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RESUMO

O queijo tipo Minas frescal elaborado a partir de leite cru possui alto valor nutritivo, no
entanto, por ser um alimento cru, em determinadas condiges, este queijo pode veicular uma
série de bactérias patogénicas. Assim, a fim de dimensionar os riscos de veiculacdo bacteriana
em tal tipo de alimento, este estudo objetivou fazer uma revisdo bibliogréafica de importantes
bactérias patogénicas que podem ser detectadas na producdo de queijos tipo Minas frescal.
Portanto, como os alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de
serem contaminados pelo uso de matérias-primas de fontes ndo seguras, utensilios mal
higienizados ou contaminados, além da falta de informacéo e de treinamento das pessoas que
fabricam e manuseiam tais alimentos, as praticas higiénicas devem ser observadas com rigor,
para prevenir uma possivel contaminagdo do produto.
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ABSTRACT

Minas Frescal cheese made from raw milk has a high nutritional value, however, as it is a raw
food, under certain conditions, this cheese can carry a series of pathogenic bacteria. Thus, in
order to measure the risks of bacterial transmission in such a type of food, this study aimed to
make a bibliographic review of important pathogenic bacteria that can be detected in the
production of Minas Frescal cheese. Therefore, as food obtained through artisanal processes
has a high chance of being contaminated by the use of raw materials from unsafe sources,
poorly sanitized or contaminated utensils, in addition to the lack of information and training
for the people who manufacture and handle such food, hygienic practices must be strictly
observed to prevent possible contamination of the product.
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1. Introducao

O setor de producdo de leite exerce enorme importancia economica e social por ser um
gerador de empregos. Mesmo as pequenas propriedades rurais, muitas vezes familiares,
possuem grande relevancia social tanto pelo namero de familias envolvidas quanto pelo
volume de leite produzido. Muitos agricultores sobrevivem integralmente da renda gerada
pela atividade leiteira (CARVALHO; OLIVEIRA, 2006) e, para complementar esta renda,
investem na producdo clandestina de queijos, elaborados a partir de leite cru. A producédo
destes queijos geralmente é tradicional, passado de geragao em geragao em muitas regides
brasileiras. E esta diferencia-se da producao industrial pela ndo utilizacdo de processos
mecanizados e pela auséncia de pasteurizagédo do leite (EMBRAPA, 2011).

O queijo tipo Minas frescal elaborado a partir de leite cru possui alto valor nutritivo,
proteinas, matéria graxa, calcio e fosforo (ALAIS, 2003). No entanto, por ser um alimento
cru, em determinadas condigoes, este queijo pode veicular uma série de bactérias patogénicas,
tais como aquelas pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A presenca de tais bactérias
pode indicar contaminagao fecal e falta de higiene na elaboragdo do queijo (HOFFMANN et
al., 2004).

Em geral, a presenca de microrganismos patogénicos em alimentos deve ser avaliada a fimde
se conhecer as condicfes higiénico-sanitarias da sua producdo e, consequentemente, da sua
qualidade (CARDOSO; ARAUJO, 2004). Além da contaminacdo microbioldgica, a ingesto
de alimentos contendo residuos de farmacos antimicrobianos pode selecionar microrganismos
resistentes que também podem ser utilizados no tratamento de enfermidades infecciosas em
seres humanos (MANTILLA et al.,, 2008; RAPINI et al., 2004). Ja foi comprovado que
alimentos de origem animal servem como veiculo de patdgenos resistentes a antimicrobianos
que podem, direta ou indiretamente, resultar em infec¢cbes em humanos (BARBOSA; JORGE;
UENO; 2007).

O queijo tipo Minas frescal elaborado a partir de leite cru faz parte da cultura brasileira, ndo
somente do estado de Minas Gerais, como também de outras regides do Pais. Neste contexto,
a regido de Jaboticabal, no estado de S&o Paulo, possui varias propriedades que produzem
esse tipo de queijo que € comercializado nas proprias propriedades, em supermercados,
varejoes ou por vendedores ambulantes, tratando-se, assim, de uma economia significativa.
Dada a importancia social, cultural e econdmica dos queijo elaborados a partir de leite cru e
do alto risco de veiculagdo de microrganismos que tal alimento possui, muitos resultados de
pesquisas foram publicados nos ultimos anos (GAULIN et al., 2012; VAN CAUTEREN et
al., 2009; DOMINGUEZ et al., 2009). Entretanto, grande parte dos estudos visam a
identificacdo de microrganismos por técnicas de microbiologia classica e testes bioquimicos,
os quais podem falhar na identificacdo acurada de espécies microbianas. Dessa forma, estudos
moleculares fazem-se imprescindiveis para a correta identificacdo de espécies bacterianas e
suas relacdes genéticas. Assim, a fim de dimensionar os riscos de veiculagdo bacteriana em tal
tipo de alimento, este estudo objetivou fazer uma revisdo bibliogréfica de importantes
bactérias patogénicas que podem ser detectadas na producéo de queijos tipo Minas frescal.

2. Reviséo de literatura
2.1. Leite e a producéao de queijo Minas frescal

O leite é considerado um dos alimentos mais ricos nutricionalmente devido a sua composicao
proteica, de vitaminas e sais minerais, podendo ser consumido na forma original ou como
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derivados. Devido a sua composicdo, este importante alimento constitui um excelente meio de
cultura para microrganismos (CHYE et al., 2004). Dessa forma, a obtencdo do leite deve ser
realizada com maxima higiene e o armazenamento deve ser em baixa temperatura, ao longo
de toda a cadeia produtiva, visando garantir suas caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionais
(BONFOH et al., 2003) e, consequentemente, a qualidade de seus derivados.

O queijo € um dos alimentos processados mais antigos registrados na historia da humanidade.
Acredita-se que tenha sido originado na regido entre os rios Tigre e Eufrates, no Iraque, ha
aproximadamente 8.000 anos, época na qual os animais comecaram a ser domesticados (FOX,
1993). Os queijos contribuiram significativamente para o desenvolvimento das civilizagdes.
Historicamente, este alimento permitiu a sobrevivéncia de populacdes em periodos de fome e
forneceu nutrientes vitais a boa salde, tornando-se, entdo, desejavel na dieta humana diaria
(KOSIKOWSKY, 1970).

Na antiguidade classica, povos da Grécia e do Império Romano testemunharam a producéo de
queijos. Esta era feita, em Roma, pela adi¢cdo do coagulum, extraido do quarto estbmago de
cordeiro ou cabrito, ao leite. O leite coagulado era, entdo, espremido para a retirada do soro,
salpicado e deixado endurecer ao sol. Atribui-se, entdo, aos romanos a consolidacdo da
producdo de queijos, segundo normas de qualidade e técnicas de producdo, o que garantiu ao
produto prestigio de alimento nobre (KOSIKOWSKY, 1970).

Posteriormente, durante a ldade Média, a Igreja Catdlica comegou a participar mais
ativamente da economia da Europa Ocidental, principalmente com a producdo de queijos
realizada em mosteiros. Os monges introduziram inovacgdes na fabricagdo do produto, sendo
responsaveis pelo desenvolvimento de muitos tipos de queijo comercializados atualmente
(KOSIKOWSKY, 1970).

Ja no Brasil, a producéo de queijos foi introduzida pelos imigrantes portugueses, no periodo
colonial, com o queijo tipo “Serra da Estrela”, e posteriormente sofreu adaptagdes devido as
condi¢es ambientais de cada regido, criando-se o queijo fresco (BORELLI et al., 2006;
LIMA et al., 2009). Este é um dos principais derivados do leite no pais, e €, em sua maioria,
produzido de forma artesanal por pequenos produtores (SALOTTI et al., 2006). No processo
de fabricagdo do queijo, enzimas de coagulacdo desestabilizam micelas de caseina do leite, e
essas sdo retidas nas proteinas da coalhada, a qual € usada para a fabricagdo do queijo. Além
disso, proteinas menores, hidrossoluveis, sdo expelidas para a fase aquosa, o soro de leite
(CHROMIK et al., 2010).

Desde 2002, o queijo artesanal tem uma legislacdo especifica que regulamenta a sua producéo
no Estado de Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2002) e posteriormente, em 2008, sua
producdo foi reconhecida como patrimonio imaterial Instituto do Patrimonio Historico e
Acrtistico Nacional (IPHAN). No Estado de S&o Paulo, a lei 10.507, de 2000 (BRASIL, 2000),
estabelece normas para a elaboracdo do queijo tipo Minas frescal e sua comercializacdo e a
Instrucdo Normativa 16/2015 do MAPA (BRASIL, 2015), estabelece as normas especificas
de inspecdo e a fiscalizacdo sanitaria de produtos de origem animal em todo o territorio
nacional, referente as agroindUstrias de pequeno porte.

Devido ao fato de os queijos terem grande significado social, econémico e cultural, e serem
tradicionalmente feitos a partir de leite cru, as questdes relacionadas com a sua seguranca,
qualidade e proveniéncia sdo preocupantes e visam a protecdo dos produtores e consumidores.
Os alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de serem
contaminados pelo uso de matérias-primas de fontes ndo seguras, utensilios mal higienizados
ou contaminados (DUARTE et al.,, 2005; LEITE et al., 2005). Além disso, a falta de
informacdo e de treinamento das pessoas que fabricam e manuseiam tais alimentos pode
acarretar em contaminacdo por diversos microrganismos, comprometendo a qualidade e a
seguranca da salude do consumidor. Por esse motivo, as praticas higiénicas devem ser
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observadas com rigor, para prevenir uma possivel contamina¢do do produto. Ademais, 0
gueijo ndo maturado é um produto perecivel e deve ser consumido rapidamente, apds curta
estocagem e em ambiente refrigerado (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001; FEITOSA et al., 2003;
SALOTTI et al., 2006; ROCHA; BURITI; SAAD, 2006), caso contrario pode ndo ser seguro
para o0 consumidor.

Assim, tratando-se de seguranca e qualidade de queijos, é importante que o controle de
qualidade comece desde a obtencdo do leite e envolva todas as etapas de producdo, até o
produto final. Falha em qualquer fase do processo podera resultar em contaminacdo do
alimento, que, mesmo apresentando aparéncia, gosto, consisténcia e aroma normais, pode
veicular diversos microrganismos patogénicos. Dependendo do microrganismo, 0s primeiros
sintomas sdo evidenciados nas primeiras 36h apds o consumo do alimento contaminado
(OKURA, 2005). Em paises industrializados, o leite e os produtos lacteos estdo envolvidos
em 2 a 6% de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTAS) relacionados a ingestdo de
alimentos (CLAEYSetal., 2013).

Sdo importantes causas de DTAS e transmissdo de zoonoses 0s contaminantes de origem
exogena, incluidos os microrganismos como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Brucella abortus, Staphylococcus aureus, entre outros. Portanto, a grande
preocupacdo € impedir que esses microrganismos estejam associados a matéria-prima e se
multipliguem no alimento (GERMANO; GERMANO, 2008).

Em Minas Gerais, por exemplo, estado com alta producéo de queijos elaborados a partir de
leite cru no pais, Menezes et al. (2009) pesquisaram a qualidade microbiolégica deste
alimento. Das amostras analisadas, 57% estavam acima dos limites microbioldgicos exigidos
pela legislagdo em um ou mais parametros. PopulacGes inaceitaveis de Staphylococcus
coagulase-positivos e coagulase-negativos foram registradas em 42,5% e 51,7% das amostras,
respectivamente. Segundo os autores, essa condicdo é indesejavel, uma vez que o queijo
Minas tipo Minas frescal ndo passa por tratamento que vise eliminar esses microrganismos
nocivos a saude publica.

Dessa forma, o queijo tipo Minas frescal constitui-se em risco para a saude publica e necessita
ter sua qualidade microbioldgica atestada, principalmente no que diz respeito a pesquisa de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas prejudiciais a saide humana (FERNANDES et
al., 2006).

2.2. Bactérias Gram-negativas veiculadas por leite e derivados
2.2.1. Escherichia coli

No Brasil, tem-se evidenciado a presenca de microrganismos patogénicos em queijos
produzidos a partir de leite cru, sendo amplamente reconhecida a presenca de coliformes
termotolerantes no produto em varios estudos realizados em diferentes locais, como em Pocos
de Caldas, MG, por Almeida Filho e Nader Filho (2002), em cidades do interior do Parana,
por Kottwitz e Guimarées (2003), na cidade do Rio de Janeiro, por Barros et al. (2004), em
Trés Passos, MG, por Almeida e Franco (2003), e no Estado de Goias, por Campos et al.
(2006). Esses estudos mostraram a presenca de coliformes nos alimentos, porém nenhum
deles aprofundou suas pesquisas em busca de isolados de E. coli potencialmente patogénicas e
no estudo epidemioldgico desses microrganismos.

A presenga de E. coli nos alimentos em quantidades elevadas é utilizada para indicar a
possibilidade de contaminacdo fecal e a presenca de outras bactérias enteropatogénicas.
Entretanto, alguns grupos de E. coli sdo patogénicos e podem ser transmitidos por alimentos.
Assim, mesmo em quantidades reduzidas, podem tornar-se significativas, em especial quando
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as condigdes do meio no qual se encontram permitem sua multiplicacdo (FRANCO;
LANDGRAF, 2002), como acontece com o leite e seus derivados.

No mundo, alguns surtos de E. coli diarrreiogénicas foram descritos pelo consumo de leite ou
derivados cru. Liptakova et al. (2004) relataram um surto de colite hemorragica ou sindrome
hemolitica urémica causada por E. coli O157, que se encontrava em leite ndo pasteurizado
consumido por uma familia na Eslovaquia. Galia et al. (2015) descreveram um surto por E.
coli O26:H11 proveniente de queijos elaborados a partir de leite cru na Franca, e Ombarak et
al. (2016) relataram uma alta prevaléncia de amostras de E. coli patogénicas em leite e queijo
cru em alguns paises como no Egito. Além disso, foram descritos estudos em paises como
Canada (HONISH et al., 2005), Estados Unidos (WILLIAM, 2011) e Escocia (STRACHAN
et al., 2006), também com leite e derivados. Um estudo prévio feito com 50 queijos
produzidos a partir de leite nao pasteurizado no Meio Oeste do Brasil detectou 96% das
amostras contaminadas com E. coli (PANETO et al., 2007).

E. coli associadas a infecgdo intestinal e causadoras de diarreia em humanos sdo conhecidas
como E. coli diarreiogénicas e sdo classificadas em seis classes: E. coli enteropatogénica
classica (EPEC), subdividida em EPEC tipicas e atipicas (tEPEC e aEPEC), shigatoxigénica
(STEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e
Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) (KAPER et al., 2004).

Os diferentes grupos de E. coli diarreiogénicas podem estar presentes em derivados de leite,
como reportado no México por Canizalez-Roman et al. (2013). De um total de 669 produtos
de laticinios analisados, detectou-se 2,84% de E. coli diarreiogénicas e, entre essas, 68,42%
EPEC, 10,52% EAEC, 15,78% STEC e 5,26% ETEC.

Sabe-se que a dose infectante de STEC é de 10 UFC em pessoas susceptiveis (SCHMID -
HEMPEL; FRANK, 2007), entdo, para um queijo ser seguro a saude humana, nenhuma STEC
deve estar presente. Por isso ha tamanha importancia no controle de STEC, ndo somente na
producéo de leite como também em todos as etapas de fabricacdo do queijo.

Outros dois grupos em destaques sdo EPEC e EAEC, que em Séo Paulo, séo as categorias de
E. coli mais comumente associadas a diarreia infantil (ARAUJO et al., 2007). Apesar disso,
ainda existem poucos estudos com o subgrupo aEPEC (BORGES et al., 2012; STELLA et al.,
2012), sendo assim fazem-se necessarias mais pesquisas com o objetivo de detectar estes
patotipos em alimentos.

Além disso, existem as E. coli patogénicas extraintestinais (EXPEC), cuja denominagdo mais
frequentemente empregada se refere ao seu sitio de isolamento e ndo as caracteristicas que
definem um pat6tipo, particularmente com relagdo ao conjunto de fatores de viruléncia que
possuem. Dessa forma, as amostras isoladas de infecgdes urinarias sao conhecidas como
UPEC (E. coli Uropatogénica) e aquelas isoladas de pacientes com meningite como MNEC
(E. coli associada a meningite neonatal) (SANTOS et al., 2009). As infecgoes extraintestinais
podem acometer o trato urinario, o sistema nervoso central, o sistema circulatorio e o sistema
respiratorio (RUSSO; JOHNSON, 2000). Sabe-se que isolados de um determinado sitio
podem causar infec¢des em outros sitios do hospedeiro e até mesmo em hospedeiros diversos.
Devido a tais incongruéncias, os autores Russo e Johnson (2000) propuseram a denominagao
de EXPEC, visando englobar todas as amostras de E. coli isoladas de infecc¢des extra-
intestinais, independentemente do hospedeiro e do sitio de isolamento.

A infecc¢ao por EXPEC nao ocorre de forma epidémica, mas sim de forma discreta, causando
somente um leve comprometimento do hospedeiro. Devido a isso, ndo ha tantas notificagbes
deste grupo (JOHNSON; RUSSO, 2002). Entretanto, cepas de EXPEC ja foram isoladas de
produtos alimenticios, principalmente de alimentos de origem animal, indicando que tais
bactérias constituem uma classe de patégenos alimentares em potencial (SMITH et al., 2007).
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Anélises de grupos filogenéticas de E. coli mostraram que os isolados pertenciam a quatro
principais grupos: A, B1, B2 e D (SELANDER et al., 1987; HERZER et al., 1990). As
amostras extraintestinais com fatores de viruléncia pertencem principalmente ao grupo B2 e
em menor quantidade ao grupo D (BINGEN et al., 1998; BOYD; HARTL, 1998; PICARD et
al., 1999; JOHNSON; STELL, 2000), enquanto a grande maioria das comensais pertencem ao
grupo A. Escherichia coli pertencentes ao grupo D, e em sua maioria ao grupo B2, tem sido
relacionadas com doencas extraintestinais, e as comensais e as causadoras de doenca diarreica
sdo membros do grupo A, Bl, e D (LECOINTRE et al., 1998; GIRARDEAU et al., 2005;
REGUA-MANGIA et al., 2009). Essa andlise mostra, ainda, a origem da contaminacéo fecal,
como por exemplo bovinos, humanos, suinos, entre outros (CARLOS et al., 2010).

Ademais, a identificacdo do sorogrupo ao qual pertencem os isolados de E.coli tem
importéncia pois alguns ocasionam doencas em humanos. Por exemplo, Paneto et al. (2007)
encontraram 0s sorogrupos 0125, 0111, 055 e O119 em 14% de amostras de queijos
elaborados com leite cru. Tais sorogrupos foram relatados como envolvidos em doengas
humanas (KAPER et al., 2004).

Além do conhecimento do grupo filogenético e do sorogrupo das E. coli, é de suma
importéncia, a pesquisa da sua resisténcia a antimicrobianos. Alimentos de origem animal
servem como fonte de patdgenos resistentes a antimicrobianos que podem, direta ou
indiretamente, resultar em infeccbes por microrganismos resistentes em humanos
(BARBOSA; JORGE; UENO; 2007). No Estado do Parana, Brasil, por exemplo, 260
amostras de leite pasteurizado foram coletadas em diferentes estabelecimentos comerciais e
foram encontrados 47 isolados de E. coli, com altos niveis de resisténcia a agentes
antimicrobianos como ampicilina (19,2%), cefalotina (18,9%) e tetraciclina (17,1%)
(ZANELLA et al., 2010). Um outro estudo, também no Brasil, mostrou que os grupos beta-
lactamicos sao os antimicrobianos mais usados no tratamento para infec¢des em gado leiteiro,
representando 38,22% do total de todos os antibioticos, seguidos pelos aminoglicosideos
(25,19%) e pela tetraciclina (15,41%) (NETTO et al., 2005).

Uma pesquisa que abordou o estudo de frangos e suinos, suas respectivas carnes, humanos
sadios e pacientes com infecgdes no trato urinario (ITU) mostrou que os isolados de E. coli
foram resistentes a ampicilina, estreptomicina e tetraciclina e que a resisténcia dos isolados
provenientes de pacientes com ITU foi similar a daqueles isolados de diferentes tipos de carne
e dos animais. Tais resultados indicaram que os alimentos e os animais constituem uma fonte
de patogenos resistentes para 0s pacientes com ITU e para a comunidade em geral
(JAKOBSEN etal., 2010).

Além disso, estudos epidemioldgicos tém sido utilizados para estabelecer a origem das
contaminacdes dos alimentos, utilizando técnicas de tipagem bacterioldgica, pelas quais
estabelecem-se relacBes genéticas entre isolados de diferentes pontos da cadeia produtiva de
alimento, animais, manipuladores, equipamentos, entre outros (FOXMAN; RILEY, 2001).
Origens clonais comuns entre isolados bacterianos de animais e seres humanos podem
identificar animais como fontes de infeccdo de diferentes patdgenos. Para isso, uma técnica
que pode ser empregada no estudo de clones € a realizacdo da macrorrestricio do DNA,
seguida pela passagem em gel de agarose por eletroforese em campo pulsado (pulsed field gel
electrophoresis - PFGE). Essa técnica é altamente reprodutivel, e seu desempenho é igual ou
superior ao de outras técnicas disponiveis, sendo aplicada com éxito por um grande nimero
de pesquisadores, principalmente para a tipagem de E. coli, sendo esta técnica a mais indicada
para este microrganismo (BIDET et al., 2005).

N&o obstante, atualmente outros métodos moleculares também tém sido empregados para a
tipagem de E. coli, dentre eles o “Multilocus Sequence Typing” (MLST). Esta técnica baseia-
se no sequenciamento de alguns genes essenciais ao funcionamento da célula, com baixa taxa
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de mutacdo, chamados genes housekeeping. Apos o sequenciamento dos isolados bacterianos
de interesse, as sequéncias desses genes sdo alinhadas a demais sequéncias depositadas em
um banco de dados. Para cada gene “housekeeping”, sequéncias diferentes de cada estirpe
bacteriana sdo consideradas alelos distintos e recebem arbitrariamente um nimero para
identificacdo daquele alelo. O conjunto de alelos de cada amostra bacteriana da origem ao
perfil alélico ou sequence typing (ST), que € utilizado para andlises filogenéticas de patégenos
bacterianos. Tal técnica possibilita a andlise comparativa da diversidade genética de bactérias
isoladas em diferentes partes do mundo. (MAIDEN et al., 1998; URWIN; MAIDEN, 2003).

2.3. Bactérias Gram-positivos veiculadas por leite e derivados
2.3.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é ubiqua, prevalente em ambientes naturais, e é transmitida na cadeia
alimentar de animais e seres humanos, podendo causar morte (JANA et al., 2014). Essa
capacidade de ser ubiqua relaciona-se, com a sua capacidade de se multiplicar sob uma ampla
faixa de temperatura e sob estresse, tais como pH baixo e alta concentracdo de sal
(INDRAWATTANA; NIBADDHASOBON, 2011). Listeria monocytogenes é portadora de
genes de viruléncia, como da fosfolipase (gene plcA), de hemolisina (gene hly) e gene da
invasdo a proteina celular (iap) (RANTSIOU et al., 2012).

Um trabalho sobre a ecologia de Listeria spp. levou os autores a proporem que este
microrganismo estd amplamente distribuido na natureza e que o solo é um habitat importante
para persisténcia deste género bacteriano no mundo (LINKE et al., 2014). Por estar
amplamente distribuida no ambiente, L. monocytogenes foi descrita sendo veiculada por
diferentes alimentos, destacando-se os produtos lacteos, leite cru ou pasteurizado, sorvetes e
queijos (GERMANO; GERMANO, 2008), podendo resistir até mesmo a pasteurizacdo do
leite (QUINN et al., 2005).

Listeria monocytogenes € um dos principais patogenos envolvidos em surtos pela ingestédo de
leite e produtos lacteos (KOUSTA et al., 2010). Segundo Silva et al. (2010) L. monocytogenes
€ um dos microrganismos que € patogénico e psicrotréfico. Além disso, em numero elevado
sao responsaveis pela redugao da vida de prateleira dos alimentos refrigerados, por
constituirem grupos deterioradores (BARTOLOMEU et al., 2011). Normalmente, estao
amplamente difundidos na natureza e se multiplicam em alimentos conservados sob
refrigeragao (0-7°C), no prazo de 7 a 10 dias, mas apresentam temperatura 6tima em torno de
20°C (SILVAcetal., 2010).

A listeriose ¢ uma doenga que acomete principalmente idosos, recém-nascidos, gestantes e
pessoas imunocomprometidas (FRECE et al., 2010). Os principais sintomas podem variar
desde uma gripe a gastrenterite, meningite, encefalite e até mesmo septicemia (este
microorganismo, na sua forma invasiva, atravessa a barreira intestinal, podendo alcancar
diversos 6rgaos) e, em mulheres gravidas infectadas no segundo ou terceiro més de gestagao
pode causar aborto, nascimento prematuro ou nascimento do bebé ja morto (FORSYTHE,
2010).

Em todo o mundo, 261 casos clinicos e 18 mortes foram causadas por surtos de listeriose
associada ao consumo de leite cru ou queijo de leite cru de 2000 a 2010 (HALL; FRENCH,
2011).

Destes 2500 casos graves de listeriose relatados nos Estados Unidos anualmente,
aproximadamente 500 evoluiram para 6bito (a letalidade pode chegar a 40% em pessoas com
mais de 50 anos) (GERMANO; GERMANO, 2008). Nos casos de meningites, essa taxa pode
atingir 70%, em quadros de septicemia 50% e, em infec¢des neonatais a letalidade pode ser
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superior a 80%. Além disso, as gestantes devem ter cuidado com a ingestdo de certos
alimentos, pois, nesta situacdo, a listeriose pode causar sintomas brandos, como os de uma
gripe, porém o feto pode ser infectado pela via placentéria, podendo ocorrer morte fetal e
aborto. A taxa de letalidade em lactentes, associada a esse tipo de infeccdo, € de cerca de
60%. Assim, a listeriose deixou de ser uma doenca de pouca importancia e passou a ser
causa de grande preocupacdo tanto para as autoridades da salude quanto para a indUstria
alimenticia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Alem de L. monocytogenes, ha relatos de
algumas infecgdes humanas ocasionais causadas por L. innocua (PERRIN et al., 2003), L.
seeligeri (ROCOURT et al., 1986) e L. ivanovii (GUILLET et al., 2010).

No Brasil, Delgado da Silva et al. (1998) encontraram genes de L. monocytogenes em 7 de 17
(41%) das amostras de queijos Minas frescal elaborados a partir de leite cru e também em 1
de 33 (3%) de queijos Minas frescal elaborados a partir de leite pasteurizado. Outra pesquisa
mostrou a presenca de L. monocytogenes em 10% das amostras de queijo Minas frescal de
uma das dez marcas testadas, e nenhuma positividade foi encontrada nas 50 amostras de leite
avaliadas (BRITO et al., 2008). Apesar da baixa prevaléncia, este importante patégeno pode
encontrar-se presente nos alimentos de origem animal.

O Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Sao Paulo orienta que a ocorréncia de
surtos de listeriose requer a notificagdo imediata as autoridades de vigilancia epidemioléogica
municipal, regional ou central, dentre outras medidas que devem ser aplicadas (Secretaria de
Estado da Saude de Sao Paulo, 2003). Nd&o ha muitos relatos de surtos envolvendo L.
monocytogenes, 0 que pode estar relacionado a falta de diagndstico ou a falta de notificacao
as autoridades.

Em 2009, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) elaborou a
Instrucdo Normativa N° 9, de 9 de abril, que visa a aplicacdo dos procedimentos de controle
de L. monocytogenes em produtos prontos para o consumo (BRASIL, 2009), o que mostra a
importancia do estudo deste patdgeno em queijos produzidos a partir de leite cru.

2.3.2. Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. podem estar associados a intoxicacdo alimentar pela ingestdo de
diferentes alimentos (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Leite cru e derivados lacteos,
como queijos, sao os alimentos mais associados a casos e surtos de intoxicacao alimentar
estafilococica (CENCI-GOGA et al., 2003). Tais quadros de intoxicacao alimentar estao
associados a ingestdo de alimentos que foram extensamente manipulados durante ou apés o
seu preparo e que, além disso, foram acondicionados em temperaturas inadequadas,
favorecendo assim a multiplicagdo do microrganismo e a producdo de enterotoxinas (de
SANTANA et al., 2010).

Os principais sintomas da intoxicacao estafilococica sdo nauseas, vomitos, colicas
abdominais, diarreia, sudorese, dores de cabeca e, em alguns casos, quadros febris ou de
hipotermia. Em uma compilacdo realizada com pacientes acometidos por intoxicagao
estafilococica, observou-se que o sintoma mais recorrente foi vomito (82%), seguido de
nausea (74%), diarreia aquosa (68%) e dores abdominais (64%) (SEO; BOHACH, 2007). O
periodo de incubagao varia de 30 min a 8h, sendo em média de 2 h apods a ingestao do
alimento contaminado, com cura espontanea apés 24h (DINGES et al., 2000; LE LOIR;
BARON; GAUTIER,, 2003). A taxa de letalidade ¢ muito baixa, sendo mais preocupante
quando ha o acometimento de individuos idosos e criangas, devido a possivel ocorréncia de
quadros de desidratacdo severa (BALABAN; RASOOLY, 2000).

De maneira geral, a intoxicagao alimentar estafilococica é considerada uma doenga
subnotificada. Devido ao carater autolimitante da doenga, que provoca sintomatologia branda
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e de curta duragdo, 0s casos e surtos desse tipo de intoxicagao raramente levam as pessoas
envolvidas a procurarem tratamento clinico, fazendo com que o indice de hospitalizagio, e
consequente notificacao, seja relativamente baixo. No Brasil, os dados oficiais sao ainda mais
limitados, pois, além de ser considerada uma doenca de notificacdo ndo compulsoria, estudos
gue determinam a incidéncia dos variados tipos de enterotoxinas e o carater endémico e/ou
epidémico da doenca ainda sao considerados escassos em algumas regioes do pais. Além
disso, o frequente erro de diagnoéstico dos profissionais de saade, equivocos na coleta das
amostras para testes laboratoriais e as investigagoes epidemiologicas inadequadas ou
inconclusivas acabam por agravar este panorama (DIAS et al., 2011).

2.3.2.1. Staphylococcus aureus

Os produtos derivados de leite cru podem conter uma alta percentagem de contaminagao com
Staphylococcus aureus (CREMONESI et al., 2007; ROSENGREN et al., 2010). No Brasil,
em 1999, houve um surto de intoxicagdo alimentar por S. aureus envolvendo 50 pessoas pela
ingestdo de queijo tipo Minas contaminado (do CARMO et al., 2002). Também, na Suica, em
2014, foi relatado um surto de intoxicacdo alimentar por S. aureus envolvendo 14 pessoas
(JOHLER et al., 2015). Na Franca, entre 2006 e 2009, 3.127 surtos de intoxicagao alimentar
foram reportados as autoridades sanitarias, com acometimento de 33.404 pessoas, dentre as
quais 15 foram a obito. S. aureus foi 0 segundo agente mais prevalente nesses surtos (16%),
ficando atras somente de Salmonella spp.. No entanto, S. aureus foi considerado o agente
mais frequentemente associado aos casos suspeitos e nao confirmados de intoxicacao
alimentar (37,9%). Nesse mesmo estudo, em 2009, as enterotoxinas estafilococicas foram
mais frequentemente associadas a ocorréncia de 1.255 surtos de intoxicacdo alimentar
(DELMAS et al., 2010). Em ambos os relatos, os locais de origem dos surtos de intoxicacao
estafilococica foram predominantemente ambiente familiar e estabelecimentos comerciais,
enquanto os alimentos mais associados foram refeigdes prontas para o consumo e derivados
lacteos.

A presenca de S. aureus em queijos produzidos a partir de leite cru € uma preocupacédo de
seguranga microbiolégica somente quando em populacdo maior do que 102 UFC/g elou
guando produz enterotoxinas. As enterotoxinas estafilococicas sdo reconhecidas como agentes
de intoxicacdo alimentar e podem estar envolvidas em outros tipos de infecgdes com sequelas
de choque em seres humanos e animais. S80 nove principais tipos de enterotoxinas
estafilocdcicas, sendo que as cinco classicas sdo sea, seb, sec, sed, see e as outras quatro seg,
seh, sei e sej. A sec ainda é subdividida em trés subclasses secl, sec2 e sec3, com base em
seus pontos isoelétricos (ROSEC; GIGAUD, 2002). Entre as toxinas, sed foi a Unica
encontrada em isolados de S. aureus de queijos feta e Galotti, ambos produzidos a partir de
leite cru de ovinos (PEXARA etal., 2012).

Uma investigacao epidemiologica demonstrou, com o auxilio de técnicas moleculares, a
primeira ocorréncia de um surto alimentar causado pela enterotoxina E, veiculada através de
queijos produzidos com leite cru (OSTYN et al., 2010). Um surto alimentar de proporgdes
muito elevadas ocorreu na cidade de Osaka, no Japao, em 2000, com acometimento de 13.420
pessoas, devido ao consumo de leite em p6 contaminado com pequenas quantidades de sea e
seh (ASAO et al., 2003; IKEDA et al., 2005). No Paraguai, um surto de intoxicagao alimentar
causado pela ingestao de leite UAT recontaminado, ap6s 0 processamento térmico, com S.
aureus produtor de sec e sed foi divulgado abrangendo trés cidades distintas e afetando mais
de 400 pessoas. Neste surto, foi possivel verificar a similaridade genética, a capacidade de
produgao de enterotoxinas in vitro e a presenca dos genes correspondentes nos isolados de S.
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aureus obtidos dos individuos acometidos pela intoxicacdo, do alimento incriminado e do
funcionario responsavel pela origem do surto (WEILER et al., 2011).

2.3.2.2. Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS)

Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) representam risco a saude publica, pois 0
uso indiscriminado da meticilina proporcionou a emergéncia de estirpes resistentes a recém-
sintetizada penicilina beta-lactamase precursora do grupo da meticilina e oxacilina. A espécie
MRS mais citada é o Staphylococcus aureus (MRSA). A deteccdo da MRS em unidades
veterinarias de diferentes paises (VAN DUIJKEREN et al., 2004; WEESE et al., 2004) e a
probabilidade de transmissdo entre os animais e o ser humano (JUHA'SZ-KASZANYITZKY
et al., 2007) demonstraram a importancia de monitorar tais microrganismos e o seu nivel de
resisténcia antimicrobiana.

Embora as linhagens de MRSA ndo sejam comumente relatadas em animais, sua
presenca tem sido reportada (RICH et al., 2005). De 90 isolados de S. aureus presentes no
leite obtido de animais com casos de mastite bovina, 41 apresentaram 0 gene mMecA,
evidenciando a potencial resisténcia a meticilina e, dentre os isolados positivos, 21
apresentaram de fato resisténcia a meticilina no teste de sensibilidade in vitro (GUIMARAES,
2011). A presenca desta espécie bacteriana em animais pode ser fonte de contaminacdo do
leite e de seus derivados.

Isolados MRSA obtidos de varios tipos de alimentos, incluindo carne de suinos, bem como no
leite bovino e queijo (NORMANNO et al., 2007; PEREIRA et al., 2009.; PU et al., 2009).
Normanno et al. (2007), por exemplo, obtiveram 166 isolados de S.aureus enterotoxigénicos
de alimentos de origem animal (leite, queijos, carne e derivados de carne), e destes, seis
isolados de amostras de leite e queijos apresentaram o gene mecA. Lee (2003) também
encontrou 15 estirpes de S. aureus contendo o gene mecA, sendo a maioria isolada de leite. O
autor concluiu que alimentos de origem animal contaminados representam fonte de
contaminacdo para humano, e uma possivel transmissdo desses agentes pelos queijos é um
fato a ser considerado.

Outros pesquisadores também ressaltaram o risco da presenca de Staphylococcus resitentes a
meticilina para a sadde dos consumidores de leite e seus derivados (DIAS et al., 2011) ap06s
identificarem a presenga do gene mecA, especifico de MRS, em 11,0% das amostras de leite
analisadas. A importancia da presenca de MRS e MRSA em ambientes rurais e alimentos se
fundamenta na possivel infeccdo de consumidores e pessoas que entram em contato com
animais, que acabam se tornando fonte de infeccdo destes agentes patogénicos. Tal
importancia foi evidenciada no trabalho de Van Rijen et al. (2008), que sugeriu que
produtores que tém contato com suinos e bezerros tém grande risco de serem portadores de
MRSA.

Muitos métodos moleculares tém sidos empregados em investigacdes epidemioldgicas de
isolados de Staphylococcus spp. de bovinos e humanos. Dentre os marcadores moleculares
utilizados para analise de diversidade, o RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA) é uma técnica que pode fornecer resultados muito informativos acerca da diversidade
genética de microrganismos (WILLIAMS et al., 1990). Esta técnica é baseada no uso de
oligonucleotideos iniciadores de sequéncias curtas, geralmente de 10 bases, que sdo pareados
aleatoriamente no genoma, ndo necessitando do conhecimento prévio da sequéncia-alvo. A
regido compreendida entre dois oligonucleotideos iniciadores hibridizados ¢ amplificada
arbitrariamente, gerando diferentes tamanhos de fragmentos amplificados. O numero e a
localizacdo desses fragmentos variam de acordo com o genoma de cada organismo. Tais
fragmentos amplificados séo separados em gel de agarose por eletroforese, gerando um perfil
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genético caracteristico para cada isolado microbiano ou amostra analisada. Uma tnica
substituicdo de bases, inser¢oes ou dele¢oes pode alterar o pareamento do primer, tendo como
consequéncia padroes de bandas diferentes (POWER, 1996; TENOVER et al., 1997; OLIVE;
BEAN, 1999). Tal técnica é considerada rapida, de baixo custo e de facil execucdo, no
entanto, deve ser padronizada de forma a manter as mesmas caracteristicas em todas as
reacOes (ADZITEY etal., 2013).

O RAPD permanece sendo empregado em estudos de diversidade genética de plantas, animais
e, principalmente, de microrganismos, incluindo aqueles de origem alimentar e de risco a
salde publica (LAMARE; RAO, 2015; SAKALAR; ARMAN, 2015; EFTEKHAR; NOURI,
2015; ZEINALI et al, 2015). Este marcador ainda é considerado um dos mais
discriminatdrios quando comparados com outros, tais como ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) (LAMARE; RAO, 2015) e PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis) (GHAZI et al.,
2016). O RAPD também tem se mostrado discriminatorio na analise de diversidade genética
de isolados de Staphylococcus, inclusive MRS (REINOSO et al., 2004; IDIL; BILKAY,
2014).

A busca de MRS em diferentes pontos da obtencédo do leite e producao dos queijos tipo Minas
frescal elaborados em propriedades leiteiras e a analise da sua diversidade genética sdo
importantes para a elucidacdo da sua epidemiologia. Tais analises podem contribuir para a
tomada de iniciativas no controle desses patdgenos e a implantacdo de medidas visando evitar
sua disseminacao.

3. Consideracoes finais

Alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de serem contaminados
pelo uso de matérias-primas de fontes ndo seguras, utensilios mal higienizados ou
contaminados, além da falta de informacdo e de treinamento das pessoas que fabricam e
manuseiam tais alimentos. 1sso pode acarretar em contaminacao por diversos microrganismos,
comprometendo a qualidade e a seguranca da saide do consumidor. Por esse motivo, as
praticas higiénicas devem ser observadas com rigor, para prevenir uma possivel contaminacao
do produto. Assim, tratando-se de seguranca e qualidade de queijos, € importante que o
controle de qualidade comece desde a obtencdo do leite e envolva todas as etapas de
producdo, até o produto final. Falha em qualquer fase do processo poderad resultar em
contaminacdo do alimento, que, mesmo apresentando aparéncia, gosto, consisténcia e aroma
normais, pode veicular diversos microrganismos patogénicos.

Dessa forma, o queijo tipo Minas frescal constitui-se em risco para a satde publica e necessita
ter sua qualidade microbioldgica atestada, principalmente no que diz respeito a pesquisa de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas prejudiciais a saide humana.
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