisan cheeses. Amongst these, “coalho” cheeses stand out since they are
frequently made from non-pasteurised milk, under unsatisfactory conditions of
hygiene, in small-scale industries that fail to completely adopt the Good
Manufacturing Practices (GMP). Thus the microbiological contamination of this
product assumes prominent relevance with respect to public health, due to the risk
of transmitting foodborne diseases. In this study a diagnosis for the contamination
by faecal coliforms, E. coli, L. monocytogenes, Salmonella sp. and Staphylococcus
spp. was carried out on the “coalho” cheese production line of a dairy in the
metropolitan region of Fortaleza — CE, Brazil. A total of 100 samples were taken
from 5 different batches processed at intervals of 45-50 days from May to October,
2004, and comprised non-pasteurised and pasteurised milks, curd, cheese and
145 environmental samples, including the air, equipment and utensils surfaces,
drains, floors, walls and gloves worn by cheese handlers. The environmental
samples were analysed for the presence of L. monocytogenes and Staphylococcus
spp., whilst the food samples were also analysed for the most probable number
(MPN) of total and faecal coliforms and examined for the presence of E. coli and
Salmonella spp. The isolation and counts of the microorganisms analysed were
carried out using the methods presented in the Bacteriological Analytical Manual
(FDA), except for L. monocytogenes, which was analysed according to the
Canadian Health and Food Branch methodology. Isolates characteristic of the
genus Listeria were identified using the API® Listeria kit and by amplifying
fragments of the genes hly and actA using the PCR technique. A hundred isolates
characteristic of Staphylococcus sp., were selected for identification by the AP/ -
Staph system (BioMérieux). Twenty-three S. aureus strains were identified at the
molecular level by amplifying a fragment of the gene femA. A search for the genes
sea, seb, sec, sed, see, sei and sej was carried out by PCR in 32 strains of
Staphylococcus. Enterotoxin detection was carried out for 20 compound samples

using the ELFA immuno-enzymatic assay with the automatated VIDAS® Staph
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enterotoxin Il (BioMérieux). The non-pasteurised milk presented a high count of the
total and faecal coliform group with confirmation of the presence of E. coli, as
evidence of deficiencies in the hygiene-sanitary conditions during milking. E. coli
was not found in the pasteurised milk, curd or cheese, and the levels of total and
faecal coliforms found were above the legal limits for “coalho” cheese
(10°MPN/mL) for one single batch. Salmonella spp. were absent in 100% of the
samples analysed. Eighteen isolates characteristic of the genus Listeria were
evaluated using the API® Listeria kit, and three “atypical’ isolates of L.
monocytogenes were found. These did not present amplification of the fragments
specific for the genes hly and actA, raising the possibility of their absence in the
“coalho” cheese production environment. The Staphylococcus sp. population
decreased from 1.5 x 10’'CFU/mL in the raw milk to zero in the pasteurised milk,
whilst coagulase positive Staphylococcus decreased from 5.0 x 10°CFU/mL in the
raw milk to zero in the pasteurised milk. Coagulase positive Staphylococcus was
detected in 100% of the raw milk samples (25/25) and in 8% of the cheese
samples (2/25). Staphylococcus sp. counts oscillated between <10? and 3.2 x
10*CFU/cm? on the equipment and utensils. Both coagulase positive and negative
Staphylococcus species were identified on the gloves of the cheese handlers.
Twelve species of Staphylococcus were identified, 9 being coagulase negative and
3 being coagulase positive. A high frequency of coagulase positive species was
observed in the raw milk, with prevalence for S. aureus. The prevalence of
coagulase negative species was verified in the other samples of product, handlers’
gloves, equipment and utensils surfaces. Staphylococcal enterotoxins were found
in all the samples from one particular batch, from the raw material to the final
product (cheese). Out of a total of 23 strains of S. aureus phenotypically identified
(API® Staph — BioMérieux), 82.6% (19/23) were positive for the gene femA,
demonstrating the greater specificity and discriminatory power of the molecular
analysis. The presence of the genes sea and sec was detected at a level of 37.5%

(12/32) of the strains analysed of 5 Staphylococcus species.

Key words: dairy products, pathogens, staphylococcal enterotoxins, PCR
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INTRODUGAO GERAL

A produgéo de queijo de coalho na regiao Nordeste € expressiva para a
economia regional, por se tratar de um produto de grande aceitagdo pela
populacdo e ser considerada fonte de renda e de trabalho para parcela
consideravel de pequenos e médios produtores rurais (NASSU et al., 2001,
CAVALCANTE et al., 2004). Além disso, desempenha importante papel no
desenvolvimento da agricultura familiar em pequenos municipios localizados nas
bacias leiteiras. Esse tipo de queijo é fabricado em todos estados do Nordeste,
mas a maior producdo concentra-se nos estados de Pernambuco, Ceara, Rio

Grande do Norte e Paraiba.

A industria queijeira na regidao Nordeste divide-se, basicamente, em
pequenas unidades artesanais, sem qualquer fiscalizacdo, e médias empresas,
regulamentadas e inspecionadas pelo Ministério da Agricultura e 6rgaos oficiais
estaduais e municipais. Contudo, a origem do queijo de coalho est3,
tradicionalmente, ligada a fabricagdo artesanal, fato que ainda persiste, em
numerosas unidades de producdo caseira e de fazendas produtoras localizadas,

principalmente, no meio rural.

O queijo de coalho industrial € fabricado a partir de leite pasteurizado, com
ou sem adigdo de culturas lacticas, pode ser maturado ou ndo e, geralmente, sdo
armazenados e comercializados sob temperatura de refrigeracdo em
supermercados, padarias e outros estabelecimentos especializados em venda de
alimentos. Por ser produzido a partir de leite pasteurizado oferece maior
seguranga microbiologica, mas apresenta alteragdes nas caracteristicas sensoriais

quando comparado com o artesanal.

O queijo é considerado um veiculo frequente de patdgenos de origem
alimentar e, em especial os queijos frescos artesanais como o queijo de coalho

por ser, na maioria das vezes, elaborado a partir de leite cru e sob condigcbes



insatisfatorias de higiene. Portanto, a contaminagdo microbiolégica desse produto
assume destacada relevancia tanto para os produtores, pelas perdas econémicas,
como para a saude publica, pelo risco de causar doencgas transmitidas por
alimentos (DTA).

Varios estudos tém classificado o queijo de coalho, principalmente o
artesanal, como impréprio para o consumo humano devido ao elevado nivel de
contaminacgao por bactérias patogénicas (BORGES et al., 2003; FEITOSA et al.,
2003, BRUNO et al., 2005). Dentre estas, destacam-se coliformes fecais, E. coli,

L. monocytogenes, Salmonella e Staphylococcus coagulase positiva.

A literatura faz referéncia a inumeros relatos de surtos e casos esporadicos
de DTA atribuida ao consumo de queijos contaminados por S. aureus, Salmonella
e L. monocytogenes. No Ceara, o Nucleo de Epidemiologia da Secretaria de
Saude do Estado do Ceara notificou um surto de intoxicagdo estafilococica
(CEARA, 2004) atribuido ao consumo de queijo. No Brasil, surto e caso
esporadico de listeriose causados por alimentos ainda nao foram descritos,
embora a ocorréncia de L. monocytogenes tenha sido relatada em varios tipos de

queijos.

A alta incidéncia de patégenos, como E. coli, L. monocytogenes, Salmonella
e Staphylococcus coagulase positiva, constatada em queijo de coalho pode
constituir um risco a saude do consumidor, pela possibilidade de provocar surtos e
casos esporadicos de doengas, como gastrenterites, listeriose, salmonelose e

intoxicagao estafilocdcica.

As vias de contaminacdo de queijos podem ser o leite, 0 manipulador e o
ambiente de processamento. No leite cru a principal fonte de contaminacao
provem da mastite bovina, na qual S. aureus é o principal agente etiolégico. Os

estudos realizados nas industrias revelam que a contaminagdo cruzada apds a



pasteurizagao do leite seria a fonte importante de contaminagéo dos queijos por

patdgenos.

Os métodos de caracterizagdo molecular, como os baseados na reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), eletroforese em gel de campo pulsante (PFGE) e a
ribotipagem, tém se constituido em ferramentas importantes nas investigacdes
epidemiolégicas. Esses métodos permitem avaliar e elucidar surtos de DTA,
diagnosticar a contaminacdo microbiana nas industrias de alimentos e caracterizar
o potencial patogénico de cepas isoladas de alimentos e do ambiente de

processamento.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de contaminagao por
coliformes fecais, E. coli, L. monocytogenes, Salmonella e Staphylococcus
coagulase positiva e negativa em uma linha de produgdo de queijo de coalho;
avaliar a ocorréncia de enterotoxinas estafilococicas na matéria prima até o
produto final; identificar isolados de S. aureus e de L. monocytogenes através da
amplificacao de fragmentos dos genes femA, hly e actA, respectivamente; avaliar
o potencial enterotoxigénico de Staphylococcus spp., através da detecgao de

genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas, utilizando a técnica PCR.
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1. QUEIJO DE COALHO

1.1. Importéncia e Caracteristicas do Queijo de Coalho

Com o desenvolvimento tecnolégico da produgdo de queijo surgiram muitas
variedades, sendo algumas de expressao regional, como 0s queijos artesanais
queijo de “coalho” e queijo de “manteiga” produzidos no Nordeste (NASSU et al.,
2001) “serro, canastra, Minas, Araxa e Salitre” produzidos em Minas Gerais, no
Sudeste (PINTO, 2004; ARAUJO et al, 2004) e “colonial” produzido,
principalmente, em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, no Sul (IDE; BENEDET,
2001).

A producdo de produtos lacteos como queijo de manteiga, manteiga da
terra e, em especial, o queijo de coalho, na regido Nordeste, representa uma
atividade relevante para a economia regional, por ser considerada fonte de renda
e de trabalho para parcela consideravel de pequenos e médios produtores rurais
(ESCOBAR et al,, 2001; CAVALCANTE; ANDRADE; SILVA, 2004). Além disso,
desempenha importante papel no desenvolvimento da agricultura familiar, em
pequenos municipios localizados nas bacias leiteiras. Esses produtos sé&o
fabricados em todos estados do Nordeste, mas a maior producdo concentra-se

nos estados do Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba.

A industria queijeira na regido Nordeste divide-se, basicamente, em
pequenas unidades artesanais, sem qualquer fiscalizacdo, e em médias
empresas, industrias regulamentadas e inspecionadas pelo Ministério da

Agricultura ou 6rgaos oficiais estaduais e municipais.

Tradicionalmente, a origem do queijo de coalho esta ligada a fabricagao
artesanal, fato que ainda persiste em numerosas unidades de producgio caseira e

de fazendas produtoras, as quais ndo contam com tecnologia apropriada de



manufatura e elaboram o queijo a partir de leite cru (NASSU et al.,, 2001). Os
queijos, em sua maioria, sdo armazenados e comercializados a temperatura
ambiente em mercados, mercearias, padarias, feiras livres e outros

estabelecimentos de vendas de alimentos.

De acordo com o Regulamento Técnico de identidade e Qualidade de
Queijo de Coalho (SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA, 2001) o queijo
de coalho industrializado deve ser fabricado a partir de leite pasteurizado, com ou
sem adicdo de culturas lacticas, e pode ser maturado ou nao. Por produzido a
partir de leite pasteurizado apresenta maior seguranga microbiologica e
padronizacao da qualidade. Geralmente, sdo armazenados e comercializados sob
temperatura de refrigeragdo em supermercados, padarias e outros
estabelecimentos especializados em venda de alimentos. Além disso, sua
fabricacdo ndo é realizada de forma exclusiva nas industrias regulamentadas e
fiscalizadas por orgaos oficiais, nas quais também sao manufaturados queijos
padronizados como Minas frescal, prato e mussarela, cujo volume de produgao
supera a do queijo de coalho (NASSU et al., 2001).

Em relagdo a producdo de queijo de coalho no Nordeste, constata-se
escassez de dados estatisticos confiaveis, pelo fato da maior parte da sua
producéo ser artesanal e a comercializacdo ocorrer na informalidade, ndo sendo,
portanto, incluida em estatisticas oficiais. Em levantamento realizado no Estado do
Ceara, sobre o processamento do queijo de coalho em 57 unidades produtoras,
constatou-se que 85% das unidades utilizavam leite cru e que apenas as quatro
industrias, submetidas a inspe¢ao (Federal - SIF, Estadual - SIE e Municipal),

pasteurizavam o leite utilizado na fabricagdo dos queijos (NASSU et al., 2001).

O queijo de coalho € consumido diretamente, grelhado em frigideira, chapa
ou grelhado na brasa na forma de espetinho, principalmente nas praias, além de
ser ingrediente em varios pratos tipicos da Regidao, como baido-de-dois, feijao de

corda, tapioca, entre outros.



O queijo de coalho, devido a suas caracteristicas de consumo e sabor
peculiar, vem a cada dia ganhando novos consumidores em outras regides do
pais, principalmente a Sudeste. Hoje, o queijo de coalho industrializado representa
parte do mercado de queijos no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goiania e Brasilia
(CAVALCANTE, 2005). No periodo de entressafra na produgcéo de leite no
Nordeste, queijo de coalho industrializado produzido em Minas Gerais tem sido
comercializado nos estados da Bahia e Pernambuco. Em Campinas - SP foi
identificada a comercializagdo de sete marcas de queijo de coalho industrializado
produzidas em varios estados, sendo duas em Minas Gerais, duas no Parana,
uma no Mato Grosso, uma em Goias e uma em Mato Grasso do Sul (PEREZ,
2005).

1.2. Processamento do Queijo de Coalho

A Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) do Ministério da Agricultura,
com base no Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Queijo de
Coalho (SDA, 2001), define queijo de coalho como o produto obtido da coagulagao
do leite pasteurizado através do coalho ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo pela agao de bactérias lacteas selecionadas
e comercializado normalmente com até 10 dias de fabricacao. E classificado como
queijo de meédio a alto teor de umidade, de massa cozida ou semicozida,
apresentando um teor de gordura nos solidos totais entre 35 e 60%. Quanto aos
aspectos sensoriais, apresenta consisténcia semidura e elastica com textura
compacta e macia. As principais caracteristicas distintivas do processo de
elaboracéo s&o: coagulagao em torno de 40 minutos, corte e mexedura da massa,
remogado parcial do soro, aquecimento da massa com agua quente ou vapor
indireto até obtengdo de massa semicozida (até 45°C) ou cozida (entre 45 e 55°C),
adicdo de sal (cloreto de sbédio) a massa, prensagem, secagem, embalagem e
estocagem a 10-12°C, normalmente até 10 dias. Este queijo, também podera ser

elaborado a partir de massa crua, ou seja, sem aquecimento.



2. MICRORGANISMOS PATOGENICOS DE IMPORTANCIA EM QUEIJOS

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo responsaveis,
atualmente, pela maior parte dos surtos de diarréia em quase todos paises do
mundo. O desenvolvimento econdmico e a globalizagdo da comercializagdo de
alimentos e as mudangas nos habitos alimentares, aliados ao crescente consumo
de alimentos industrializados preparados fora de casa, alteram o perfil

epidemiologico dessas doengas.

As DTA sao associadas, principalmente, ao consumo de produtos de
origem animal, em especial os produtos lacteos. Em surtos e casos esporadicos
de DTA, as bactérias patogénicas tém sido identificadas apenas em 30%, mas
respondem por 60% dos casos de hospitalizacédo e 70% dos casos fatais (MEAD
et al., 1999). A incidéncia global de DTA é reconhecidamente subnotificada,
tornando-se impossivel avaliar seu real impacto na saude das populagdes e na
economia dos paises, mesmo os desenvolvidos (FLINT et al., 2005). O impacto
das DTA nos paises em desenvolvimento é dificil de calcular, mas estima-se que
nestes paises ocorrem anualmente 2,1 milhdes de mortes, principalmente criangas
com até cinco anos de idade, devido a diarréia, veiculada, na maioria das vezes,
pela agua e pelos alimentos. Nos paises industrializados, a mortalidade € limitada,
mas a incidéncia de surtos (30%) permanece alta (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

Nos paises da Unido Européia, estima-se que ocorram, anualmente, 45,4
milhdes de casos esporadicos e surtos de DTA (CASHELL, 2004). A salmonelose
tem sido a doenga relatada com maior frequéncia, seguida da campilobacteriose
(FOOD ADMINISTRATION ORGANIZATION/ WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2002). Casos de listeriose sao relatados por poucos paises, mas a incidéncia &
alta em paises em que a notificagdo é obrigatéria (FAO/WHO, 2002;
HAEGHEBAERT et al., 2003). No periodo de 1993 a 1998, foram investigados

mais de 30.000 surtos, com acometimento de 391.383 pessoas, em 42 paises
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participantes do Programa de Vigilancia da WHO para Controle de DTA na
Europa. Salmonella spp. foi identificada em 77,1% dos casos, com predominancia
de S. Enteritidis (35%), Staphylococcus aureus em 4%, entre outros patégenos.
Leite e produtos lacteos representaram 8% dos alimentos envolvidos (FAO/WHO,
2002).

Nos Estados Unidos, a incidéncia de DTA permanece alta, apesar do
substancial declinio observado na incidéncia de alguns patdégenos especificos
(Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes) no periodo entre 1996 a 2004
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003a; CDC, 2004).
A rede de vigilancia de alimentos (FoodNet) diagnosticou, em 2004, 15.806 casos
de doengas atribuidas ao consumo de alimentos. Entre os 10 patdégenos
rastreados, constatou-se a prevaléncia de Salmonella em 41% dos casos,
Campylobacter em 36%, Shigella em 14%, E. coli STEC O157 em 2,5% e Listeria
em 0,8% (CDC, 2004). Embora, L. monocytogenes e E. coli O157:H7 tenham
apresentado redugdo em sua incidéncia, a porcentagem de pessoas
hospitalizadas foi muito alta, 91% para Listeria e 39% para E. coli 0157 (CDC,
2003a).

No Brasil, no periodo de 1999 a 2004, foram notificados 3.064 surtos, com
o acometimento de 57.353 pessoas e registro de 37 mortes. As Secretarias
Estaduais de Saude dos estados das regides Sudeste e Sul foram as que mais
contribuiram com notificacdo de surtos, em fungdo do nivel mais avancado de
implantacao do sistema de Vigilancia Epidemiologica das DTA nas Secretarias de
Vigilancia em Saude nestas regides. Alimentos preparados com ovos e maionese
predominaram, com 22,2% dos casos, seguidos por alimentos com preparacdes
mistas (21,5%); carnes vermelhas (13,8%); sobremesas (12,1%) e agua (7,2%).
Houve identificagédo etioldgica em 1.882 surtos e a Salmonella foi identificada em
41% (772/1882) dos surtos, seguida pelo Staphylococcus aureus (18,1%) e outros
agentes (CARMO et al., 2005).

11



2.1. Grupo Coliforme Fecal e E. coli

2.1.1. Caracteristicas dos coliformes fecais e E. coli

Coliformes fecais, também denominados de coliformes termotolerantes por
crescerem em temperatura elevada (x 45°C), ndo é uma classificagdo taxondmica,
mas incluem um grupo de bactérias em forma de bastonetes Gram-negativos,
anaeroébios facultativos, ndo esporogénicos, capazes de fermentar a lactose com
produgdo de gas, em 24 horas de incubagdao a 45,5 + 0,2°C, para todos os
alimentos, exceto para analise de agua, pescados e moluscos, nos quais a
temperatura de incubagao é de 44,5 + 0,2°C °C (FENG; WEAGANT, 2002).

O grupo coliforme fecal consiste principalmente de espécies de E. coli
pertencente ao género Escherichia, membro da familia Enterobacteriaceae
(GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). E.coli € a espécie predominante entre as
diversas bactérias Gram-negativas, anaerdbias facultativas, que fazem parte da
microbiota do trato intestinal do homem e dos animais de sangue quente. Esta
bactéria ainda € encontrada na agua, no solo, nos vegetais e alimentos,
principalmente nos de origem animal como o leite e produtos lacteos. Sua
ocorréncia em alimentos é avaliada sob dois aspectos: (1) Por ser uma
enterobactéria, sua presenca no alimento indica uma contaminagdo de origem
fecal, portanto, produzido em condi¢cdes higiénicas insatisfatérias; (2) O outro
aspecto a ser considerado é que algumas cepas s&o patogénicas para o homem e
animais e causam, principalmente, diarréias (FENG; WEAGANT, 2002). Com base
nos fatores de viruléncia, distintos sorotipos O:H, mecanismos de patogenicidade
(interagdo com a mucosa intestinal), manifestagbes clinicas e epidemiologia as
cepas patogénicas de E. coli sao divididas em seis grupos: (1) E. coli
enteropatogénica (EPEC), (2) E. coli enteroinvasiva (EIEC), (3) E. coli
enterotoxigénica (ETEC), (4) E. coli enterohemorragica (EHEC), (5) E. coli
enteroagregativa (EAggEC) e (6) E. coli difusamente adesiva (diffusely adherent E.
coli) (NATARO; KAPER, 1998; MENG et al., 2001; BOPP et al., 2003; CLARKE et
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al., 2003). Basicamente, apenas os quatros primeiros grupos de E. coli tém sido
relacionados com surtos de DTA, sendo E. coli enteropatogénica (EPEC), o

principal agente etioldgico nas diarréias infantis.

2.1.2. Incidéncia de coliformes fecais e surtos de E. coli associados ao

consumo de leite e produtos lacteos

A ocorréncia de coliformes fecais e E. coli em queijos produzidos a partir de
leite pasteurizado ou n&o tem sido relatada em muitos paises. E. coli foi o agente
etiolégico em 11 surtos atribuidos ao consumo de leite e queijos, ocorridos na
Franca e outros paises industrializados, no periodo de 1988 a 1997 (DE BUYSER
et al., 2001). Neste mesmo periodo, os autores também verificaram que o leite e
produtos lacteos foram implicados em 5% (3.839) dos surtos de origem bacteriana

ocorridos na Franga.

No Brasil, coliformes fecais e E. coli sdo detectados com freqliéncia em
varios tipos de queijos. Pereira e outros (1999) avaliaram 20 amostras de queijo
Minas frescal, 100 de queijo Minas padréao e 48 de queijo canastra e constataram
que 90% do queijo Minas frescal, 52% do queijo Minas padrdao e 81,2% do
canastra continham niveis de coliformes fecais, superiores aos limites
estabelecidos na legislagdo vigente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001). Carvalho (2003) também constatou contagens de coliformes
fecais acima do limite permitido pela legislacdo em 34,4% (93) das amostras de
queijo Minas frescal analisadas. Em outro estudo, Reibnitz e Garcia (1998)
constataram a presenca de coliformes fecais e E. coliem 70% (20) das amostras

de queijo colonial artesanal, comercializados em Blumenau — SC.

Em queijo de coalho, a ocorréncia de coliformes fecais em niveis superiores
aos permitidos pela legislagao também tem sido relatada em varios estudos. No
Ceara, Borges e outros (2003) avaliaram 43 amostras de queijo de coalho,

produzidos em 11 municipios pertencentes a cinco microrregides produtoras de
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leite e verificaram que 74% das amostras estavam contaminadas por coliformes
fecais e E. coli em niveis superiores ao estabelecido na legislagdo. Em outro
estudo, Bruno e outros (2005) verificaram que 100% (8) das amostras de queijo de
coalho analisadas apresentavam niveis de coliformes fecais e E. coli em
desacordo com os padrbes microbioldgicos vigentes. No Rio Grande do Norte,
Feitosa e outros (2003) detectaram coliformes fecais acima dos limites legais em
36% (4/11) das amostras de queijo de coalho, produzido em diferentes
microrregides do Estado. Em pesquisa semelhante Paiva e Cardonha (1999)
constataram que 60% (18/30) das amostras de queijo coalho artesanal,
comercializadas no Estado também apresentavam niveis de coliformes fecais em
desacordo com a legislagdo. Em Pernambuco, Mendes e outros (1999)
constataram elevadas contagens de coliformes fecais, acima dos limites legais,
em 100% (105) das amostras de queijo de coalho comercializados em Recife,

procedentes de 15 municipios.

2.2. Listeria monocytogenes

2.2.1. Caracteristicas taxonémicas e bioquimicas do género Listeria

Segundo o Taxonomic outline of the prokaryotes, Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004), o género Listeria
encontra-se classificado na classe Bacill, Ordem | Bacillales e familia IV
Listeriaceae e apresenta seis espeécies: L. monocytogenes, L. innocua, L.

weishimeri, L. seeligeri, L. ivanovii e L. grayi.

As espécies do género sao pequenos bastonetes Gram positivos, nao
formam esporos, ndo formam capsula, anaerdbios facultativos, moveis devido a
flagelos peritriquios e em meio-sélido, a 20-25°C, apresentam motilidade tipica de
guarda-chuva (BILLE; ROCOURT, 2003). Crescem numa faixa de temperatura
entre -0,4 a 50°C (LOU; YOUSEF, 1999), com crescimento 6timo a 30-37°C
(BILLE; ROCOURT, 2003). A faixa de pH para crescimento situa-se entre 5,6 a 9,6
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(SWAMINATHAN, 2001), mas o crescimento de L. monocytogenes ja foi
constatado em pH abaixo de 4,0 (LOU; YOUSEF, 1999; DONELLY, 2001). A
atividade de agua o6tima é >0,97, porém, a minima varia entre 0,90-0,93 (LOU,;
YOUSEF, 1999) e toleram altas concentragdes de cloreto de sodio (10-12%),
sobrevivendo a 25,5% de NaCl (DONELLY, 2001).

2.2.2. Listeriose

A listeriose € uma doenga causada pela ingestdo de alimentos
contaminados por L. monocytogenes. Sao descritas duas formas de manifestacao
clinica da doenga, a listeriose invasiva e a listeriose gastrintestinal (ndo invasiva).
A listeriose invasiva é uma doenca severa, pois a taxa de mortalidade ¢ alta (20 a
30%), principalmente para pessoas susceptiveis a adquirir a infeccdo, como
gestantes, recém nascidos, idosos, pacientes submetidos a hemodidlise e a
terapias prolongadas, individuos com sistema imunolégico deprimido
(SWAMINATHAN, 2001), enquanto a listeriose ndo invasiva pode causar
infeccoes suaves semelhantes a uma gripe, em individuos saudaveis, até surtos
de gastrenterite febril, mas normalmente nao evolui para 6bito (CARRIQUE-MAS
et al., 2003; GAHAN; HILL, 2005).

O periodo de incubagéao da listeriose varia de horas a semanas (MAKINO et
al., 2005), sendo que a dose infectante de L. monocytogenes para causar a
doencga ainda ndo esta bem definida. A dose aproximada, relatada de casos, varia
de 10 a 10° UFC/g ou mL (DALTON et al., 1997), mas ha relatos de surtos com
contaminagdo extremamente baixa (<0,3UFC/g) (MEAD et al, 1999). A dose
infecciosa também varia em funcéo da viruléncia da cepa e da suscetibilidade do
individuo (SWAMINATHAN, 2001). Os sintomas mais comuns s&o febre, fadiga,
mal-estar, podendo haver ou ndo presenca de nausea, vomito, dores e diarréia.
Em casos mais graves, ocorre meningite, meningoencefalite, encefalite,

septicemia. Em individuos saudaveis, a doenca é pouco freqliente e manifesta-se
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como gastrenterite caracterizada por febre, vomitos, dor abdominal e diarréia
(DONELLY, 2001).

2.2.3. Patogenicidade e genes de viruléncia de L. monocytogenes

L. monocytogenes € um patdgeno intracelular com habilidade de penetrar,
multiplicar-se dentro do citoplasma da célula do hospedeiro (macrofagos,
fibroblasto, eritrocitos) e invadir células adjacentes, além de se proteger do
sistema imunolégico do hospedeiro (VAZQUEZ-BOLAND et al, 2001).
Inicialmente, o processo infeccioso parece ser uma associacdo com a membrana
plasmatica das células epiteliais das microvilosidades do trato intestinal do
hospedeiro. Entdo, a célula bacteriana € internalizada pela célula por fagocitose,
permanece no vacuolo por curto periodo de tempo e quando ocorre a lise da
membrana fagossomal é liberada no citoplasma da célula do hospedeiro, onde se
multiplica rapidamente e induz a polimerizagédo de filamentos de actina da célula
do hospedeiro, formando longas caudas em uma das extremidades da célula
bacteriana. Os filamentos de actina favorecem o deslocamento da bactéria no
citoplasma, permitindo a invasao das células adjacentes dando inicio a um novo
ciclo da infeccao (SWAMINATHAN, 2001; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001;
SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Este processo infeccioso requer a producédo e agcao de varias proteinas da
bactéria sobre os componentes da célula hospedeira, para realizar seu ciclo de
vida intracelular. As proteinas envolvidas em cada etapa da fisiologia celular da
infeccdo sao codificadas por genes de viruléncia especificos. A maioria dos genes
conhecidos no ciclo de reprodugao de L. monocytogenes agrupa-se num operon
que compreende em seis genes bem caracterizados, prfA, piIcA, hly, mpl, actA e
plcB, e mais trés estruturas denominadas de x, y e z de fungdo ainda
desconhecida e localizadas numa das extremidades, apdés o gene plcB. Os seis
genes codificam, respectivamente, as proteinas: PrfA (fator regulador positivo), PI-
PLC (fosfatidilinositol fosfolipase C), LLO (listeriolisina O), Mpl (metaloprotease),
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ActA (proteina envolvida na polimerizagdo da actina) e PC-PLC (fosfotidilcolina
fosfolipase C). Os genes inlA, inIB, inlC que codificam, respectivamente, as
proteinas internalina A (InlA), InIB e InIC, estdo localizados fora desse operon,
mas sao regulados pelo ativador PrfA (KUHN; GOEBEL, 1999). O gene iap, que
codifica a proteina p60 também, esta localizado fora da cadeia e sua expressao
n&o € dependente do ativador PrfA (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A entrada de L. monocytogenes na célula do hospedeiro depende das
proteinas de superficie InlA, necessaria a entrada na célula intestina,l e InIB,
mediadora na entrada em hepatécitos e células epiteliais ou fibroblastos. A
proteina InlIC é expressa, principalmente, na ultima fase da infec¢cdo, quando a
bactéria encontra-se no ciclo intercelular ativo, sugerindo, portanto, seu
envolvimento na disseminacao da infeccao (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). A
proteina LLO (toxina) € o principal fator de viruléncia da bactéria e sua atividade
hemolitica pode ser observada ao redor das colénias em meio agar sangue
(CHURCHILL; LEE; HALL, 2006). Sua acao parece mediar a lise do vacuolo
(formacéao de poros) para tornar-se livre no citoplasma da célula (KUHN; GOEBEL,
1999; SWAMINATHAN, 2001). O fator PI-PLC, também pode estar envolvido
neste processo (SWAMINATHAN, 2001). A proteina ActA é o principal fator
envolvido na movimentacao intercelular de L. monocytogenes no processo de
infeccdo, cuja funcdo especifica € indugcéo da polimerizagdo da actina (KUHN;
GOEBEL, 1999). Outros fatores de viruléncia, como as fosfolipases (PC-PLC e PI-
PLC) tém agao importante no rompimento do vacuolo de membrana dupla, em que
L. monocytogenes encontra-se envolvida apds a entrada nas células adjacentes. A
acdao da PC-PLC parece que é essencial, mas a PI-PLC tem apenas papel
secundario na viruléncia, porém atua sinergisticamente com a PC-PLC e a Mpl
para atingir juntamente com a LLO o rompimento dos vacuolos no processo de
infeccao (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).
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2.2.4. Métodos de subtipagem de L. monocytogenes e sua aplicagao

Os meétodos de subtipagem bacteriana sao ferramentas importantes nas
investigagdes epidemioldgicas, pois permitem elucidar surtos de DTA e auxiliam
na adog¢ao de medidas preventivas para controle do agente patogénico. Para a
industria de alimentos a grande contribuicdo dos métodos de subtipagem é a
possibilidade de tragcar a origem da contaminagdo do produto final, verificar a
disseminacdo da contaminagdo e determinar os pontos de persisténcia de
patdgenos na linha de produgéao, visando a corre¢cdo e adequagao ou implantagao

de procedimentos operacionais de higienizagdo mais adequados.

A subtipagem inclui métodos fenotipicos e métodos genotipicos. Os
métodos fenotipicos baseiam-se na deteccdo de caracteristicas expressas pelo
microrganismo como a sorotipagem, biotipagem, fagotipagem, tipagem da
susceptibilidade a antimicrobianos, tipagem das bacteriocinas e eletroforese de
enzimas multilocos (GRAVES; SWAMINATHAN; HUNTER, 1999; FARBER et al.,
2001) Os métodos genotipicos mais utilizados sao: tipagem plasmidial, analises de
restricdo do DNA cromossémico (restriction endonucleases analysis - REA),
eletroforese em gel de campo pulsante (pulsed-field gel eletrophoresis - PFGE) e
0os métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reactin - PCR): DNA polimoérfico amplificado aleatoriamente (randomly amplified
polymorphic DNA - RAPD), PCR — polimorfismo do comprimento do fragmento de
restricdo (PCR — restriction fragment lenght polymorphism - PCR-RFLP);
ribotipagem, sequenciamento de DNA, entre outros (FARBER et al, 2001;
RIJPENS; HERMAN, 2002; WIEDMANN, 2002; BORUCKI, et al., 2004; GRAVES
et al., 2005).

A sorotipagem, a fagotipagem e a genotipagem tém sido os métodos mais
utiizados na avaliagcédo da incidéncia e de surtos de listeriose (ALMEIDA;
ALMEIDA, 2000; SILVA et al., 2001; GASANOV; HUGHES; HANSHRO, 2005). A

genotipagem permite uma caracterizagao especifica da espécie e é superior a
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fenotipagem, pois fornece uma discriminagdo mais precisa das cepas de L.
monocytogenes.

Os métodos de subtipagem tém sido utilizados na avaliagdo da
contaminacdo microbiana na industria de alimentos, em varios estudos
(TOMPKIN, 2002; KELLES; GILMOUR, 2004, KABUKI, 2005). Na maioria dos
estudos, sobre a disseminacéao, rastreamento e controle de L. monocytogenes em
industrias de alimentos, os métodos moleculares sdo os mais adotados (SILVA et
al., 2003; KABUKI et al., 2004).

Através dos meétodos de subtipagem pode ser verificado que algumas
cepas de L. monocytogenes podem estabelecer-se no ambiente de
processamento e ai permanecerem como flora residente por meses ou até anos.
Na Suécia, uma cepa de L. monocytogenes sorotipo 3b persistiu durante sete
anos em uma planta de processamento de queijo blue veined. Na Suiga, uma
cepa sorotipo 4b permaneceu por 11 meses no ambiente de processamento de
queijo de leite de cabra, enquanto outra cepa deste mesmo sorotipo persistiu
durante quatro anos em uma planta de processamento de queijo no Reino Unido
(TOMPKIN, 2002). Em outro estudo, Waak, Tham e Danielsson-Tham (2002)
também relataram a persisténcia desta bactéria em tanques de leite das fazendas

e silos de armazenamento de leite, em industria de laticinios, na Suécia.
2.2.5. Ocorréncia de L. monocytogenes em queijos e industrias de laticinios

A ocorréncia de L. monocytogenes em leite e produtos lacteos tem sido
relatada em muitos estudos (SILVA; HOFFER; TIBANA, 1998; CATAO;
CEBALLOS, 2001; KABUKI et al., 2004). Entre os produtos lacteos, os queijos sao
0s mais comumente contaminados por esta bactéria, principalmente os de alta e
média umidade. A contaminacdo de queijos por L. monocytogenes esta
relacionada com a contaminagdo do leite cru, o que pode ocorrer durante o

processo de ordenha, estocagem, transporte até a industria e a partir do ambiente
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do processamento (TOMPKIN, 2002; WAAK; THAM; DANIELSSON-THAM, 2002;
KABUKI et al., 2004).

As pesquisas sobre a incidéncia de L. monocytogenes apresentadas na
Tabela 1 revelam a prevaléncia desta bactéria em diferentes tipos de queijos em
diversos paises. Os dados mostram uma grande variacdo (zero a 50%) na
prevaléncia do patégeno em queijos. As maiores taxas de ocorréncia séo
observadas em queijo de coalho SOUZA, 1999), queijo macio (PINTADO et al.,
2004) e frescos (SILVA; HOFFER; TIBANA, 1998). Ainda, evidencia que no Brasil
0 queijo de coalho e o queijo Minas frescal, sdo os mais estudados com relagao a

contaminagao por L. monocytogenes.

Silva, Hoffer e Tibana (1998) observaram maior incidéncia de L.
monocytogenes em queijo Minas frescal artesanal (7/17) elaborado a partir de leite
cru em relagdo ao industrial produzido a partir de leite pasteurizado (1/17). Na
Italia, Gianfranceschi e outros (2003) avaliaram a ocorréncia de L. monocytogenes
em alimentos e no ambiente de processamento, no periodo de 1990 a 1999 e
verificaram que a incidéncia desta bactéria em produtos lacteos foi de 17,4%
(88/505).

Em queijo de coalho, a incidéncia de L. monocytogenes também apresenta
ampla variagdo (zero a 50%), tanto para queijos artesanais como para
industrializados. A maior taxa (50%) de ocorréncia do patdgeno foi observada em
queijo artesanal comercializado em Joado Pessoa (SOUSA, 1999). Cabe ressaltar
que, em outro estudo, Catdo e Ceballos (2001) constataram alta incidéncia
(561,5%) de L. monocytogenes em leite cru procedente de trés municipios do
estado da Paraiba. No Ceara, a maior ocorréncia de L. monocytogenes (19%) foi
constatada em queijo de coalho industrializado, armazenado sob refrigeracao
(BRANCO et al., 2003). Ja, em queijo artesanal elaborado a partir de leite cru a
prevaléncia desta bactéria foi baixa (zero a 2,3%) (BORGES et al, 2003;
BRANCO et al., 2003; BRUNO et al., 2005).
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Tabela 1. Incidéncia de L. monocytogenes em queijos em varios paises.

N° amostras

Amostra + | Total (%) Pais Referéncia
Queijo Minas frescal 7/17(41,1) Brasil Silva et al. (1998)
Queijo macio 14 /73 (19,0) Dinamarca Narrung et al. (1999)
Queijo Panela 3/20 (15,0) Estados Unidos  Saltijeral et al. (1999)

Queijo de coalho 15/ 30 (50,0) Brasil Sousa (1999)

Queljos macios e 23/ 374 (6,0) gaériEousrgsgseS Rudolf: Scherer (2001)
Queijo macio 20/ 256 (0,8) Chile Cordano; Rocourt (2001)
Queijos 2174 (2,7) Bélgica De Réu et al. (2002)
Queijo de coalho 1/17 (5,9) Brasil Leite et al. (2002)
Queijo de coalho 1/70 (1,4) Brasil Sousa (2002)

Queijo de coalho 1/43 (2,3) Brasil Borges et al. (2003)
Queijo de coalho 16 /84 (19,0) Brasil Branco et al. (2003)
Queijo de coalho 0,0/11(0,0) Brasil Feitosa et al. (2003)
Queijo tipo Hispanico 3/2931(0,2) Estados Unidos Gombas et al. (2003)
Queijo de coalho 1/58 (1,7) Brasil Ramos; Costa (2003)
Queijo fresco 3/74 (4,0) Peru Espinoza et al. (2004)
Queijos (leite cru) 6/371(1,6) Portugal Mena et al. (2004)
Queijo fresco 2 /50 (4,0) Portugal Mena et al. (2004)
Queijo fresco 7 /111 (6,3%) Estados Unidos Kabuki ef al. (2004)
Queijo de coalho 0/8(0,0) Brasil Bruno et al. (2005)
Queijo de coalho 71127 (5,5) Brasil Duarte et al. (200)5
Queijo artesanal 157123 (12,2) Japéo Makino et al. (2005)
Queijo macio 29/63 (46,0) Portugal Pintado et al. (2004)
Queijo Gorgonzola 35/1656 (2,1) Itélia Manfreda et al. (2005)
Ricota 31745 (6,7%) Brasil Esper (2006)

Queijo Minas Frescal 3/93 (3,2) Brasil Carvalho (2003)
Queijo Tulum 12 /250 (4,8%) Turquia Colak et al. (In press)

Considerando a importancia de L. monocytogenes em produtos lacteos, a

legislacéo brasileira (ANVISA, 2001), estabelece auséncia deste patégeno em 25¢g

de amostra, para queijos com média, alta e muito alta umidade, uma vez que sua
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presenga tem sido observada nesse tipo de produto (SILVA; HOFFER; TIBANA,
1998; SOUSA, 2002; BORGES et al., 2003; BRANCO et al., 2003; CARVALHO,
2003).

L. monocytogenes tem sido encontrada em varias plantas de
processamento de alimentos (GRAVANI, 1999; TOMPKIN, 2002), em especial, as
processadoras de produtos lacteos (SILVA et al., 2003; KELLES; GILMOUR,
2004). Na industria de laticinios, as principais vias de introdugéo deste patégeno
sao o leite cru, os utensilios e os equipamentos contaminados, o solo carreado
pelas botas e roupas dos trabalhadores, mas pode ocorrer através do ar ou do
sistema de ventilagdo, da agua empocada e/ou condensada e dos carros de
transporte, além da possibilidade desta ser carreada por operarios ou visitantes
doentes (SWAMINATHAN, 2001).

A presenca de L. monocytogenes tem sido constatada na linha de
producdo, no ambiente de processamento e no produto acabado, em varios
estabelecimentos processadores de produtos lacteos. Vale ressaltar que algumas
cepas de L. monocytogenes podem estabelecer-se no ambiente de
processamento e ai permanecerem como flora residente durante meses ou até

anos.

Em uma industria beneficiadora de leite tipo C, em Fortaleza, L.
monocytogenes foi detectada no leite cru fresco e refrigerado, leite pasteurizado
(apdés 60 horas de estocagem a 4°C), tanque de recepgédo do leite cru, caixas
plasticas de transporte de leite e em drenos e pisos (FIGUEIREDO, 2000). Em
outra usina beneficiadora de leite tipo C, localizada em Jodo Pessoa, foi verificada
alta incidéncia de L. monocytogenes. Esta bactéria foi isolada em 61,9% (26/42)
das amostras de leite (leite cru e leite pasteurizado). Mesmo apés melhorias das
condi¢cbes de higienizagdo da usina, a incidéncia de Listeria spp. foi reduzida de
66,6 para 11,1% (CATAO; CEBALLOS, 2001). Na Bahia, Silva e outros (2003)

observaram a ocorréncia de L. monocytogenes em 1% (2/218) das amostras
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avaliadas em duas industrias processadoras de queijo Minas frescal. A bactéria foi
detectada no leite cru e no piso da sala de estocagem de leite em apenas uma das

industrias.

Nos Estados Unidos, Pritchard, Flanders e Donelly (1995) avaliaram 21
industrias de laticinios e verificaram incidéncia de L. monocytogenes em 9,2% das
amostras analisadas. A porcentagem de contaminagdo das amostras ambientais
(49,7%) foi significativamente superior ao dos equipamentos (7%). A bactéria foi
isolada em equipamentos tais como tanque de armazenamento, superficies de
bancadas, transportadora, pa para filagem da massa, envasadora, maquina para
filtragem de salmoura, e em amostras do ambiente de processamento, como salas
de resfriamento, congelamento, recebimento e estocagem do leite cru. Em outro
estudo, Kabuki e outros (2004) realizaram um diagndstico da contaminagao por L.
monocytogenes em trés industrias processadoras de queijos frescais tipo
Hispanico, nos Estados Unidos, e constataram a presencga desta bactéria em 6,3%
dos queijos e 11% das amostras ambientais tais como superficies de mesas,
tubos de conexdes de plastico, caixas vazadas, embalagem do leite, drenos e

pisos.

Na Australia, Sutherinad e Porrit (1996) relatam a presengca de L.
monocytogenes em industrias de laticinios (queijo, leite, sorvete entre outros). A
bactéria foi detectada em pisos, drenos, esteiras transportadoras e em superficies
de contato direto com os produtos. Em industrias processadoras de queijos na
Espanha, L. monocytogenes foi isolada no leite cru, prensa, pisos e drenos da sala
de producgdo, prateleiras de madeira da sala de maturagdo, equipamento de
embalagem (MENENDEZ et al., 1997). No norte da Irlanda, Kells e Gilmour (2004)
avaliaram duas plantas de processamento de leite e constataram ocorréncia de L.
monocytogenes em 22% das amostras de leite cru, em 6,0% dos equipamentos e
em 41% das amostras do ambiente de processamento. Drenos e escadas de ago
inoxidavel foram considerados as principais fontes de contaminacdo por esta

bactéria. No Japao, Makino e outros (2005) verificaram a presencga de cepas de L.
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monocytogenes sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b em varias amostras do ambiente de
processamento, em uma unidade produtora de queijos. A contaminagao foi
constatada no tanque de resfriamento do leite, na sala de producéo e cura, dreno

e fezes de trabalhadores.

2.2.6. Surtos e casos de listeriose associados ao consumo de leite e

produtos lacteos

A confirmacéo de varios casos esporadicos e surtos de listeriose ocorridos
no Canada, Estados Unidos e Europa (RYSER, 1999), na década de 80,
associados ao consumo, principalmente, de queijos e de vegetais crus levou a
inclusdo de L. monocytogenes na lista de patdgenos causadores de doencas
transmitidas por alimentos. A partir dessa década, um grande numero de surtos e
casos de listeriose tem sido relatado na literatura, alguns relacionadsos a leite e

produtos lacteos sdo apresentados na Tabela 2.

O consumo de queijo macio Vacherin Mont-d’Or produzido a partir de leite
cru causou surtos de listeriose na Suica entre 1983 a 1987. Neste periodo,
ocorreram 122 casos da doenga, com 33 mortes. No inverno era observado um
aumento na ocorréncia de listeriose. Os mesmos sorotipos (4b) e fagotipos de L.
monocytogenes foram identificados em pacientes e no queijo (BULA; BILLE;
GLAUSER, 1995).

Em 1983, um surto ocorrido nos Estados Unidos foi atribuido ao consumo
de leite pasteurizado submetido a tratamento térmico inadequado. Na
investigacao, foram isolados varios sorotipos de L. monocytogenes nas amostras
de leite cru. Casos de listeriose também foram constatados nas vacas leiteiras
(FLEMING et al., 1985). Outro surto ocorrido em Los Angeles, Califérnia, em 1985,
foi associado ao consumo de queijo Jalisco tipo mexicano obtido, possivelmente,
de leite submetido a tratamento térmico insuficiente ou recontaminado apds a

pasteurizacao pela adi¢cao de leite cru. L. monocytogenes sorotipo 4b foi isolado
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tanto de pacientes como do queijo (LINNAN et al., 1988). Na Carolina do Norte,

entre 2000 e 2001, houve um surto de listeriose causado pelo consumo de queijo

tipo Mexicano artesanal elaborado a partir de leite cru contaminado por L.

monocytogenes, com 13 casos diagnosticados (MACDONALD et al., 2005).

Tabela 2. Surtos e casos de listeriose associados ao consumo de leite e produtos

lacteos.
Ano Pais Veiculo N* morte Referéncia
| Caso

1983 Estados Unidos Leite pasteurizado 14 /49 Fleming et al. (1985)
1985 Estados Unidos Queijo Jalisco 48 /142 Linnan et al. (1988)
1989/1990 Dinamarca Queijo azul 0/26 Jensen et al. (1994)
1994 Estados Unidos Leite achocolatado 0/3 Dalton et al. (1997)
1995 Franca Queijo Brie de Meaux 0/33 Jacquet et al. (1995)
1995 Franca Queijo macio 11/37 Goulet et al. (1995)
1997 Franca Queijo Pont 'Evéque 0/ 14 Jacquet et al. (1998)
1998/1999 Finlandia Manteiga 4/80 Lyytikainen et al. (2000)
2000/2001 Estados Unidos Queijo tipo Mexicano 0/13 MacDonald et al. (2005)
2001 Japao Queijo 0/86 Makino et al. (2005)

Em 1995, houve um surto de listeriose na Franga com 37 casos, associado

ao consumo de queijo tipo Brie de Meaux, fabricado a partir de leite cru (GOULET

et al., 1995). Em 1997, ocorreu outro surto similar neste mesmo pais, causado

pelo consumo de queijo macio elaborado a partir de leite.cru. Quatorze casos

foram diagnosticados e dois tipos de queijos macios manufaturados no mesmo

estabelecimento foram associados ao surto (JACQUET et al., 1998).

Na Dinamarca, no periodo de 1989 a 1990, foram diagnosticados um surto

e 69 casos de listeriose, sendo 26 causados pelo mesmo fagotipo. Na
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investigagado epidemioldgica, o surto foi associado a dois veiculos, queijo com
mofo azul ou queijo duro (gpud LUNDEN, AUTIO; KORKEALA, 2004). Entre 1998
e 1999, manteiga de leite pasteurizado foi veiculo de um surto de L.
monocytogenes, na Finlandia. As cepas de L. monocytogenes isoladas dos
pacientes e de amostras de manteiga, dos equipamentos e do ambiente de
processamento apresentaram o mesmo perfil eletroforético (LYYTIKAINEN et al.,
2000).

Em 2001, houve um surto na Suécia, no qual 48 pessoas apresentaram
gastrenterite apds consumir produtos lacteos manufaturados em uma fazenda. As
investigagdes epidemioldgicas constataram que queijo fresco elaborado a partir de
leite cru, contaminado por L. monocytogenes, foi o agente causador do surto. A
genotipagem revelou que as cepas isoladas dos pacientes e dos produtos lacteos
eram idénticas. Outros patdogenos, como E. coli enteropatogénica e
Staphylococcus coagulase positiva também foram isolados das amostras dos
produtos (CARRIQUE-MAS et al., 2003).

No Japdo, em 2001, ocorreu um surto de listeriose ndo invasiva, com
acometimento de 84 pessoas. L. monocytogenes sorotipo 1/2b foi isolada de
amostras de queijo (tipo do Japao), do ambiente de processamento e de fezes dos
pacientes. As investigagdes epidemioldégicas e a genotipagem das cepas
evidenciaram que o surto foi causado pelo consumo de queijo (MAKINO et al.,
2005). Em 2002, ocorreu um surto de listeriose no Canada, no qual foram
envolvidas 17 pessoas. As investigacdes epidemioldgicas atribuiram o surto ao
consumo de queijo maturado por 60 dias, produzido a partir de leite submetido a

tratamento térmico insuficiente (GAULIN et al., 2003).

No Brasil, surtos e casos esporadicos de listeriose causados por alimentos
ainda nao foram descritos, embora a ocorréncia de L. monocytogenes tenha sido

relatada em varios estudos.
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2.3. Salmonella sp.
2.3.1. Caracteristicas taxondmicas e bioquimicas do género Salmonella

Atualmente, o novo sistema de nomenclatura do género Salmonella inclui
as espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo que a espécie S.
enterica, subdivide-se em seis subespécies (Tabela 3) (DE VOS; TRUPER;
TINDALL, 2002; TINDALL et al., 2005). Até 2002, haviam sido descritos 2.541
sorovares de Salmonella spp., sendo 60% destes referentes a S. enterica subsp.
Enterica (CDC, 2005).

Tabela 3. Espécies e subespécies do género Salmonella.

Espécies Designagao das subespécies

Salmonella bongori
Salmonella enterica
Subespécies

S. enterica subsp. Enterica I
S. enterica subsp. Salamae Il
S. enterica subsp. Arizonae llla
S. enterica subsp. Diarizonae b
S. enterica subsp. Houtenae v
S. enterica subsp. Indica VI

Fontes: De Vos, Truper e Tindall (2002); Tindall e outros (2005) (Adaptada).

Salmonella spp. sdo bacilos retos, Gram negativos, ndo esporulados,
anaerodbicos facultativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Salmonella
spp. sdo mesodfilas com crescimento entre 30-40°C, mas alguns sorotipos sao
psicrotroficos, crescem em ampla faixa de pH (4,5 a 8,0), com 6timo entre 6,0 a
7,5. A atividade de agua para crescimento varia de 0,93 a 0,96, mas podem
sobreviver por longo periodo em alimentos com baixa atividade de agua. Séo
capazes de crescer em concentragdes moderadas de cloreto de soédio, 3-5%
(D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2001; BOPP et al., 2003).
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2.3.2. Doencgas causadas por Salmonella sp.

A salmonelose, geralmente, € causada pelo consumo de alimentos de
origem animal contaminados por Salmonella, como aves, ovos carnes, € leite e
seus derivados, embora muitos outros alimentos, incluindo vegetais contaminados,
tém sido implicados na transmissdo da doenca. Este patdogeno ocorre desde a
cadeia de producdo primaria de alimentos até o ambiente doméstico ou
estabelecimentos e instituicbes de servicos de alimentagdo. S. Enteritidis e S.
Typhimurium sdo os sorotipos de maior importdncia na transmissdo de
salmonelose humana (D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2001).

A dose infectante oscila entre 2,0 x 10" a 1,0 x 10° células por grama de
alimento ingerido. Os sintomas e a severidade de uma salmonelose podem variar
de branda a severa, dependendo do sorotipo de Salmonella envolvido, da idade e
saude do individuo, sendo que criangas com até cinco anos e pessoas com
sistema imunolégico comprometido sdo mais susceptiveis. A composi¢do do
alimento também pode afetar os sintomas da doenca. Em alimentos com elevado
teor de gordura, as células da bactéria ficam protegidas dentro dos glébulos de
gordura, nao sendo afetadas pelas enzimas digestivas ou acidez gastrica. Nestes
alimentos, doses infectantes de até 50 células por grama, podem ser suficientes
para desencadear uma salmonelose. Entre alimentos com esta caracteristica

destaca-se o chocolate, envolvido em diversos surtos (WERBER et al., 2005).

O periodo de incubagdo de uma salmonelose varia consideravelmente, mas
em geral, ocorre entre 8 e 72 horas apds invasdo na mucosa intestinal. Os
sintomas da infecgdo incluem nauseas, vOmitos, dores abdominais e febre
moderada. As vezes, os sintomas sdo precedidos por dor de cabega e calafrios.
As fezes sao liquidas, esverdeadas, fétidas, podendo conter sangue. Surgem
prostragao, debilidade muscular e sonoléncia. Alguns sorotipos de Salmonella nao
tifide podem invadir a corrente sanguinea originando uma septicemia e, em

casos mais extremos, pode evoluir para 6bito, mas, geralmente, a taxa de
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mortalidade é baixa. A infeccdo dura de 2 a 5 dias, mas as consequéncias
cronicas, como artrite reativa pds-enterocolite, sindrome de Reiter e portador
assintomatico, podem continuar por semanas e até meses. A artrite reativa pode
ocorrer em cerca de 2% dos casos (D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2001; ZIPRIN;
HUME, 2001).

2.3.3. Patogenicidade e fatores de viruléncia de Salmonella sp.

Salmonella apresenta simultaneamente multiplos fatores de viruléncia
durante uma salmonelose humana. A infecgdo se inicia na mucosa do intestino
delgado e do cdlon, onde as células atravessam a camada epitelial do intestino e
se proliferam. As células bacterianas s&o fagocitadas pelos macrofagos,
resultando em resposta inflamatéria decorrente da hiperatividade do sistema
reticuloendotelial. Nos casos de enterocolites, a penetragdo de Salmonella fica
limitada a lamina propria do epitélio intestinal e a infeccdo fica restrita a mucosa
intestinal. Raramente se observa septicemia ou infecgdo sistémica (D’AOUST;
MAURER; BAILEY, 2001; BOPP et al., 2003). Alguns sorotipos de Salmonella
apresentam grandes plasmidios (30 a 60 kDa) de viruléncia, que contém genes
relacionados a capacidade de multiplicacdo destes sorotipos dentro dos
macrofagos. Estes plasmidios também s&o capazes de induzir a lise de
macrofagos, com uma resposta inflamatéria, e causar enterite no paciente
(D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2001).

Enterotoxinas causadoras de diarréias sdo supostos fatores de viruléncia
de Salmonella. A liberagdo de toxinas (citotoxinas e enterotoxinas) dentro do
citoplasma da célula intestinal do paciente resulta em acumulo de fluido no limem
intestinal e provoca diarréia. A enterotoxigenicidade é um fator de viruléncia
fenotipico que prevalece em sorotipos de Salmonella, inclusive S. Typhi, e é
expresso horas apdés o contato com a célula intestinal do paciente (D’AOUST;
MAURER; BAILEY, 2001).
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2.3.4. Incidéncia, ocorréncia de casos esporadicos e surtos de salmonelose

associados de leite e produtos lacteos

A salmonelose constitui um dos problemas mais importantes de saude
publica no mundo e, representa custos econdmicos significativos para a
sociedade, em muitos paises. A ocorréncia de Salmonella spp. em alimentos é
mundial sendo, portanto, um dos principais agentes microbianos envolvidos em
surtos de DTA (DALTON et al., 2004; CDC, 2005; COLAK et al., in press) e grande
parte dos surtos esta associada ao consumo de produtos de origem animal, como,

aves, ovos, carnes, leite e produtos lacteos.

Em 2003, foi relatado pelo CDC um total de 15.774 casos confirmados de
infeccdes causadas por patdogenos veiculados por alimentos, em nove estados
americanos. Salmonella foi o agente etioldgico em 6.040 casos (38,3%), com
prevaléncia dos sorotipos S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport e S.
Heidelberh (CDC, 2004). Na Franga, a incidéncia de salmonelose, em 2001, foi de
21 casos por 100.000 habitantes, com prevaléncia do sorotipo S. Enteritidis em
39% dos casos (HAEGHEBAERT et al., 2003). Nos Estados Unidos, em 2004, a
incidéncia de Salmonella foi de 12,1% por 100.000 habitantes, com prevaléncia
dos sorotipos S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Newport em 43% dos isolados
(CDC, 2005).

Leite e queijos tém merecido destaque como veiculo de Salmonella. Na
Italia, Busani e outros (2005) avaliaram a prevaléncia de Salmonella em varios
tipos de alimentos de origem animal e constataram a presenca de Salmonella em
2,2% das amostras (1.576/71.643). O patogeno foi detectado em 1,1% das
amostras de queijos. Na Turquia, Colak e outros (in press) analisaram 250
amostras de queijo Tulum, elaborado a partir de leite cru e, observaram
prevaléncia de Salmonella spp. em 2,4% dos queijos. No Brasil, ha varios relatos

sobre a ocorréncia de Salmonella spp. em queijos, principalmente em queijo de
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coalho artesanal (NASSU et al., 2001; RAPINI et al., 2002; ARAUJO et al., 2004;
ESCOBAR et al., 2001).

No Ceara, Borges e outros (2003) detectaram a presenca de Salmonella
spp. em 34,9% (43) das amostras de queijo de coalho analisadas. Em outro
estudo, Bruno e outros (2005) verificaram que esta bactéria estava presente em
12,5% (8) dos queijos industrializados. No Rio Grande do Norte, Feitosa e outros
(2003) relataram a presenca de Salmonella em 9% (11) dos queijos analisados, de
diferentes microrregides do Estado. Florentino e Martins (1999) observaram a
presenga do patégeno em 30% (40) das amostras de queijo artesanal produzido
em varias regides do Estado da Paraiba. Em Recife, Mendes e outros (1999)
avaliaram 105 amostras de queijo de coalho, procedentes de 15 municipios de
Pernambuco, e verificaram a presenca de Salmonella em 73,3% dos queijos,
enquanto Duarte e outros (2005) isolaram este patdégeno em apenas 5,5% dos

queijos (7/127) comercializados em 21 municipios do Estado.

Surtos de salmonelose atribuidos ao consumo de leite e produtos lacteos
tém sido relatados em varios estudos (OLSEN et al., 2000; OLSEN et al., 2004;
FAO/WHO, 2002; HERVEY et al., 2003). Na Tabela 4 sao apresentados dados de

ocorréncia de surtos em varios paises.

No periodo de 1973 a 1992, Headrick e outros (1998) constataram a
ocorréncia de 12 surtos de salmonelose associados ao consumo de leite cru,
relatados pelo Centro de Prevengéo de Controle de Doencgas (Center For Disease
Control and Prevention - CDC) dos Estados Unidos. Em outro estudo, EI-Gazzar e
Marth (1992) realizaram um levantamento sobre surtos de salmonelose em
produtos lacteos nos Estados Unidos, no periodo de 1965 a 1981, e verificaram
que a ocorréncia de 13 surtos devido ao consumo de leite (cru e pasteurizado) e,
um surto, causado por queijo Cheddar. Ainda neste mesmo pais, no periodo de
1973 a 1992, foi relatado pelo CDC um total de 32 surtos associados ao consumo

de queijos. Muitas pessoas foram hospitalizadas e houve 58 mortes. Onze surtos
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foram causados por queijos manufaturados a partir de leite cru, ou leite submetido
a pasteurizacgéo insuficiente (ALTEKRUSE et al., 1998).

Tabela 4. Surtos de salmonelose associados ao consumo de leite e produtos

lacteos.
o
Ano Pais Veiculo N® mortes Referéncia
| Casos
1994 Canada Queijo macio 0/82 Ellis et al. (1998)
1995  Franca ?e‘ft‘j;”;u) 0/25 Vaillant et al. (1996)
Estados Queijo tipo Mexicano
1997 Unidos (leite cru) 0/31 Cody et al. (1999)
Estados iio ti i .
1997 ; Queijo tipo Mexicano 0/54 Villar et al. (1999
Unidos (leite cru) ( )
1998 Canada Queijo Cheddar 0/80 RATNAM et al. (1999)
Estados Leite pasteurizado
2000 Unidos (contaminado) 0/93 Olsen et al. (2004)
2000 Brasil Rizoto com queijo 0/ND Nadvorny et al. (2004)
2001 523995 queijo tipo italiano 0/31 McCarthy et al. (2002)
2001  Franca (?eti‘ti”c‘:’nga”ta' 0/119  Haeghebaert et al. (2003)
Estados .
2002 Unidos Leite cru 0/62 CDC (2003b)
2004  Brasil Sanduiche comtomate o, 55 gjjya et al. (2004)

seco e queijo

Olsen e outros (2000) verificaram a ocorréncia de 2.751 surtos de doencgas
veiculadas por alimentos nos Estados Unidos, entre 1993 e 1997. Nestes surtos
foram acometidas 86.058 pessoas. Alta porcentagem dos surtos (75%) e casos
(86%) foi causada por bactérias patogénicas. Salmonella foi o agente etiologico
em 13% dos surtos, 37,9% dos casos e 44,8% (13) das mortes. O sorotipo
Enteritidis causou grande numero de surtos, casos e mortes. A maioria dos surtos
foi devida ao consumo de ovos. Apenas 14 surtos foram veiculados por leite e

derivados.
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Na Inglaterra e paises de Gales, no periodo de 1983 a 1984, 32 surtos
associados com o consumo de leite e produtos lacteos acometeram 714 pessoas,
sendo 22 surtos causados por Salmonella (BARRETT, 1986). Na Australia, entre
1995 a 2000, foram identificados 214 surtos de origem alimentar. Salmonella foi o
agente etiolégico mais frequente nos surtos (35%) e causou 40% (20/50) das
mortes (DALTON et al,, 2004). Em Rio Negro, na Argentina, foram descritos 39
surtos, com acometimento de 958 pessoas, entre 1993 e 2001. Salmonella foi o
agente etiolégico mais frequente nos surtos (38%) e causou um grande numero de
casos (52%). Queijos foi veiculo de 10 % dos casos (DI PIETRO et al., 2004).

No periodo de 1993 a 1998, foram investigados mais de 30.000 surtos de
DTA, envolvendo 391.383 casos em 42 paises, incluidos no programa Vigilancia
da Organizacdo Mundial de Saude para Controle de Doengas de Origem Alimentar
da Europa. O agente causal foi identificado em, aproximadamente, 23.538 dos
surtos investigados. Salmonella spp. foi o agente causal mais frequente (77,1%)
nos surtos. O sorotipo S. Enteritidis foi confirmado em 35% dos surtos, o sorotipo
S. Typhimurium em 3%; e outros sorotipos em 3% dos surtos. O sorotipo de
Salmonella nao foi especificado em 36,1% dos surtos. Leite e produtos lacteos
foram veiculos de Salmonellaem 8% dos surtos (FAO/WHO, 2002).

No Brasil, Carmo e outros (2005) avaliaram o perfil epidemiolégico dos
surtos de DTA, no periodo de 1999 a 2004, e constataram notificacdo de 3.064
surtos, com o acometimento de 57.353 pessoas e registro de 37 mortes.
Salmonella foi o agente etiolégico mais frequente nos surtos, sendo detectada em

41% dos casos com identificagao etiolégica.
2.4. Staphylococcus enterotoxigénicos coagulase positiva e negativa
2.4.1. Caracteristicas do género Staphylococcus
O género Staphylococcus, segundo o manual Taxonomic Outline of the

Prokaryotes Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, € composto de 30
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espécies e 20 subespécies (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). Os membros
deste género sao cocos Gram positivos, quando visualizados ao microscépio
ocorrem sozinhos, aos pares, tétrades, cadeias curtas (trés ou quatro células) ou
apresentam formacgdo semelhante a um cacho de uva. As espécies sao
anaerobias facultativas, exceto S. saccharolyticus e S. aureus subsp. anaerobius.
Séo tipicamente encapsuladas ou com formagao de capsula limitada, usualmente
catalase positiva, nado apresentam motilidade e nem produzem esporos
(BANNERMAN, 2003).

Staphylococcus sdao amplamente distribuidos na natureza, sendo o homem
€ 0S animais os principais reservatorios. Geralmente, sdo encontrados nos pélos,
na pele, boca, narinas, glandulas mamarias, trato respiratério e intestinal destes
hospedeiros (BANNERMAN, 2003). Em geral, as espécies deste género tém uma
relacdo benigna ou simbidtica com o hospedeiro, porém, por serem bactérias
oportunistas, certas espécies sdo frequentemente agentes etioldgicos de varias
infeccdes no homem e nos animais. A espécie S. aureus € a que esta associada
mais frequientemente a doengas estafilococicas, quer sejam de origem alimentar
ou nao. Estima-se que entre 30 a 50 % da populagdo humana seja portadora
desta bactéria (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). A cavidade nasal é o principal
habitat de Staphylococcus no homem e, a partir deste foco atingem tanto a
epiderme e como ferimentos, agua, ar, solo, esgoto, plantas de processamento de

alimentos, leite, e alimentos diversos.

S. aureus é uma bactéria mesofila, mas cresce em ampla faixa de
temperatura (10-45°C) e de pH (4,2-9,3), tolera elevadas concentragdes de cloreto
de sodio (até 23%) e baixa atividade de agua (0,83 a 0,86). No entanto,
concentragdes entre 12 a 13 % de NaCl e 0,87 a 0,93 de atividade de agua
parecem ser limitantes para producdo de enterotoxinas (MARTIN; MYERS;
LANDOLO, 2001; BANNERMAN, 2003).

34



2.4.2. Intoxicagao estafilocécica

A intoxicagao estafilocdcica € causada pela ingestdo de alimentos contendo
enterotoxinas produzida por Staphylococcus enterotoxigénicos, como S. aureus
(com maior prevaléncia), S. hyicus, S. intermedius, entre outras espécies. Esta
intoxicagdo € um dos tipos mais comuns de DTA (LE LOIR; BARON; GAUTIER,
2003).

A intoxicagcado alimentar causada por S. aureus se manifesta logo apds a
ingestdo do alimento contaminado com enterotoxinas pré-formadas. A quantidade
de enterotoxina necessaria para causar a doenca ainda nado esta bem
estabelecida, mas sabe-se que depende da susceptibilidade do individuo, peso
corporal e, especialmente, do estado de saude da pessoa acometida
(JABLONSKI; BOHACH, 2001). Para a formagao de enterotoxinas, em quantidade
suficiente para provocar intoxicacdo, sdo necessarias 10° a 10° células de S.
aureus por grama de alimento (JABLONSKI; BOHACH, 2001). Além disso, o
crescimento de S. aureus e a produgao de enterotoxinas sao afetados por
parametros fisicos e quimicos, como temperatura, pH, atividade de agua (Aa),

concentracao de sal (NaCl) e disponibilidade de oxigénio (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros importantes para crescimento de S. aureus e produgéo de

enterotoxinas em alimentos.

Crescimento Produgao de enterotoxinas
Parametro . .
Otimo Variacao Otimo Variacao
Temperatura (°C) 35-37 7-48 35-40 1-45
pH 6,0-7,0 4,0-10,0 6,0-7,0 48-9,0
Aa >0,99 0,83-0,99 0,99 =0,83-0,99
NaCl (%) 0-4 0-20 0-0,5 0-10
- Aerobica Aerdbica Aerdbica
Atmosfera Aerobica Anaerdbica (5-20% de O,) Anaerdbica

Fonte: ICMSF (1996) (Adaptada).
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A intoxicagao estafilocécica é, geralmente, de inicio repentino e severo,
com nausea, vomitos e colicas, prostracao, hipotensado e hipotermia (DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; BALABAN; RASOOLY, 2000; LE LOIR; BARON;
GAUTIER, 2003). Entretanto, a intensidade dos sintomas pode variar de acordo
com o grau de suscetibilidade do individuo, com a concentragado da enterotoxina
presente no alimento e a quantidade de alimento ingerida. A recuperagao ocorre
em torno de dois dias, porém, alguns casos podem levar mais tempo ou exigir
hospitalizacédo (JABLONSKI; BOHACH, 2001). O periodo de incubagéo oscila de
30 minutos a 8 horas, porém, na maioria dos casos, os sintomas aparecem entre 2

e 4 horas apos a ingestao do alimento contaminado (BANNERMAN, 2003).

Em uma intoxicacao estafilocécica, as enterotoxinas apresentam algumas
acdes no trato gastrintestinal, entre as quais incluem-se a emética e a diarréica. A
acao emética é o sintoma observado com maior freqiéncia em uma intoxicagao
estafilocécica. Os sitios desta agdo parecem localizar-se no intestino. O estimulo é
transferido através do nervo vago ao centro do vémito e induz a retroperistalsia do
estbmago e do intestino delgado provocando vémitos intensivos (BALABAN;
RASOOLY, 2000; DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). A agao diarréica é o
segundo sintoma mais comum na intoxicagdo. Embora seu mecanismo de agéo
ainda ndo seja bem conhecido, causa inflamagédo e irritagdo da mucosa do
estdbmago e intestino delgado (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000).

A intoxicagao estafilococica, por ser uma doencga de curso rapido (24-48
horas), e os individuos afetados, geralmente, ndo necessitarem de atendimento
meédico, a maioria dos casos nao € notificada aos érgaos de Vigilancia Sanitaria, o

que leva a subnotificacdo da doenga no Brasil, bem como em outros paises.
2.4.3. Staphylococcus enterotoxigénicos

A contaminagdo dos alimentos por espécies de Staphylococcus

enterotoxigénicos representa um risco potencial para a saude publica, uma vez
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que algumas espécies, incluindo coagulase positiva e negativa, quando presente
nos alimentos pode produzir uma ou mais enterotoxinas estafilococicas (SE) nos
mesmos, 0s quais, depois de ingeridos, causam intoxicagdo estafilocdcica aos

consumidores.

Entre as espécies coagulase positiva, S. aureus € a mais relacionada a
casos e surtos de intoxicagdo alimentar, devido a habilidade de muitas de suas
cepas produzirem exotoxinas superantigénicas (PTSAg), como as enterotoxinas
(DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). Outras espécies produtoras de
coagulase, como S. intermedius (BECKER et al., 2001) e S. hyicus (ADESIYUN;
TATINI; HOOVER, 1984), também produzem enterotoxinas e tém sido envolvidas
em alguns surtos (KHAMBATY; BENNET; SHAH, 1994; BENNET, 1996).

A produgdo de enterotoxinas por Staphylococcus nao produtores de
coagulase, tais como, S. capitis, S. conhnii subsp cohnii, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. hominis, S. saprofphyticus, S. schleiferi, S. warneri, S. xylosus e
S. chromogenes tém sido relatada em varios estudos, sendo a maioria sob
condigdes de laboratério (VERNOZY-ROZAND et al., 1996a; CHENG-CHUN; LI-
FEN, 1997; PEREIRA et al., 2001). Os resultados de alguns destes estudos
sugerem que Staphylococcus nao produtores de coagulase (RODRIGUEZ et al.,
1996; VERNOZY-ROZAND et al., 1996b; UDO et al., 1999) podem ser potenciais,
causadores de intoxicagao alimentar. Ja foram relatados trés surtos de intoxicagao
estafilocdcica associados a espécies coagulase negativa (OMORI; KATO, 1959;
BRECKINRIDGE; BERGDOLL, 1971; CARMO et al., 2002b; VERAS et al., 2003).

2.4.4. Enterotoxinas estafilocécicas e genes codificadores

As enterotoxinas estafilocécicas (SE) sdo um grupo de proteinas
extracelulares de cadeia simples, com baixo peso molecular (26 a 30 kDa) e ponto
isoelétrico de 7,0 a 8,6. Sdo hidrossoluveis e resistentes a acédo de enzimas

proteoliticas do sistema digestivo, permanecendo ativas apos a ingestao (LE
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LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Sado produzidas durante toda fase do
crescimento bacteriano, mas principalmente durante a fase exponencial
(SORIANO et al., 2002). Outra caracteristica importante é sua termoestabilidade,
sendo capazes de resistir a tratamentos térmicos como a pasteurizacdo e a

ultrapasteurizagao.

As enterotoxinas estafilocécicas sdo nomeadas com as letras do alfabeto
de acordo com a ordem cronoldgica de suas descobertas. Até o momento, ja
foram descritos 18 tipos de enterotoxinas distintas (Tabela 6), mas com
similaridade na estrutura e seqiéncia (BALABAN; RASOOLY, 2000). Atualmente,
com base nas caracteristicas antigénicas, séo reconhecidos oito tipos soroldgicos
de enterotoxinas: SEA, SEB, SEC, SED SEE (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT,
2000) e as descritas recentemente SEH (REN et al. 1994; SU; WONG, 1995;
OMOE et al. 2002), SEG e SEI (OMOE et al. 2002; JORGENSEN et al. 2005).
Outras 12 enterotoxinas (Tabela 6) foram identificadas e caracterizadas nos
ultimos anos (OMOE et al. 2005).

As cadeias polipeptidicas das enterotoxinas s&o ricas em aminoacidos
lisina, acido aspartico e acido glutamico e, caracterizadas por conter somente dois
residuos de cisteina e um ou dois residuos de triptofano. A composicdo de
aminoacidos das enterotoxinas SEA, SED e SEE é similar, o mesmo ocorrendo
entre a SEB e a SEC (MARRACK; KAPPLER, 1990).

O sequenciamento parcial dos aminoacidos das enterotoxinas SEA, SEB e
SEC evidenciou a existéncia de uma regido homologa nas trés moléculas, o que
sugere ser esta regido o sitio ativo da molécula de enterotoxina (DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; JABLONSKI; BOHACH, 2001). Embora as
enterotoxinas sejam similares em sua composicao e atividade bioldgica, sdo
identificadas separadamente em funcdo de suas diferengas antigénicas. Varias

enterotoxinas sorologicamente distintas tém sido reconhecidas e classificadas
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Tabela 6. Tipos de enterotoxinas estafilococicas e genes codificadores.

Tipos de SE Genes codificadores Referéncia

SEA sea Betley; Mekalanos (1988);Becker et al. (1998)
Bergdoll et al. (1959); Jones; Khan (1986);

SEB seb Becker et al. (1998)

Bergdoll et al. (1965); Borja; Bergdoll (1967);
SEC, secy . . X

Bohach; Schievert (1987); Becker et al.(1998)
SEC, secy Bergdoll et al. (1965); Avena; Bergdoll (1967);
SEC; secs Reiser et al. (1984)

Casman et al. (1967); Bayles; landolo (1989);
SED sed Becker et al. (1998)

Bergdoll et al. (1971); Couch et al. (1988);
SEE see Becker et al. (1998)
SEG seg Betley et al. (1992); Munson et al. (1998);

Omoe et al. (2002)
SEGv segy Blaiotta et al. (2004)

Ren et al. (1994); Su; Wong (1995);

SEH seh Omoe et al. (2002)

SEI sei Munson et al. (1998); Omoe et al. (2002)

SElv sei, Blaiotta et al. (2004)

SEJ sej Zhang et al. (1998); Omoe et al. (2005)

SEK sek Orwin et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEL sel Fitzgerald et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEM sem Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005)
Jarraud et al. (2001); Orwin et al. (2003);

SEN sen Omoe et al. (2(005) ) 2209

SENv sen, Blaiotta et al. (2004)

SEO seo Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005)

SEP sep Omoe et al. (2005)

SEQ seq Yarwood et al. (2002); Omoe et al. (2005)

SER ser Omoe et al. (2003); Omoe et al. (2005)

SEU seu Letertre et al. (2003)

SEUv seu, Blaiotta et al. (2004)
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de SEA até SEU e, seus genes, de sea até seu. Inicialmente, a toxina da
Sindrome do Choque Téxico foi equivocadamente identificada como SEF e por
isso ndo existe a enterotoxina sorotipo F. Pequenas variagdes antigénicas da
(SEC4, 2, 3) tém sido descritas (AVENA; BERGDOLL, 1967; REISER et al., 1984;
BECKER; ROHT; PETERS, 1998) assim como duas SEH distintas (OMOE et al.,
2002). Normalmente, isto ocorre em cepas que secreta mais de um tipo de
enterotoxinas OMOE et al., 2005).

As enterotoxinas estafilocdcicas sdo codificadas por bacteriofago (SEA e
SEE), plasmidios como a SED (BAYLES; IANDOLO, 1989), cromossomo como a
SEH e SEP (SU; WONG, 1995; OMOE et al., 2002) ou ilhas de patogenicidade
cromossomal a exemplo das enterotoxinas SEB, SEG, SEGv, SEl, SEl,, SEM,
(SU; WONG, 1995; JARRAUD et al., 2001; MUNSON et al., 1998; BLAIOTTA et
al., 2004), entre outras.

A relac&o entre as novas enterotoxinas e a intoxicagao estafilococica, ainda
nao estd completamente elucidada. Ha poucos relatos na literatura sobre a
ocorréncia dos genes que codificam estas novas enterotoxinas, os quais
consideram principalmente amostras clinicas ou de cole¢cdes bacterianas
(JARRAUD et al., 1999; ABE et al., 2000; JARRAUD et al., 2001; OMOE et al.,
2002). Pouco se tem relatado sobre a detec¢ao das novas enterotoxinas em cepas
de Staphylococcus, principalmente S. aureus, isolados de alimentos
(MCLAUCHLIN et al., 2000; AKINEDEN et al., 2001; ROSEC; GIGAUD, 2002;
BLAIOTTA et al., 2004; JORGENSEN et al., 2005). Por outro lado, os relatos
sobre a ocorréncia das enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC , 3, SED e SEE)
em alimentos sao numerosos (DE LUCA; ZANETTI; STAMPI, 1997; ROSEC et al.,
1997; MEYRAND et al., 1999; MCLAUCHLIN et al., 2000; AKINEDEN et al., 2001;
ROSEC; GIGAUD, 2002; CHAPAVAL, 2003).

Para avaliar o papel das novas enterotoxinas na intoxicacdo alimentar

estafilocécica € necessario o desenvolvimento de testes imunoldgicos para a
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detecgdo destas enterotoxinas em alimentos. Até o momento, s6 ha Kkits
imunolégicos disponiveis comercialmente para detecgdo das enterotoxinas
classicas (SEA a SEE).

Os principais métodos rapidos, disponiveis no mercado, para deteccédo de
enterotoxinas estafilococicas em fluidos sobrenadantes de culturas de
Staphylococcus spp. e em extratos de alimentos, s&o kits imunoenzimaticos que,
em sua maioria, utilizam ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay); LA (Latex
agglutination); RPLA (Reversed passive latex agglutination) e ELFA (Enzyme
linked Fluorescent Assay) (PIMBLEY; PATEL, 1998). Entre os principais kits
incluem-se: SET-RPLA (Oxoid); BOMMELI SET-EIA (Dr. Bommeli AG); TECRA
SET-VIA (Bio-Enterprises Pty Ltd); RIDASCREEN SET (R-Biopharm GmbH);
TRANSIA (Transia Dffchamb — SA) e o VIDAS® Staph enterotoxin — SET
(BioMeérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) (BRETT, 1998).

O kit VIDAS® Staph enterotoxin (SET) € um ensaio imunoenzimatico que
utiliza ELFA (Imunoensaio enzima ligada fluorescente) para a detecgao simultanea
de enterotoxinas estafilococicas A, B, C4, Cy, C3, D e E em fluidos sobrenadantes
de culturas de Staphylococcus spp. e extratos de alimentos. O ensaio € executado
no sistema VIDAS® que alia a moderna automatizacdo de diferentes testes
unitarios realizados simultaneamente utilizando a metodologia ELFA. Este teste
imunologico é similar ao ELISA, apresentando como diferenga o substrato 4 MUP
(4 Metil umbeliferil fosfato) que, apo6s ser hidrolisado pela enzima fosfatase
alcalina, se transforma em umbeliferona, emitindo fluorescéncia a 450nm. A
intensidade de fluorescéncia liberada € medida, e determina o resultado. A maior
especificidade do teste ELFA é dada em fungao do tipo de reacdo que ocorre no
ensaio (sanduiche indireto, sanduiche direto, competicdo e imunocaptura). O
equipamento mini VIDAS® realiza automaticamente todas as etapas da reacéo até

a leitura final (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France).
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O gene femA tem sido explorado como marcador especifico de S. aureus
em testes baseados em pesquisa de DNA. Este gene codifica um fator essencial
para a resisténcia a meticilina e esta universalmente presente em todas as cepas
de S. aureus (MEHROTA; WANG; JOHNSON, 2000). A amplificagdo do gene
femA ou parte dele por PCR é uma ferramenta util na diferenciagdo de espécies
de Staphylococcus sendo, portanto, uma alternativa rapida e segura para
identificagdo desta bactéria (MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000; ARCURI et
al. 2004; LANGE et al. 2004; FREITAS, 2005).

A multiplex PCR consiste na amplificagdo simultanea de varios genes pelo
uso de multiplos pares de primers na mesma reagao. Varios testes multiplex PCR
tém sido desenvolvidos para detecgdo de genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas (VERNOZY-ROZAND et al., 1996b; BECKER; ROTH; PETERS,
1998; MEHROTA; WANG; JOHNSON, 2000). Monday e Bonach (1999)
desenvolveram um teste de multiplex PCR para detecgdo dos genes das toxinas
SEA a SEJ. Dodd, Sharma e Rees (2000) desenvolveram um teste multiplex PCR
de reagao unica para genes das enterotoxinas de S. aureus que utiliza um primer
universal de genes de toxinas em combinagdo com primers toxina-especificos,

para amplificar produtos caracteristicos de genes de toxinas estafilocécicas.

2.4.5. Ocorréncia de Staphylococcus enterotoxigénico e de enterotoxinas em

leite e produtos lacteos

A presencga de Staphylococcus enterotoxigénicos e suas enterotoxinas tém
sido constatada com frequéncia em produtos lacteos, principalmente em leite cru e
queijos (ROSEC; GIGAUD, 2002; SENA, 2000; LAMAITA et al., 2005; LE LOIR;
BARON; GAUTIER, 2003). O leite cru obtido de animais com infecgao
estafilococica nas glandulas mamarias (mastite) € a principal fonte de cepas S.

aureus enterotoxigénicos.
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Na Califérnia, Cenci-Goga e outros (2003) isolaram 160 cepas de S. aureus
em leite proveniente de vacas com mastite, das quais 13,8% (22) produziram
enterotoxinas SEC ou SED, 4,4% (7) SEC, 7,5% (12) SED e 1,9% (3) produziram
SEC e SED. Em outro estudo realizado na Alemanha, Akineden e outros (2001)
obtiveram 103 isolados caracteristicos de Staphylococcus de leite produzido por
60 vacas com mastite, oriundas de oito fazendas de diferentes municipios. Todos
isolados foram identificados como S aureus e os resultados confirmados com a
amplificacdo de fragmentos de DNA pela PCR do gene que codifica 0 23S rRNA,
caracteristico desta bactéria. Pela PCR foram detectados os genes que codificam
enterotoxinas SEA, SEC, SED, SEG, SEl e SEJ.

Na ltalia, no periodo de 2000 a 2002, Normanno e outros (2005)
investigaram a presenga de Staphylococcus coagulase positiva e S. aureus em
9.869 amostras de varios produtos de origem animal, sendo 3.097 de leite (leite
cru e leite pasteurizado) e derivados (queijo, coalhada, ricota, sorvetes e outros
produtos lacteos). A presenga de Staphylococcus coagulase positiva foi
constatada em 21% (641) amostras avaliadas. Dentre os 364 isolados de
Staphylococcus coagulase positiva obtidos, 362 foram identificados como S.
aureus, e destes 217 (59,9%) eram enterotoxigénicos. Estas cepas produziram
SEA (26,7%), SEB (0,9%), SEC (28,1%), SED (15,7%), SEA e SEB (1,8%), SEA e
SED (26,0%), SEA e SEC (0,5%) e SEC e SED (0,5%). Em outro estudo, De Luca,
Zanetti e Stampi (1997) avaliaram a contaminagdo de produtos lacteos,
comercializados em Bologna, por S. aureus e Staphylococcus sp. S. aureus foi
detectado em 16,3% das 135 amostras de queijos analisados, assim distribuidos:
8,3% em queijo macio; 17,6 em queijo azul; 18,9% em queijo seme-macio e 25%

em queijo mussarela.

Na Francga, Rosec e outros (1997) isolaram 213 cepas de S. aureus em 121
géneros alimenticios, incluindo leite e queijos, e constataram que 30,5% (65/213)
das cepas produziam ao menos uma ou duas das cinco enterotoxinas classicas.

Em outro estudo, Rosec e Gigaud (2002) avaliaram 332 cepas de S. aureus,
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provenientes de varios alimentos produzidos no pais e constataram uma
frequéncia muito alta (57%) de cepas que apresentavam genes que codificam
SEG, SEH, CEl e SEJ, além de genes das enterotoxinas classicas. Na Eslovaquia,
Holeckova e outros (2002) avaliaram a ocorréncia de S. aureus enterotoxigénicos
em varios alimentos, e verificaram alta percentagem de cepas de S. aureus
enterotoxigénicos em queijo de leite de ovelha. Dos 19 isolados de queijo de
ovelha, nove (47,4%) produziram enterotoxinas, com prevaléncia de SEB (36,8%).
Na Noruega, Loncarevic e outros (2005) constataram grande diversidade de
produgao de enterotoxinas por cepas de S. aureus isoladas de leite cru e produtos

lacteos obtidos de leite cru.

No Brasil tém sido realizadas muitas pesquisas para avaliar o potencial
enterotoxigénico e a produgdo de enterotoxinas por Staphylococcus sp. isoladas
de alimentos, principalmente queijo Minas frescal (SABIONI; HIROOKA; SOUZA,
1988; ARAUJO et al., 2004) e queijo de coalho (FLORENTINO; MARTINS, 1999;
BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003).

Almeida Filho e Nader Filho (2000) avaliaram a ocorréncia de S. aureus em
80 amostras de queijo Minas frescal produzido artesanalmente e comercializado
em Pocos de Caldas — MG e constataram a presenga da bactéria em 50% (40)
dos queijos, em niveis em torno de 10°UFC/g, préximo ao necessario para a
producao de enterotoxinas. Persi (2001) investigou a qualidade microbiologica de
30 amostras de queijo Minas frescal artesanal e 30 de origem industrial,
comercializadas em Sao José do Rio Preto — SP e verificaram que sete queijos
industriais e 23 artesanais estavam em desacordo com os padrbes estabelecidos
pela legislagcdo, em fungdo das altas contagens de coliformes fecais ou
Staphylococcus coagulase positiva. Carvalho (2003) avaliou o nivel de
contaminagao por Staphylococcus coagulase positiva em queijo Minas frescal,
obtidos por diferentes técnicas de processamento e observou que 7,5% dos

queijos apresentavam contagens superiores aos padrdes da legislagado vigente.
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Nicolau e outros (2001) avaliaram o potencial de producédo e tipos de
enterotoxinas estafilococicas produzidas por cepas de S. aureus em extratos de
amostras de queijo mussarela, fabricado na regidao de Goiania — GO. A presenca
do patoégeno foi observada em 58,2% (127/218) das amostras e 9,8% (13/132) das
cepas S. aureus analisadas apresentaram potencial para produgcdo de
enterotoxinas. Das 13 cepas enterotoxigénicas 61,5% (8) produziram SEA, 23,1%
(3) SEB, 7,7% (1) SEC, e 7,7% (1) SEA e SEB. Nos extratos de queijo a presenca
de enterotoxinas foi detectada em 9,2% (7/76) das amostras, sendo que destas,
71,5% (5) eram SEA e 28,5% (2) SEB.

Lamaita e outros (2005) observaram a produgdo de enterotoxinas
estafilocécicas (SEA, SEB, SEC e SED) em cepas coagulase positiva e negativa
isoladas de 80 amostras de leite cru refrigerado, oriundo de diferentes
propriedades rurais e verificaram maior frequéncia de SEC e SEB, seguidas de
SED e SEA, sendo o maior percentual de cepas enterotoxigénicas observado em
Staphylococcus coagulase negativa. Foi ressaltado que o elevado indice de cepas
coagulase negativa enterotoxigénicas era preocupante, uma vez que estes

microrganismos nao sao contemplados pela legislagao vigente.

Cunha Neto e outros (2002) isolaram Staphylococcus enterotoxigénicos em
varios alimentos, incluindo queijo de coalho e leite em po integral, comercializados
em Recife — PE. As contagens de Staphylococcus coagulase positiva variaram de
<10®a 1,5 x 10*UFCl/g para estes dois produtos e 100% das cepas isoladas de
queijo de coalho foram positivas para enterotoxinas estafilocécicas classicas. Em
outro estudo, Sena (2000) analisou 90 amostras de queijo de coalho
comercializadas em Recife — PE e isolou 377 cepas de Staphylococcus, assim
distribuidas: 218 (57,8%) de S. aureus; 96 (25.5%) de S. epidermidis; 41 (10,9%)
de S. hyicus; e 22 (5,8%) de S. intermedius. Pools de cepas foram testados
quanto ao potencial de produgao de enterotoxinas por indugdo sob condicdes
laboratoriais e observou-se que dos 78 pools de cepas de S. aureus, 48 (61,5%)
produziram SEB; 10 (12,5%) SEC e 2 (2,5%) SED. Dos 11 pools de S.
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intermedius, 7 (63,6%) produziram SEB e os pools de S. epidermidis e de S.
hyicus nao produziram enterotoxinas. Lima (2005) avaliou a incidéncia de
Staphylococcus coagulase positiva em 80 amostras de queijo de coalho industrial
e artesanal comercializado em Fortaleza — CE e constatou que 54% (43) dos
queijos estavam contaminados com esta bactéria, cujas contagens oscilaram entre
4,4 x 10" a 1,7 x 10’UFC/g. A presenca de enterotoxinas estafilocdcicas nao foi
observada nas amostras analisadas. Apenas 8,3% (1/12) dos pools de cepas de
Staphylococcus produtores de coagulase foram positivos para enterotoxinas

estafilocécicas classicas.

A ocorréncia de altos niveis de Staphylococcus coagulase positiva e S.
aureus, em queijo de coalho produzido em varios estados do Nordeste (Algoas,
Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte) tem sido relatada em
muitos estudos (FLORENTINO; MARTINS, 1999; MENDES et al., 1999; PAIVA;
CARDONHA, 1999; RAPINI et al., 2002; FEITOSA et al., 2003; BORGES et al.,
2003). Na maioria destes estudos, os queijos foram classificados como improprios
para o consumo humano, dada a constatacdo de niveis de contaminacido

superiores aos permitidos pela legislacdo de 10°UFC/g (ANVISA, 2001).

No Ceara, Borges e outros (2003) avaliaram 43 amostras de queijo de
coalho, produzido em 11 municipios, pertencentes a cinco microrregides
produtoras de leite, e verificaram que 91% (39) das amostras estavam
contaminadas por Staphylococcus coagulase positiva em niveis superiores ao
estabelecido pela legislacdo (10°UFC/g). Em outro estudo, Bruno e outros (2005)
observaram que 50% (4/8) das amostras de queijo de coalho artesanais e
industriais analisadas estavam em desacordo com os padrdes microbiolégicos
devido & elevada contagem de Staphylococcus coagulase positiva (3,2 x 10" a 3,0
x 108UFC/g). Em pesquisa similar, Hiluy e Araujo (1999) analisaram 25 amostras
de queijo de coalho e constataram que 96% dos queijos apresentavam contagens
acima do limite estabelecido pela legislacdo (10°UFC/g). Santos, Nogueira e
Cunha (1995) observaram que 62,5% (31/56) dos queijos de coalho nao
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atendiam os padrdoes microbiologicos em fungdo da elevada contagem de S.
aureus.

No Rio Grande do Norte, Feitosa e outros (2003) observaram que 72,7%
(8/11) das amostras de queijo de coalho de microrregides do Estado,
apresentavam contagens de Staphylococcus coagulase positiva em niveis
superiores ao estabelecido pela legislagdo. Em outra pesquisa, Paiva e Cardonha
(1999) avaliaram 20 amostras de queijos, das quais dez eram artesanais e dez
industriais, comercializadas em Natal — RN e constataram que 30% (6/20) dos
queijos estavam em desacordo com os padrées microbiolégicos vigentes devido

as altas contagens de S. aureus.

Em Pernambuco, Mendes e outros (1999) investigaram a qualidade
microbiologica de 105 amostras de queijo de coalho comercializadas em Recife —
PE, procedentes de 15 municipios, e verificaram que em todos os municipios
havia queijos que apresentavam contaminagao por S aureus em niveis superiores
ao estabelecido pela legislagdo. A porcentagem de amostras fora dos padrées

variou em torno de 13% a 90%.

Em uma avaliagdo de queijo de coalho comercializado nas praias de
Salvador e Macei6, Rapini e outros (2002) observaram que 100% das amostras

estavam contaminadas por Staphylococcus sp. e por enterotoxinas SEB e SEC.

2.4.6. Surtos de intoxicagao estafilocécica associados ao consumo de leite e

produtos lacteos

Surtos e casos esporadicos de intoxicacdo estafilocécica atribuida ao
consumo de produtos lacteos, principalmente queijos, tém sido relatados em
varios paises (SABIONI; NASCIMENTO; PEREIRA, 1994; ALTEKRUSE, et al., 1998;
MEYRAND; VERNOZY-ROZAND, 1999; DE BUYSER et al., 2001; LECLERC et
al., 2002; CARMO et al, 2002b). A contaminagdo de queijos é atribuida

principalmente a utilizacdo de leite cru na sua fabricacdo ou a falhas que ocorrem
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durante o processamento, principalmente na pasteurizagdo e na manipulagéo

apo6s o processamento ou na distribuicdo do produto.

Nos Estados Unidos, no periodo de 1993-1997, S. aureus foi envolvido em
42 surtos de intoxicagdo alimentar, com 1.413 casos notificados e um obito
(OLSEN et al., 2000). Leite e queijos estavam entre os alimentos envolvidos.
Atualmente a intoxicacao estafilocdcica representa cerca de 4,0% das doengas de
origem alimentar bacteriana, sendo responsavel por 1.753 hospitalizagbes e duas
mortes a cada ano (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2006).

Na Europa, no periodo de 1993-1998, surtos de intoxicacdes estafilococicas
foram monitorados em varios paises. Os produtos lacteos foram responsaveis por
3,9% dos surtos na Alemanha; 5,4% na Bélgica; 9,1% na Escécia; 1,6% na
Espanha; 26% na Francga; 3,0% na Inglaterra e Paises de Gales; 3,6% na Italia;
5,0% na Holanda; 1,7% em Portugal; 1,7% na Suécia (FAO/WHO, 2002). Na
Noruega, no periodo de 1993-1998, 24,2% dos surtos de doengas de origem
alimentar foram causados por S. aureus e 6,7% dos alimentos incriminados eram
produtos lacteos (FAO/WHO, 2002).

No Japéo, entre 1987-1996, ocorreram 32 casos de doengas de origem
alimentar, atribuida a S. aureus, em escolas e bergarios escolares, afetando 2.846
criangas (MICHINO; OTSUKI, 2000). Em julho de 2000, houve outro grande surto
de intoxicagao atribuido ao consumo de iogurte, elaborado com leite com baixo
teor de gordura e leite em p6 desnatado contaminado com enterotoxina A, e
envolveu 13.420 notificagbes (NATIONAL INSTITUTE OF INFECTIOUS
DISEASES, 2001; ASAO et al., 2003).

Segundo registros do Sistema de Informacdo para a Vigilancia das
Enfermidades Transmitidas por Alimentos na América Latina e Caribe (SIRVETA),
no periodo de 1993 a 2002, ocorreram 250 surtos de intoxicacdo estafilocécica

envolvendo produtos lacteos, com acometimento de 4.247 pessoas, em 11 paises
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desta regido. Ha 16 relatos de surtos causados por queijos ocorridos no Brasil,
com 86 pessoas acometidas (Tabela 7). Destes surtos, dois foram notificados no
estado do Ceara no ano de 2000, atribuidos ao consumo de queijos e envolveu 14
pessoas (INPPAZ/OPS/OMS, 2006).

Tabela 7. Relatos de surtos de intoxicagcido estafilocécica atribuidos ao consumo

de produtos lacteos no Brasil, no periodo de 1993-2002.

Local Veiculo l:\getnt.e N° de pe.ssoas
etiolégico envolvidas
Belo Horizonte - MG Queijo S. aureus 3
Belo Horizonte - MG Queijo S. aureus 8
Belo Horizonte - MG Queijo S. aureus 3
Arapongas — PR Queijo colonial S. aureus 7
Curitiba — PR Queijo S. aureus 3
Curitiba - PR Queijo S. aureus 4
Curitiba — PR Queijo S. aureus 4
P. Fontim — PR Queijo S. aureus 5
Viamao — RS Queijo S. aureus 4
Rio Grande - RS Queijo S. aureus 12
Caxias do Sul - RS Queijo S. aureus 8
Quedas do Iguagu - PR Queijo colonial S. aureus 4
Itapajé — CE Queijo S. aureus 7
Porto Alegre - RS Queijo colonial S. aureus 3
Fortaleza — CE Queijo S. aureus 7
Autazes — AM Queijo S. aureus 4
Total 86

Fonte: INPPAZ/OPS/OMS (2006).

No Brasil, o numero de surtos e casos esporadicos de intoxicagbes
estafilocdcicas sao superiores aos reportados pela Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS). Muitos casos nao sao notificados ou investigados devido,
principalmente, ao rapido curso da doenca. No periodo de 1999 a 2004 foram

notificados 3064 surtos de DTA a SVS, com acometimento de 57.353 pessoas e
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registro de 37 obitos. S. aureus foi identificado em 18,1% dos casos, ocupando a

segunda posigéo entre os agentes etiologicos identificados (CARMO et al., 2005).

Os surtos de DTA investigados envolvendo produtos lacteos tém sido
associados principalmente ao consumo de queijos do tipo Minas frescal, Minas
Padrao e de queijo de coalho. Sabioni, Hirooka e Souza (1988) investigaram um
surto ocorrido em uma familia de baixa renda, devido a queijo Minas frescal
contaminado por S. aureus em Ouro Preto — MG, em julho de 1987. O nivel de
contaminacéo detectado no queijo foi de 9,3 x 10’UFC/g e as cepas isoladas eram
produtoras de enterotoxinas SEA, SEB, SED e SEE. Nesta cidade, em janeiro de
1992, ocorreu outro surto de intoxicagao estafilocdcica atribuido ao consumo de
queijo Minas. S. aureus foi o agente etiolédgico e o nivel de contaminagéo
detectado nos queijos variou de 7,0 x 10° a 2,1 x 10°UFC/g. Além disso, 93,7%
das cepas eram produtoras de enterotoxinas SEA, SEB ou SED (SABIONI;
NASCIMENTO; PEREIRA, 1994).

Pereira e outros (1996) relataram um surto causado pelo consumo de
queijo Minas, ocorrido no estado de Minas Gerais, envolvendo sete pessoas de
uma familia e S. aureus foi o agente etioldgico identificado. A populagdo do
patégeno nos queijos foi 2,9 x 10°UFC/g e foram detectadas cepas de S. aureus
produtoras de enterotoxina SED. No extrato do queijo foi detectado 180ng/mL de
enterotoxina SEH. Carmo e outros (2002b) relataram a ocorréncia de dois surtos
de intoxicagdo estafilocécica causados pelo consumo de queijo Minas e leite,
ocorridos em Manhuagu e Passa Quatro — MG. O primeiro surto foi atribuido ao
consumo de queijo Minas e envolveu 50 pessoas. O queijo e o leite cru utilizado
na sua fabricagao apresentaram contagens de S. aureus na faixa de 2,4 x 10° a
2,0 x 108UFC/g e continham enterotoxinas SEA, SEB e SEC. O segundo surto foi
causado pelo consumo de leite cru e 328 pessoas foram afetadas. O leite
apresentou contagens de Staphylococcus coagulase negativa superior a 2,0 x

108UFC/mL e estava contaminado com enterotoxinas SEC e SED. A
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contaminacédo do queijo foi atribuida @ manipuladores durante a elaboragdo do

produto e a contaminacgao do leite por mastite.

No periodo de 1997 a 2002, varios surtos de intoxicagdo alimentar,
ocorridos no estado de Minas Gerais, foram investigados pela Fundagédo Ezequiel
Dias (FUNED). Leite e produtos derivados (queijo canastra, queijo curado, queijo
Minas, queijo mussarela, queijo ralado, requeijao e bebida Lactea) foram
envolvidos em muitos casos. As contagens de Staphylococcus sp. nos produtos
incriminados variaram de 6,0 x 10° a 1,8 x 108UFC/g e as principais enterotoxinas
estafilocdcicas envolvidas nos surtos foram SEA, SEB e SEC (VERAS et al. 2003).
Em Minas Gerais, conforme relatérios da FUNED, no periodo de 1995 a 2001,
alimentos contaminados com enterotoxinas estafilocécicas produzidas por S.
aureus causaram 112 surtos com o envolvimento de 12.820 pessoas e 17 mortes.
Diversos tipos de queijos foram responsaveis por 23 destes surtos, com 600
pessoas acometidas e um 6bito (CARMO, 2002a).

No Ceara, o Nucleo de Epidemiologia da Secretaria de Saude do Estado do
Ceara, através do Informe Anual de Surtos de DTA em 2003, notificou cinco surtos
de DTA, envolvendo 311 pessoas. Um surto foi atribuido ao consumo de queijo
Minas frescal e queijo de coalho. Onze pessoas foram acometidas por intoxicagao
estafilococica (CEARA, 2004).
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CAPITULO I

AVALIAGAO DA CONTAMINAGAO POR COLIFORMES FECAIS,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes E Salmonella sp. EM UMA
INDUSTRIA PROCESSADORA DE QUEIJO DE COALHO
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Avaliagdo da contaminagdo por coliformes fecais, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonella sp. em uma industria processadora de queijo de

coalho

RESUMO

O perfil de contaminacédo por coliformes fecais, E. coli, L. monocytogenes e
Salmonella foi avaliado em uma linha de produgédo de queijo de coalho, de uma
industria de laticinios situada em Fortaleza, CE. Um total de 100 amostras de
alimentos, incluindo leite cru, leite pasteurizado, coalhada, queijo e, 165 amostras
ambientais, incluindo ar ambiente, superficies de equipamentos, moveis,
utensilios, drenos, pisos e paredes, foram coletadas de cinco processamentos
(lotes) diferentes. Todas as amostras foram analisadas quanto a presenca de L.
monocytogenes, enquanto as amostras de alimentos, também, foram analisadas
quanto ao numero mais provavel de coliformes totais e fecais, presenca de E. coli
e Salmonella spp. Os isolados caracteristicos do género Listeria foram
identificados utilizando-se o kit API® Listeria e por meio da amplificacdo de
fragmentos dos genes hly e actA, utilizando a técnica PCR. O leite cru apresentou
elevada populagdo de bactérias do grupo coliformes totais e fecais, com
confirmagdo da presenca de E. coli, evidenciando deficiéncias nas condigbes
higiénico-sanitarias, durante o processo de obtenc&o do leite. A presenca de E.
coli ndo foi constatada no leite pasteurizado, na coalhada e no queijo. Os niveis
de coliformes fecais detectados nos queijos apresentaram-se superiores ao limite
legal estabelecido para queijo de média umidade (10°NMP/mL) em apenas um
lote. Em 100% das amostras dos alimentos analisadas verificou-se auséncia de
Salmonella spp. A identificacao de 18 isolados caracteristicos do género Listeria
através do kit API® Listeria revelou trés isolados como sendo L. monocytogenes
“atipicas”. Estas ndo apresentaram amplificacdo dos fragmentos especificos para
0s genes hly e actA, destacando assim a possivel auséncia desta espécie de
microrganismo no ambiente de producdo de queijo de coalho da industria
avaliada.

Palavras chave: produtos lacteos, qualidade, microbiologia, patogenos.
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1. INTRODUGCAO

O queijo de coalho, produzido em todos os estados do Nordeste, € um dos
produtos lacteos mais difundidos no estado do Ceara. No entanto, por ser
elaborado, na maioria das vezes, a partir de leite cru e sob condigdes
insatisfatérias de higiene, em propriedades rurais ou em pequenas industrias que
nao adotam as Boas Praticas de Fabricagdo, ndo apresenta seguranga

microbioldgica e padronizagédo da qualidade.

Os estudos sobre avaliagdo microbiolégica de queijo de coalho produzido
em varios estados do Nordeste, especialmente os artesanais, em sua maioria, tém
evidenciado altos indices de contaminagdo por coliformes fecais e E. coli
(FLORENTINO; MARTINS, 1999; PAIVA; CARDONHA, 1999; BORGES et al.,
2003; FEITOSA et al, 2003; BRUNO et al. 2005), excedendo os limites
estabelecidos pela legislagao (ANVISA, 2001).

A ocorréncia de L. monocytogenes em leite e produtos lacteos tem sido
relatada em estudos realizados em diversos paises (RYSER, 1999;; KABUKI et
al., 2004; AYGUN; PEHLIVANLAR, 2006; COLAK et al., in press). Entre os
produtos lacteos, os queijos sdo os mais comumente contaminados por esta
bactéria, principalmente os de alta e média umidade. No Brasil, a ocorréncia de L.
monocytogenes tem sido relatada em queijos tipo Minas frescal artesanal, Minas
frescal industrial, Minas padrao artesanal e industrial, queijo de coalho artesanal e
industrial, ricota, entre outros, sendo a maior ocorréncia em queijo Minas frescal
(SILVA; HOFER; TIBANA, 1998; CATAO; CEBALLOS, 2001; BORGES et al.,
2003; CARVALHO, 2003; ESPER, 2006).

A incidéncia de L. monocytogenes em queijo de coalho apresenta ampla
variagao (zero a 50%), tanto para queijos artesanais como para industrializados. A
maior taxa (50%) de ocorréncia do patégeno foi observada em queijos de coalho

artesanais (15/30) comercializados em Jodo Pessoa (SOUSA, 1999). Cabe
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ressaltar que, em outro estudo, Catdo e Ceballos (2001) constataram alta
incidéncia (51,5%) de L. monocytogenes em leite cru (17/45) procedente de trés
municipios do estado da Paraiba. No Ceara, a maior ocorréncia de L.
monocytogenes (19%) foi constatada em queijo de coalho industrializado (16/84)
armazenado sob refrigeracdo (BRANCO et al., 2003). J& em queijos artesanais
elaborados a partir de leite cru, a prevaléncia desta bactéria foi baixa (zero a
2,3%) (BORGES et al., 2003; BRANCO et al., 2003; BRUNO et al., 2005).

Surtos e casos esporadicos de listeriose causados por alimentos ainda nao
foram descritos no Brasil, embora a ocorréncia de L. monocytogenes tenha sido

relatada em varios tipos de alimentos.

A ocorréncia de Salmonella spp. em alimentos € mundial sendo, portanto,
um dos principais agentes microbianos envolvidos em surtos de DTA (CAETANO;
SALTINI; PASTERNAK, 2004; DALTON et al., 2004; CDC, 2005; COLAK et al., in
press). Grande parte dos surtos estd associada ao consumo de produtos de

origem animal como, aves, ovos, carnes, leite e produtos lacteos.

Em produtos lacteos, leite e queijos tém merecido destaque como veiculo
de Salmonella. Na Itélia, Busani e outros (2005) avaliaram a prevaléncia de
Salmonella em varios tipos de alimentos de origem animal e constataram a
presenca de Salmonella em 2,2% das amostras (1.576/71.643). O patdgeno foi
detectado em 1,1% das amostras de queijos. Na Turquia, Colak e outros (/n press)
analisaram 250 amostras de queijo Tulum, elaborado a partir de leite cru, e
observaram prevaléncia de Salmonella spp. em 2,4% dos queijos. No Brasil, ha
varios relatos sobre a ocorréncia de Salmonella spp. em queijos, principalmente
em queijo de coalho artesanal (NASSU et al., 2001; RAPINI et al., 2002; ARAUJO
et al., 2004).

A presenga de Salmonella em queijo de coalho tem sido relatada em

pesquisas realizadas em varios estados do Nordeste. No Ceara, Borges e outros
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(2003) detectaram a presenca de Salmonella spp. em 34,9% (15/43) das amostras
de queijo analisadas. Em outro estudo, Bruno e outros (2005) verificaram que esta
bactéria estava presente em 12,5% (1/8) dos queijos. Feitosa e outros (2003)
relataram a presenga de Salmonella em 9% (1/11) dos queijos produzidos no
Estado do Rio Grande do Norte. Leite Junior e outros (2000) constataram que 50%
das amostras de queijo de coalho comercializadas em Campina Grande - PB
estavam contaminadas com Salmonella, enquanto Florentino e Martins (1999)
observaram contaminagcdo em 30% (12/40) das amostras de queijo artesanal
produzido em varias regides da Paraiba. Em Recife, Mendes e outros (1999)
avaliaram 105 amostras de queijo de coalho, procedentes de 15 municipios de
Pernambuco, e verificaram a presenca de Salmonella em 73,3% (77/105) dos
queijos, enquanto Escobar e outros (2001) isolaram em apenas 8,7% dos queijos
(2/23) produzidos em 10 microempresas do Sertdo e Agreste pernambucano, e
Duarte e outros (2005) em apenas 5,5% dos queijos (7/127) comercializados em

21 municipios do Estado.

Surtos de salmonelose atribuidos ao consumo de leite e produtos lacteos
séo relatados em varios estudos (EL-GAZZAR; MARTH, 1992; DESENCLOS et
al., 1996; HEADRICK, et al., 1998; OLSEN et al. 2000; FAO/WHO, 2002).

Nos Estados Unidos, no periodo de 1973 a 1992, foi relatado pelo CDC um
total de 32 surtos associados ao consumo de queijos, sendo que 11 surtos foram
causados por queijo manufaturado a partir de leite cru ou leite submetido a
pasteurizacao insuficiente (ALTEKRUSE et al., 1998). Em periodo subsequente
(1993 a 1997), OLSEN et al. (2000) verificaram a ocorréncia de 2.751 surtos de
doencgas veiculadas por alimentos no Pais. Salmonella foi agente etiolégico em
50,9% dos surtos e apenas 14 surtos foram veiculados por leite e derivados. Na
Argentina, entre 1993 e 2001, foram descritos 39 surtos de DTA. Salmonella foi o
agente etiologico mais frequente (38%) e o queijo foi veiculo de 10 % dos surtos
(DI PIETRO et al., 2004). No periodo de 1993 a 1998, foram investigados mais de
30.000 surtos de DTA, em 42 paises da Europa. Salmonella spp. foi o agente
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causal mais frequente (77,1%) dos surtos. O sorotipo S. Enteritidis foi confirmado
em 35% dos surtos, o sorotipo S. Typhimurium em 3%; e outros sorotipos em 3%.
Leite e produtos lacteos foram veiculos de Salmonella em 8% dos surtos
(FAO/WHO, 2002).

No Brasil, Carmo e outros (2005) avaliaram o perfil epidemiolégico dos
surtos de DTA, no periodo de 1999 a 2004, e constataram notificagcdo de 3.064
surtos. Salmonella sp. foi o agente etioldégico mais frequente, sendo detectada em
41% dos surtos. No Rio Grande do Sul, no periodo de 1997 a 1999, leite e
produtos lacteos foram veiculos de 2,9% dos 116 surtos de DTA causados por
Salmonella (COSTALUNGA; TONDO, 2002). No ano subseqlente (2000), 1,3%
(1/74) dos surtos causados por esta bactéria foram atribuidos ao consumo de
risoto com queijo (NADVORNY; FIGUEIREDO; SCHMIDT, 2004). Em Sao Paulo,
em 2004, consumo de sanduiche de tomate seco com queijo branco contaminado

por S. Typhimurium causou um surto de salmonelose (SILVA et al., 2004).

Embora sejam numerosos os trabalhos publicados que indicam a
importancia de Salmonella sp. como problema de saude publica no Brasil e, a
grande énfase dada pelo Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de surtos
de DTA, ainda séo escassos os dados sobre a situacdo da salmonelose a nivel

nacional.

Sabe-se, também, que Salmonella mantém-se viavel em queijo
contaminado por longo periodo de tempo (MODI et al., 2001). Tal fato ressalta a
importancia do controle de qualidade microbiolégica do produto, visto que a
legislagao brasileira (ANVISA, 2001) estabelece auséncia dessa bactéria em

alimentos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de contaminagdo por
coliformes fecais, E. coli, L. monocytogenes e Salmonella em uma linha de

produgao de queijo de coalho.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Processamento do queijo de coalho

O trabalho foi realizado em uma industria processadora de queijo de coalho
situada na regido metropolitana de Fortaleza, Ceara, cujo fluxograma de
processamento é apresentado na Figura 1. Os pontos de coleta de amostras com
a mesma denominagédo, a exemplo de parede, foram numerados com algarismos
romanos (I, I, lll e IV) de acordo com a localizagao na planta de processamento.

As luvas utilizadas pelos manipuladores receberam numeracao de 1 a 3.

O leite foi pasteurizado a 75-78°C por 15 segundos e adicionado de
fermento latico (0,01g/L) (EZAL, MAO11 - Rhodia), cloreto de calcio (0,01g/L)
(Labsynth) e coalho liquido (0,3mL/L) (Bela vista). A coagulagéo ocorreu entre 30-
40 minutos a 32-35°C, apos o corte fez-se a mexedura por 18-22 minutos e
procedeu-se a primeira dessoragem (retira-se 30-35% do soro). A massa foi
aquecida até 44-46°C com aplicagcédo de vapor indireto (tanque com parede dupla)
e agitacao por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, procedeu-se a segunda
dessoragem e a salga (0,6% de cloreto de sdédio). A massa foi enformada e
submetida a pré-prensagem (20 minutos), seguida de viragem e prensagem (3-5
horas). O queijo foi retirado da forma e maturado a 10°C por 5-8 dias. Apds a

maturacao foi embalado e armazenado a 10°C.
2.2. Coleta das amostras

As amostras foram tomadas em diversas etapas do processamento,
conforme descrito na Figura 1, de cinco lotes diferentes do produgéo (I, Il, Ill, IV e
V), a intervalos de 45-50 dias, no periodo de maio a outubro de 2004. As amostras
incluiam leite cru, leite pasteurizado, coalhada, queijo, ar ambiente, superficies de
equipamentos, moveis, utensilios, luvas utilizadas pelos manipuladores,

embalagem de polietileno e do ambiente de processamento, provenientes de 37
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pontos na linha de producgéao (Figura 1). Também foram tomadas trés amostras da
agua utilizada na planta, para os cinco processamentos (lotes). Apos cada coleta,
as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo, e
transportadas para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza — CE, para analises microbiolégicas de
coliformes totais, coliformes fecais e E. coli, pesquisa de L. monocytogenes e

Salmonella sp.

Para os equipamentos, moéveis e utensilios, foi amostrada uma area de
100cm?, com auxilio de esponjas de celulose estéreis (Nasco). umidecidas com
10mL de agua peptonada tamponada com neutralizante (tiossulfato de soédio),
contidas em bolsas de polietileno estéril (Nasco). Em seguida, aliquotas de 100mL
de caldo de enriquecimento para Listeria — LEB (Difco) foram adicionadas as
bolsas, as quais foram homogeneizadas manualmente e incubadas a 30°C por 24-
26 e 48 horas. A partir dessa etapa, seguiu-se procedimento do item 2.4.
Amostras do ar ambiente das salas de coagulagdo e enformagem, maturagao,
embalagem e estocagem foram tomadas com auxilio do amostrador de ar MAS
(modelo MAS-100Eco — Merck), através da impactagao de particulas sobre placa
contendo meio de cultura especifico. A presenga de L. monocytogenes foi avaliada
em 500 litros (0,50m>) de ar, utilizando placas de agar Oxford — OXA (Difco) e agar
PALCAM (Difco) incubadas a 35°C por 48 horas. A partir dessa etapa, seguiu-se

procedimento do item 2.4.

2.3. Determinacao de coliformes totais, coliformes fecais e deteccao de E.
coli

A determinacdo de coliformes totais, coliformes fecais e a pesquisa de
E.coli foi realizada em um total de 100 amostras dos produto: leite cru, leite
pasteurizado, coalhada e queijo através da técnica do Numero Mais Provavel
(NMP) de trés tubos multiplos, segundo recomendag¢des da Food and Drug
Administration - FDA (FENG; WEAGANT, 2002). Para as 15 amostras de agua
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utilizou-se técnica do NMP de dez tubos multiplos, segundo recomendagbes da
American Public Health Association - APHA ( KIM; FENG, 2001).

Fluxograma Pontos de coleta ( N° total de amostras)
Recepgao do leite 1 - Leite cru (25);
U 2 - Parede do tanque (05);

Pesagem / Filtracao
U

Aquecimento (35°C)

U
Pasteurizacao 3 - Leite pasteurizado (25);
U 4 — Tubulagao pasteurizador (05);
Adicao de fermento / CaCl,
U
Adicao Che coalho 5 - Homogeneizador (05);
Coagulacao 6 — Tanque de coagulagao (05); 7 — Ar ambiente | (05);
U
Corte da coalhada / Repouso 8 - Lira de corte vertical (05); 9 — Lira de corte horizontal (05);
Mex‘jd”ra 10 - Garfo / (05);

Primeira dessoragem 11 - Mangueira (05); 12 - Cilindro (05);

U 13 — Piso | (05); 14 — Parede | (05);
Mexedura da massa

U

Segunda dUessoragem 15 — Coalhada (25);

Salga
U
Enformagem 16 — Mesa de enformagem (05); 17 — Forma (05);

18 - Dessorador (05); 19- Luva 1 (05);

Pré-prensagem / Viragem 20 - Luva 2 (05)

Prensuagem 21 - Piso Il (05);
Maturagao 22 - Prateleira | (05); 23 - Piso Il (05);
U 24 — Parede 1l (05); 25 — Ar ambiente Il (05);
Embalagem 26 — Embalagem (05); 27- Luva 3 (05); 28 — Prateleira Il (05);
U 29 - Piso IV (05); 30 — Parede Il (05); 31 - Ar ambiente Il (05);
Queijo df Coalho 32 — Queijo (25);

33 - Prateleira lll (05); 34 - Piso V (05); 35 - Parede IV (05);
Estocagem 36 - Ar ambiente IV (05); 37 — Piso plataforma (05);

Figura 1. Fluxograma de processamento do queijo de coalho, pontos de coleta e

numero de amostras coletadas para pesquisa de L. monocytogenes.
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Para o teste presuntivo, diluicbes apropriadas das amostras de produtos
foram preparadas e aliquotas foram inoculadas em caldo lauril sulfato triptose -
LST simples (Difco) e para as amostras de agua fez-se a inoculagéo direta de
10mL em cada tubo de LST com concentracéo dupla. Os tubos foram incubados a
35°C durante 24-48 t 2°C horas e examinados quanto ao crescimento e produgao
de gas. Em seguida, as culturas positivas foram inoculadas em caldo verde
brilhante bile 2% - BVB (Difco), incubadas a 35°C durante 24-48 + 2°C horas e
examinadas quanto ao crescimento e produgao de gas. O NMP de coliformes
totais (NMP/mL ou g) foi determinado com base na propor¢do de tubos que
confirmaram a producdo de gas do teste presuntivo, empregando-se tabela
apropriada. As culturas do caldo LST que também apresentaram crescimento com
producado de gas em caldo BVB, foram inoculadas em caldo Escherichia - EC
(Difco), incubadas a 45,5 £+ 0,2°C durante 24 + 2°C horas e examinados quanto a
produgcao de gas para confirmacéo de coliformes fecais. As culturas positivas em
caldo EC foram estriadas em agar eosina azul de metileno — EMB (Difco),
incubadas a 35 + 2°C durante 24 horas e o crescimento de colbnias tipicas de E.
coli foi observado para confirmar a presenga de E. coli. As colbnias tipicas foram
estriadas em agar para contagem padrédo — PCA (Difco) e incubadas a 35 + 2°C
durante 24 horas. A partir das culturas puras em PCA, fizeram-se a coloragao de
Gram e as provas bioquimicas de indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer e
citrato (IMVC).

2.4. Detecgao de L. monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada em 265 amostras no total,
sendo 100 dos produto: leite cru, leite pasteurizado, coalhada, queijo e 165
amostras ambientais: ar ambiente, superficies de equipamentos, moveis,
utensilios, luvas utilizadas pelos manipuladores, embalagens de polietileno,
drenos, pisos e paredes. As amostras foram analisadas conforme metodologia
do Health Products and Food Branch of Health Canada (PAGOTTO et

al., 2001). Aliquota de 25 g de cada amostra foi homogeneizada em Stomacher
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(Seward Ltd., London) em 225 mL de caldo LEB e incubada a 30°C por 24-26 € 48
horas. Apds cada periodo de incubagao, 0,1 mL da cultura foi inoculada em 10 mL
de caldo Fraser modificado — MFB (Difco) e incubado a 35°C por 24 e 48 horas.
Opcionalmente, apds cada periodo de incubacdo a cultura do caldo LEB foi
estriada em placas de agar OXA e agar PALCAM e incubadas a 35°C por 48
horas. Apo6s cada periodo de incubagdo do caldo MFB, 0,1mL da cultura foi
inoculada em agar OXA e agar PALCAM e incubadas a 35°C por 48 horas.
Opcionalmente, a cultura do caldo MFB que nao apresentou redugao da esculina,
também foi estriada em placas de agar OXA e agar PALCAM e incubadas a 35°C
por 48 horas. Cinco coldnias tipicas de cada placa de OXA e agar PALCAM foram
purificadas em agar de tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de
levedura — TSAYE (Merck) e estocadas a 4°C para identificagdo bioquimica e

molecular.

A identificacdo bioquimica dos isolados foi realizada através de testes
fisiolégicos e bioquimicos (reagdo de Gram, catalase, motilidade e B-hemdlise) e
0s isolados caracteristicos do género Listeria foram selecionados para
identificagdo através do sistema APF® Listeria (BioMérieux®, Marcy-I’Etoile -

France), conforme instrugdes do fabricante.

Para confirmar a identificagdo bioquimica, os 18 isolados caracteristicos de
Listeria sp. foram submetidos a caracterizagdo molecular, por meio da
amplificacdo de um fragmento de 702 pares de bases do gene de viruléncia hly
(listeriolisina O) e de um fragmento de 926 pares de base do gene actA especifico

da espécie, empregando-se a técnica de reagao da polimerase em cadeia (PCR).

Para extracdo do DNA foi utilizada uma colénia de cada isolado, crescida
em agar infusédo de cérebro e coragéo - AHI (Difco) a 35°C por 24 horas e repicada
em caldo infusdo de cérebro e coragao BHI - (Difco). Apds incubagéo sob agitagcao
(250 xg) a 37°C por 18-24 horas, 2,0mL da cultura foi centrifugada a 13.000 xg por

10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas com 95uL
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de tampédo PCR (1X), tratadas com 4uL de lisozima (50mg/mL) a temperatura
ambiente por 15 minutos e entéo digeridas com 1uL de proteinase K (20mg/mL) a
60°C por 60 minutos, seguida de fervura por 8 minutos em banho—maria fervente
(FURRER et al, 1991). O DNA foi quantificado em espectrofotobmetro
(GeneQuantpro, Amersham Biociences) e a concentragao ajustada para a reagao
da PCR.

A reacdo da PCR para amplificagdo do gene hly foi realizada em
termociclador Thermo Hybaid (Modelo PxE Thermal Cycler - PxE 20102),
utilizando uma mistura de 50uL contendo 1X de tampao PCR, 1,5mM de MgCl,
(50mM), 0,1fmM de cada dNTP (10mM), 1mM de cada oligonucleotideo (LM1 -
10mM e LM2 - 10mM), 0,5U da enzima Taq polimerase, 100ng de DNA bacteriano
completando-se o volume para 50 yL com agua Mili-Q estéril. As condi¢des de
amplificacéo utilizadas foram: um ciclo inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 30s; anelamento a 50°C por 45s e extensao a 72°C por
45s e um ciclo final a 72°C por 5min (AZNAR; ALARON, 2003). No estudo foram
empregados os seguintes oligonucleotideos iniciadores: LM1 5’- CCT AAG ACG
CCAATCGAA-3 elLM25 - AAG CGC TTG CAA CTG CTC - 3’ (BORDER at al.,
1990).

A reagdo da PCR para o gene actA foi realizada sob condigbes
estabelecidas por WIEDMANN at al. (1997), empregando-se oligonucleotideos
iniciadores actA-F (5- TAG CGT ATC ACG AGG AGG-3’) e actA-R (5-TTT TGA
ATT TCA TAT CAT TCA CC-3’). Utilizou-se uma mistura de 25uL, contendo 1X de
tampdo PCR, 1,5mM de MgCl;, 0,imM de cada dNTP, 0,12mM de cada
oligonucleotideo (actA-F - 12,5mM e actA-R - 12,5mM), 0,3U da enzima Taq
polimerase, 100ng de DNA bacteriano completando-se o volume para 25,0uL com
agua Mili-Q estéril. As condi¢cbes de amplificacao utilizadas foram: um ciclo inicial
a 94°C por 2 min; 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 1 min; anelamento a 50°C
por 1 min e extensdao a 72°C por 1 min e um ciclo final a 72°C por 5 min. Os

fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose (1,5%,
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p/v) corados com solugdo de brometo de etidio (0,005%, p/v) e fotografados em
foto documentador (Eagle Eye Il, Stratagene). No estudo foram utilizadas cepas
padrdes de L. monocytogenes Scott A ATCC 15513 e L. monocytogenes ATCC
19118 como controle positivo da reacéo e L. innocua ATCC 33090 como controle

negativo.
2.5. Deteccao de Salmonella spp.

A presenca de Salmonella sp. foi avaliada em 100 amostras dos produto:
leite cru, leite pasteurizado, coalhada e queijo, tomadas de cinco lotes diferentes.
As analises foram realizadas conforme o FDA (ANDREWS; HAMMACK, 2006) e
constituiu-se das etapas de pré-enriquecimento em caldo lactosado (Merck)
durante 24 + 2 horas a 35°C; enriqguecimento seletivo em: a) Caldo Rappaport-
Vassiliadis (Difco) durante 24 + 2 horas a 42 + 0,2°C, b) Caldo tetrationato (Difco)
durante 24 + 2 horas a 43 £ 0,2°C para as amostras de leite cru, e a 42 £ 0,2°C
para amostras de leite pasteurizado, coalhada e queijo, e ¢) Caldo selenito cistina
(Difco) durante 24 + 2 horas a 35°C (opcional); plagueamento em meio seletivo
diferencial (agar bismuto sulfito, agar xilose lisina desoxicolato, agar entérico de
Hektoen e agar Rambach (opcional) com incubagao por 24 + 2 horas a 35°C. Apos
o periodo de incubagéo, selecionou-se 2-3 colbnias tipicas de Salmonella de cada
tipo de meio. Na auséncia de colbnias tipicas ou suspeitas de Salmonella, também
foram selecionadas 2-3 colbnias atipicas. Para avaliagado presuntiva da presenca
de Salmonella, as colbnias selecionadas foram inoculadas em agar triplice agucar

ferro (Difco) e agar lisina ferro (Difco) e incubadas durante 24 + 2 horas a 35°C.

2.6. Monitorizagao das condi¢coes de higiene de superficies que contatam

alimentos e do ar ambiente na linha de produgao

As condi¢des de higiene das superficies das luvas utilizadas pelos trés
manipuladores, das 5 embalagens para queijo e de 15 equipamentos, moveis e

utensilios da linha de producdo do queijo de coalho foram monitoradas durante
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todos os processamentos ou lotes (I, I, 11, IV e V), através do método de detecgao
de ATP Bioluminescéncia (Lightning MVP® - BioControl Systems, Inc.). Neste
sistema de monitoramento, o grau de limpeza da superficie é classificado com
base numa escala de zero a 7,5, onde a leitura de 0 a 2 indica superficie
submetida a limpeza rigorosa; < 2,5 superficie com higienizacao adequada;
entre 2,6 e 3,0 indica alerta para a higienizagcdo da superficie e de 3,1 a 7,5

superficie com higienizacédo inadequada (suja).

A monitorizagdo da contaminag&o microbiolégica do ar ambiente das salas
de coagulagao/enformagem, maturagdo, embalagem e estocagem foi realizada
através da contagem de fungos e leveduras, em amostras de 200 litros (0,20m?®)
de ar, coletadas com auxilio de um amostrador de ar (modelo MAS-100Eco —
Merck), através da impactacado de particulas sobre placas contendo agar batata
dextrosado (Merck). Apos incubacao das placas a 21°C por 3-5 dias, as colbnias

foram contadas e os resultados expressos em UFC/m?® de ar.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da contagem de coliformes totais, coliformes fecais e da
pesquisa de E. coli e Salmonella sp. em leite cru, leite pasteurizado, coalhada e

queijo sdo apresentados na Tabela 8.

O leite cru apresentou elevada populagdo de bactérias do grupo coliforme
total e fecal, com confirmacao da presenca de E. coli, evidenciando contaminagao
da matéria prima. A presenca de coliformes fecais e E. coli em leite cru,
geralmente, é atribuida a deficiéncias nas condigdes higiénico-sanitarias, durante
0 processo de obtencédo do leite e, indica contaminagdo de origem fecal. Além
disso, este leite representa um risco para a saude da populacido, se consumido
sem tratamento térmico, pela possibilidade de veicular cepas patogénicas de E.
coli, pertencentes aos grupos EPEC, EIEC, ETEC e EHEC.

101



Tabela 8. Resultados da contagem de coliformes totais e fecais e da pesquisa de
E. coli e Salmonella sp. em leite e produtos lacteos de uma linha de

producéo de queijo de coalho.

Amostra

. Leite -
Lote Leite cru Pasteurizado Coalhada Queijo

Contagem de coliformes (NMP/mL ou g)

Total Fecal Total Fecal Total Fecal Total Fecal
I 46.000 46.000 75 43 >1100 >1100 >1100 >1100
Il 7.500 4.300 15 15 150 150 210 210
Il 11.000  11.000 3,6 <0.3 150 150 210 210
v 46.000 28.000 <0,3 <03 150 150 3,6 3,6
\Y 110.000 110.000 <0,3 <0.3 23 91 930 930

Pesquisa de E. coli

I E. coli ND ND ND
Il E. coli ND ND ND
1l E. coli ND ND ND
v E. coli ND ND ND
Vv E. coli ND ND ND

Pesquisa de Salmonella spp.

I ND ND ND ND
Il ND ND ND ND
I ND ND ND ND
v ND ND ND ND
\Y ND ND ND ND

ND: ndo detectada

A contaminacao de leite cru por coliformes fecais e E. coli, entre outros
patdgenos, tem sido relatada com frequéncia em outros estudos (GARRIDO et al,,
2001; DE BUYSER et al.,, 2001; SOOMRO et al., 2002). Catao e Ceballos (2001)
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avaliaram 45 amostras de leite cru, provenientes de trés municipios da Paraiba —
PB, e verificaram alto nivel de contaminagao por coliformes totais, fecais e E. coli

em 100% das amostras.

O leite pasteurizado utilizado nos processamentos (lotes) | e Il apresentou
contaminacéao por coliformes fecais, mas a presenca de E. coli ndo foi confirmada.
Embora o nivel de contaminagdo constatado seja baixo (15 e 43 NMP/mL), é
superior ao limite estabelecido pela legislagdo vigente (ANVISA, 2001). De acordo
com a legislagdo a tolerancia para este grupo de bactérias é de até 4 NMP/mL
para leite pasteurizado. A presenca de coliformes fecais em leite pasteurizado

indica recontaminacao apos a pasteurizagcao ou deficiéncia na pasteurizacao.

Niveis de contaminagcdo por coliformes fecais, superiores ao limite
estabelecido pela legislagdo vigente em leite pasteurizado (ANVISA, 2001), tém
sido constatados em outras pesquisas. Leite e outros (2002) constataram que 35%
(7/20) das amostras de leite tipo C, comercializadas em Salvador — BA,
apresentavam contaminacgao por coliformes fecais em niveis superiores aos limites
estabelecidos pela legislagdo. Em outro estudo, Garrido e outros (2001)
analisaram 390 amostras de leite pasteurizado, provenientes de dezessete mini e
micro usinas de beneficiamento, na regido metropolitana de Ribeirdo Preto — SP,
no periodo de 1995 a 1998, e verificaram que 35,5% das amostras de leite tipo C,
32,6% das amostras de leite tipo B e 31,0% das amostras de leite integral

apresentavam niveis de coliformes fecais em desacordo com a legislacao.

Na coalhada e no queijo, o numero de coliformes totais e fecais oscilou de
3,6 a >1100 NMP/g (Tabela 8). E. coli ndo foi detectada nas amostras de
coalhada e queijo. O nivel de coliformes fecais (45°C) detectado nas amostras
estava dentro do limite estabelecido pela legislagdo (ANVISA, 2001), exceto para
amostras de queijo do processamento |, as quais apresentaram niveis superiores
ao padrdo microbioldgico para queijos de 1,0 x 10°UFC/g (ANVISA, 2001). Nas

amostras dos processamentos Il, Ill, IV e V foi observado um aumento gradativo
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do NMP de coliformes fecais a partir do leite pasteurizado até o produto acabado,
indicando que ocorreu contaminacdo durante as diferentes etapas do processo.
Mas considerando a prevaléncia de média umidade em queijo de coalho (NASSU
et al., 2001; PEREZ, 2005), o NMP de coliformes fecais detectados nestes quatro
processamentos encontra-se dentro do limite estabelecido pela legislagao
(ANVISA, 2001). O nivel elevado de contaminacdo por coliformes fecais
observado nas amostras do processamento | (coalhada e queijo) pode ser
atribuido a contaminagdo da agua utilizada na industria, uma vez que a agua
analisada apresentou nivel similar de contaminacao (>1000NMP/100mL) por esse
grupo de bactérias. A contaminagao foi causada por defeito no sistema automatico
de cloragao da agua que abastece a industria, o defeito foi reparado e as amostras
de agua coletadas durante os processamentos II, Ill, IV e V apresentaram

auséncia de coliformes fecais/100mL.

A ocorréncia de coliformes fecais em queijo de coalho, principalmente os
artesanais, em niveis superiores aos permitidos pela legislagéo, também tem sido
observada em muitos trabalhos (FLORENTINO; MARTINS, 1999; PAIVA;
CARDONHA, 1999, BRUNO et al.,, 2005). No Rio Grande do Norte, Feitosa e
outros (2003) observaram que 36% (4/11) das amostras de queijo de coalho
produzido no Estado apresentavam coliformes fecais em valores superiores ao
estabelecido pela legislagdo. Borges e outros (2003) constataram que 74,4%
(32/43) das amostras de queijo de coalho artesanal e industrial, produzidos em 11
municipios do Ceara, continham niveis de coliformes fecais e E. coli superiores ao

padrao microbiolégico.

Neste trabalho Salmonella spp. ndo foram detectadas em 100% (100) das
amostras analisadas (Tabela 8), as quais eram constituidas por leite cru, leite
pasteurizado, coalhada e queijo, indicando que a linha de produgao de queijo de

coalho ndo apresentava contaminagao por esta bactéria.
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A presenca de Salmonella spp. também nao foi constatada em leite cru,
proveniente de 210 pequenos e médios produtores, localizados nos estados de
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana e S&o Paulo. (NERO et al., 2004). Avila
e Gallo (1996) nao isolaram esta bactéria em 57 (100%) amostras de produtos
lacteos (leite cru, leite tipo C e queijo Minas frescal) comercializados no municipio
de Piracicaba — SP. Em outro estudo, Pereira e outros (1999) avaliaram 168
amostras de queijos (Minas Padrdo, Minas Frescal e Canastra) e constataram
auséncia do patdogeno em 100% dos queijos. Em uma pesquisa conduzida por
Cotton e White (1992), em seis industrias beneficiadoras de leite e quatro
produtoras de sorvete, Salmonella spp. estavam presentes em apenas 1,2%

(4/353) das amostras ambientais.

Os resultados da identificacdo bioquimica e molecular dos isolados
caracteristicos do género Listeria, obtidos de leite, equipamentos, moveis,
utensilios, parede, piso e ar ambiente, sdo apresentados na Tabela 9 e nas
Figuras 2, 3 e 4.

Colbnias caracteristicas do género Listeria foram isoladas, em amostras de
apenas sete, dos 37 pontos avaliados na linha de produgao do queijo de coalho
(Tabela 9). Dentre os 77 isolados obtidos de amostras de leite cru, de
equipamentos, moveis, parede e piso, 18 eram caracteristicos de Listeria sp., de
acordo com os testes de coloragdo de Gram, catalase, motilidade e B-hemdlise.
Observou-se que os isolados apresentaram reagcdes muito fracas de (-hemodlise,
quando comparadas as das cepas padrdes de L. monocytogenes Scott A ATCC
15313 e L. monocytogenes ATCC 19118.

Dentre os 18 isolados caracteristicos, apenas trés foram identificados como
L. monocytogenes atipica pelo sistema AP/® Listeria (Tabela 9), ou seja, o perfil de
identificacao foi duvidoso (doubtful profile). Os resultados dos testes bioquimicos
do APP® Listeria indicaram alta probabilidade (95%) de acerto na identificacdo,

mas baixa tipabilidade para a espécie (0,12) sendo, portanto, considerada atipica,
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uma vez que L. monocytogenes com o perfil obtido ndo se encontra na base do
sistema API® Listeria. Esse resultado demonstrou a necessidade do uso de
técnicas moleculares para identificacéo final dos isolados de L. monocytogenes,

com propriedades atipicas na identificagdo fenotipica.

Tabela 9. Perfil de identificacdo de isolados caracteristicos do género Listeria

obtido em uma linha de producéo de queijo de coalho.

N° de N° de Espécie
Amostra isolados  isolados Perfil PCR genes
Tipicos Listeria sp. ; ;
APP Listeria hly 2clA
Leite cru 17 01 Nao identificada Negativo -
Homogeneizador 16 03 NZo identificada Negativo -
Mesa de 05 01 N&o identificada Negativo -
enformagem
Prateleira da sala de s e .
14 04 N&o identificada Negativo -

embalagem
Prateleira dg camara 08 04 L. mqn_ocytogenes Negativo Negativo
de maturagao atipica (01)
Parede da camara L. monocytogenes . .
de maturagéo 05 03 atipica (02) Negativo - Negativo
Piso da plataforma 12 02 Nao identificada Negativo -

—: nao realizado

Os 18 isolados caracteristicos de Listeria sp. foram submetidos a técnica de
PCR para avaliar a presenga dos genes de viruléncia hly e actA e a técnica por
PCR-RFLP para a subtipagem molecular. Mas nao houve amplificagdo dos
fragmentos especificos para os genes hly (Figuras 2 e 3) e actA (Figura 4) para
todos os isolados. Portanto, a identificagcdo fenotipica dos trés isolados de L.
monocytogenes atipica identificada na linha de produgao, através do sistema AP
Listeria, nao foi confirmada por PCR para os genes de viruléncia pesquisados
(Tabela 9). Esses resultados demonstram a importancia da identificacdo a nivel
molecular para confirmagdo da identificagdo de microrganismos. Além disso,
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indicam a possivel auséncia desta espécie de bactéria nas amostras de leite,
queijo, equipamentos, moveis, utensilios e no ambiente de processamento
(drenos, pisos, paredes e ar), provenientes dos 37 pontos avaliados na linha de
produgao do queijo de coalho.

B 12 3 4 5 MC+ 7 8 9 10 C-B

702 pb

702 pb

B 11 12 13 14 M 15 16 17 18

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers LM1 e LM2 para gene hly especifico de L. monocytogenes.
Coluna 1 a 18: isolados negativos para gene hly; coluna C+: Controle
positivo (L. monocytogenes ATCC 15513); coluna C-: Controle negativo
(L. innocua ATCC 33090); coluna B: controle negativo da reagao e
coluna M: marcador de peso molecular (Amersham, 100pb).

Feitosa e outros (2003) avaliaram a qualidade microbioldgica de queijo de
coalho artesanal produzido no Rio Grande do Norte e ndo constataram a presenca
de L. monocytogenes, embora 9% das amostras de queijos estivessem
contaminadas por Listeria sp. Resultado similar foi observado por Bruno e outros
(2005) quando pesquisaram esta bactéria em queijo de coalho artesanal e
industrial comercializados em Fortaleza - CE.
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702 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers LM1 e LM2 para gene hly especifico de L. monocytogenes
Coluna 1, 2 e 3: isolados negativos para o gene hly; coluna C+:
Controle positivo (L. monocytogenes ATCC 15513); coluna c+;:
Controle positivo (L. monocytogenes ATCC 19118); coluna B: controle
negativo da reacgdo; e coluna M: marcador de peso molecular
(Amersham, 100pb).

Em pesquisa semelhante realizada por Rocha (2004) em uma linha de
producao de queijo Minas frescal, a presenga de L. monocytogenes também nao
foi constatada na linha de producao, mesmo tendo sido observada alta prevaléncia
de outras quatro espécies de Listeria em superficies de equipamentos e de
ambientes. Nero e outros (2004) n&o isolaram L. monocytogenes em leite cru,
proveniente de 210 propriedades leiteiras localizadas nos estados de Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, Parana e Sao Paulo. Nos Estados Unidos, Canada e
Europa, apenas 3-4% do leite cru apresentou contaminagdo por Listeria spp.
(KOZAK et al., 1996). L. monocytogenes néao foi detectada em 100% das amostras
de leite (13) e queijo Minas frescal (25) estudadas por Rocha (2004). Em outro
estudo, Cassarotti, Gallo e Camargo (1994) nao detectaram L. monocytogenes em

100% (57) das amostras de leite cru, leite pasteurizado tipo C e queijos Minas
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frescal. Em queijo mussarela de leite de bufala pasteurizado, Listeria spp. nao foi
isolado nas 72 amostras analisadas (OLIVIERI, 2004).

B C+BM 1 2 3

926 pb

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers actA-F e actA-R para gene actA especifico de L.
monocytogenes. Coluna 1, 2 e 3: isolados negativos para o gene actA;
coluna C+: Controle positivo (L. monocytogenes ATCC 15513); coluna

B: controle negativo da reagéo e coluna M: marcador de peso molecular
(Amersham, 100pb).

Nas Tabelas 10 e 11 sao apresentados os resultados da monitorizagao das
condicbes de higiene das superficies de equipamentos, modveis, utensilios,
embalagem de polietileno, luvas utilizadas pelos manipuladores e do ar ambiente
em uma linha de producéao de queijo de coalho.

A superficie interna de 100% (5) das embalagens de polietileno avaliadas
apresentou estado de limpeza rigoroso. Em todos os processamentos, o grau de

higienizagao da superficie das luvas utilizadas pelos manipuladores foi adequado.
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Tabela 10. Monitorizagdo das condi¢des de higiene de superficies que contatam
alimentos em uma linha de produgdao de queijo de coalho, pelo

método ATP (Bioluminescéncia).

Lote / Grau de higienizagao

Superficies
I ] ]| v Vv
Equipamento
Tanque de recepcéo de leite 2,7 1,8 2,7 3,1 3,8
Tanque de coagulagao 2,7 2,6 1,5 2,1 2,4
Tubulacao de saida do pasteurizador 2,5 2,5 2,7 2,8 2,5
Utensilio
Cilindro de retencao da coalhada 1,7 1,7 2,3 24 2,7
Dessorador de tecido 2,6 2,5 2,2 2,5 2,7
Forma 2,6 2,2 1,7 24 2,6
Garfo 1,8 1,6 1,7 2,3 2,7
Homogeneizador do leite 1,2 1,5 1,9 2,2 2,7
Lira de corte horizontal 2,3 2,2 1,7 24 29
Lira de corte vertical 1,8 1,8 1,6 2,3 2,7
Mangueira para drenagem do soro 3,8 2,7 1,6 2,5 2,5
Movel
Mesa de enformagem 24 2,6 2,8 24 4.2
Prateleira da sala de embalagem 3,7 2,9 3,6 3,0 5.1
Prateleira da cAmara de estocagem 3.1 2,4 3,2 47 4.1
Prateleira da cAmara de maturagao 2,9 3,5 2,9 3,5 41
Embalagem
Superficie interna da embalagem 1,9 1,9 1,6 1,7 2,0
Luva

Luvas 1 2.2 2,5 2,0 2,4 2,5
Luvas 2 2,5 2,4 2,4 2,3 2,5
Luvas 3 2,0 1,7 2,2 2,3 2,4

Classificagao do grau de higienizagao:

0 a 2 —» Superficie submetida a limpeza rigorosa,;

< 2,5 — Superficie com higienizacdo adequada;

2,6 a 3,0 —» Alerta para a higienizagéo da superficie;

3,1a 7,5 — Superficie com higienizagao inadequada (suja).
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Em relagcédo as superficies dos equipamentos, moveis e utensilios da linha
de produgédo, nenhuma apresentou grau de higienizagdo adequado em todos os
processamentos. Em 66,7% (10/15) das superficies, o grau de higienizag&o variou
de rigoroso a adequado em trés a quatro processamentos, e de estado de alerta
em um ou dois. Nas superficies dos equipamentos, moveis e utensilios como,
tanque de recepcao de leite cru, mangueira para drenagem do soro, mesa de
enformagem, prateleiras da camara de maturagcdo, da sala de embalagem e da
camara de estocagem o grau de higienizagéo foi inadequado entre um a quatro
processamentos. Os resultados indicam que as condigdes de higienizagéo destes
equipamentos, moéveis e utensilios sao criticas. As prateleiras da camara de
maturagdo e da sala de embalagem eram de fibra de vidro (FIBRAV, Lambari -
MG) e a da camara de estocagem, de madeira, materiais estes de dificil limpeza,

principalmente, quando se trata de residuos de proteinas e gorduras.

Considerando que o método de deteccdo de ATP Bioluminescéncia é
qualitativo e que mede residuo bioldgico total, o grau de sujidade observado nas
prateleiras pode ser atribuido, em parte, a presengca de matéria organica
(proteinas, entre outras) e ndo somente de microrganismos. Procedimentos de
limpeza e sanitizacdo inadequados de superficies de equipamentos, moveis e
utensilios em industrias de laticinios também tém sido relatados em outros
estudos (MACHADO; CHAVES, 1999; CARELI et al., 2003a e b, KABUKI, 2005).
A obtencdo de produtos lacteos seguros requer programas efetivos de
higienizagao no contexto das Boas Praticas de Fabricagao industrial.

A presenca de Listeria spp. nao foi detectada no ar dos quatro ambientes
avaliados da planta de processamento, enquanto fungos e leveduras foram
detectados no ar de todos ambientes analisados, cujas contagens variaram entre
280 a 750 UFC/m® (Tabela 11). Estes niveis de contaminagdo por fungos e
leveduras sédo similares aos relatados em outros trabalhos em industrias de
laticinios (KANG; FRANK, 1989; REN; FRANK, 1992). Em um estudo sobre a

qualidade do ar ambiente, Salustiano e outros (2003) verificaram contagens de
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fungos e leveduras entre 10 a 1310 UFC/m® em diferentes areas de uma industria

de laticinios em Minas Gerais.

Tabela 11. Monitorizagdo da contaminagao microbiolégica do ar ambiente em uma

linha de producgao de queijo de coalho.

Ambiente Fungos filamentosos e leveduras* Listeria spp.”
(UFC/m?)
Sala de processamento 6,0 x 10° ND
Sala de embalagem 7,5 x 10° ND
Camara de maturagéo 2,8 x 10° ND
Camara de estocagem 5,0 x 10° ND

* Valoes médios
** Presenca ou auséncia
ND: néo detectada

A legislacao brasileira ndo estabelece padrdes referenciais de qualidade do
ar em ambiente de processamento industrial. Mas alguns autores (KANG; FRANK,
1989), sugerem contagens entre 70-430 UFC/m® para fungos e leveduras, de
acordo com a area de processamento, outros (REN; FRANK, 1992), recomendam
um limite de até 200 UFC/m?® para sala de embalagem. Para o ar Interior, em
ambientes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo, a legislagao
brasileira estabelece contagens de fungos menor ou igual a 750 UFC/m® (ANVISA
2003).

4. CONCLUSOES

O alto nivel de contaminagao por coliformes fecais e a presenga E. coli
constatado na matéria prima utilizada no processamento do queijo de coalho
evidenciam condigbes higiénico-sanitarias insatisfatérias na obtengao do leite. O
perfil de contaminagdo devido a esse grupo de microrganismos se contrapde a
auséncia de L. monocytogenes e Salmonella spp. nos queijos de coalho
produzidos pela industria avaliada. A utilizacdo de técnicas moleculares (PCR)
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para identificacdo genotipica de isolados microbianos constitui uma ferramenta util
na discriminacdo e rastreamento de Listeria monocytogenes em unidades

processadoras de alimentos.
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Perfil de Contaminagao por Staphylococcus sp. e Staphylococcus Coagulase
Positiva e Detecgdo de Enterotoxinas em uma Linha de Produ¢ao de Queijo
de Coalho

RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o perfil de contaminagao por Staphylococcus
sp., Staphylococcus coagulase positiva e a ocorréncia de enterotoxina
estafilocdécica em amostras da uma linha de produgéo de queijo. Foram analisadas
195 amostras, coletadas de cinco processamentos, incluindo leite cru, leite
pasteurizado, coalhada, queijo, superficies de equipamentos, médveis, utensilios e
luvas de manipuladores. A contagem e identificacdo de Staphylococcus foram
realizadas conforme recomendacgdes do Bacteriologiacal Analytical Manual (FDA).
A ocorréncia de enterotoxinas foi avaliada através do método imunoenzimatico
ELFA (Staph enterotoxin II® - BioMérieux). A populagdo de Staphylococcus sp.
variou de zero, no leite pasteurizado, a 1,5 x 10’"UFC/mL, no leite cru, enquanto a
de Staphylococcus coagulase positiva oscilou entre zero, no leite pasteurizado, e
5,0 x 10°UFC/mL, no leite cru. Staphylococcus coagulase positiva foi detectado
em 100% das amostras de leite cru (25) e em 8% das amostras de queijos (2/25).
As contagens de Staphylococcus sp. em equipamentos, moveis e utensilios
oscilaram entre <10? a 3,2 x 10°UFC/cm? Identificou-se 12 espécies de
Staphylococcus, entre os 102 isolados selecionados, sendo nove coagulase
negativa e trés coagulase positiva. No leite cru observou-se alta frequéncia de
espécies coagulase positiva, com prevaléncia de S. aureus, enquanto nas demais
amostras de produtos, luvas dos manipuladores, superficies de equipamentos,
moveis e utensilios houve alta frequéncia de espécies coagulase negativa e baixa
frequéncia de espécies coagulase positiva. A presengca de enterotoxina
estafilocécica foi constatada em 20% das amostras de leite cru e,
consequentemente, também detectada no leite pasteurizado, na coalhada e no
queijo obtido a partir desse leite. A detecgdo de Staphylococcus com potencial
enterotoxigénico e a presencga de enterotoxinas indicam contaminagao na linha de
produgao do queijo de coalho, possivelmente devido a ndo adogao ou falhas das
Boas Praticas de Fabricagao desde a obtengao do leite até o produto final (queijo).

Palavras-chave: Staphylococcus, intoxicacao estafilocécica, produtos lacteos.

127



1. INTRODUGCAO

O queijo de coalho € muito consumido na regidao Nordeste e, sua produgéo,
representa importante atividade econbémica e social. Varios estudos tém
classificado o queijo de coalho, principalmente o artesanal, como impréprio para o
consumo humano devido ao elevado nivel de contaminacdo por bactérias
patogénicas (BORGES et al, 2003; FEITOSA et al., 2003). Dentre estas,
destacam-se espécies de Staphylococcus enterotoxigénicos, principalmente S.

aureus.

A contaminacdo do leite e do queijo de coalho por Staphylococcus
enterotoxigénicos, incluindo espécies produtoras de coagulase e ndao produtoras
de coagulase, representa um problema de saude publica, pelo risco de provocar
intoxicagdo alimentar aos consumidores. Algumas cepas dessas bactérias,
quando presentes em populagdes elevadas (10°-10°UFC/mL ou g) e sob
condigdes adequadas (temperatura, pH, atividade de agua e O) produzem uma
ou mais enterotoxinas estafilococicas (SE) nos alimentos, as quais depois de
ingeridas causam intoxicagdo estafilocécica (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT,
2000; JABLONSKI; BOHACH, 2001; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

Entre as espécies coagulase positiva, S. aureus é a mais associada a
casos e surtos de intoxicacdo alimentar, devido a habilidade de muitas de suas
cepas produzirem varios tipos de enterotoxinas (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT,
2000; OMOE et al., 2005). Outras espécies produtoras de coagulase, como S.
intermedius (BECKER et al., 2001) e S. hyicus (ADESIYUN; TATINI; HOOVER,
1984), também produzem enterotoxinas e tém sido envolvidas em alguns surtos
(KHAMBATY; BENNET; SHAH, 1994; BENNET, 1996). S. intermedius podem ser
potenciais causadores de intoxicagcao alimentar (KHAMBATY; BENNET; SHAH,
1994).
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A producdo de enterotoxinas por Staphylococcus nao produtores de
coagulase, tais como, S. capitis, S. conhnii subsp cohnii, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. hominis, S. saprofohyticus, S. schleiferi, S. warneri, S. xylosus e
S. chromogenes tem sido relatada em varios estudos, sendo a maioria sob
condigbes de laboratorio (VERNOZY-ROZAND et al., 1996a; OLIVEIRA, 1999;
PEREIRA; CARMO; PEREIRA, 2001). Os resultados de alguns destes estudos
sugerem que Staphylococcus nao produtores de coagulase (RODRIGUEZ et al.,
1996; VERNOZY-ROZAND et al., 1996b; UDO et al., 1999) podem ser potenciais
causadores de intoxicacao alimentar. Ja foram relatados trés surtos de intoxicagcao
estafilocdcica associados a espécies coagulase negativa (PEREIRA; PEREIRA,
2005). O primeiro deles ocorreu em Osaka, Japao, e foi atribuido ao consumo de
leite (OMORI; KATO, 1959). O segundo foi relatado nos Estados Unidos, e o
alimento envolvido no surto foi carne assada (BRECKINRIDGE; BERGDOLL,
1971). O terceiro surto ocorreu no Brasil, associado ao consumo de leite cru
(CARMO et al., 2002; VERAS et al., 2003).

As enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas extracelulares (de baixo
peso molecular), hidrossoluveis e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas do
sistema digestivo permanecendo ativas apds a ingestdo. Outra caracteristica
importante é sua termoestabilidade, sendo capazes de resistir a tratamentos
térmicos como a pasteurizagcido e a ultrapasteurizagcdo. Recentemente, a lista da
familia de enterotoxinas foi expandida pela deteccdo de novos genes e, até o
momento, ja foram identificados 18 tipos de enterotoxinas distintas, mas com
similaridade na estrutura e sequéncia. As classicas SEA, SEB, SEC4, 2, 3, SED e
SEE, sdo as de maior ocorréncia (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000;
MARTIN; MYERS; LANDOLO, 2001). Outras treze enterotoxinas (SEG, SEH, SEI,
SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER E SEU) foram identificadas e
seus genes (seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser e seu)
correspondentes descritos (JARRAUD et al, 2001; OMOE et al, 2002
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LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2003; BLAIOTTA et al., 2004; OMOE et al.,
2005).

A intoxicacao estafilococica é a causa mais frequente de surtos de doencgas
microbianas de origem alimentar, em muitos paises. A doenga manifesta-se logo
apos a ingestdo do alimento com enterotoxinas pré-formadas e o inicio dos
sintomas € repentino e severo, com nausea, vOmitos e cdlicas, prostracéo,
hipotensao e hipotermia (MARTIN; MYERS; LANDOLO, 2001; LE LOIR; BARON;
GAUTIER, 2003). O periodo de incubagéao oscila de 30 minutos a 8 horas, porém,
na maioria dos casos, os sintomas aparecem entre 2 e 4 horas apos a ingestao do
alimento contaminado (BANNERMAN, 2003). A recuperagéo ocorre em torno de
dois dias, porém, alguns casos podem levar mais tempo ou exigir hospitalizagéo
(JABLONSKI; BOHACH, 2001). Caso de o6bito € raro, mas pode ocorrer em
idosos, criangas e individuos debilitados. Embora a dose necessaria para causar a
doencga ainda nao esteja bem estabelecida, sabe-se que a ingestdo de menos de
1ng de enterotoxina por grama de alimento contaminado € suficiente para causar
sintomas associados a uma intoxicagao (JABLONSKI; BOHACH, 2001; MARTIN;
MYERS; LANDOLO, 2001).

Surtos e casos esporadicos de intoxicagao estafilococica atribuidos ao
consumo de produtos lacteos, principalmente queijos, tém sido relatados em
varios paises (CARMO et al., 1995; ALTEKRUSE, et al., 1998; MEYRAND;
VERNOZY-ROZAND, 1999; DE BUYSER et al., 2001; NIID, 2001; LECLERC et
al., 2002; CARMO et al., 2002; ASAO et al., 2003).

Nos Estados Unidos, estima-se que S. aureus causa, aproximadamente,
185.000 casos, com 1.750 hospitalizagdes e duas mortes, por ano (MEAD et al.,
1999), com um custo anual estimado em US$ 1,5 bilhdes de délares (SU; WONG,
1997; HARVEY; GILMOUR, 2000). No periodo de 1993-1997, este patégeno foi
envolvido em 42 surtos de intoxicagao alimentar, com 1.413 casos notificados e

um Obito (OLSEN et al, 2000). Leite e queijos estavam entre os alimentos
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envolvidos. Atualmente, a intoxicagao estafilococica representa 4,5% das doengas
de origem alimentar bacteriana, sendo responsavel por 1.753 hospitalizagdes e
duas mortes a cada ano (USDA, 2006).

Na Europa, no periodo de 1993-1998, surtos de intoxicagdes estafilocdcicas
foram monitorados em varios paises. Os produtos lacteos foram responsaveis por
3,9% dos surtos na Alemanha; 5,4% na Bélgica; 9,1% na Escécia; 1,6% na
Espanha; 26% na Franga; 3,0% na Inglaterra e Paises de Gales; 3,6% na Italia;
5,0% na Holanda; 1,7% em Portugal e 1,7% na Suécia (FAO/WHO, 2002). Na
Noruega, no periodo de 1993-1998, 24,2% dos surtos de doengas de origem
alimentar foram causados por S. aureus e 6,7% dos alimentos incriminados eram
produtos lacteos (FAO/WHO, 2002).

Na América Latina e Caribe, no periodo de 1993 a 2002, ocorreram 250
surtos de intoxicacdo estafilococica envolvendo produtos lacteos, com
acometimento de 4.247 pessoas, em 11 paises desta regido. Ha 16 relatos de
surtos causados por queijos ocorridos no Brasil, com 85 pessoas acometidas.
Destes surtos, dois foram notificados no estado do Ceara no ano de 2000,
atribuidos ao consumo de queijos e envolveu 14 pessoas (INPPAZ/OPS/OMS,
2006).

No Brasil, o numero de surtos e casos esporadicos de intoxicacbes
estafilocdcicas sao superiores aos reportados pela Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS). Muitos casos nao sao notificados ou investigados, devido,
principalmente, ao rapido curso da doenca. No periodo de 1999 a 2004 foram
notificados 3.064 surtos de DTA a SVS, com acometimento de 57.353 pessoas e
registro de 37 6bitos. S. aureus foi identificado em 18,1% dos casos, ocupando a

segunda posigéo entre os agentes etiologicos identificados (CARMO et al., 2005).

Os surtos de DTA investigados envolvendo produtos lacteos tém sido

associados principalmente ao consumo de queijos do tipo Minas frescal (SABIONI;
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NASCIMENTO; PEREIRA, 1988), queijo Minas (SABIONI; NASCIMENTO;
PEREIRA, 1994; PEREIRA et al., 1996; CARMO et al., 2002) e de queijo de
coalho (INPPAZ/OPS/OMS, 2006).

No periodo de 1997 a 2002, varios surtos de intoxicacdo alimentar,
ocorridos no estado de Minas Gerais, foram investigados pela Fundagado Ezequiel
Dias (FUNED). Leite e produtos derivados (queijo canastra, queijo curado, queijo
minas, queijo mussarela, queijo ralado, requeijao e bebida Lactea) foram
envolvidos em muitos casos. As contagens de Staphylococcus sp. nos produtos
incriminados variaram de 6,0 x 10° a 1,8 x 108UFC/g, € as principais enterotoxinas
estafilococicas envolvidas nos surtos foram SEA, SEB e SEC (VERAS et al. 2003).

Em Minas Gerais, conforme relatérios da FUNED no periodo de 1995 a
2001, alimentos contaminados com enterotoxinas estafilococicas produzidas por
S. aureus, causaram 112 surtos, com o envolvimento de 12.820 pessoas e 17
mortes. Diversos tipos de queijos foram responsaveis por 23 destes surtos, com
600 pessoas acometidas e um 6bito (CARMO, 2002).

No Ceara, o Nucleo de Epidemiologia da Secretaria de Saude do Estado do
Ceara, através do Informe Anual de Surtos de DTA em 2003, notificou cinco surtos
de DTA, envolvendo 311 pessoas. Um surto foi atribuido ao consumo de queijo
Minas frescal e queijo de coalho. Onze pessoas foram acometidas por intoxicagdo
estafilocdcica (CEARA, 2004).

A presencga de Staphylococcus enterotoxigénicos e suas enterotoxinas tem
sido constatada com freqliéncia em produtos lacteos, principalmente em leite cru e
queijos produzidos em muitos paises. Normanno e outros (2005), no periodo de
2000 a 2002, investigaram a presenca de Staphylococcus coagulase positiva e S.
aureus em 3.097 amostras de produtos lacteos italianos (leite cru e leite
pasteurizado, queijos, coalhada, ricota, sorvetes e outro derivados) e constataram

a presenga de S. aureus em 21% (641) dos produtos analisados. De Luca, Zanetti
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e Stampi (1997) avaliaram a contaminagao de produtos lacteos, comercializados
em Bologna, por S. aureus e Staphylococcus sp. S. aureus foi detectado em
16,3% das 135 amostras de queijos analisados, assim distribuidos: 8,3% em
queijo macio; 17,6 em queijo azul; 18,9% em queijo semimacio e 25% em queijo
mussarela. Rosec e outros (1997) isolaram 213 cepas de S. aureus de 121
géneros alimenticios na Franga, incluindo leite e queijos, e constataram que 30,5%
(65) das cepas eram capazes de produzir ao menos uma ou duas das cinco
enterotoxinas classicas, A, B, C, D e E. Holeckova e outros (2002) avaliaram a
ocorréncia de S. aureus enterotoxigénicos em varios alimentos na Eslovaquia, e
verificaram alta porcentagem de cepas de S. aureus enterotoxigénicos em queijo
de leite de ovelha. Loncarevic e outros (2005) observaram grande diversidade de
cepas de S. aureus enterotoxigénicos isoladas de leite cru e produtos lacteos

obtidos de leite cru produzidos na Noruega.

No Brasil, a presengca de S. aureus tem sido constatada com maior
freqiéncia em queijo Minas frescal (CARMO et al.,, 1995; SABIONI; HIROOKA;
SOUZA, 1988; ARAUJO et al., 2002; CARVALHO, 2003; LEITE; LIMA; REIS,
2005) e em queijo de coalho (FLORENTINO; MARTINS, 1999; LEITE JUNIOR et
al., 2000; BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003).

A incidéncia de Staphylococcus coagulase positiva e S. aureus em queijo
de coalho é alta e tem sido relatada em varios estudos (FLORENTINO; MARTINS,
1999; MENDES et al., 1999; PAIVA; CARDONHA, 1999; BORGES et al., 2003;
LIMA, 2005). Na maioria destes estudos, os queijos sdo classificados como
improprios para o consumo humano, dada a constatacdo de niveis de

contaminagao superiores aos permitidos pela legislagdo (ANVISA, 2001).

No Ceara, Borges e outros (2003) avaliaram 43 amostras de queijo de
coalho, produzido em 11 municipios, pertencentes a cinco microrregides
produtoras de leite, e verificaram que 91% (39) das amostras estavam

contaminadas por Staphylococcus coagulase positiva em niveis superiores ao
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estabelecido pela legislacdo (10°UFC/g). Em outro estudo, Bruno e outros (2005)
observaram que 50% (4/8) das amostras de queijo de coalho artesanais e
industriais analisadas estavam em desacordo com os padrdes microbiologicos em
funcdo da elevada contagem de Staphylococcus coagulase positiva (3,2 x 107 a
3,0 x 108UFC/g).

No Rio Grande do Norte, Feitosa e outros (2003) observaram que 72,7%
(8/11) das amostras de queijo de coalho produzido em diferentes microrregiées do
Estado, apresentavam contagens de Staphylococcus coagulase positiva em niveis

superiores ao estabelecido pela legislagéo.

O leite cru, obtido de animais com infecgdo estafilocécica nas glandulas
mamarias (mastite), € a principal fonte de cepas de S. aureus enterotoxigénicos. A
produgao de varios tipos de enterotoxinas estafilocécicas por cepas de S. aureus,
isoladas de leite proveniente de vacas com mastite, tém sido constatada em
pesquisas realizadas em paises; tais como: Estados Unidos (CENCI-GOGA et al.,
2003); Alemanha (AKINEDEN et al., 2001); Noruega (LONCAREVIC et al., 2005);
Brasil (LAMAITA et al., 2005), entre outros.

No Brasil, ttm sido realizados alguns estudos para avaliar o potencial
enterotoxigénico e de producdo de enterotoxinas por cepas de Staphylococcus
isoladas de alimentos, principalmente queijo Minas frescal (CARMO et al., 1995;
SABIONI; HIROOKA; SOUZA, 1988; ARAUJO et al., 2002), queijo mussarela
(NICOLAU et al., 2001) e queijo de coalho (BORGES et al., 2003; FEITOSA et al.,
2003; LIMA, 2005).

Nicolau e outros (2001) avaliaram o potencial de produgdo e tipos de
enterotoxinas estafilocdcicas produzidas por cepas de S. aureus, em extratos de
amostras de queijo mussarela, fabricado na regido de Goiania — GO. A presenca
do patoégeno foi observada em 58,2% (127/218) das amostras e 9,8% (13/132) das

cepas S. aureus analisadas apresentaram potencial para producdo de
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enterotoxinas. Das 13 cepas enterotoxigénicas 61,5% (8) produziram SEA, 23,1%
(3) SEB, 7,7% (1) SEC, e 7,7% (1) SEA e SEB. Nos extratos de queijo, a presenca
de enterotoxinas foi detectada em 9,2% (7/76) das amostras, sendo que destas,
71,5% (5) eram SEA e 28,5% (2) SEB.

Sena (2000) analisou 90 amostras de queijo de coalho comercializado em
Recife — PE e isolou 377 cepas de Staphylococcus, assim distribuidas: 218
(57,8%) de S. aureus; 96 (25.5%) de S. epidermidis; 41 (10,9%) de S. hyicus e 22
(5,8%) de S. intermedius. Os pools de cepas foram testados quanto ao potencial
de producédo de enterotoxinas por inducao sob condi¢cdes laboratoriais e observou-
se que dos 78 pools de S. aureus, 48 (61,5%) produziram SEB; 10 (12,5%) SEC e
2 (2,5%) SED. Dos 11 pools de S. intermedius, 7 (63,6%) produziram SEB e os

pools de S. epidermidis e de S. hyicus nao produziram enterotoxinas.

Cunha Neto, Silva e Stanford (2002), isolaram Staphylococcus
enterotoxigénicos em varios alimentos, incluindo queijo de coalho e leite em pd
integral, comercializados em Recife — PE. As contagens de Staphylococcus
coagulase positiva variaram de <10%°a 1,5 x 1O4UFC/g para estes dois produtos e
100% das cepas isoladas de queijo de coalho foram positivas para enterotoxinas
estafilocécicas classicas. Em outro estudo, Rapini e outros (2002) observaram que
100% das amostras de queijo de coalho comercializadas nas praias de Salvador e
Maceiod, estavam contaminadas por Staphylococcus sp. e apresentavam
enterotoxinas SEB e SEC.

A técnica imunoenzimatica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay)
permite a detecgao simultdnea de enterotoxinas estafilococicas A, B, Cy, 2 3, D e E
em fluidos sobrenadantes de culturas de Staphylococcus spp., e extratos de
alimentos. Esta técnica tem sido empregada na pesquisa de enterotoxinas em
queijos (LIMA, 2005) e na avaliagcdo do potencial enterotoxigénico de
Staphylococcus spp. isolados de alimentos (CUNHA NETO; SILVA; STANFORD,
2002).
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a contaminagdo por
Staphylococcus sp. e Staphylococcus coagulase positiva em uma linha de
producdo de queijo de coalho e detectar a presenga de enterotoxinas

estafilocdcicas na matéria prima e no produto final.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em uma industria de laticinios na regiao
metropolitana de Fortaleza — CE, a intervalos de 45-50 dias, no periodo de maio a
outubro de 2004. Um total de 195 amostras foi coletado de cinco lotes de
produgao (I, II, 11, IV e V), em 23 pontos da linha de produgéo de queijo de coalho
(Figura 5). Os pontos de coleta de amostras com a mesma denominagédo, a
exemplo da prateleira (I, Il e Ill), foram numerados com algarismos romanos de
acordo com a localizagdo na planta de processamento. As luvas utilizadas pelos

manipuladores receberam numeracao de 1 a 3.

O leite cru foi coletado no tanque de recepcgao e, o leite pasteurizado, na
saida do pasteurizador. A coalhada foi coletada apds a segunda dessoragem e 0s
queijos apds a maturacdo e embalagem. As amostras das superficies dos
equipamentos, méveis e utensilios foram coletadas ap6s higienizagao da linha de
produgao, com auxilio de moldes (10 X 10cm) utilizando o método de contato de
esponja, que consiste na pressao e arraste de esponja estéril (Nasco) de celulose
embebida em 10 ml de solugdo peptonada adicionada de neutralizante para
compostos clorados (tiossulfato de sédio) contra o local a ser analisado, conforme
recomendacdes da American Public Health Association - APHA (EVANCHO;
SVEUM; FRANK, 2001 ). As luvas de latex utilizadas pelos manipuladores
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Fluxograma

Pontos de coleta (N° total de amostras)

Recepcao do leite
Pesagemz/ Filtracao
Aquecimento (35°C)

Pasteuurizagéo
Adicao de fertmento / CaCl,
Adigao de coalho
Coaglljlagéo
Corte da coalhtada / Repouso
Mexedura
Primeira dissoragem
Mexedurauda massa
Segunda d}ssoragem
Salga
u
EnforTagem
Pré-prensagem / Viragem
Pren%agem
MatuEagéo
Emba&agem

Queijo de Coalho
y

Estocagem

1 - Leite cru (25);
2 - Parede do tanque (05);

3 - Leite pasteurizado (25);
4 — Tubulagao de saida do pasteurizador (05);

5 - Homogeneizador (05);
6 - Tanque de coagulagéo (05);

7 - Lira de corte vertical (05);
8 — Lira de corte horizontal (05);

9 - Garfo / 05;

10 - Mangueira (05);
11 - Cilindro (05);

12 — Coalhada (25);

13- Mesa de enformagem (05); 14 — Forma (05);
15 - Dessorador (05); 16 - Luva 1 (05);

17 - Luva 2 (05);

18 - Prateleira | (05)

19 — Embalagem (05); 20- Luva 3 (05);
21 — Prateleira 1l (05);

22 — Queijo (25);

23 - Prateleira 1l (05)

Figura 5 . Fluxograma de processamento do queijo de coalho, pontos de coleta e

numero de amostras coletadas para analise de Staphylococcus sp.
também foram amostradas através do método de contato de esponja (EVANCHO;

SVEUM; FRANK, 2001). Apos cada coleta, as amostras foram acondicionadas em

caixas isotérmicas contendo gelo, e transportadas para o Laboratorio de
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Microbiologia de Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza — CE,

para analise microbioldgica.
2.2. Contagem e identificagdo de Staphylococcus spp.

A contagem de Staphylococcus sp. foi realizada em 195 amostras, sendo
25 de cada produto: leite cru, leite pasteurizado, coalhada e queijo; e, 95 amostras
de superficies de equipamentos, moveis, utensilios e luvas utilizadas pelos
manipuladores. As amostras foram analisadas conforme metodologia do
Bacteriological Analytical Manual | FDA (BENNETT; LANCETTE, 2001). Aliquota
de 25 g ou mL de cada amostra foi homogeneizada em Stomacher (Seward Ltd.,
London) e diluicbes adequadas foram inoculadas em agar Baird-Parker. Apés a
incubacao, placas contendo entre 20 e 200 coldnias, para produtos (leite,
coalhada e queijo), e entre 1 a 200 colbnias, para equipamentos e superficies,
foram selecionadas para as contagens (UFC/mL ou g). Cinco a dez colbnias
caracteristicas do género, sendo de uma a cinco tipicas de S. aureus, foram
submetidas a testes fisioldgicos e bioquimicos (reagdo de Gram, produgido de
catalase, coagulase e DNAse). A partir destes testes, foram selecionados 102
isolados representativos, dos 23 pontos da linha de producdo avaliados, para
identificacao fenotipica em nivel de espécie, através do sistema de identificagcao

de estafilococos e micrococos API-Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile - France).
2.3. Deteccao de enterotoxinas estafilocécicas

A pesquisa de enterotoxinas foi realizada em 20 amostras, sendo cada uma
composta por cinco unidades amostrais dos produtos: leite cru, leite pasteurizado,
coalhada e de queijo. Os extratos das amostras foram preparados de acordo com
o protocolo de preparagdes de amostras de produtos lacteos do método VIDAS®
Staph enterotoxin Il (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France). As analises foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do DCA/FEA da
UNICAMP, utilizando o kit VIDAS® Staph enterotoxin Il (SET2), que € um teste
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imunoenzimatico que utiliza ELFA (Imunoensaio enzima ligada fluorescente). O
ensaio foi executado em um equipamento mini VIDAS® que realiza
automaticamente todas as etapas da reacao até a leitura final. O Valor Relativo de
Fluorescéncia (RFV) é calculado e convertido pelo computador em resultado final
do teste. Resultado com leitura superior a 0,13 é considerado positivo para

enterotoxinas estafilocdcicas A, B, C4,2,3, D e E.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das contagens de Staphylococcus sp. e Staphylococcus
coagulase positiva em uma linha de produgdo de queijo de coalho séo

apresentados na Tabela 12.

O leite cru apresentou elevada populagédo de Staphylococcus sp. e de
Staphylococcus coagulase positiva em 100% (25/25) das amostras avaliadas. As
contagens oscilaram entre 3,3 x 10*a 1,5 x 10’'UFC/mL, para Staphylococcus sp.
e de 8,0 x 10°a 5,0 x 10°UFC/mL, para Staphylococcus coagulase positiva. Este
nivel de contaminacao por Staphylococcus coagulase positiva é considerado alto
(superior a 1,0 x 10°UFC/ml) e pode favorecer a producdo de enterotoxinas
estafilocécica sob condicbes ambientais adequadas. Esta contaminagcao pode ser
atribuida a prevaléncia, principalmente de S. aureus como agente etiologico da
mastite bovina, a ubiqlidade deste patdégeno na natureza e a ndo adogdo das
Boas Praticas de Fabricagcdo na obtencgao higiénica do leite, desde a ordenha até

sua recepgao no laticinio.

Contagens elevadas de Staphylococcus sp. e Staphylococcus coagulase
positiva tém sido relatadas com frequéncia em leite cru e, na maioria das vezes,
sdo associadas as condigdes higiénico-sanitarias de sua obtencao, conservagao e
transporte. Em Minas Gerais, Lamaita e outros (2005) observaram alta frequéncia
de Staphylococcus sp. (1,0 x 10° a 2,5 x 10’UFC/mL) em leite cru estocado em

tanques refrigerados de 80 propriedades rurais. Gomes e Gallo (1995)
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constataram contagens de 1,2 x 10° a 7,4 10°UFC/mL de Staphylococcus sp. em
amostras de leite cru comercializado em Piracicaba — SP. Em outro estudo,
Nicolau e outros (2001) detectaram niveis de contaminagdo por S. aureus entre
3,3 x 10% a 5,2 x 10*UFC/mL, em leite cru proveniente de tanques de recepcdo em

trés industrias de laticinios, na regido de Goiania —GO.

Tabela 12. Resultados da contagem de Staphylococcus sp. e Staphylococcus

coagulase positiva em uma linha de produgao de queijo de coalho*.

Leite Luva de Manipulador
Lote Coalhada Queijo

Cru Past. 1 2 3

Staphylococcus sp. (UFC/mL ou g ou luva)
I 82x10° 32x10" 8,6x10*> 1,7x10° <10? 4,0x 10° <10°

[ 35x10° 29x10" 55x10° 98x10" 2,0x10° 2,0x10*>  <10?
1l 1,5x10" <10 22x10*° 26x10° 3,0x10° 3,1x10*> <10°
\Y; 28x10° 16x10'" 1,0x10*> 1,0x10° 3,0x10° <10°  8,1x10?
v 33x10* <10 <10'  12x10° <10* 42x10° 8,1x10?

Staphylococcus coagulase positiva (UFC/mL ou g ou luva)

| 34x10° <10 <10’ <10’ <10? <10? <10?
I 9,1x10* <10 <10’ <10’ <10? <10? <10?
I 50x10° <10 <10" 2,0x10* <10®  3,1x10? <10?
\Y; 1,3x10° <10 <10’ <10’ <102 <10? <10?
V 80x10° <10 <10"  1,9x10° <10* 2,1x10>° 5,0x10?

* Valores médios
ND: ndo detectado
Past.: pasteurizado

A presenca de Staphylococcus coagulase positiva ndo foi detectada no leite
pasteurizado e, na coalhada, foram observadas apenas baixas contagens de
Staphylococcus sp (2,2 a 8,6 x10° UFC/ml ou g). No queijo, a contagem de
Staphylococcus sp. variou de 9,8 x 10" a 2,6 x 10°UFC/g. Staphylococcus

140



coagulase positiva, com identificagdo de S. aureus, foi detectado nos queijos dos
processamentos (lotes) Il (2,0 x 102UFC/g) e V ( 1,9 x 10°UFC/g). Mas de acordo
com o Regulamento Técnico de Identidade Qualidade de Queijo de Coalho (SDA,
2001) e com a Resolucdo N° 12 da ANVISA (ANVISA, 2001), as contagens de
Staphylococcus coagulase positiva estavam dentro dos limites estabelecidos (até
1O3UFC/g). Porém, a presenca deste grupo de bactérias nos queijos indica que
houve recontaminagcdo apdés a pasteurizagao e, portanto, falhas na adogéo do
programa de Boas Praticas de Fabricagcdo. A industria envolvida no estudo é
registrada e fiscalizada pelo Servigo de Inspecao Federal (SIF) e adota as Boas

Praticas de Fabricagcdo, mas foram observadas varias nao conformidades.

Em geral, os estudos sobre a qualidade microbiolégica de queijo de coalho,
tém relatado indice de contaminagdo por Staphylococcus coagulase positiva
superiores aos limites estabelecidos pela legislacdo (ANVISA, 2001). No Cear3,
tem sido observado indices de contaminagcédo que variam de 44 a 100%, incluindo
queijos artesanais e industriais (BENEVIDES; TELLES, 2001; BRUNO et al., 2005;
LIMA et al., 2005). Lima (2005) constatou que 98,7% (79/80) dos queijos avaliados
estavam contaminados com Staphylococcus sp. (6,0 x 10* a 8,9 x 10’UFCI/g) e
53,7% (43/80) com Staphylococcus coagulase positiva (4,4 x 10* a 5,9 x
10’UFC/g). Borges e outros (2003) detectaram niveis de contaminagdo por
Staphylococcus coagulase positiva, entre 3,0 x 10* a 2,0 x 10°UFC/g, em 91%
(39/43) das amostras de queijos. Bruno e outros (2005), verificaram que 50% (4/8)
das amostras de queijo analisadas apresentavam elevada contagem de

Staphylococcus coagulase positiva (3,2 x 107 a 3,0 x 103UFC/qg).

No Rio Grande do Norte, Feitosa e outros (2003) também observaram
incidéncia de Staphylococcus coagulase positiva, em nivel acima do que
preconiza a legislagéo, em 72,7% (8/11) dos queijos analisados. Em Pernambuco,
indice de contaminagao oscilou entre 90% (MENDES et al., 1999) a 98,1% (SENA,
2000). Na Paraiba, Florentino e Martins (1999) relataram que 70% das amostras

de queijo analisadas apresentavam contagens de Staphylococcus coagulase em
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desacordo com a legislagcdo. Rapini e outros (2002) constataram elevada
populagdo de Staphylococcus sp. (4,7 x 10* a 2,0 x 10’UFC/g) em 100% dos
queijos comercializados nas praias de Salvador e Maceid. Em Aracaju,
Nascimento e outros (2005) detectaram Staphylococcus sp. em 94% das amostras
de queijo assado (tratamento térmico de 55°C) comercializados em varios pontos
da cidade.

Observou-se que a maioria dos queijos de coalho avaliados nos trabalhos
acima mencionados era produzida artesanalmente, em propriedades rurais a partir
de leite cru e sem os devidos cuidados de higiene, ou em pequenas industrias que
nao adotam as Boas Praticas de Fabricagdo. Consequentemente, o queijo de
coalho apresentava alto nivel de contaminagédo por bactérias patogénicas e nao

apresentavam seguranga microbiolégica.

Nas 5 avaliagdes realizadas nas luvas utilizadas pelos trés manipuladores
foi detectado baixo nivel de contaminagao tanto por Staphylococcus sp. (<10% a
4,2 x 10°UFC/luva) como por Staphylococcus coagulase positiva (S. aureus) (<102
a 2,1 x 10> UFC/luva) nos cinco processamentos. A presenca de S. aureus foi
observada em 20% (3/15) das amostras, sendo duas nas luvas do manipulador Il,
no processamento lll e V e, a outra, nas luvas do manipulador Ill, durante o
processamento V. A contaminacdo das luvas indica possivel contaminagao

cruzada ao longo do processo.

Brum, Gongalves e Masson (2004) verificaram que a higienizagdo das
maos dos manipuladores de uma industria de laticinios propiciou uma reduc¢éo na
contaminacado por S. aureus de 25% (4/16) para 6% (1/16), indicando que as
normas de higienizacdo das maos nao estavam implantadas devidamente na
industria. Assumpcao e outros (2003) relataram que a contaminagdo do queijo
prato por Staphylococcus sp., estava associada as elevadas contagens desta
bactéria nas maos e nos antebragcos dos manipuladores da linha de produgéao.

Brabes e outros (2003) observaram prevaléncia de S. aureus em 20% (10/51) dos
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isolados de Staphylococcus sp. provenientes das méos de manipuladores. Em
trabalhos realizados em estabelecimentos de alimentacdo, Vanzo e Azevedo
(2003) verificaram altas taxas (41,8%) de manipuladores de alimentos portadores
de S. aureus, em 10 unidades de alimentagcdo, em Ribeirdo Preto-SP. Andrade,
Silva e Brabes (2003) relataram que 100% das maos dos manipuladores de 12
restaurantes, localizados nas regides Zona da Mata e Zona Metalurgica de Minas

Gerais, apresentaram contagens de S. aureus superiores a 10°UFC/mao.

Os resultados da contagem de Staphylococcus sp. em superficies de
equipamentos, moéveis e utensilios na linha de produgdo do queijo de coalho

podem ser observados na Tabela 13.

Staphylococcus sp. foi detectado em 9 das 16 superficies dos
equipamentos, méveis e utensilios monitorados. As contagens oscilaram entre <1
a 320UFC/cm?. Em superficies alguns de mdveis, como mesa de enformagem,
prateleiras das salas de embalagem e estocagem verificou-se, em média, niveis
de contaminacdo superiores a 10UFC/cm? No entanto, a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva ndo foi detectada nas superficies avaliadas,
indicando que a linha de produgdo do queijo de coalho n&o apresentou
contaminagcdo por este grupo de bactérias patogénicas. Contudo, a grande
variacdo observada nas contagens de Staphylococcus sp. indicou a falta de
padronizacdo nas operagdes de limpeza e sanitizacdo na linha de producao.
Equipamentos, moveis e utensilios submetidos a higienizagdo inadequada podem
comprometer a seguranga microbioldgica do produto. A obtencdo de produtos
lacteos seguros requer integracao de programas efetivos de limpeza e sanitizagao

e de Boas Praticas de Fabricagao.

Procedimentos de higienizagdo inadequados de superficies dos
equipamentos e utensilios em industrias de laticinios, também, tém sido relatados
em outros estudos (MACHADO; CHAVES, 1999; BRABES et al., 2003; CARELI et
al., 2003). Brabes e outros (2003) verificaram que 27,5% (11/40) dos isolados de
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Staphylococcus sp. provenientes de superficies de equipamentos e utensilios

utilizados na fabricagdo dos produtos lacteos eram S. aureus.

Tabela 13. Contagem de Staphylococcus sp. em superficies de equipamentos,

moveis e utensilios em uma linha de producgéo do queijo de coalho.

Staphylococcus sp (UFC/cm?)

Superficie Lote

I I 1] v \'/
Tanque recepgao 3,0 23 320 25 11
Tubulagao pasteurizador <1,0 66 <1,0 2,0 <1,0
Homogeneizador <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Tanque coagulagao <1,0 54 <1,0 12 <1,0
Lira vertical* 2,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Lira horizontal* 8,2 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Garfo* <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Mangueira drenar soro <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Cilindro retencéao <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Mesa para enformagem <1,0 190 8,0 5,0 41
Forma <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Dessorador de tecido <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Prateleira sala de maturacao <1,0 40 1,0 <1,0 <1,0
Embalagem <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Prateleira sala de embalagem <1,0 40 19 24 <1,0
Prateleira sala de estocagem 260 11 <1,0 120 <1,0

* UFC/Unidade amostral

Perfil de espécies de Staphylococcus isoladas dos produtos, equipamentos,
utensilios e luvas utilizadas pelos manipuladores, identificadas através API® Staph
(BioMérieux) é apresentado na Tabela 14.
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Tabela 14. Perfil de espécies de Staphylococcus isoladas na linha de produgao de

queijo de coalho (AP Staph — BioMérieux).

Lote / Espécie (n° isolados)

Amostra | Il i v \")
Produto
s. aureus (2); S. aureus (4); S. aureus (5); S. aureus (2)3.
Leite cru S intermedivis ) S. aureus (3). S. haemolyticus (1)~ S. caprae (1); S. caprae (1);
: : S.xylosus (1). S. hyicus (2). S.xylosus (1).
S. cohnii cohnii (1); i
Leite pasteurizado S. lentus (2). @ S- capitis (1). ND S. saprophyticus (1) ND
S. saprophyticus (1); .. S. caprae (1);
Coalhada S. xylosus (1). S. hominis (2). NI S. epidermidis (1). ND
S. epidermidis (2); S. aureus (1); S. cohnii cohnii (1); S. aureus (2);
Queijo S. xylosus (3). S. xylosus (1). S. epidermidis (1);  S. epidermidis (3).  S. lentus (1).

S. haemolyticus (1)

Equipamento e utensilio

S. lentus (1);

S. cohnii cohnii (1);

Tanque de recepgao S. xylosus (1). S. epidermidis (1). S. caprae (2). S. caprae (2). S.xylosus (1).
Tubulagéo do ,
pasteurizador ND NI ND S. saprophyticus (1) ND
Tanque de coagulagdo ND S. lentus (2). ND NI ND
Lira vertical S. xylosus (2). ND ND ND ND
Lira horizontal S. xylosus (1). ND ND ND ND
Mesa de enformagem ND g ;s(}a/g r;)[,? :&t/)cus (1) NI S. epidermidis (1) S. aureus (1).
Era‘e'e"a da camara ND NI S. xylosus (1). ND ND

e maturagéo
Prateleira da sala de ND S. lentus (1). S. epidermidis (2). S. epidermidis (1) ND
embalagem
Prateleira da camara . .
de estocagem S. xylosus (1). NI ND S. epidermidis (1) ND

Luvas de manipulador

Luva do manipulador | ND NI NI S. saprophyticus (1) ND
Luva do manipulador Il S. epidermidis (2). NI S. aureus (1). ND S. aureus (1).
Luva do manipulador llI ND ND ND S. saprophyticus (1) S. aureus (1).

ND: nao detectado
NI: ndo identificado

Observou-se que as espécies de Staphylococcus identificadas na linha de

producéo do queijo de coalho foram bastante diversificadas. Entre os 102 isolados

caracteristicos de Staphylococcus sp. avaliados foram identificadas 12 espécies,

sendo trés coagulase positiva e nove coagulase negativa. Aproximadamente
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18,0% (17/102) dos isolados nao apresentaram identificagcdo conclusiva pelo
sistema de identificacdo AP Staph (BioMérieux). No sistema de identificagéo
APP, a identificagdo fenotipica de um microrganismo é considerada confiavel
quando a probabilidade de acerto na identificacdo for 275% e a especificidade
>0,5.

No leite cru, foram identificadas seis espécies de Staphylococcus, sendo
trés coagulase positiva e trés coagulase negativa. Porém, observou-se alta
freqUuéncia de espécies coagulase positiva, com prevaléncia de S. aureus em 67%
(16/24) dos isolados, S. intermedius em 8% (2/24) e S. hyicus em 8% (2/24).
Apenas 17% (4/24) dos isolados eram espécies coagulase negativa. Ja no leite
pasteurizado foram identificadas as espécies S. capitis, S. cohnii cohnii, S. lentus
e S. saprophyticus e, na coalhada, as espécies S. caprae, S. epidermidis, S.
hominis; S. saprophyticus e S. xylosus, todas coagulase negativa. No queijo, entre
os 16 isolados obtidos, foram identificadas seis espécies, com prevaléncia de S.
epidermidis em 37,5% (6/16) dos isolados, S. xylosus em 25% (4/16), S. aureus
em 18,8% (3/16), S. cohnii cohnii em 6,2% (1/16), S. haemolyticus em 6,2%
(1/16) e S. lentus em 6,3% (1/16). Houve alta frequéncia (81,3%) de espécies
coagulase negativa (5/6) e baixa frequéncia (18,7%) de espécies coagulase
positiva (1/6) nas amostras. A presenga de S. aureus foi constatada em 12%

(3/25) dos queijos analisados.

Os resultados obtidos neste estudo, para o leite cru, foram similares aos
observados por Lamaita e outros (2005) que identificaram oito espécies de
Staphylococcus, com alta freqliéncia de espécies coagulase positiva, tais como S.
aureus (34,6%), S. hyicus (22,7%) e S. intermedius (3,2%) isoladas de leite cru
refrigerado. Espécies coagulase negativa (S. epidermidis, S. sciuri e S. cohnii)
também foram identificadas, mas em menor frequéncia (31%). Em um estudo
similar com queijo de leite de cabra, Vernozy-Rozand e outros (1996a) isolaram
133 cepas de Staphylococcus coagulase negativa e 18 cepas coagulase positiva.

Entre as cepas coagulase negativa foram identificadas 14 espécies, sendo trés
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das quais predominantes: S. simulans, S. epidermidis e S. xylosus. Todas as
cepas coagulase positiva pertenciam a espécie S. aureus. De Luca, Zanetti e
Stampi (1997) isolaram 313 cepas de Staphylococcus sp. de 135 amostras de
diferentes tipos de queijos e as espécies de maior ocorréncia foram S. epidermidis
(45,9%), S. hominis (42,2%), S. xylosus (44,4%) e S. cohnii (37,8%).

Na linha de producdo foram analisados 27 isolados Staphylococcus sp.
provenientes das superficies de equipamentos e utensilios, em nove pontos da
linha. Foram identificadas sete espécies, sendo seis coagulase negativa e uma
coagulase positiva (S. aureus). Houve alta prevaléncia de espécies coagulase
negativa, 96% (26/27) dos isolados. S. aureus foi identificado em apenas 4%
(1/27) dos isolados. Sua ocorréncia foi verificada somente em um movel (mesa de

enformagem).

Os resultados obtidos neste estudo apresentaram grande similaridade com
os relatados por Brabes e outros (2003) que avaliaram 40 cepas de
Staphylococcus sp. isoladas de superficies de equipamentos em uma industria de
laticinios em Vigosa — MG. Os autores também identificaram sete espécies, com
alta freqléncia de cepas coagulase negativas (6/7) e uma cepa coagulase positiva

de S. aureus.

Nas luvas utilizadas pelos manipuladores foram identificadas tanto espécies
de Staphylococcus coagulase positiva quanto negativa. Porém, houve prevaléncia
da espécie coagulase positiva S. aureus, a qual foi identificada em 42,8% (3/7)
dos isolados, seguida das espécies coagulase negativa S. epidermidis em 28,5%
(2/7) e S. saprophyticus em 28,5% (2/7). Considerando-se que S. aureus pode ser
encontrado numa frequéncia que varia de 30 a 50% dos individuos sadios (LE
LOIR; BARON; GAUTIER , 2003), o manipulador torna-se uma importante fonte de
disseminacdo desta bactéria em alimentos, principalmente, nos produtos de
laticinios. Em pesquisa similar realizada por Brabes e outros (2003), foram

isoladas 51 cepas de Staphylococcus sp. das maos de manipuladores, de uma
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industria de laticinios. As espécies e 0s respectivos percentuais encontrados
foram S. aureus (21,6%), S. epidermidis (19,6%), S.xylosus (17,6%), S. warneri
(11,7%), S. chromogenes (7,8%), S. saprophyticus (5,9%), S. lentus (3,9%), S.
cohnii cohnii (2,0%), S. haemolyticus (2,0%), S. hominis (2,0%) e cepas sem
identificagdo conclusiva (5,9%). Em outro estudo, Nassu e outros (2002) relataram
a importancia do monitoramento e controle das condigbes higiénicas dos
funcionarios ao constatarem redugcdo no nivel de contaminagdo por
Staphylococcus coagulase positiva nas maos de manipuladores alimentos, apos a
implantagdao das BPF. Pinto e Bergman (2003) relataram que manipuladores
haviam sido incriminados em 11,4% das enfermidades transmitidas por alimentos
no Rio Grande do Sul — RS, no periodo de 1988 a 1997.

A prevaléncia de espécies de Staphylococcus nao produtores de coagulase,
com potencial enterotoxigénico, como S. capitis, S. caprae, S. conhnii cohnii, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. saprofphyticus e S. xylosus, nas
amostras da linha de produgao de queijo de coalho, pode representar um risco em
potencial de producdo de enterotoxinas no produto final, sob condicbes
adequadas de temperatura, pH, disponibilidade de oxigénio, atividade de agua e
concentragdao de cloreto de sdédio. Portanto, recomenda-se que a presenca de
espécies de Staphylococcus coagulase negativa ndo sejam ignoradas em
investigacdes de casos suspeitos de intoxicagéo estafilocdcica, uma vez que este
grupo de patogenos, estando presente no alimento, oferece risco de causar

intoxicagao ao consumidor.

Brabes e outros (2003) avaliaram 116 cepas de Staphylococcus produtoras
e nao produtoras de coagulase, isoladas de equipamentos e utensilios,
manipuladores e ar ambiente em uma industria de laticinios, e verificaram que
apenas 17 (14,6%) apresentaram producado de enterotoxinas. Das 17 cepas
produtoras, nenhuma pertencia a espécie S. aureus e, 13 (76, 5%) apresentaram
producao de quatro tipos de enterotoxinas simultaneamente (SEA, SEB, SEC e

SED). Udo e outros (1999) isolaram Staphylococcus coagulase negativa com
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potencial enterotoxigénico em manipuladores de restaurantes e, relataram que

estas cepas poderiam provocar intoxicacdo se contaminassem os alimentos.

Oliveira (1999) avaliou a producao de enterotoxinas por 10 cepas de
Staphylococcus coagulase negativa com potencial enterotoxigénico, pertencentes
as espécies S. epidermidis (3), S. chromogenes (1), S. hominis (1), S. hyicus (1),
S. warneri (2) e S. xylosus (2), crescidas em leite em p6 desnatado e presunto
cozido. No leite, o crescimento das cepas inoculadas foi progressivo e, apds 12
horas de incubacéo a 37°C, a populacgdo alcancou niveis entre 10° e 10’UFC/mL.
Das dez cepas estudadas, apenas S. chromogenes e S. warneri de origem bovina
foram capazes de produzirem enterotoxinas nos alimentos. Em estudo similar,
Pereira, Carmo e Pereira (2001) verificaram o desenvolvimento de 14 cepas de
Staphylococcus coagulase negativa, com potencial enterotoxigénico, em leite tipo
longa vida e presunto cozido, mas ndo houve produgdo de enterotoxinas nos

alimentos inoculados.

Os resultados da pesquisa de enterotoxina estafilocécica nas amostras de

leite cru, leite pasteurizado, coalhada e queijo sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Detecgdo imunoenzimatica (ELFA - VIDAS® Staph enterotoxin 1) de

enterotoxina estafilocécica em uma linha de producdo de queijo

coalho.
Amostra Lote

I I [} v \"
Leite cru - - + - -
Leite pasteurizado - - + - -
Coalhada - - + - -
Queijo - - + - -
+ : Presenca

-: Auséncia
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A presenca de enterotoxina foi constatada em 20% (4/20) das amostras
analisadas. Todas as amostras contaminadas (4) eram oriundas do
processamento Il (Tabela 12), no qual enterotoxinas foram detectadas no leite cru
e, consequentemente, também detectadas no leite pasteurizado, na coalhada e no
queijo obtido a partir desse leite. Esse resultado era esperado, uma vez que a
pasteurizacdo nao inativa enterotoxinas estafilocécicas devido a sua
termorresisténcia. Apos a pasteurizagéo, a populacédo de Staphylococcus sp.
reduziu para menos de 10°UFC/mL, tanto no leite pasteurizado como na coalhada.
No entanto, no queijo a populacéo variou entre 9,8 x 10" a 2,6 x 10°UFC/g (Tabela
12), com a confirmagao de S. aureus, indicando contaminagao pés-pasteurizagao

em funcdo da manipulagao durante o processamento.

A ocorréncia de enterotoxina na linha de producédo de queijo de coalho
pode ser atribuida a elevada populacdo de Staphylococcus sp. (1,5 x 10’"UFC/mL)
e Staphylococcus produtores de coagulase (5,0 x 10°UFC/mL) detectada no leite
cru (Tabela 12), associada a ocorréncia de espécies de Staphylococcus

enterotoxigénicos, tais como S. aureus, S. haemolyticus e S. xylosus (Tabela 14).

A ocorréncia de enterotoxinas estafilocécicas em produtos lacteos parece
estar mais relacionada a habilidade das cepas em produzir enterotoxinas, do que
ao nivel de contaminagdo por Staphylococcus. Rapini e outros (2002)
evidenciaram a producdo de enterotoxina (SEC), com contagens de
Staphylococcus sp. em torno de 10*UFC/g., em queijo de coalho comercializado
nas praias do Nordeste do Brasil. No entanto, a presenga de enterotoxinas nao foi
detectada em 43 amostras de queijo de coalho com elevada populagao (4,4 x 10 *
a 5,9 x 10'UFC/g) de Staphylococcus produtores de coagulase, produzido no
Ceara (LIMA, 2005). Em outro estudo, a presenca de enterotoxinas também nao
foi detectada em queijos artesanais da regidao do Serro, em Minas Gerais, com
contagens de 1,0 x 10’"UFC/g de S. aureus (PINTO et al., 2004).
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4. CONCLUSOES

A contaminagdo do leite cru por Staphylococcus coagulase positiva,
principalmente S. aureus e S. intermedius, encontra-se em nivel que podem

permitir a producéo de enterotoxinas estafilocdcicas.

A constatagdo da presenca de enterotoxinas classicas (A, B, C, D e E) nas
amostras do processamento Il indica que as enterotoxinas estafilocécicas, uma
vez presentes em leite cru, ndo sao inativadas pelo processo de pasteurizacao e
permanecem no leite pasteurizado, na coalhada e, consequentemente, no queijo,
tornando o mesmo um risco a saude do consumidor. Além disso, indica
contaminacg&o na linha de producédo do queijo de coalho, possivelmente devido a
nao adocao ou falhas das Boas Praticas de Fabricacdo desde a obtencéo do leite

até o produto final (queijo).
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CAPITULO IV

IDENTIFICAGAO DE S. aureus UTILIZANDO A TECNICA DE PCR PARA O
GENE femA E AVALIAGAO DO POTENCIAL ENTEROTOXIGENICO DE
ISOLADOS DE Staphylococcus spp. ATRAVES DA AMPLIFICAGAO DE

GENES CODIFICADORES DE ENTEROTOXINAS
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Identificagcdo de S. aureus utilizando a técnica de PCR para o gene femA e
avaliacdo do potencial enterotoxigénico de isolados de Staphylococcus spp.

através da amplificagdo de genes codificadores de enterotoxinas
RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar o emprego de técnica molecular na identificagcao
de S. aureus e avaliar o potencial enterotoxigénico de cepas de Staphylococcus
spp. isoladas em uma linha de producao de queijo de coalho, através da técnica
PCR e PCR Multiplex. A identificagao das 23 cepas de S.aureus foi realizada
através da amplificagdo de um fragmento de 132 pares de bases do gene femA. O
potencial enterotoxigénico das 32 cepas de Staphylococcus spp. foi determinado
através da amplificacdo dos genes codificadores de enterotoxina estafilocécicas
sea, seb, sec, sed, see, sei e sgl. De um total de 23 cepas de S. aureus
previamente identificadas pelo API® Staph (BioMérieux), 82,6% (19/23) foram
positivas para o gene femA; demonstrando maior especificidade e poder
discriminatorio da analise molecular. A presenga dos genes sea e sec foi
detectada em 37,5% (12/32) em cinco espécies de Staphylococcus. A alta
frequéncia (37,5%) de cepas nao produtoras de coagulase, com potencial
enterotoxigénico detectada na linha de produgdo de queijo de coalho, indica a
necessidade de uma reavaliacdo dos padrdes microbioldgicos, estabelecidos pela
Legislagao Brasileira, para Staphylococcus enterotoxigénico em alimentos, que até
o0 momento, correlacionam a produgédo da enzima coagulase com a capacidade de

produgao de enterotoxinas por Staphylococcus spp.

Palavras-chave: Staphylococcus spp., enterotoxinas estafilocécicas, PCR
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1. INTRODUGCAO

A contaminagdo dos alimentos por Staphylococcus enterotoxigénicos
produtores e nao produtores de coagulase representam um problema de saude
publica, pelo risco de causar intoxicagdo alimentar estafilococica aos
consumidores (MARTIN; MYERS; LANDOLO, 2001). A intoxicagdo ocorre apds a
ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas e, os sintomas, incluem nauseas,
vomitos, dor abdominal e diarréia. Algumas vezes, dor de cabega e queda da

presséao arterial também podem ocorrer.

Entre os alimentos envolvidos em surtos e casos de intoxicacao
estafilocécica, leite cru, leite pasteurizado e queijos sao os produtos lacteos mais
incriminados sendo S. aureus o agente etioléogico mais frequente nas
investigacdes epidemioldgicas (EVERSON et al., 1988; DE BUYSER et al., 2001;
LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; IKEDA et al., 2005).

As enterotoxinas estafilococicas s&o exoproteinas, que acreditava-se
inicialmente serem apenas produzidas por cepas de S. aureus e, mais
recentemente, por algumas cepas de outras espécies produtoras de coagulase,
como S. intermedius (HIROOKA et al., 1988; BECKER et al., 2001) e S. hyicus
(ADESIYUN; TATINI; HOOVER, 1984). Além disso, a produgédo de enterotoxinas
por cepas de Staphylococcus nao produtores de coagulase tem sido relatada em
varios estudos (VERNOZY-ROZAND et al., 1996a; CHENG-CHUN; LI-FEN, 1997;
PEREIRA; CARMO; PEREIRA, 2001). Na literatura ha registro de trés surtos de
intoxicacao estafilocécica associados a espécies coagulase negativa (OMORI,
KATO, 1959; BRECKINRIDGE; BERGDOLL, 1971; CARMO et al., 2002; VERAS
et al., 2003).

As enterotoxinas estafilocécicas pertencem a grande familia das toxinas
extracelulares estafilococicas, também conhecidas como toxinas pirogénicas
superantigenos (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000), que compartilham
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relagcdes filogenéticas, estrutura, fungdo e sequéncia homdloga (BALABAN;
RASOOQOLY, 2000; JABLONSKI; BOHACH, 2001). Estas toxinas pirogénicas estéao
envolvidas nas intoxicagdes alimentares e causam sindromes do choque toxico,
TSST-1 (BALABAN; RASOOLY, 2000). Sdo termoestaveis, hidrossoluveis e
resistentes a acado de enzimas proteoliticas do sistema digestivo, permanecendo
ativas ap6s a ingestédo (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

As enterotoxinas sdo nomeadas com as letras do alfabeto, de acordo com a
ordem cronolégica de suas descobertas. Até o momento, ja foram identificados 20
tipos de enterotoxinas sorologicamente distintas, mas com similaridade na
estrutura e sequéncia (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; JABLONSKI,
BOHACH, 2001). Embora as enterotoxinas sejam similares em sua composi¢ao e
atividade biolégica, sao identificadas separadamente em fungdo de suas

diferengas antigénicas.

Diferentes enterotoxinas estafilococicas tém sido descritas nas ultimas
décadas. os tipos classicos SEA, SEB, SEC4, ,, 3, SED E SEE sao consideras as
de maior ocorréncia (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; MARTIN; MYERS;
LANDOLO, 2001). Outras quatro enterotoxinas, SEG, SEH, SEIl e SEJ, foram
identificadas e seus genes (seg, seh, sei, sej) correspondentes descritos
(BETLEY; BORST; REGASSA, 1992; REN et al, 1994; SU; WONG, 1995;
MUNSON et al., 1998; ZHANG; IANDOLO; STEWART, 1998; OMOE et al., 2002).
Recentemente, a lista da familia de enterotoxinas foi expandida pela deteccao de
novos genes (sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser e seu) que codificam
enterotoxinas homodlogas (FITZGERALD et al.,, 2001; JARRAUD et al.,, 2001;
KURODA et al., 2001; ORWIN et al., 2001; YARWOOD et al., 2002; ORWIN et al.,
2003; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2003; OMOE et al., 2005). Além
disso, para SEC, SEG, SEI, e SEU ja tém sido relatadas algumas variantes
(SECv, SEGv, SElv, E SEUv) (MARR et al., 1993; ABE et al., 2000; OMOE et al.,
2003; LETERTRE et al., 2003; BLAIOTTA et al., 2004).
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As enterotoxinas estafilococicas sdo codificadas por genes presentes em
bacteriofagos, SEA e SEE (BETLEY; MEKALANOS, 1985; COUCH; SOLTIS;
BETLEY, 1988; KURODA et al., 2001), SED (BAYLES; IANDOLO, 1989) e SEJ
(ZHANG; IANDOLO; STEWART, 1998) por genes presentes em plasmidios, SEH
e SEP (SU; WONG, 1995; KURODA et al., 2001) no cromossomo e SEB, SEC,
SEG, SEGV, SEl, SEly, SEM, SEM, SEO, SEK, SEL e SEQ (JARRAUD et al.,
1999; KURODA et al, 2001; BABA et al., 2002; YARWOOD et al, 2002;
BLAIOTTA et al., 2004) em ilhas de patogenicidade cromossomal.

A relagdo entre as novas enterotoxinas e a intoxicacdo estafilocécica
veiculada por alimentos, ainda nao estda completamente elucidada. Ha poucos
relatos sobre a deteccdo das novas enterotoxinas em cepas de Staphylococcus,
principalmente S. aureus, isolados de alimentos (ROSEC; GIGAUD, 2002;
LONCAREVIC et al., 2005; JORGENSEN et al., 2005). Esta escassez de dados
pode ser atribuida a falta de testes imunolégicos disponiveis para detecgédo destas
enterotoxinas em alimentos. Por outro lado, ha grande disponibilidade de técnicas
para detecgao, discriminagao e quantificagdo das enterotoxinas classicas (SEA,
SEB, SEC; , 3, SED e SEE) e, os relatos sobre a ocorréncia destas enterotoxinas
em alimentos sao numerosos (DE LUCA; ZANETTI; STAMPI, 1997; ROSEC et al.,
1997; MEYRAND; VERNOZY-ROZAND, 1999; SORIANO et al, 2002;
CHAPAVAL, 2003; NORMANNO et al., 2005).

Rosec e Gigaud (2002) avaliaram 258 cepas de Staphylococcus isoladas
de varios alimentos na Franga, quanto a presenga de nove genes (sea, seb, sec,
sed, see, seg, seh, sei e sgj) codificadores de enterotoxinas pela técnica PCR. As
cepas foram constituidas na sua maioria por S. aureus e Staphylococcus
coagulase negativa, incluindo 118 cepas isoladas de queijos. Das 258 cepas
isoladas 155 foram positivas para um ou mais genes dos nove genes estudados.
Os genes seg, seh, sei e sej foram detectados em 147 cepas, enquanto os genes
das enterotoxinas classicas foram constatados em apenas 76 cepas, evidenciado

a ocorréncia das novas enterotoxinas em 94,8% das cepas enterotoxigénicas.
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Mclauchlin e outros (2000) avaliaram a ocorréncia de oito genes de
enterotoxinas em 129 cepas de S. aureus, incluindo 39 cepas isoladas de 38
alimentos suspeitos de envolvimento em casos de intoxicacdo alimentar na
Inglaterra e, detectaram fragmentos dos genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh e
sei em 38 cepas de S. aureus analisadas pela multiplex PCR, recuperadas de 32
dos 38 alimentos pesquisados, sendo que 17 deles estavam associados com o0s
genes see, seg, seh e sei, e, 0s outros 15, associados aos genes sea, seb, sec e

sed.

Chapaval (2003) pesquisou a presenga de cinco genes (sea, seb, sec, sed
e see) codificadores de enterotoxinas em S. aureus isolados de 132 amostras de
leite oriundas dos municipios de Piracicaba - SP, Americana — SP e Rio das
Pedras — SP, pela técnica PCR e, constatou que, 69,7% das amostras estavam
contaminadas com cepas que abrigavam um ou mais dos cinco genes
pesquisados, com prevaléncia do gene sea em 46,2% das amostras, seguido do

gene seb e sec.

O gene femA esta universalmente presente em todas as cepas de S.
aureus (MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000) e, tem sido explorado como
marcador especifico na identificacdo desta espécie em testes baseados em
pesquisa de DNA (VANNUFFEL et al., 1998; MEHROTRA; WANG; JOHNSON,
2000). Este gene faz parte dos genes fem (femX, femA, femB, femC, femD e
femE), os quais codificam proteinas designadas de fatores essenciais para
resisténcia a meticilina (BENSON et al., 2002). A organizagdo gendmica deste
gene, em algumas espécies de Staphylococcus como S. aureus, S. epidermidis, S.
hominis, S. saprophyticus e S. simulans parece ser altamente conservada, com
alternancia de regides homologas e variaveis. Essa alternancia de regides
homodlogas tem sido explorada para diferenciacdo entre espécies de
Staphylococcus, pela da amplificagcdo de fragmentos com diferentes tamanhos e
localizagdo no gene, através da técnica PCR (VANNUFFEL et al., 1999).
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A amplificacdo de fragmento (132pb) do gene femA pela reagcdo da
polimerase em cadeia (PCR) tem sido uma ferramenta util na identificacao de
espécies de S. aureus e uma alternativa rapida e segura para identificagao
molecular desta bactéria (MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000; ARCURI et al.
2004; LANGE et al. 2004; FREITAS, 2005).

A multiplex PCR consiste na amplificagdo simultanea de mais de um gene
na mesma reagao. Varios testes multiplex PCR tém sido desenvolvidos para
deteccao de genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas e TSST-1
(VERNOZY-ROZAND et al, 1996b; BECKER; ROTH; PETERS, 1998;
MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000). Monday e Bonach (1999) desenvolveram
um teste de multiplex PCR para detec¢ao dos genes sea até sej e TST. Sharma,
Rees e Dodd (2000) desenvolveram outro teste multiplex PCR para genes das
enterotoxinas de S. aureus que utiliza um primer universal de genes de
enterotoxinas em combinagdo com primers toxina-especifica, para amplificar

produtos caracteristicos de genes de enterotoxinas estafilocdocicas.

O objetivo da pesquisa foi identificar isolados de S. aureus e avaliar o
potencial enterotoxigénico de cepas de Staphylococcus spp., isoladas em uma

linha de produgao de queijo de coalho, utilizando a técnica PCR.

2. MATERIAL E METODOS

A identificagcdao molecular de cepas de S. aureus e avaliagdo do potencial
enterotoxigénico de cepas de Staphylococcus spp. foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora,
Minas Gerais. As cepas foram isoladas de amostras de leite cru, leite
pasteurizado, coalhada, queijo, superficies de equipamentos, mdveis, utensilios e
luvas utilizadas pelos manipuladores, coletadas de cinco o processamento (lotes)
diferentes (I, Il, lll, IV e V) em 23 pontos da uma linha de producéo de queijo de

coalho em uma de laticinios, na regiao metropolitana de Fortaleza, Ceara.
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2.1. Identificagao de isolados de S. aureus

A identificacdo fenotipica das 23 cepas de S. aureus (através do APP
Staph - BioMeérieux) isoladas na linha de produgdo de queijo de coalho, foi
confirmada por meio da amplificagdo de um fragmento de 132pb do gene femaA,

especifico da espécie, por meio da técnica PCR.

Para extracdo do DNA foi utilizada uma colénia de cada isolado, crescida
em agar infusdo de cérebro e coragao (Difco) a 35°C por 24 horas e repicada em
caldo infusao de cérebro e coragao (Difco). Apds incubagao sob agitagado (250 xg)
a 37°C por 14-18 horas, 1,6mL da cultura transferida para tubo Eppendorf e
centrifugada a 12.000xg por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas com 1mL tamp&o TES (1X) [N-tris(hidroximetil)acido metil
1-2-aminoetenolsulfénico] e centrifugada a 12.000xg por 5 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado, as células ressuspendidas com 500uL
tampé&o TES (1X) e agitadas (agitador tipo vortex). Em seguida, foram adicionados
5uL de lisostafina (1mg/mL) e 10uL de lisostafina bruta e, apds agitacéo e
incubagdao a 37°C por 30 minutos, foram adicionados 20uL de SDS (Dodecil
Sulfato de Sédio) a 10%. O tubo Eppendorf foi invertido, lentamente, varias vezes,
e deixado em repouso por 15 minutos. A seguir, foram adicionados 250uL de fenol
e 250uL de uma mistura de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apos agitagao e
centrifugagao a 12.000 xg por 5 minutos (duas vezes), o DNA foi precipitado com
isopropanal (100%), centrifugado a 12.000 xg por 30 minutos, e o sobrenadante
descartado (HESSELBARTH; SCHWARZ, 1995). O pellet de DNA foi seco em
estufa a 30°C e ressuspendido em 40uL de agua Milli-Q. O DNA foi quantificado
em espectrofotdbmetro (GeneQuantpro, Amersham Biociences) e a concentragao

ajustada para a PCR.

Na PCR foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores femA1 (5- AAA
AAA GCA CAT AAC AAG CG-3’) e femA2 (5’-GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG-
3) (MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000) que amplificam um fragmento de 132
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pares de bases do gene femA. A amplificacdo foi realizada em termociclador
Thermo Hybaid (Modelo PxE Thermal Cycler - PxE 20102) utilizando uma mistura
de 50uL, contendo 1X de tampao PCR, 1,5mM de MgCl,, 200uM de cada dNTP,
20 pmol de cada oligonucleotideos, 2,5U da enzima Taq polimerase, 100ng de
DNA bacteriano completando-se o volume para 50,0uL com &agua Mili-Q
esterilizada. As condi¢cdes de amplificacdo utilizadas foram um ciclo inicial a 94°C
por 4min, seguido de 5 ciclos (de desnaturacdo a 94°C por 45s, anelamento a
56°C por 45s e extensao a 72°C por 45s); 20 ciclos (de desnaturagdo a 94°C por
45s, anelamento a 56°C por 45s e extensao a 72°C por 45s) e um ciclo final a
72°C por 5min. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de
agarose (1,5%, p/v) corado com solugdo de brometo de etidio (0,005%, p/v) e
fotografados em foto documentador (Eagle Eye Il, Stratagene). S. aureus ATCC
25923 foi utilizado como controle positivo.

2.2. Deteccao de genes codificadores de enterotoxina estafilocécicas em
cepas de Staphylococcus spp.

O potencial enterotoxigénico de 32 cepas de Staphylococcus,
representativas dos 23 pontos da linha de produgdo de queijo de coalho, foi
avaliado através da técnica PCR. As 32 cepas analisadas foram selecionadas
entre 85 cepas de Staphylococcus spp. isoladas e previamente identificadas pelo
API® Staph (BioMérieux). A presenga de genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas sea, seb, sec, sed, see, sei e sej foi pesquisada em 13 cepas de
Staphylococcus produtoras de coagulase, constituidas pelas espécies S. aureus,
S. hyicus e S. intermedius, e 19 cepas nao produtoras de coagulase pertencentes

a nove espécies.

O DNA celular foi extraido conforme descrito por Hesselbarth e Schwarz,
(1995). A detecgdo dos genes codificadores de enterotoxinas foi realizada
utilizando dois protocolos Multiplex PCR - (sea + sed + see) e (seb + sec) e, de

outros dois PCR simples, sendo um para o gene sei e, o outro para o gene sej,
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utilizando-se os oligonucleotideos descritos por Rosec e Gigaud (2002), listados
na Tabela 16. As reagbes foram realizadas sob condi¢cées descritas por Rosec e

Gigaud (2002), com algumas modificagdes propostas por Arcuri e outros (2004).

Tabela 16. Oligonucleotideos utilizados nas técnicas PCR para deteccéo de genes

codificadores de enterotoxinas estafilococicas.

. ) Gene Enterotoxina Produto L.
Oligonucleotideos (5°- 3’) . . Referéncia
alvo Codificada amplificado

. Betley;
SEA1: ACG ATC AAT TTT TAC AGC sea SEA 544 pb y
SEA2: TGC ATG TTT TCA GAG TTA ATC Mekalanos(1985)
SEB1: GAA TGA TAT TAA TTC GCA TC

Jones; Khan

SEB2: TCT TTG TCG TAA GAT AAACTT C seb SEB 416 pb  (19g6)
SEC1: GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT :
SEC2: AAA TCG GAT TAA CAT TAT CCA sec SEC 257 pb Bohach;

: Schievert (1987)
SED1: TTA CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT Bayles: landolo
SED2: CCA CCA TAA CAA TTAATG C sed SED 334pb  (1989)

SEE1: ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC AA
Couch et al.

SEE2: TAA CTT ACC GTG GAC CC see SEE 170pb  49gs)
SEI: TGG AAC AGG ACA AGC TGA AA

. Munson et al.
SEI2: TAA AGT GGC CCC TCC ATA CA sei SEI 467pb  (1998)
SEJ1: CAG CGA TAG CAA AAA TGA AAC A

, Zhang et al.
SEJ2: TCA AGC GGA ACA ACA GTT CTG A sej SEJ 426 pb (1998

A amplificagdo dos genes foi realizada em termociclador Thermo Hybaid
(Modelo PxE Thermal Cycler - PxE 20102) utilizando uma mistura de 50uL,
contendo 1X de tampédo PCR, 1,5mM de MgCl,, 200uM de cada dNTP, 20pmol de
cada oligonucleotideo, 2U da enzima Taq polimerase, 100ng de DNA bacteriano
completando-se o volume para 50uL com agua Mili-Q estéril. As condi¢cbes de
amplificacdo utilizadas foram um ciclo inicial a 94°C por 3 min, seguido de 35
ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30s, anelamento a 57°C por 30s e extensao a
72°C por 30s e um ciclo final a 72°C por 10min. Os fragmentos de DNA

amplificados foram visualizados em gel de agarose (1,5%, p/v) corado com
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solugdo de brometo de etidio (0,005%, p/v) e fotografados em foto documentador
(Eagle Eye IlI, Stratagene).

Para cada gene pesquisado foi utilizado um controle positivo e negativo da
reacao. As cepas S. aureus ATCC 13565 (sea), S. aureus ATCC 14458 (seb), S.
aureus ATCC 19095 (sec), S. aureus ATCC 23235 (sed), S. aureus ATCC 27664
(see), S. aureus 92-2966 (sei) e S. aureus 92-2221 (sgj) foram utilizadas como

controle positivo.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da identificagao de cepas S. aureus isoladas em uma linha
de producao de queijo de coalho, através da técnica PCR para o gene femA séao
apresentados na Tabela 17 e Figura 6. Das 23 cepas de S. aureus previamente
identificadas pelo AP/® Staph (BioMérieux), verificou-se amplificagdo do fragmento
especifico para o gene femA em 19 destas, confirmando a identificagdo fenotipica
em apenas 82,6% (19/23) das cepas analisadas, demonstrando maior

especificidade e poder discriminatorio da analise genética.

Métodos baseados na PCR tém sido empregados na deteccdo e
identificacdo de bactérias patogénicas em alimentos (OLSEN et al, 2000;
BLAIOTTA et al., 2004). A PCR para o gene femA, que é considerado especifico e
universalmente presente em cepas de S. aureus, tem se mostrado promissora na
identificagdo genotipica deste patdgeno, tanto em isolados de amostras clinicas
(VANNUFFEL et al., 1995) como de alimentos (ARCURI et al., 2004; LANGE et
al., 2004; FREITAS, 2005).

Em pesquisa similar realizada com queijo Minas frescal, Freitas (2005)
observou a amplificacdo do gene femA em 57 (51,4%) das 111 colbnias de

Staphylococcus coagulase positiva (104) e negativa (7) isoladas do queijo,
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confirmando a identificacdo de S. aureus. O fato de 48,6% das colbnias nao ter

apresentado amplificagcéo do referido gene, indicou que nédo eram S. aureus.

Tabela 17. Confirmagao da identificacdo de cepas S. aureus isoladas em uma

linha de produgao de queijo de coalho, através da técnica PCR.

Identificagao da espécie

Lote Amostra
APP Staph * PCR gene femA
) S. aureus Positivo
Leite cru S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
Il Leite cru S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
. S. aureus Positivo
1 Leite cru S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
Luva 2 S. aureus Negativo
S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
v Leite cru S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
S. aureus Positivo
Leite cru S. aureus Positivo
. S. aureus Negativo
v Queijo S. aureus Negativo
Mesa enformagem S aureus NegatiVO
Luva 2 S. aureus Negativo
Luva 3 S. aureus Positivo

Identificadas pelo AP/® Staph (BioMérieux).

Arcuri e outros (2004) constataram a presencga do gene femA em 56 das 59
cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de leite de tanque de
refrigeracdo de 24 propriedades rurais, situadas na regidao Sudoeste de Minas

Gerais e Norte do Estado de Rio de Janeiro, confirmando a ocorréncia de S.
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aureus no leite de 91,7% (22/24) das propriedades avaliadas. Em outro estudo,
Lange e outros (2004) detectaram a presenca do gene femA em 75,5% (80/106)
das cepas Staphylococcus produtoras de coagulase isoladas de leite proveniente
de tanques de estocagem refrigerado de fazendas leiteiras e, de leite de vacas
bovinas e bubalinas com mastite clinica e subclinica, confirmando a viabilidade da

PCR do gene femA na identificagcao de S. aureus.

12 3 45C+MG67 8 9101112 B 13

<«— 132 pb

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers femA1 e femA2 para o gene femA especifico para S. aureus.
Coluna 1 a 13: isolados positivo; coluna C+: controle positivo (S. aureus
ATCC 25923); coluna B: Controle negativo da reacédo e coluna M:
marcador de peso molecular (Amersham, 100pb).

Os resultados da pesquisa de genes de enterotoxinas estafilocdcicas em
Staphylococcus spp., isolados em uma linha de produgdo de queijo de coalho
podem ser observados na Tabela 18 e Figuras 7 e 8.

Doze (37,5%) das 32 cepas de Staphylococcus isoladas de leite cru,
coalhada, queijo e da prateleira da cdmara de maturacédo (Tabela 19), foram
positivas para os genes sea ou sec, entre os sete genes de enterotoxinas
estafilococicas analisados pela PCR. De acordo com dados disponiveis na

literatura, a freqiéncia de genes de enterotoxinas em Staphylococcus spp.,
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isoladas de produtos lacteos, € bastante variavel. O gene sec foi detectado em
91,7% das cepas positivas (11/12), incluindo cepas coagulase positiva e negativa,
enquanto o gene sea foi constatado em apenas uma (8,3%) cepa de S. xylosus
(Tabela 18 e Figura 8). Os genes seb, sed, see, sei e sej nao foram detectados
em 100% das cepas pesquisadas. A presenga de espécies de Staphylococcus
com potencial enterotoxigénico na linha de produgcdo do queijo de coalho,
principalmente no queijo, pode oferecer risco de causar intoxicagao estafilocécica

ao consumidor.

Tabela 18. Pesquisa de sete genes de enterotoxinas estafilocécicas em 12 cepas
de Staphylococcus spp., isoladas em uma linha de produgao de queijo

de coalho, utilizando a técnica PCR.

Lote Amostra Espécie* /| N° cepas Coagulase Genes
Leite cru S. aureus (2) + sec
Coalhada S. xylosus (1) - sec

. S. aureus (1 + sec
’ Leite cru S. xylosus (? ) - sec
Camara maturagao S. xylosus (1) - sea
Leite cru S. xylosus (1) - sec

1]
Queijo S. haemolyticus (1) - sec
S. hyicus (1) - sec
\% Leite cru S. hyicus (2) + sec
S. intermedius (1) + sec

* |dentificagéo através do AP/® Staph (BioMérieux)

Entre as 12 cepas de Staphylococcus com potencial enterotoxigénico
identificadas na linha de produgcdo de queijo de coalho, 50,0% (6/12) eram
constituidas por espécies coagulase positiva tais como S. aureus, S. hyicus e S.
intermedius e, 50,0% (6/12) por espécies coagulase negativa, como S.
haemolyticus, S. hyicus e S. xylosus (Tabela 18), indicando alta frequéncia de
cepas com potencial enterotoxigénico nao produtoras de coagulase. Esse

resultado € preocupante, visto que a legislagdo vigente estabelece apenas a
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contagem de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos. Deste modo, a
populagdo de Staphylococcus com potencial enterotoxigénicos coagulase
negativa, pode estar sendo subestimada em analises de controle de qualidade de
alimentos. De acordo com Pereira e Pereira (2005) o ideal seria realizar, também,
a detecgao da presenga de enterotoxinas no alimento para controle de qualidade

do mesmo e para elucidacéo de surtos de intoxicacao alimentar.

123456 78CbMCc910111213141516B

257 pb —» +—416 pb

«— 257 pb

17 18 19 20 21 Cb M Cc 22 23 24 25 26 27 28

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com
os primers SEB1/ SEB2 e SEC1/ SEC2 para os genes seb e sec
especificos das enterotoxinas estafilocécicas SEB e SEC. Coluna 1, 2,
17, 18, 20, 22, 23, 25, 26, 27 e 28: isolados positivo para o gene sec;
coluna 3 a 16, 19, 21 e 24: isolados negativos para o gene sec; coluna
1 a 28: isolados negativos pra o gene seb; coluna Cb: controle positivo
gene seb (S. aureus ATCC 14458); coluna Cc: controle positivo gene
sec (S. aureus ATCC 19095); coluna B: controle negativo da reagao e
coluna M: marcador de peso molecular (Amersham, 100pb).

Em cepas produtoras de coagulase, como S. aureus e S. intermedius, a
deteccdo de genes de enterotoxinas e a produgdo de enterotoxinas
correspondentes em alimentos, apresentou boa correlagcdo, em varios estudos
(NAJERA-SANCHEZ et al, 2003; ADWAN; ABU-SHANAB; ADWAN, 2005).
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Similarmente, para cepas néo produtoras de coagulase como S. haemolyticus, S.
hyicus (algumas cepas séo produtoras de coagulase) e S. xylosus, essa relagao
tém sido comprovada em alguns surtos de intoxicagdo estafilococica e,
experimentalmente, em alimentos ou em meios de cultivo laboratorial (BAUTISTA
et al, 1988; VERNOZY-ROZAND, 1996b; UDO et al, 1999). Oliveira (1999)
constatou que cepas de Staphylococcus coagulase negativa S. chromogenes e S.
warneri, possuem capacidade de se desenvolver e produzir enterotoxinas,
experimentalmente, em alimentos e, enfatizou a necessidade de uma reavaliacado
nas metodologias adotadas como rotina em andlises de estafilococos

enterotoxigénicos em laboratérios de microbiologia de alimentos.

B 12 3 MCaé4 5 6 B

544 pb —

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers SEA1 e SEA2 para o gene sea especifico da enterotoxina
estafilococica SEA. Coluna 3: isolado positivo para o gene sea; coluna
1, 2, 4, 5, e 6: isolados negativos para o gene sea; coluna Ca: controle
positivo gene sea (S. aureus ATCC 13565); coluna B: controle negativo
da reacdo e coluna M: marcador de peso molecular (Amersham,
100pb).

A incidéncia de genes de enterotoxinas em cepas Staphylococcus sp.
isoladas de alimentos, apresenta grande variabilidade. Na literatura ha relatos que
variam de 3,6 (ARCURI et al., 2004) a 100% (NAJERA-SANCHEZ et al., 2003).
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Além disso, a presenga destes genes ndo indica, necessariamente, produgao e

atividade bioldgica de suas respectivas enterotoxinas.

Os resultados obtidos neste estudo foram similares aos observados por
Freitas (2005), que constatou a presengca de genes de enterotoxinas
estafilococicas classicas em 30,6% (34/111) das colbénias de Staphylococcus sp.
isoladas de queijo Minas frescal, analisadas pela Multiplex PCR. Os 34 isolados
enterotoxigénicas foram positivos para trés genes, sendo 24 isolados positivos
para sea + seb, cinco para sea, e cinco para sed. A autora, também, observou alta
frequéncia de isolados coagulase positiva (104/111) em relagdo aos coagulase
negativa (7/111), porém a prevaléncia de Staphylococcus sp. com potencial
enterotoxigénico foi maior em isolados coagulase negativa (3/7), do que em
isolados coagulase positiva (31/104). Por outro lado, Vernozy-Rozand e outros
(1996b) verificaram baixa porcentagem, 5,9% (11/187), de Staphylococcus
enterotoxigénicos entre as 187 cepas de Staphylococcus nao produtores de
coagulase isoladas de leite, soro e queijo de cabra e, entre os cinco genes e
enterotoxinas classicas pesquisadas, apenas a presenga do gene see e a
produgdo de enterotoxina E foi constatada nos 11 isolados enterotoxigénicos.
Rosec e Gigaud (2002) também constataram baixa incidéncia (9/74) de genes de

enterotoxinas em cepas de Staphylococcus coagulase negativa.

Najera-Sanchez e outros (2003) relataram que 100% (51/51) das cepas de
S. aureus isoladas de carnes, leite em po e queijos, continham os genes sea, seb,
sec, sed e see, sendo a SED o tipo mais frequente de enterotoxina (68%), seguida
da SEA (64%), SEC (40%) e SEA + SED (14%). Holeckova e outros (2002)
também constataram a alta taxa (47,4%) de S. aureus enterotoxigénico isolados
em queijo de leite de ovelha produzido na Eslovaquia, com prevaléncia de SEB
em 36,8% (9/19), seguida de SEA (5,3%) e SEA + SEB (5,3%).

Em leite cru, Adwan, Abu-Shanab e Adwan (2005) verificaram que 37%

(37/100) das cepas de S. aureus isoladas eram positivas para genes de
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enterotoxinas: 10,8% (4/37) foram positivas para sea, 54,1% (20/37) para seb,
10,8% (4/37) para sec, 16,2% (6/37) para sed e 8,1% (3/37) para see. Em
pesquisa semelhante, Arcuri e outros (2004) relataram a ocorréncia dos genes seb
e sec em apenas 3,6% das 56 cepas de S. aureus isoladas de leite cru
refrigerado, indicando baixa incidéncia (3,6%) de genes de enterotoxinas nas
cepas analisadas.

Neste trabalho, os genes das novas enterotoxinas sei e sej nao foram
detectados nas cepas de Staphylococcus isoladas na linha de produgao de queijo
de coalho. Todavia, em um dos estudos mais abrangentes sobre a detecgao de
genes de enterotoxinas em Staphylococcus sp. isoladas de alimentos na Franca,
Rosec e Gigaud (2002), verificaram que das 118 cepas isoladas de queijos 59
eram positivas para um ou mais genes dos nove genes (sea, seb, sec, sed, see,
seg, seh, sei e sgj) estudados. Os genes seg, seh, sei e sej foram detectados em
54 cepas, enquanto os genes das enterotoxinas classicas (sea, seb, sec, sed, see)
foram constatados em apenas 18 cepas. A inclusao dos genes seg, seh, sei e sej
elevou a porcentagem de S. aureus com potencial enterotoxigénico de 15 (18/118)
para 60% (54/118). Esse resultado revelou alta incidéncia destes novos genes em
S. aureus isolados de queijos franceses. Em outro estudo, Loncarevic e outros
(2005) detectaram a presenca dos genes seb, sec, sed, seg, seh, sei e sej em
142 cepas de S. aureus isoladas de 24 amostras de queijo, produzido a partir de
leite cru e, verificaram a ocorréncia dos genes seg, seh, sei e sef em 73,2%
(104/142). Em pesquisa semelhante, na Inglaterra, Maclauchlin e outros (2000)
também observaram alta incidéncia dos genes seg, seh elou sei em 35% das
cepas (45/129) de S. aureus isoladas de alimentos, nas quais 0os genes de

enterotoxinas classicas (sea a see) nao foram detectados.

Omoe e outros (2002) avaliaram distribuicdo de genes sea até sei em 146
S. aureus isolados de leite cru, alimentos e pessoas envolvidos em casos de
intoxicagao utilizando Multiplex PCR e, constataram que 77,4% (113/146) das

cepas eram positivas para um ou mais dos 11 genes pesquisados. Os autores
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também observaram que cepas de S. aureus que abrigam o gene seh foram
capazes de produzir quantidade significativa de SEH (ELISA), enquanto cepas que
abrigam os genes seg e sei ndo produziram SEG e SEI em quantidade

detectaveis, através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA).

Em um estudo realizado na Inglaterra, Maclauchlin e outros (2000)
relataram a amplificagcdo de fragmentos dos genes de enterotoxinas sea, seb, sec,
sed, seg, seh e seiem 129 cepas de S. aureus isoladas de 32 alimentos suspeitos
de envolvimento em casos de intoxicagao estafilocdcica. A ocorréncia dos genes
see, seg, seh e sei foi constatada em cepas isoladas de 17 alimentos, enquanto os
genes sea a sed foram detectados em cepas isoladas de 15. Os autores ainda,
verificaram que 34,9% (45/129) dos isolados analisados abrigavam os genes seg

ou seg + sei .

Loncarevic e outros (2005) constataram que a Multiplex PCR elevou a
porcentagem de cepas de S. aureus enterotoxigénicas de 34,4% para 55,7%,
quando comparada com a técnica imunoenzimatica SET-RPLA (Reversed passive
latex aggutination). Esse resultado foi atribuido a baixa sensibilidade da Kit SET-
RPLA ou pelo fato de que a deteccéo de genes de enterotoxinas nao indicava
necessariamente produgdo e atividade biolégica da toxina. Os autores
recomendaram que, em casos em que o0s sintomas tipicos de intoxicacao
estafilococica sao observados, varios isolados de S. aureus devem ser testados e
que métodos com habilidade para detectar os novos genes de enterotoxinas,

como a Multiplex PCR, devem ser utilizados na investigagéo.

Varios estudos sobre as enterotoxinas classicas tém demonstrado boa
correlac&do entre a ocorréncia dos genes sea a see e a sintese das enterotoxinas
correspondentes (SEA a SEE). Mas, de acordo com Le Loir, Baron e Gautier
(2003) esta correlagédo ainda nao esta clara para as enterotoxinas produzidas por
genes descritos nos ultimos anos. Esse fato deve-se a dificuldade em desenvolver

métodos imunoenzimaticos (ELISA) eficientes para a deteccdo das novas
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enterotoxinas estafilococicas, embora, recentemente, ensaios imunoenzimaticos
para a producado de SEG, SEH e SEI tenham sido conduzidos por pesquisadores
em laboratério (OMOE et al., 2002; JORGENSEN et al., 2005). Além disso, outros
estudos demonstraram que as enterotoxinas SEG, SEH, SEl e SEJ produzem
reagao emética em macacos (REN et al., 1994) e a SEH ja foi envolvida em casos
de intoxicagao alimentar (SU; WONG, 1995; PEREIRA et al., 1996; JORGENSEN
et al., 2005).

Considerando que os genes seg, seh, sei e sej tém sido constatados com
alta freqiéncia em S. aureus e outras espécies de Staphylococcus isolados de
alimentos, acredita-se que surtos e casos esporadicos de intoxicagao
estafilocécica ndao elucidados podem ser atribuidos as enterotoxinas SEG, SEH,
SEl e SEJ, entre outras.

4. CONCLUSOES

A amplificagdo de um fragmento do gene femA pela PCR mostrou-se uma

ferramenta util para identificagcédo molecular de S. aureus.

A técnica Multiplex PCR mostrou-se eficiente na avaliacdo do potencial

enterotoxigénico de cepas Staphylococcus isoladas de alimentos.

A alta frequéncia de cepas n&o produtoras de coagulase, com potencial
enterotoxigénico, detectada na linha de produgdo de queijo de coalho, indica a
necessidade de uma reavaliacdo dos padrées microbiologicos, estabelecidos pela
Legislagao Brasileira, para Staphylococcus enterotoxigénico em alimentos, que até
o0 momento, correlacionam a produgéo da enzima coagulase com a capacidade de

producao de enterotoxinas por Staphylococcus spp.

A ocorréncia de cepas de Staphylococcus com potencial enterotoxigénico,

incluindo espécies produtoras ou nao produtoras de coagulase, na linha de
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producdo de queijo de coalho, representa um risco de causar intoxicagao

alimentar estafilocécica aos consumidores.
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