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RESUMO

Esta tese € composta por trés artigos, que estdo divididos em capitulos. No primeiro capitulo foi
abordado as condi¢des gerais e adequacdes quanto as Boas Praticas de Fabrica¢do (BPF) de oito
queijarias artesanais de queijo de coalho, com o principal objetivo de investigar as
conformidades e ndo conformidades relativas a sua implementagdo. Para tanto, usou-se como
critério avaliativo um cheklist baseado na Resolu¢do — RDC n°® 275 da ANVISA/MS, onde os
resultados mostraram que das oito queijarias, apenas uma classificou-se como de baixo risco, ou
seja, com mais de 76% de adequacdes. As principais ndo conformidades foram: instalacoes,
controle de pragas e da dgua, higiene dos manipuladores, auséncia de tratamento térmico da
matéria prima e documentacio. O segundo capitulo relata os principais pontos de contaminagdo
do queijo de coalho em queijarias artesanais do Sertdo paraibano, avaliando a qualidade
higiénica do processamento através da quantificacdo de coliformes, mesdéfilos, Escherichia coli
e identificacdo de Staphylococcus spp. Em amostras de leite, queijos, swabs do tanque de
fabricacdo, mesa, forma e maos dos manipuladores, além da dgua utilizada na fabricacdo e
limpeza dos equipamentos, onde os resultados demonstraram que o leite cru de todas as
queijarias apresentaram alta contaminag¢ao microbioldgica, estando em desacordo com a IN 62
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. A superficie da mesa, tanque, forma e
maos dos manipuladores também apresentaram altas contagens para todos os micro-organismos.
No queijo detectou-se coliformes a 30° C, termotolerantes e E. coli. As contagens de
Staphylococcus spp. apresentaram acima de 1,3 x 10°UFC/g, podendo favorecer a producio de
enterotoxinas sob condi¢des adequadas e os principais agentes isolados nas amostras foram S.
aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis. O leite apresentou S. aureus em todas
as queijarias, porem, no queijo houve predominio de espécies coagulase negativa, sendo
também encontradas nos utensilios e maos dos manipuladores. O terceiro capitulo aborda a
identificacdo dos genes FemA, Coa com sequenciamento das amostras positivas para esse gene
e de enterotoxinas cldssicas nas 51 cepas de Staphylococcus spp isoladas a partir de amostras de
leite, queijo de coalho e utensilios obtidas em trés queijarias artesanais. De acordo com a
identificacdo das espécies, das 51 cepas obtidas, 16 foram identificadas como S. aureus, porém,
todas as amostras de Staphylococcus spp. foram submetidas a técnica de PCR para presenga do
gene femA e coa, onde houve amplificacio do gene femA em 40 amostras e apenas 20 amostras,
cujos tamanhos variaram de aproximadamente 500 a 900 pb. Na pesquisa das enterotoxinas,
nenhum dos isolados analisados possuia os genes sec e see. Houve apenas a amplificacdo para o
gene sea e seb em uma mesma amostra e sed em outra. As amostras positivas para o gene Coa
foram submetidas ao Blast e exibiram grande homologia com sequencias codificadoras do gene
da estafilocoagulase de S. aureus depositadas no NCBI. Foi construida uma éarvore filogenética

baseada nas sequencias, onde foi apresentada a relacio entre as amostras. As cepas oriundas do
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leite, queijo, mdos dos manipuladores da queijaria A apresentaram bastante similaridade,
sugerindo que o leite cru e as mios contribuiram para a contaminacdo do queijo. O mesmo
ocorreu com as amostras das mios e tanque da queijaria C. Este estudo mostrou que a
identificacdo genotipica de Staphylococcus spp. pode ser feita pela amplificacdo do gene femA e
do gene Coa, com apresentacio de grande polimorfismo genético. A identificacdo do gene para
enterotoxinas mostrou-se Util para avaliar um possivel perfil dos S. aureus e o sequenciamento
confirmou os pontos de contaminag@o bacteriana no processamento de fabricacdo do queijo de

coalho.

Palavras chaves: Controle de qualidade; Derivado Lécteo; Lista de verificacdo;

Staphylococcus aureus; Coagulase; PCR; Sequenciamento.



ABSTRACT

This thesis is composed by three articles which are divided into chapters. On the first chapter, it
was discussed the general conditions and adequacies regarding the Good Manufacturing
Practices (GMP) of eight artisanal curdled cheese factories and which the main objective was to
investigate the conformities and non-conformities related to its implementation. Therefore, it
was used, as evaluation criteria, a checklist based on the resolution — RDC number 275 of
ANVISA/MS, and the results showed that from the eight evaluated cheese factories, only one
was classified as low risk, that is with more than 76% of adequacies. The main non-conformities
were: facilities, water and plague control, handlers’ hygiene, lack of thermal treatment of raw
material and documents. The second chapter reports the main contamination spots of curdled
cheese in artisanal cheese factories in the sertdo of Paraiba, evaluating the hygienic quality of
processing through the quantification of coliforms, mesophilic, Escherichia coli and
identification of Staphylococcus spp. In milk samples, cheese, swabs from the fabrication tank,
table, mold and handlers’ hands, and also on water used in the fabrication and cleaning of the
equipment, the results showed that the raw milk from all the cheese factories was highly
contaminated with microorganisms, therefore being in discordance with the Normative
Instruction (IN) 62 of the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply. The surface of
the table, mold and handlers’ hands also showed high rate of all microorganisms. On the cheese,
it was detected thermotolerant coliforms at 30° C as well as E. coli. The counts for
Staphylococcus spp. showed more than 1,3 x 10°UFC/g, which favors the production of
enterotoxins under adequate conditions and the main isolated agents on the samples were S.
aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis. The milk indicated S. aureus in all
cheese factories. However, on the cheese there was a predominance of coagulase-negative
specimens, which were also found in utensils and handlers’ hands. The third chapter discusses
the identification of FemA, Coa genes, with sequencing of positive samples for this gene as well
as the classical enterotoxins on the 51 strains of Staphylococcus spp isolated from milk samples,
curdled cheese and utensils from three artisanal cheese factories. According to the identification
of the specimens, of the 51 obtained strains, 16 were identified as S. aureus. However, all
Staphylococcus spp. samples were submitted to PCR technique to detect the presence of femA
and coa gene, where there was amplification of the femA gene in 40 samples and only in 20
samples the size varied from approximately 500 to 900 pb. In the research of the enterotoxins,
none of the analyzed which were isolated had the sec and see genes. There was only the
amplification for the sea and seb gene on the same sample and for the sed gene in another. The
samples which were positive for the Coa gene were submitted to Blast and showed great
equivalence with coding sequences of the Staphylococci coagulase of S. aureus stored in

NCBI. A phylogenetic tree was built based on the sequences which presented relation with



samples. The strains originated from milk, cheese, handlers’ hands showed great similarity,
suggesting that the raw milk and the hands contributed for the cheese contamination. The same
situation occurred with the samples from hands and from tank of cheese factory C. This study
showed that the genotypic identification of Staphylococcus spp. can be done by the
amplification of femA and Coa genes, with abundant genetic polymorphism. The identification
of the gene for enterotoxins resulted to be useful to evaluate a possible S. aureus profile and the
sequencing confirmed the bacterial contamination spots in the processing of curdled cheese

fabrication.

Key-words: Quality control; Derived milk; Checklist; Staphylococcus aureus; Coagulase;

PCR; Sequencing.
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INTRODUCAO

Uma das mais importantes atividades da fabricacdo de produtos licteos em vérios
estados da Regido Nordeste do Brasil, para os pequenos e médios produtores rurais, é a
fabricacdo de queijo de coalho. Essa producdo é comprovadamente incorporada a cultura
regional de tradi¢@o secular, transferida através de geracdes e que apresenta um amplo mercado
consumidor e uma grande importincia sécio-econdmica, com expressiva participacdo na fonte
de renda e geragcdo de emprego local (CAVALCANTE et al., 2004; SEBRAE, 2008), sendo este
considerado como um patrimdnio da populagdo nordestina, despertando o interesse dos agentes
promotores do desenvolvimento, dos produtores, de instituicdes publicas e privadas de gestores
publicos (MENEZES, 2011).

A quantificacdo da producdo artesanal ndo consta em estatisticas oficiais. No entanto,
sabe-se da existéncia de numerosas unidades de producdo caseira e de fazendas produtoras
(NASSU et al, 2003). Esses mesmos autores relatam que a diversificagdo da manufatura do
queijo de coalho pode ser constatada na produgdo de varios fabricantes, além do processamento
desse queijo ndo estar bem definido, o que leva a falta de padronizagao.

O SEBRAE (Servigo Brasileiro de Assisténcia a Empresa) da Paraiba, em 2008
identificou em pesquisa que na regido do Sertdo da Paraiba o segmento das queijarias encontra-
se em sua maior parte em completa informalidade (93,3%). O processo produtivo é fortemente
artesanal em 67,8% dos estabelecimentos e neste universo, 76,7% delas nao pasteurizam o leite.
E importante frisar que, tendo passado todos esses anos, a situagio continua praticamente a
mesma, ou seja, muitas queijarias continuam na informalidade.

Muitas vezes a producdo desses queijos artesanais € feita por pequenos pecuaristas,
principalmente da zona rural nordestina, e representa importante papel no desenvolvimento da
agricultura familiar local. Essa producdo artesanal em geral ocorre sob condigdes higi€nico-
sanitdrias e estruturais precdrias, sendo a qualidade do queijo produzido objeto de preocupagdo
de autoridades sanitdrias, podendo representar perigo a saide do consumidor (CAVALCANTE,
2005).

A fabricacio de queijo de coalho artesanal ndo conta com tecnologia apropriada para a
melhoria de sua qualidade, nem tampouco qualquer padroniza¢do do processo de elaboracdo ou
fiscalizacdo pelos 6rgdos reguladores. O que se observa em parte da regido Nordeste € que
quando uma usina beneficiadora rejeita o leite de produtores, estes recorrem as queijarias
artesanais para venderem sua producdo, principalmente por grande parte desses
estabelecimentos ndo realizar processo de tratamento térmico, bem como ndo ter um devido
controle de qualidade do leite. Porém, cuidados sdo necessarios para que este seja produzido e

consumido dentro dos padrdes de qualidade.
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De acordo com a Instru¢do Normativa (IN) n° 30, de 26 de junho de 2001, o queijo de
Coalho € um produto de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida, obtida por
coagulacdo do leite por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou nio pela acdo de bactérias lacteas selecionadas e comercializado
normalmente com até 10 dias de fabricacdo (BRASIL, 2001).

O leite e seus derivados podem abrigar uma variedade de micro-organismos, entre eles
patogenos causadores de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) e a ocorréncia dessas
enfermidades deve-se as seguintes razdes: consumo de leite in natura, consumo de queijos
produzidos a partir de leite cru, ndo eliminacdo de toxinas de micro-organismos produzidas
durante a pasteurizacdo e contaminacao do leite pds-pasteurizacdo, pela presenca de biofilmes
em utensilios e equipamentos de laticinios (OLIVER et al., 2005).

Como forma de prevenir e/ou controlar a incidéncia de DTA’s, medidas preventivas
como a implantacdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) podem ser introduzidas nas linhas
de processamento como meio de garantir a producao de alimentos seguros (OPAS/MS, 2008).

A presenga de Staphylococcus é amplamente difundida na natureza, sendo o homem e
0s animais os principais reservatorios. Esses microrganismos podem ser encontrados nos pélos,
na pele, boca, narinas, glandulas mamadrias, trato respiratdrio e intestinal (JAY, 2005). A espécie
S.aureus assume destacada relevancia em Satide Piblica, pois é comumente encontrada em leite
e, principalmente, em queijos devido a falhas durante o processamento e comercializagdo, que
podem favorecer a incorporagc@o desses microrganismos (PERESI ef al., 2001). As vias mais
comuns de contamina¢do podem ser o préprio leite, o0 manipulador e o ambiente de fabricacdo
(BORGES, 2006).

A espécie S. aureus é a mais relacionada a casos e surtos de intoxicacdo alimentar,
devido a habilidade de muitas de suas cepas produzirem enterotoxinas, principalmente quando
presentes em elevadas concentracdes do agente (10°-10° UFC/ mL ou g) e sob condigdes
adequadas de temperatura, pH, atividade de d4gua e Oxigénio (ANDRADE et al., 2011).

As ferramentas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido
muito importantes para diagnosticar a contamina¢do microbiana nas inddstrias de alimentos,
assim como caracterizar o potencial patogénico das cepas isoladas de alimentos e do ambiente
de processamento. A amplificagdo do DNA pode demonstrar a presenca de linhagens de S.
aureus toxigé€nicas, antes da expressdo das toxinas, com base nas sequéncias especificas dos
genes e desta forma detectarem a fonte potencial de contaminacio (HOLECKOVA et al., 2002).

Dentre as vdrias técnicas, a amplificacdo do gene FemA por PCR € uma ferramenta Titil
na diferenciacio de espécies de Staphylococcus sendo, portanto, uma alternativa rapida e segura
para identificacdo desta bactéria (ARCURI et al. 2004; LANGE et al. 2004;).

A tipagem do gene Coa também € uma ferramenta epidemioldgica de facil execugio,

especifica e discriminatdria, quando empregada na subtipagem de S. aureus isolados de fontes
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humanas e animais (AARESTRUP et al., 1995). O seqiienciamento desse gene da coagulase ou
de sua por¢do 3’ terminal tem sido um recurso utilizado para o estudo comparativo e de
filogenia entre isolados de S. aureus (WATANABE et al., 2005). A extremidade 3’ desse gene
possui uma regido polimérfica constituida por unidades repetidas de 81 pb, e é utilizada em
diversos estudos epidemioldgicos para subtipar isolados de S. aureus baseado no nimero de
seqiiéncias repetidas (GOH et al., 1992).

Neste contexto, objetivou-se avaliar a contaminacao microbioldgica da cadeia produtiva
do queijo de coalho produzido artesanalmente na regido do sertdo paraibano. A tese estd
organizada em trés capitulos. O capitulo I foi um levantamento das condicdes higiénico
sanitdrias de oito queijarias por meio de aplicagdo da lista de verificacdo ou checklist. O capitulo
IT descreve a identificacdo dos pontos de contaminagdo na producdo de queijo de coalho,
determinando a origem e as etapas passiveis de contaminagdo em queijarias artesanais. O
capitulo III relata a identificacdo genotipica em amostras de Staphylococcus spp. pela detec¢ao
do gene femA, a confirmacdo pelo gene Coa nos S. aureus, além da pesquisa genes
codificadores de enterotoxinas e monitoramento da qualidade do queijo de coalho por meio do
sequenciamento dos isolados de S. aureus provenientes de leite cru, utensilios, maos de

manipuladores e do produto final.
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DIAGNOSTICO DAS CONDICOES HIGIENICO-SANITARIAS DO
PROCESSO DE FABRICACAO DE QUELJO DE COALHO

Suely Cristina Pereira de Lima Oliveira; Amanda Chagas da Silva; Maria das Gracas Xavier de

Carvalho.

RESUMO - As condicdes gerais e adequagdes quanto as Boas Préticas de Fabricacdo
(BPF) foram averiguadas em oito queijarias artesanais de queijo de coalho, com o
principal objetivo de investigar as conformidades e ndo conformidades relativas a sua
implementacdo. Para tanto, usou-se como critério avaliativo um cheklist baseado na
Resolucdo — RDC n° 275 da ANVISA/MS. Os resultados mostraram que das oito
queijarias, apenas uma classificou-se como de baixo risco, ou seja, com mais de 76% de
adequacdes. Nos itens edificacdes e instalagdes, controle de pragas e da dgua, higiene
dos manipuladores, auséncia de tratamento térmico da matéria prima e documentacao,
as queijarias D e E apresentaram os maiores niveis de nao conformidade. Conclui-se
que as queijarias artesanais apresentam um alto risco para veiculacio de Doengas
Transmissiveis por Alimentos e, se faz necessdria a adocao das BPFs pelas queijarias e
uma maior fiscalizacdo pelos 6rgdos oficiais, pois as inadequagdes observadas podem

comprometer a qualidade dos produtos e a seguranca dos consumidores.

Palavras-chave: contaminac¢do. Controle de qualidade. Lista de verificacdo. Seguranca

alimentar.

DIAGNOSIS OF CONDITIONS HYGIENIC-SANITARY PROCESS COALHO
CHEESE MANUFACTURING

ABSTRACT - The general conditions and adequacies regarding the Good
Manufacturing Practices (GMP) were verified in eight artisanal curdled cheese factories
with the objective to investigate the conformities and non-conformities related to its
implementation. Therefore, it was used, as evaluation criteria, a checklist based on the
Resolution — RDC number 275 of ANVISA/MS. The results showed that from the eight
evaluated cheese factories, only one was classified as low risk, that is, with more than
76% of adequacies. On the edification and facilities aspects, plague and water control,

handlers’ hygiene, lack of thermal treatment of raw material and documents, cheese
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factories D and E showed the highest levels of non-conformity. It can be concluded that
artisanal cheese factories present a high risk for the propagation of Foodborne Diseases,
so it is necessary the adoption of GMP by the cheese factories and a stricter supervision
made by the official bodies since the verified inadequacies could compromise the

quality of the products as well as the safety of consumers.

Keywords: contamination. Quality control. Checklist. Food security.

INTRODUCAO

O consumo de produtos lacteos no Brasil vem crescendo e o queijo de coalho
destaca-se por ser utilizados em refeicdes e sanduiches (SOUZA et al., 2008). Além
disso, queijos artesanais t€ém grande importancia social, histérica e cultural.

Os queijos sdo, em geral, produtos muito manipulados e, por este motivo,
passiveis de contaminagdo, especialmente de origem microbiolégica. Estas condi¢des
podem ser agravadas, quando processados com leite cru, sem o emprego das Boas
Préticas e tecnologia adequada ou sem se observar o tempo minimo de maturacao.

No contexto de seguranca alimentar é importante a implantacdo das Boas
Préticas de Fabricacdo (BPF), que consistem em procedimentos adequados para a
producdo e a manipulagdo de alimentos, e contribuem significantivamente para evitar a
ocorréncia de doencas provocadas pelo consumo de alimentos contaminados e garantir a
qualidade do produto final (SILVA; JINKINGS; SILVA, 2011).

Este programa consiste em um conjunto de principios e regras para a correta
manipulacdo de alimentos, considerando desde a matéria-prima até o produto final,
envolvendo as condicdes estruturais, de armazenamento, higiénica, equipamentos e
utensilios e do ambiente de trabalho, as técnicas de manipulacdo dos alimentos, a saude
e higiene dos funciondrios, o controle da dgua utilizada e os cuidados com os vetores
transmissiveis de doencas e pragas, além do tratamento de efluentes (BRASIL, 2004;
QUINTADO et al., 2013).

No Brasil, as BPF tornaram-se obrigatérias para a producdo industrial de
alimentos em 1997, quando foram publicadas as portarias 368/97, do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA e 326/97, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ligada ao Ministério da Saude — MS, que abordam as
BPF aprovando o Regulamento Técnico sobre as condigdes higi€nico-sanitdrias e de

Boas Priticas em seus respectivos ambitos de fiscalizagdo, onde sdo estabelecidos os
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requisitos gerais de higiene e boas préticas para alimentos elaborados/industrializados
para o consumo humano.

A primeira etapa para a implantacdo das BPF € a realizacdo de um diagnéstico
das condi¢des higi€nico-sanitarias do estabelecimento, por meio de aplicacdo da lista de
verificacdo ou checklist. A partir das informacgdes identificadas, deve-se realizar um
relatério com as ndo conformidades observadas e a indicacdo das agdes corretivas que
deverdo ser adotadas, visando adequar o estabelecimento (COUTINHO et al., 2013).

Os beneficios da implantacdo das BPF refletem na elaboracao de produtos de
melhor qualidade e mais seguros, diminuindo a incidéncia de reclamagdes dos
consumidores, ambiente de trabalho mais organizado, limpo e seguro (QUINTAO et al.,
2013).

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar as condicdes das Boas Praiticas de
Fabricacdo em oito queijarias artesanais no sertdo paraibano, usando como critério
avaliativo a aplicagdo do checklist baseado na legislacdo sanitdria vigente, de forma a

verificar o nivel de conformidades e nido conformidades nos estabelecimentos.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do presente estudo, foram pesquisadas oito queijarias
artesanais, localizadas no sertdo paraibano, entre os meses de janeiro a maio de 2014.
As unidades foram codificadas como A, B, C, D, E, F, G e H.

A avaliacdo das BPF foi realizada através de observagao direta nas queijarias e
da aplicacdo de lista de verificacdo (checklist) proposta no Anexo II da Resolucio RDC
n°® 275, de 21 de outubro, da ANVISA (BRASIL, 2002) com o intuito de acompanhar as
etapas e identificar possiveis conformidades e ndo conformidades com a legislacio
vigente.

A referida lista de verificacdo possui 172 itens, abordando tépicos relacionados
a edificacdo e instalacdes, equipamentos, moveis e utensilios, manipuladores, produgdo
e transporte do alimento e documentacdo. O checklist apresenta trés respostas: Sim
(itens conformes), Nao (itens ndo conformes) e NA (itens que ndo se aplicam ao
estabelecimento).

Na avaliacdo dos dados, para cada reposta SIM, foi atribuida a nota 1,0 (um), e
para cada resposta NAO, a nota 0,0 (zero). As respostas NA foram diminuidas do total
de itens avaliados de forma a nio penalizar a pontuagdo. Para o célculo da porcentagem

de itens conformes, foi empregada a Equacgdo abaixo.
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Itens conformes % = Total de SIM x 100

Total de itens — itens NA
A classificacdo do estabelecimento foi realizada com base na porcentagem de
itens conformes, de acordo com o descrito na RDC n° 275/02 da ANVISA, na qual
classifica os estabelecimentos em 3 grupos: grupo 1 (baixo risco, aqueles que atenderam
entre 76 a 100% dos itens avaliados), grupo 2 (médio risco, aqueles que atenderam entre
51 a 75% dos itens) e ao grupo 3 (alto risco, aqueles que atenderam entre 0 a 50%). Os
itens de verificacdo foram apresentados em valores absolutos e percentuais e utilizou-se

a estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as queijarias avaliadas tratavam-se de unidades de pequeno porte, onde
recebiam de 500 a 3.000 litros de leite diariamente, de administragdo familiar e apenas
trés (3) eram registradas no Servico de Inspecao Estadual (S.I.E.), que foram a B, F e H.
As demais ndo contavam com nenhum tipo de fiscaliza¢do, o que caracteriza como
estabelecimento clandestino.

Independente de sua forma de fiscalizacdo, toda empresa do ramo alimenticio
tem como responsabilidade a qualidade de seus produtos. De acordo com Soares et al.
(2012), os servigos de inspecao devem atuar como monitores da qualidade do leite e
seus derivados, garantindo que todas as regras higiénico-sanitérias sejam atendidas pela
inddstria para que a saide do consumidor seja preservada.

Através da classificacio das queijarias quanto a adequacdo dos itens,
demonstrada na Tabela 1, constatou-se que, das oito queijarias estudadas apenas uma
pertencia ao grupo I(baixo risco), uma no grupo 2 (médio risco) e seis pertenciam ao
grupo 3, ou seja, apresentaram alto risco para veiculacdo de doengas transmitidas por
alimentos (DTA), demonstrando que ainda hd muito para ser feito com relacdo as

condicoes sanitdrias das queijarias.

Tabela 1. Indice de conformidades com sua respectiva classificacdo das queijarias de

queijo coalho quanto ao nivel de implantacdo das BPF, em 2014.

Quetjarias Conformidades (%) Classificacao

A 39,1 Alto risco
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B 63 Meédio risco
C 42 Alto risco
D 12,3 Alto risco
E 5 Alto risco
F 78 Baixo risco
G 43,8 Alto risco
H 47,4 Alto risco

Quintéo et al. (2013) constataram valores semelhantes ao avaliarem um laticinio
no municipio de Rio Pomba- MG quanto a adequacao as BPF. Os autores classificaram
o laticinio quanto o grupo de alto risco, sendo impréprio para o processamento de
alimentos. Foram detectados como itens de maior deficiéncia os relacionados aos
vestidrios e banheiros, o layout que proporcionavam a contaminacdo cruzada, a
existéncia de pragas entre outros riscos quimicos, fisicos e microbiolégicos.

No Grifico 1, apresenta-se o percentual de conformidades e ndo conformidades
de acordo com os itens edificacdes e instalacdes. Pode-se observar que apenas as
queijarias B e F apresentaram percentual de conformidade maior que a ndo
conformidade, com 58,4 e 75,8%, respectivamente, de adequagdes a legislagao sanitéria.
As demais queijarias apresentaram inadequacdes, com destaque para as queijarias D e E
que obtiveram percentuais de nao conformidade de 91,1 e 93,8% respectivamente, ou

seja, sem nenhuma estrutura necessdria para garantir a seguranca do produto.
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Griafico 1. Condig¢des de conformidades e ndo conformidades quanto ao item edificacdo

e instalagdes em queijarias artesanais, em 2014.

Nessa etapa foram identificados problemas quanto a localizagdao das queijarias,
em terreno com poeira € muito barro, sem pavimentacdo (BRASIL, 1997). Quanto ao
interior das queijarias, algumas apresentaram pisos em mal estado de conservagdo,
quebrados, e que dificultava a limpeza, além de poder abrigar microrganismos
patogénicos através do acimulo de residuos. Pisos irregulares e a utilizacdo de drenos
favorecem um ambiente para o crescimento bacteriano e constituem uma importante
fonte de propagagao de microrganismos (GILL, 2003).

Algumas janelas apresentavam-se com a tela de protecdo rasgada, o que permite
a entrada de pragas encontradas durante a verificacdo. Além disso, foram detectadas
lampadas sem protecdo, tetos e paredes com infiltracdes e contaminadas com bolores.
Silva et al. (2010) também destacam como falhas no controle de pragas a auséncia de
vedagdo na drea de processo e a nao implantacdo de medidas preventivas. Os mesmos
autores encontraram condi¢cdes semelhantes quanto a higienizacdo ambiental (piso,
parede, portas, etc) em 90% dos laticinios estudados.

Janelas e portas devem ser teladas milimetricamente e precisam estar em bom
estado de conservagdo, para que minimizem a incidéncia de insetos, roedores e pragas
nas dependéncias da fabrica e principalmente nas dreas de manipulacdo/elaboracdo dos
alimentos (RIEDEL, 2005).

No quesito lavatério na drea de manipulacdo, algumas unidades ndo
apresentavam pias e, quando a mesma existia, ndo dispunha de sabonete liquido, anti-
séptico, nem papel toalha descartdvel. A origem da dgua utilizada nas queijarias, na sua
grande maioria, era proveniente de pocos e cisternas, que ndo eram submetidas a analise
laboratorial para verificacio da potabilidade e ndo recebiam cloracao.

A agua pode ser contaminada no ponto de origem, durante a sua distribuicdo e,
principalmente, nos reservatdrios, sendo as causas mais frequentes dessa contaminacao
a caréncia de um programa de limpeza e desinfeccdo regular das caixas d’aguas e
cisternas (SIQUEIRA et al., 2010; GERMANO; GERMANO, 2010). De acordo com
Nascimento Neto (2006), mesmo que a adgua apresente resultados laboratoriais dentro
dos padrdes exigidos pela legislac@o, hd a necessidade de realizar o tratamento para que

ndo haja contaminacdo durante seu percurso de armazenagem e escoamento.
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Para os itens equipamentos, méveis e utensilios, o percentual de conformidades
e ndo conformidades apresentam-se no grafico 2. Foi verificado que as queijarias D e E
obtiveram os piores percentuais, com 89,5 e 100% de ndo conformidades
respectivamente. Os maiores problemas identificados foram a precariedade na limpeza e
sanitizacdo desses equipamentos e utensilios, apresentando-se muitas vezes com
acimulo de residuo de massa do queijo processado no dia anterior. Essas queijarias
dispunham de utensilios de dificil higienizacdo, como o uso de formas, colheres e
prensa de madeira. Além disso, faziam uso de material de limpeza sem registro e em

dosagem incorreta.
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Grafico 2. Condi¢des de conformidades e ndo conformidades para o item
equipamentos, moveis e utensilios em queijarias artesanais, em 2014.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Quintdo et al. (2013) ao
avaliarem as condicdes higiénico-sanitdrias em um laticinio em Minas Gerais, com
percentual de 70% de nao conformidades. Dias et al. (2012), também obtiveram um
percentual alto de ndo conformidades para esse item, de 70%, em uma féabrica de queijo
mussarela, no estado no Parana.

A utilizacdo de equipamentos e utensilios em condi¢cdes precdrias, com
superficies danificadas e com material poroso, pode causar acimulo de residuos e
aumentar as chances de multiplicacio microbiana (QUINTAO et al, 2013). E
importante ressaltar também que, de acordo com a legislacao brasileira, é proibido o uso
de madeira e outros materiais que ndo se possa limpar e desinfetar adequadamente.

O item que obteve as maiores percentagens de ndo conformidades foi o de

higiene dos manipuladores, chegando até 90%, conforme Grafico 3. Constatou-se que,
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em algumas queijarias, os manipuladores ndo tinham a pratica higi€nica de lavar as
maos, seja por falta de estrutura que ndo dispunha de pias e sabonete para higienizacao
ou falta de hébito. A falta de uniformizacio também foi um problema observado, assim
como em situacdo precdaria ou sujos. Foi possivel observar alguns funciondrios

utilizando adornos como brincos, aliangas e reldgios.
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Grafico 3. Andlise de conformidades e ndo conformidades para o item higiene dos

manipuladores em queijarias artesanais, em 2014.

Durante o processamento, observou-se que alguns manipuladores realizavam
outras atividades fora da sala de processamento, como limpeza do estabelecimento e de
utensilios, recep¢do da matéria prima, expedicdo, entre outros, o que o fazia transitar
pelas diversas dreas do estabelecimento.

De acordo com Goés et al. (2001), os manipuladores de alimentos sem
conhecimentos nessas dreas contribuem de forma significativa para a sua contaminacio
e, dificilmente, entenderdo a importincia que os mesmos representam na cadeia de
transmissdo. Souza (2006) relata a importancia da capacitacdo para a motivacdo dos
funciondrios, assim como conscientizacdo para as exigéncias higi€nico sanitdrias e o
comprometimento dos manipuladores de alimentos.

No item producdo e transporte do alimento, as queijarias A, C, D e E foram as
que obtiveram maiores percentuais de ndo conformidades, conforme Grafico 4. No

processo de recepcao do leite foram encontradas falhas como a no realizacao de testes
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de plataforma para verificacdo da qualidade dessa matéria prima e, consequentemente,

ndo havia reprovacdo de leites que poderiam estar dcidos ou com alguma adulteragao.
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Grafico 4. Andlise de conformidades e ndo conformidades para o item producio e

transporte do alimento em queijarias artesanais, em 2014.

O tempo para a recepcdo do leite muitas vezes era superior as duas horas
permitidas pela Instru¢do Normativa n. 62 (BRASIL, 2011) e em recipientes nao
recomendadas como tambores plasticos reaproveitados de outros produtos e garrafas pet
sem qualquer refrigeracao.

Outra observacdo alarmante foi o fato de nenhuma queijaria realizar tratamento
térmico (pasteurizacdo) no leite antes da elaboracio do queijo, mesmo aquelas
queijarias que tinham registro no servico de inspecao. Queijos fabricados com leite ndo
pasteurizado, seguindo processamentos tradicionais podem possuir uma microbiota
diversificada e pode ser uma fonte de micro-organismos patogénicos, tais como
Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus entre outros (BORELLI et al.,
2011). A legislacdo brasileira proibe a fabricacdo do queijo de coalho a partir de leite
cru, exceto para os queijos que t€ém um periodo de maturacdo superior a 60 dias
(BRASIL, 2001).

Quanto aos queijos, também ndo havia controle de qualidade do produto final e
nem rotulagem. A distribuicdo para comercializagdo do queijo era feita em caixas
isotérmicas (isopor), sem controle da temperatura e em veiculos que transportavam
também passageiros. Diante disso, diversos motivos podem influenciar a qualidade final

do produto, tais como: condi¢Oes higi€nico-sanitarias em que o leite foi obtido, pelo
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processamento na industria, pelas condi¢cdes de sanificacdo do ambiente, qualidade da
agua e pelo armazenamento e transporte da matéria-prima e do produto (ICMSF, 1997).

Em relacdo ao item de documentacdo das BPF’s, nenhuma das queijarias
pesquisadas apresentou o Manual de Boas Préticas e os Procedimentos Padrdes de
Higiene Operacionais (PPHO). Essa falta de registro por parte das empresas tem sido
descrita por diversos autores, tanto em fabricas de queijo (DIAS et al., 2012; SANTOS;
HOFFMANN, 2010) como em laticinios (QUINTAO et al., 2013, SILVA et al., 2010).
Documentagdo e registros sdo uma das se¢des mais importantes na implantacdo das
BPF, porque fornece descricao de procedimentos da matéria prima, da manutencdo de
equipamentos e de praticas de higiene didria para garantir a seguranga alimentar.

De acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL, 2004), todo estabelecimento
produtor de alimentos deve possuir um Manual de Boas Priticas de Fabricacdo,

descrevendo como devem ser as operacoes realizadas pela industria.

CONCLUSAO

Do ponto de vista das Boas Praticas e seguranca alimentar, conclui-se que das
oito queijarias avaliadas, sete apresentaram baixo nivel de conformidades de acordo
com o checklist aplicado, apresentando muitos problemas que comprometem a
qualidade dos produtos e, consequentemente, a satide dos consumidores.

O checklist aplicado foi um instrumento para diagndstico que pode avaliar a real
situacdo e possiveis problemas e necessidades desses estabelecimentos, detectando erros
desde os procedimentos técnicos, inadequacdes das instalagdes, controle de
uniformizacdo e higiene pessoal, controle da matéria prima e do produto pronto para o
consumo, qualidade da dgua e auséncia de pasteurizador.

Diante disso, ha necessidade de uma maior fiscalizacao, assim como registro dos
estabelecimentos no servico de inspegdo, para que os riscos de contaminacdo sejam

minimizados, a fim de garantir a comercializacio de produtos seguros e de qualidade.
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Pontos de Contamina¢ao Microbiologica em Queijarias Artesanais de Queijo de
Coalho
Microbiological Contamination Points in Artisanal Cheese-Making Coalho Cheese
Prodution
S. C. P. L. Oliveira’, A. C. Silva, M. G. X. Carvalho
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG- Patos, PB.
RESUMO
Este trabalho foi desenvolvido visando identificar os principais pontos de contaminacao
microbiolégica do queijo de coalho em queijarias artesanais do Sertdo paraibano,
através da quantificacdo de coliformes, meséfilos, Escherichia coli e identificacdo de
Staphylococcus spp. Analisaram-se amostras de leite, queijos, swabs do tanque de
fabricacdo, mesa, forma e maos dos manipuladores, além da &4gua utilizada na
fabricacdo e limpeza dos equipamentos. Os resultados demonstraram que o leite cru de
todas as queijarias apresentou alta contaminag¢ao microbioldgica, estando em desacordo
com as normas vigentes. A superficie da mesa, tanque, forma e maos dos manipuladores
também apresentaram altas contagens para todos os micro-organismos. No queijo foram
detectadas coliformes a 30° C, termotolerantes e E. coli. As contagens de
Staphylococcus spp. apresentaram acima de 1,3 x 10°UFC/g, podendo favorecer a
producao de enterotoxinas sob condi¢des adequadas. Os principais agentes isolados nas
amostras foram S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis. O leite
apresentou S. aureus em todas as queijarias, porém, no queijo houve predominio de
espécies coagulase negativa, sendo também encontradas nos utensilios e maos dos
manipuladores. O principal ponto de contaminacdo nas queijarias foi o leite cru
recebido pelos estabelecimentos, o que serviu como o principal foco de contaminagao
dos utensilios, equipamentos e maos dos manipuladores. As condi¢des higi€nico-
sanitarias encontravam-se inadequadas, contribuindo desta forma, para a permanéncia e

propagacao desses microrganismos no interior das queijarias.

Palavras-chave: lacteos, qualidade higi€nico-sanitdria, utensilios, manipuladores.

ABSTRACT
This work aimed to identify the main spots of microbiological contamination of curdled
cheese in artisanal cheese factories in the Sertdo of Paraiba, through the quantification

of coliforms, mesophilic, Escherichia coli and identification of Staphylococcus spp. It
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was analyzed milk samples, cheese, swabs from the fabrication tank, table, mold,
handlers’ hands, as well as the water used in the fabrication and cleaning of the
equipment. The results showed that the raw milk from all the cheese factories presented
high microbiological contamination, therefore being in discordance with the current
regulation. The surface of the table, tank, mold and handlers’ hands also showed high
rate of all microorganisms. On the cheese it was detected thermotolerant coliforms at
30° C and also E. coli. The counts for Staphylococcus spp. showed more than 1,3 x
10°UFC/g, which favors the production of enterotoxins under adequate conditions. The
main isolated agents on the samples were S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
lugdunensis. The milk indicated S. aureus in all cheese factories. . However, on the
cheese there was a predominance of coagulase-negative specimens, which were also
found in utensils and handlers’ hands. The main contamination spot in the cheese
factories was the raw milk received by the establishment, which served as the main
focus of contamination of utensils, equipment and handlers’ hands. The hygienic and
sanitary conditions were inadequate, contributing for the permanence and propagation
of microorganisms inside the cheese factories.

Key-words: hygienic quality, coliforms, handlers, utensils.

INTRODUCAO

A elaboracdo de queijos constitui uma das mais importantes atividades da
industria de produtos lacteos. Na regido Nordeste do Brasil, o queijo de coalho estd
entre os mais consumidos e produzidos, sendo, hd mais de 150 anos fabricado em varios
estados a partir de leite de vaca cru e/ou leite pasteurizado (Teshima er al., 2004).

O queijo de coalho, tanto artesanal quanto industrial, por ser bastante
manipulado e muitas vezes elaborado sob condi¢Oes higi€nico-sanitarias insatisfatorias,
pode ser um produto que nao apresenta seguranga microbioldgica e padronizagdo, sendo
a questdo microbiolégica de grande importincia para a saide publica pelo risco de
causar infec¢Oes e intoxicacao alimentares aos consumidores (Andrade et al., 2011).

Diversas pesquisas tém avaliado a qualidade microbiolégica desses queijos em
vérias regioes do Brasil e, particularmente, os de massa crua no Nordeste (Sousa et al.,
2014; Peixoto et al., 2012; Silva et al., 2012; Tigre e Borelly, 2011; Borges et al.,
2008). No entanto, poucos trabalhos apontam quais as fontes de sua contaminac¢io
dentro do processo de fabricagdo. Essas contamina¢des podem ocasionar perdas de

ponto de vista econdmico, assim como problemas para a saude coletiva e, por isso,
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torna-se importante determinar os pontos de maior risco de contamina¢do € monitord-
los (Furtado, 2005).

Queijos fabricados com leite ndo pasteurizado, seguindo processamentos
tradicionais podem possuir uma microbiota diversificada e pode ser uma fonte de micro-
organismos patogénicos, tais como Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus entre outros (Borelli et al., 2011). A legislacdo brasileira permite que os queijos
artesanais tradicionalmente elaborados a partir de leite cru sejam maturados por um
periodo inferior a 60 (sessenta) dias, quando estudos técnico-cientificos comprovarem
que a redugdo do periodo de matura¢do nao compromete a qualidade e a inocuidade do
produto (Brasil, 2013).

Devido ao grande consumo de queijo de coalho ndo s6 no Nordeste, mas em
todo o Brasil e de sua importancia cultural aliado aos diferentes processos de fabricagao,
objetivou-se identificar os principais pontos de contamina¢do na produgao de queijo de
coalho, determinando a origem e as etapas passiveis de contaminacdo em queijarias

artesanais.

MATERIAL E METODOS

As amostras de leite, queijos e utensilios foram colhidas em trés queijarias
artesanais, denominadas A, B e C, localizadas no Sertao paraibano, durante o periodo de
fevereiro a maio de 2014. Nao foram criados critérios probabilisticos para a escolha das
queijarias estudadas, sendo a inclusdo das mesmas feita com base no relacionamento
prévio com os proprietdrios. O estudo foi conduzido com trés repeti¢cdes, ou seja, trés
coletas em cada queijarias em dias diferentes.

As queijarias apresentavam as seguintes caracteristicas:
Queijjaria A: assemelhava-se a granja leiteira conforme IN 62 (Brasil, 2011), pois
produzia e processava seu proprio leite, elaborando o queijo logo apds a ordenha, porém
ndo realizava a pasteurizac¢do e ndo tinha registro no servigo de inspecao.
Queijaria B: Captacdo de leite de varios produtores; recep¢ao do leite em baldes, sem
refrigeracdo. Na@o pasteurizava o leite, porém havia registro no servico de inspecdo
estadual.
Quetijaria C: Captagdo de leite de vérios produtores; recep¢ao do leite em baldes, sem
refrigeracdo. Nao pasteurizava o leite; ndo havia registro no servigo de inspecao.

As amostras do tanque de fabricagdo, da mesa, da forma e das maos dos

manipuladores foram coletadas apds a higieniza¢do e antes do inicio das atividades
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através da friccdo de um swab estéril na drea amostrada (equivalente a uma drea de 10
cm’®) com pressdo constante, em movimentos giratérios. A parte manuseada da haste do
swab foi quebrada na boca interna do frasco contendo 9 mL de dgua peptonada 0,1%
estéril.

As amostras de leite “in natura” e da dgua utilizada na limpeza de equipamentos
e na fabricacdo do queijo foram coletadas utilizando-se frascos estéreis e as amostras de
queijo foram coletadas na prépria embalagem de fabricagdo. Todo o material foi
transportado em caixas isotérmicas contendo gelo, até o laboratério de Tecnologia e
Inspecao de Leite e Derivados da Universidade Federal de Campina Grande, campus de
Patos-PB.

As amostras foram diluidas em série com solugdo salina estéril, na propor¢ao de
1/9, sendo 25g diluidas em 225 mL de 4gua peptonada a 0,1% para amostras sélidas ou
I mL em 9 mL para amostras liquidas. Em seguida, foram avaliadas quanto ao nimero
mais provavel de coliformes a 35° C, coliformes a 45° C, E. coli e Contagem de micro-
organismos meso6filos, segundo metodologia descrita pelo Manual de Métodos de
Andlises Microbiol6gica de Alimentos (Silva et al., 2007).

Para a quantificacao de Staphylococcus spp. utilizou-se o método de contagem
“Spread-plate” em Agar Baird Parker (BP) com gema de ovo e telurito de potdssio a
3,5%, em triplicata, depositando-se 0,2 mL, 0,2 mL e 0,3 mL de cada diluicdo, 10, 107
e 107 respectivamente, sobre a superficie do dgar e, com auxilio da alca de Drigalsky,
espalhou-se o inéculo por toda a superficie do meio até a completa absor¢ao. As placas
foram incubadas, em estufa, a 37°C, por 24 - 48 horas. Foram selecionadas as placas
contendo entre 25 e 250 colonias para contagem. Selecionou-se trés coldnias tipicas de
cada placa e inoculou-se em tubos contendo Caldo Infusdo Cérebro Coracao (BHI), que
foram incubados a 37°C por 24 horas. A partir do subcultivo crescido em BHI, foram
submetidas a andlise de identificacdo das espécies com o auxilio do equipamento semi
automatizado (Autoscan4®, Siemens) o qual é baseado na utilizacdo de painéis (Combo

PC33; Siemens; Gram Positivo Desidratado) colorimétricos de provas bioquimicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente estudo, verificou-se que o leite cru apresentou uma alta
contaminacdo microbiolégica na recep¢do das trés queijarias estudadas para todos os
micro-organismos pesquisados, sugerindo que pode ter ocorrido deficiéncia higi€nica na

ordenha, transporte de leite cru em temperatura inadequada ou refrigeracio ineficiente,
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fatores que contribuem para a multiplicacio microbiana. A média da contagem de

aerébios meséfilos foi de 3,7 x 107, 2,2 x 10° e de 8,1 x 10" UFC/mL nas queijarias A,

B e C, respectivamente, apresentando-se acima do permitido para legislacao de leite cru,

que € de até 3,0 x 10° UFC/mL (Brasil, 2011). Na Tabela 1 sdo apresentados os

resultados da contagem média de aerébios meséfilos e Staphylococcus spp.

Tabela 1. Contagem média de aerébios mesoéfilos e Staphylococcus spp em amostras de
leite cru, queijo, maos e utensilios na producdo de queijo de coalho, em trés

queijarias no sertdo paraibano, em 2014.

Fontes de Mesoéfilos (UFC/g/mL ou cm®) Staphylococcus spp.

contaminagao (UFC/g/mL ou cm?)

A B C A B C
Leite cru 3,7x100 22x10° 8,1x10" 1x10°* 3,3,x 10" 1,3x 10
Queijo nr nr nr 1,9x10° 1,6x10° 1,3x10°
Maos 1,9x 10" 7x10° 1,6 x10° 13x10° 1,4x10° 23x10°
(UFC/maio)
Mesa 8x 10° 4x10° 1,4x10° 3,6x10° 23x10" 1,5x10°
Tanque 71x10° 42x10° 23x10° 48x10° 13x10° 4x 10
Forma 3,8x10° 23x10° 32x10° 23x10° 3x10° 3,5x 10°

n. r.: ndo realizado

Ja a andlise das maos de manipuladores e das superficies da mesa, do tanque e
das formas evidenciaram alta contagem de micro-organismos meséfilos no interior das
queijarias. A presenca de micro-organismos em equipamentos, utensilios, tubulacdes e
até mesmo no tanque, pode ser consequéncia da formacdo de biofilmes bacterianos na
superficie. Esses biofilmes podem se desprender, em parte, contaminando o produto no
decorrer de seu processamento (Silva, 2013). Condi¢gdes inadequadas de higiene em
ambientes podem contribuir para a contaminacdo cruzada dos produtos, bem como
diminuir sua vida de prateleira e aumentar o risco de infec¢ao alimentar. Para reverter as
condicdes insatisfatorias detectadas € necessario a adocdo de medidas corretivas por
meio de treinamento e implantacdo de boas préticas de fabricacio (Silva et al., 2011).

Nas trés queijarias, pode-se perceber que o leite cru é uma importante via de
entrada dos Staphylococcus spp., com contagens médias variando entre 1,0 x 10* na
queijaria A, 3,3 X 10* na queijaria B e 1,3 x 10* UFC/mL na queijaria C. Apesar da
exigéncia que o leite destinado a fabricacdo de queijos seja submetido a pasteurizagao,
em todas as unidades de produc¢do estudadas, o queijo era produzido a partir de leite ndo
submetido a tratamento térmico, 0 que aumenta 0s riscos ao consumidor.

Era esperado que na queijaria A os indices de contaminacdo por estafilococos

fossem baixos, devido a produg¢do ser de um unico rebanho, com o leite recém-
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ordenhado chegando ao beneficiamento por meio de um sistema de tubulacdo fechada.
A alta contagem apresentada no leite pode sugerir que haja problemas higi€nico-
sanitdrios na ordenha e no rebanho.

Borges et al. (2008) encontraram um alto nivel de contamina¢@o no leite cru,
com contagens variando de 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 em 100% das
amostras estudadas. Niveis superiores a 1,0 x 10°UFC/mL podem favorecer a produgio
de enterotoxinas estafilocécica sob condi¢cdes ambientais adequadas.

As bactérias patogénicas no leite cru s@o uma preocupacdo de saide publica,
sendo um risco para quem o consome diretamente ou na forma de seus derivados, e até
para quem o manuseia. O leite cru contaminado pode ser fonte de contaminacio cruzada
para os produtos lacteos processados, pela contaminacdo do ambiente na industria
(Arcuri et al., 2006).

As amostras de queijo apresentaram elevada populacdo de Staphylococcus spp.
em todas as queijarias, com contagens acima de 1,3 x 10° UEC/g. Esse nivel de
contaminacao por Staphylococcus spp. € considerado alto e pode favorecer a produgao
de enterotoxinas estafilocdcicas sob adequadas condicdes ambientais (pH, temperatura,
atividade de 4gua etc.). Essa contaminacdo pode ser atribuida a prevaléncia do género
Staphylococcus na natureza e a falhas durante o processamento, desde a obtencdo
higiénica do leite até o produto final (Andrade et al., 2011). Resultado semelhante foi
encontrado por Rapini et al. (2002), que avaliaram amostras de queijo de coalho,
comercializados nas praias de Salvador e Maceid, e constataram elevada populacdo de
Staphylococcus spp. (4,7 x 10* UFC/g a2,0 x 10 UFC/g) em 100% das amostras. Altas
contagens de Staphylococcus spp. também tem sido observadas por Andrade et al.
(2011) em amostras de queijo de coalho, comercializadas em Fortaleza, CE, que
variaram entre 1,3 x 10° UFC/g a 6,6 x 10° UFC/g.

As vias de contaminagdo dos queijos podem ser o leite, o manipulador e o
ambiente de processamento. Algumas irregularidades foram observadas durante o
processamento dos queijos. Em todas as queijarias verificou-se a presenca de massa de
queijo ressecada nas paredes do tanque, as formas utilizadas para a enformagem dos
queijos eram lavadas com detergente e dgua apenas na hora de colocar a massa de
queijo e ndo ficavam em nenhum momento submersas em solu¢do sanitizante. Apenas
os dessoradores ficavam submersos em solucdo de hipoclorito de sédio, porém a

solugdo era feita de maneira empirica.



41

Dentre os utensilios analisados, foi encontrada a maior contaminagdo por
Staphylococcus spp. na mesa, com médias que variaram entre 2,3 x 10* a 1,5 x 10°
UFC/cm’. Destaca-se também a elevada contagem nas formas, principalmente da
queijaria A, com média de 2,3 x 10* UFC/cm’. Nesta queijaria era utilizada a forma de
madeira, que € proibido pela legislacao.

Os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos encontrados por
Zegarra et al. (2009), que observaram o crescimento de Staphylococcus spp. em todas as
etapas de producdo, incluindo o leite de vacas com mastite e do latdo, utensilios e das
maos de manipuladores. Na pesquisa realizada por Silva et al. (2011) foi detectada a
presenca de Staphylococcus spp. em todos os equipamentos e utensilios (formas, mesa,
tanque e prateleira) em 10 laticinios da regido de Rio Pomba-MG e Staphylococcus
coagulase positiva nas mesas de dois laticinios, com contagem de 1,2 a 1,3 x 107
NMP/cm’.

Os resultados demonstrados na Tabela 2 mostram os principais agentes isolados
em queijo, leite e diversos utensilios em diferentes etapas do processo de fabricacdo do
queijo de coalho. O perfil foi bastante diversificado. Entre os 51 isolados caracteristicos
de Staphylococcus spp. avaliados, foram identificadas 13 espécies, sendo trés coagulase

positiva e dez coagulase negativa.

Tabela 2. Espécies de Staphylococcus isolados do leite, queijo, mdos de manipuladores
e utensilios utilizados na linha de produ¢do do queijo de coalho, em trés

queijarias do sertdo paraibano, em 2014.

Amostras Queijarias
A B C
Leite Cru S. aureus S. aureus S. aureus
S. haemolyticus S. hominis hominis  S. hominis hominis
S. epidermidis
Queijo S. cohnii cohnii S. aureus S. hominis
S.sciuri S. haemolyticus novobiocepticus
S. sciuri S. aureus
S. epidermidis
Maos S. saprophyticus S. aureus S. aureus (2)
S. aureus (2) S. xylosus S. hominis hominis
S. epidermidis
Mesa S. epidermidis S. aureus S. sciuri
S. aureus S. haemolyticus S. xylosus
S. haemolyticus S. hyicus S. saprophyticus
Tanque S. cohnii urea S. lugdunensis (2) S. lugdunensis

S. lugdunensis
S. epidermidis

S. saprophyticus

S. sciuri
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Forma S. epidermidis S. aureus (2) S. schleiferi
S. aureus S. saprophyticus coagulans
S. lugdunensis S. haemolyticus
S. aureus

O S. aureus foi identificado no leite recebido pelas trés queijarias, como também
outras espécies de estafilococos. As principais causas de contaminacdo com micro-
organismos patogénicos € o uso de leite cru associado a praticas higi€nicas insatisfatdrias
durante a ordenha, estocagem, transporte, processamento ou a contaminacdo cruzada
(Vanetti, 2003).

No queijo, houve predominio de espécies coagulase-negativa, estando em 64%
das amostras. Apesar de ter havido uma diminuicdo dos S. aureus, os mesmos foram
encontrados nos queijos das queijarias B e C. Esse mesmo micro-organismo também foi
encontrado nas maos dos manipuladores dos mesmos estabelecimentos, sugerindo que
houve uma manipulagio exacerbada e falha na higiene pessoal. E necessério frisar que a
partir do momento em que as maos estdo contaminadas, o pessoal envolvido pode
espalhar esse micro-organismo para toda a industria. O homem € reservatério e
principal veiculador de S. aureus em alimentos, devido a esse micro-organismo ser
comumente encontrado nas fossas nasais, garganta e pele (Jay, 2005).

Neste estudo, o S. aureus também foi isolado na mesa e nas formas, porém nao
foi identificado no tanque de nenhuma queijaria, sendo encontradas apenas espécies
coagulase-negativas.

Borges et al. (2008) relatam que prevaléncia de espécies de Staphylococcus
coagulase-negativa, com potencial enterotoxigénico, como S. conhnii cohnii, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. saprophyticus e S. xylosus, nas amostras da
linha de produgdo de queijo de coalho, pode representar um risco em potencial para a
producdo de enterotoxinas no produto final, sob condi¢cdes adequadas de temperatura,
pH, disponibilidade de oxigénio, atividade de dgua e concentracio de cloreto de sddio.
Eles recomendam que a presenca de espécies de Staphylococcus coagulase-negativa nao
seja ignorada em investigacdes de casos suspeitos de intoxicagdo estafilococica, uma
vez que este grupo de patdgenos, presente no alimento, oferece risco de causar
intoxicagdo ao consumidor.

Na Tabela 3 € apresentado o Numero Mais Provével de coliformes a 35° C, de
coliformes a 45° C e de E. coli. Pode-se observar que nas trés queijarias foi encontrado

o leite cru com alto indice de coliformes a 35° C, assim como também apresentou
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contaminacdo de origem fecal, com contagens médias de 1,1 x 10, 1,5x10%°e 2,1 x 10°

NMP/mL nas queijarias A, B e C respectivamente.

Tabela 3. Média de Numero Mais Provavel de coliformes a 35° C, de coliformes a 45° C
e de Escherichia coli em amostras de leite cru, queijo, maos, utensilios e 4gua

na producdo de queijo de coalho, em trés queijarias no Sertdao paraibano, em

2014.

Fontes de Coliformes a 35° C Coliformes a 45°C Escherichia coli

contaminagio (NMP/g/mL ou cm?) (NMP/g/mL ou cm?)
A B C A B C A B C

Leite cru 44 x 36 x 81 x 1,1 x 1,5 x 2,1 x Positivo Negativo Positivo
10° 10° 10° 10° 10 10

Queijo 4 x 74 x 1,1 x 1,2 x 3,8 x 5,2 x Positivo Positivo Negativo
10° 10 10* 10’ 10 10

Maos 22 x 37 x 38 x O 5 x 3,1 x Negativo Negativo Negativo

(UFC/mio) 10! 10° 10° 10° 10!

Mesa 77 x 36 x 37 x 36 x 3 x 9,6 x Negativo Negativo Negativo
10° 10 10? 10° 10° 10°

Tanque 76 x 62 x 41 x O 31 x O Negativo Positivo  Negativo
10° 10" 10' 10!

Forma 9 x 76 x 3 x 31 x O 0 Negativo Negativo Negativo
10" 10° 10° 10!

Agua 25 x 40 x 2,7 x 01 x 10 x 1,0 x Positivo Positivo Negativo
10" 10" 10° 10° 10° 10°

Na legislacdo brasileira ndo hd parametros para esses micro-organismos em leite
cru refrigerado, uma vez que ji sdo esperados em produtos ainda ndo processados.
Virios autores avaliaram a qualidade do leite cru e detectaram a presencga de coliformes
e outros patogenos, dados que reforcam o fato do leite cru ndo ser indicado para o
consumo, pois pode trazer riscos a saide humana (Zegarra et al., 2009; Campos et al.,
2009; Maciel et al., 2008).

Em relacdo as superficies pesquisadas e maos dos manipuladores, foi encontrado
um elevado nimero de coliformes a 35°C. Ja para os coliformes a 45° C s6 ndo foram
detectados nas maos dos manipuladores da queijaria A, no tanque das queijarias Ae C e
na forma das queijarias B e C. A presenca destes indica que houve deficiéncia na
higienizagcdo dos equipamentos e manipuladores.

Para a contagem de Coliformes a 35° C nos queijos, a média das amostras das

queijarias A e B apresentaram de acordo com os padrdes estabelecidos pelo
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Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos, Portaria N° 146
de 07/03/1996 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), que
estabelece um médximo de 5 x 10° NMP/mL para queijos de média a alta umidade
(Brasil, 1996). A queijaria C apresentou média superior, ficando fora dos padrdes. Os
coliformes sdo facilmente destruidos com a pasteurizacdo, no entanto, em nenhuma das
queijarias era realizado esse tratamento térmico, o que torna possivel esse nivel de
contaminacao.

Para a contagem de coliformes a 45° C, verificou-se que as amostras de queijo
das queijarias A e B apresentaram média dentro dos padrdes exigidos pelo MAPA que
determina um méximo de 5 x 10> NMP/mL (Brasil, 1996), porém foi identificado a
presenca de E. coli, o que torna o produto imprdprio para o consumo. A média das
amostras da queijaria C, apesar de estar acima do permitido pela legislagdo ndo
apresentaram E. coli. E importante ressaltar que esses micro-organismos também sio
chamados de indicadores e quando presentes no alimento, fornecem informagdes sobre
a ocorréncia de contaminacao de origem fecal (Pietrowski et al., 2008).

Resultados apresentados por Santana et al. (2008), analisando 60 amostras de
queijo de coalho na cidade de Aracaju- SE, demonstraram que 93,3% das amostras
estavam acima do limite de tolerancia para coliformes termotolerantes, ndo estando
aptos a comercializagdo. Silva et al. (2010), ao comparar o queijo de coalho produzido
com leite cru e com leite pasteurizado em trés laticinios no sertdo de Alagoas,
evidenciaram que em ambos os produtos havia elevadas contagens de coliformes a 35°
C, coliformes a 45° C e E. coli.

Nas amostras de dgua das trés queijarias nenhuma apresentou auséncia para
coliformes a 35° C e 45° C. A legislacdo brasileira (Brasil, 2011) estabelece um padrio
de potabilidade para esses micro-organismos, no qual exige auséncia em 100 mL para
ambos. Portanto, as amostras das queijarias apresentaram resultados fora dos padroes, o
que indica ma higienizagdo das caixas d‘agua, tubulacdes velhas em mé conservacao,
falhas no tratamento da dgua ou at€ mesmo auséncia de clorador nos reservatorios. A
presenca de E. coli foi detectada na 4dgua das queijarias A e B, sendo um resultado
insatisfatorio, uma vez que a presenca desse micro-organismo pode causar danos a
saide do consumidor. Este fato indica a necessidade de algumas adequacdes como
utilizagdo frequente de clorador nos reservatorios € monitoramento periddico da

qualidade sanitéria.
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Na regido de Sdo José do Rio Preto- SP, Santos e Hoffmann (2010) avaliaram a
qualidade higiénico-sanitdria da d4gua em um laticinio de pequeno porte e obtiveram
resultados insatisfatorios quanto a potabilidade, apresentando-se inadequada para o
consumo devido a presenca de coliformes termotolerantes. Em Rio Pomba- MG,
Chaves et.al. (2010) analisaram amostras de dguas de dez laticinios, sendo estas
amostras oriundas de pocos artesianos sem nenhum tipo de tratamento e constataram
que apenas duas apresentaram-se dentro dos padrdes de potabilidade. Segundo os
autores o alto indice de contaminacdo nas dguas € devido ao fato dos laticinios nao
utilizarem procedimentos operacionais de produgdo e de higienizacdo e nem aplicarem

as Boas Praticas de Fabricagdo.

CONCLUSOES

O principal ponto de contaminacdo nas queijarias foi o leite cru recebido pelos
estabelecimentos, o que serviu como o principal foco de contaminagdo dos utensilios,
equipamentos e maos dos manipuladores. As condi¢des higi€nico-sanitdrias
encontravam-se inadequadas, contribuindo desta forma, para a permanéncia e
propagacao desses microrganismos no interior das queijarias, fazendo com que o queijo
produzido sob essas condi¢des estivesse inadequado para o consumo.

Para reverter tais condic¢des € necessdria a adicdo de medidas corretivas por meio
de treinamento e implantacdo de Boas Praticas de Fabricacdo desde a obtengdo do leite
até o produto final, além de fiscalizacdo pelos 6rgdos competentes para que impecam a

producao e comercializa¢do de produtos contaminados.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de aplicar a técnica de PCR no monitoramento da origem
da contaminagdo bacteriana do queijo, por meio da detec¢dao de S. aureus em amostras
de leite cru, utensilios e maos de manipuladores. Foram realizados PCR para genes de
femA, Coa e produtores de enterotoxinas cldssicas em 51 cepas de Staphylococcus spp.
A amplificacdo do gene femA ocorreu em 40 amostras e para o gene Coa, apenas 20
amostras, cujos tamanhos variaram de 500 a 900 pb, indicando polimorfismo da regido
amplificada. As amostras sequenciadas revelaram uma similaridade entre 94 a 100%
com sequencias codificadoras do gene da estafilocoagulase de S. aureus. Duas (3.9%)
amostras foram positivas para os genes das enterotoxinas sea, seb e sed. Esse estudo nos
permite reavaliar os procedimentos, a higiene do ambiente e do pessoal e podem
contribuir para evitar ou diminuir a contaminac¢do desse alimento por microrganismos

causadores de intoxicagao alimentar.

Palavras-chave: intoxicacdo alimentar, Gene coagulase, PCR, identificacdo molecular,

sequenciamento.

ABSTRACT

The objective of this study was to apply the PCR technique in monitoring the origin of
bacterial cheese contamination by S. aureus detection from raw milk, utensils and hands
of manipulators. PCR were performed for gene femA, Coa and producers of classic
enterotoxin in 51 strains of Staphylococcus spp. The femA gene amplification occurred

in 40 samples and the Coa gene, only 20 samples whose sizes ranged 500-900 bp,
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indicating polymorphism amplified region. The sequential samples showed a similarity
between 94 to 100% with the coding sequences of staphylocoagulase gene of S. aureus.
Two (3.9%) samples were positive for enterotoxin genes sea, seb and sed. This study
allows us to re-evaluate the procedures, the hygiene of the environment and staff and
can help to prevent or reduce contamination of this food for microorganisms that cause

food poisoning.

Keywords: food poisoning, coagulase gen, PCR, molecular identification, sequencing.

Introducao

Dentre os produtos derivados do leite, o queijo de coalho € considerado um
veiculo frequente de patégenos de origem alimentar, principalmente, por na maioria das
vezes, serem elaborados a partir de leite cru e ndo sofrerem processo de maturagdo. A
contaminacdo microbiana desses produtos assume destacada relevancia tanto para a
industria, pelas perdas econdmicas, quanto para a Saude Publica, pelo risco de causar
doencas transmitidas por alimentos, entre elas a intoxicacdo estafilocdcica aos
consumidores (Andrade, Borges, Figueiredo, Machado & Porto, 2011; Feitosa, Borges,
Nassu, Azevedo & Muniz, 2003).

Ao contaminar esses alimentos, Staphylococcus, quando presentes em
concentragdes elevadas e sob condicdes adequada de temperatura, pH e atividade de
dgua produzem enterotoxinas nos alimentos (Borges, Nassu, Pereira, Andrade & Kuaye,
2008). Entre as espécies coagulase positiva, S. aureus é a mais frequentemente
associada a casos de surtos de intoxicag¢do alimentar, devido a habilidade de muitas de
suas cepas produzirem varios tipos de enterotoxinas (Omoe, Hu, Omoe, Nakane &
Shinagawa, 2005). Essas enterotoxinas sdo termoestaveis e as classicas (sea, seb, sec,
sed, e see) sdo as principais responsaveis por surtos de intoxicagdes (Cremonesi et al.,
2005). O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (Brasil, 2006)
estabelece requisitos apenas para os estafilococos coagulase postiva, com valores
méximos de até 10’ UFC/g para queijos de média (36 a 46%) e alta umidade (46 a
55%).

Virias abordagens tém sido utilizadas para identificagdo do S. aureus, como por
exemplo, a amplificacdo do gene FemA. Este gene codifica parte da estrutura da parede

celular de S. aureus, desempenhando um importante papel na biossintese de
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peptidoglicano e faz parte dos genes fem (femX, femB, femC, e outros) os quais auxiliam
na expressao génica de resisténcia a meticilina (Benson et al., 2002).

Outro marcador molecular de identificacdo de S. aureus é o gene da coagulase.
Esta molécula possui trés regides distintas: a regido N-terminal (sitio de ligacdo a
protrombina); uma regido central (bastante conservada) e a regido C-terminal (bastante
varidvel, onde sdo encontradas de 4-8 sequéncias repetitivas de 27 aminoécidos)
(Kanemitsu, Yamamoto, Takemura, Kaku & Shimada, 2001; Watanabe et al., 2005). A
regido gé€nica que corresponde a regido C-terminal é constituida por seqiiéncias curtas
repetidas em fandem de 81 pb e permite subtipar isolados de S. aureus (Goh, Byrne &
Zhang, 1992). O seu sequenciamento ou de sua por¢ao 3’ terminal tem sido um recurso
utilizado para o estudo comparativo e de filogenia entre isolados de S. aureus
(Watanabe et al., 2005).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica de PCR para o
rastreamento da origem da contaminacdo bacteriana do queijo, por meio da
amplificacdo e sequenciamento do gene presente nas amostras de S. aureus provenientes

de leite cru, utensilios e maos de manipuladores.

Material e métodos
Coleta das amostras

As amostras de leite, queijos e utensilios foram colhidas em trés queijarias
artesanais, localizadas no Sertdo paraibano. O estudo foi conduzido com trés repeticoes,
ou seja, trés coletas em cada queijaria em dias diferentes, sendo as amostras
identificadas com a letra A, B ou C, denominando a queijaria, seguida por um nimero
que corresponde a coleta (1 para a primeira coleta, 2 para a segunda e trés para a
terceira), finalizando com uma letra relacionada ao tipo de amostra (L=leite, Q=queijo,
Ma=maos, Me= mesa, T=tanque e F=f6rma).

As amostras do tanque de fabricacdo, da mesa, da forma e das maos do
manipulador foram coletadas apds a higienizagdo e antes do inicio das atividades
através da friccdo de um swab estéril na drea amostrada (equivalente a uma drea de
10cm?) com pressdo constante, em movimentos giratorios. A parte manuseada da haste
do swab foi quebrada na boca interna do frasco contendo 9 mL de dgua peptonada 0.1%
estéril (Silva et al., 2007).

As amostras de leite “in natura” foram coletadas utilizando-se frascos estéreis e

as amostras de queijo foram coletadas na propria embalagem de fabricacdo. Todo o
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material foi transportado em caixas isotérmicas contendo gelo até o laboratério de
Tecnologia e Inspecdo de Leite e Derivados da Universidade Federal de Campina
Grande, campus de Patos-PB.

As amostras foram diluidas em série com solugdo salina estéril, na proporcao de
1/9, sendo 25g diluida em 225 mL de dgua peptonada a 0,1% para amostras sélidas ou 1
mL em 9 mL para amostras liquidas.

Para obtencdo das coldnias, as amostras foram semeadas em Agar Baird Parker
(BP) com gema de ovo e telurito de potdssio a 3.5% e incubadas, em estufa a 37°C, por
24 - 48 horas. Foram selecionadas colonias tipicas (negras, brilhantes e delimitadas por
um halo opaco, rodeadas por um halo claro, transparente e destacado sobre a opacidade
do meio). As colonias tipicas de cada placa foram inoculadas em tubos contendo caldo
BHI (Brain Heart Infusion, HiMedia), na qual foram incubados a 37°C por 24 horas. A
partir do subcultivo crescido em BHI, foram submetidas a andlise de identificacdao das
espécies com o auxilio do equipamento semi automatizado (Autoscan4®, Siemens) o
qual € baseado na utilizagdo de painéis (Combo PC33; Siemens; Gram Positivo

Desidratado) colorimétricos de provas bioquimicas.

Extracdo do DNA genomico

Para a extracio do DNA foi utilizada uma colonia crescida em Agar Nutriente
(HiMedia) a 35°C por 24 horas, e foi repicada em caldo BHI a 37° C por 20 horas. Apds
incubag¢do, 1.0 mL da cultura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, mantendo o pellet no fundo do microtubo de 2 mL. Para a
extracdo do DNA, foi utilizado o reagente Brazol (LGC Biotecnologia, Brasil),

seguindo-se a recomendagdo do fabricante.

Pesquisa do gene femA, Gene Coa e de enterotoxinas em cepas de Staphylococcus

As colonias foram submetidas a confirmacido genotipica pela amplificacdo dos
genes femA e coa e detec¢do das enterotoxinas classicas (A, B, C, D e E). Os controles
positivos utilizados foram: a cepa de S. aureus (ATCC 25923) para o gene femA e Coa,
S. aureus ATCC 13565 para o gene sea, ATCC 14458 (seb), ATCC 19095 (sec), ATCC
23235 (sed) e ATCC 27664 (see) da American Type Culture Collection. A sequéncia
dos oligonucleotideos pode ser observado na tabela 1.

As reacOes de amplificacdo foram preparadas para um volume final de 20 pL,

contendo: 10X de tampado de PCR (10 mM Tris-HC], pH 8.5; 50 mM de KCl), 10um de
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dNTP, 1um de cada primer (Invitrogen, Brasil), 1,5mM de MgCl,, 2U da enzima Taq
DNA polimerase (Ludwig) e SuLL do DNA bacteriano completando com 7.8 uL de dgua
ultrapura. Para o controle negativo, o DNA bacteriano foi substituido por &dgua
ultrapura.

Para amplificacdo do gene coa, as amostras foram submetidas a um ciclo inicial
a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo inicial a 95°C por 1 minuto,
pareamento a 62°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e um ciclo final a 72°C
por 10 minutos em termociclador (Biocycler, EUA). Os amplicons foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Blue Green Loading Die I,
visualizados e fotografados em transiluminador de UV. Foi utilizado um marcador de
peso molecular (DNA ladder de 100 pb) para estimar o tamanho dos fragmentos
amplificados.

A termociclagem foi realizada sob as seguintes condicdes: ciclo inicial a 95°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 57°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos e um ciclo final

a 72°C por 5 minutos e aplicacdo no gel.

Purificacdo, sequenciamento e filogenia dos amplicons

A purificagdo do produto do PCR-coa foi realizada com kit comercial
(Molecular Biology Kit, Ludwig), seguindo as recomendagdes do fabricante. As reacdes
de sequenciamento foram realizadas com os mesmos primers usados para a
amplificagcdes de PCR e foram encaminhadas para o Departamento de Genética da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A leitura foi realizada no sequenciador
ABI 31001 (AB Applied Biosystems/HITACHI), composto de 16 capilares com
comprimento de 50 cm. As sequéncias dos nucleotideos foram analisadas pelo
programa Mega 6.0 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis, version 6.0) e
comparadas com sequencias depositadas no GenBank. A arvore filogenética foi gerada
usando o método estatistico Neighborjoining, com “bootstrap” de 1000 replicatas. As
sequencias AB88507.1, TMUS2134, JCSC 7633, St-1125, MSSA476 ¢ MW2
depositada no NCBI foram utilizadas como referéncia nos testes filogenéticos e a

sequéncia Macrococcus caseolyticus strain KH1504 foi utilizada como outgroup.

Numeros de acesso sequéncia de nucleotidos



55

As sequéncias de nucleotideos do gene Coa e as sequéncias amplificadas neste
estudo foram depositadas no banco de dados do GenBank e receberam a identificacao:

KU639635 a KU639647.

Resultados

Foram obtidas 51 cepas de Staphylococcus spp., e através da bioquimica foram
identificadas 16 coldonias como S. aureus. Todas as amostras de Staphylococcus spp.
foram submetidas a técnica de PCR para confirmac¢ao da presenca do gene femA e Coa,
onde houve amplificacdo do gene femA em 40 amostras, com amplicons caracteristico
de 132 pares de bases (pb), como pode ser observado na Figura 1.

Ao avaliar a presenca de genes que codificam a producdo de enterotoxinas,
dentre as 51 amostras analisadas, apenas duas (3.9%) foram positivas, sendo que em
uma amostra, proveniente do queijo de coalho, ocorreu coamplificacdo dos genes sea +
seb e em outra amostra proveniente das maos do manipulador, apenas para o gene sed,
mostrado na Figura 3. Nao houve amplificacdo para os genes sec e see.

Para o gene Coa, os isolados apresentaram amplificacdo em apenas 20 amostras,
cujos tamanhos variaram de aproximadamente 500 a 900 pb. Esses resultados
demonstram que a identificacdo dos isolados através das provas bioquimicas nio foi
confirmada pela PCR, havendo amplificacio em mais quatro amostras de S. aureus que
nido foram encontradas na identificagdo bioquimica, o que refor¢a a importancia da
identificacio ao nivel molecular para a confirmaciao dos microrganismos.

Todas as amostras amplificadas para o gene Coa produziram uma banda tnica,
com sequéncias que variaram de 500 a 900 pb, indicando a ocorréncia de variacdes no
nimero de unidades repetitivas de 81 pb, na regido flanqueada pelos primers. A
eletroforese de alguns amplicons obtidos pode ser observada na Figura 2. Os produtos
de 700 pb foram os mais frequentes e representaram 50% dos positivos para o gene coa.
A cepa utilizada como controle positivo amplificou um fragmento de aproximadamente
700 pb.

Através do tamanho das amplificacdes, foi possivel observar que as cepas sao
estreitamente relacionadas, porém nem sempre idénticas. As amostras oriundas do
queijo e do leite da queijaria B e o queijo da queijaria C apresentaram 100% de
identidade. As demais amostras apresentaram mais diversidade, demonstrando a

possibilidade de uma ampla disseminacdo desse microrganismo. Os resultados revelam
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que ha diferentes tipos de S. aureus e que os utensilios, mdos e leite ndo sejam as
provéveis fontes de contaminag@o para os queijos.

Das 20 amostras que apresentaram amplificacdo na reacdo de PCR para o gene
Coa, ndo foi possivel obter um bom produto em 6 amostras. As demais sequéncias
consenso foram submetidas ao BLAST, disponivel no site do National Center for
Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov / BLAST) e a identidade foi
entre 94 a 100% com sequencias codificadoras do gene da estafilocoagulase de S.
aureus quando comparados com as sequencias depositadas no GenBank. Essa
identificacdo baseou-se na identidade e no menor valor E (E-value). Apenas uma
amostra foi encontrada com 100% de identidade. A maioria foi agrupada com 99%,
conforme demostrado na Tabela 2.

Ap6s o Blast, as sequéncias foram submetidas ao Programa Mega, aparadas e
construida uma 4rvore filogenética, onde se identificou que os 14 isolados eram
filogeneticamente relacionados com a espécie S. aureus, apresentando altos valores de
bootstrap. Além de confirmar a presenca desses microrganismos nas amostras
pesquisadas, foi possivel observar o grau de similaridade entre elas. Esses resultados

sdo visualizados através da arvore filogenética (Figura 4).

Discussao

Métodos moleculares tém sido crescentemente utilizados em diagndsticos
microbiolégicos em amostras de leite e derivados, com a finalidade de se obter
resultados mais rdpidos, seguros e especificos. A identificacdo de S. aureus através da
amplificacdo do gene femA tem se mostrado util em diversas pesquisas. Por muito
tempo, o gene femA foi explorado como marcador especifico de S. aureus, porém
estudos relatam a presenca desse gene em algumas espécies de  Staphylococcus
coagulase negativa (Fernandéz, Marrero, Piqué, Castellanos & Gomis-ruth, 2004; Costa
et al., 2012). Isso pdde ser constatado nesse estudo devido a presenca desse gene em 40
amostras de Staphylococcus spp., sendo que apenas 16 amostras foram 1identificadas
bioquimicamente como S. aureus, demonstrando a sua presenga em outras espécies.

Vannuffel et al. (1999), ao pesquisarem o gene femA nas espécies S. epidermidis,
S. hominis e S. saprophyticus, provenientes de cepas padrdes e isolados clinicos,
chegaram a conclusdo de que existe uma homologia do gene femA entre espécies
coagulase negativa e o S. aureus, o que implica na amplificacdo do gene por PCR em

vérias espécies de estafilococos.
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Chikkala, George, Ratnakar, Iyer & Sritharan (2012) evidenciaram que o gene
femA ndo pode ser utilizado como um marcador confidvel para S. aureus, pois o gene
ndo foi amplificado em 70,4% de isolados de S. aureus. Os mesmos afirmam que
variagdes (polimorfismos) nas sequencias gendmicas nao sdo incomuns em espécies de
estafilococos.

Os resultados de Dias et al. (2011) ao pesquisarem 200 amostras de leite obtidas
de tanque de refrigeracdo de propriedades rurais em Sete Lagoas, MG, demonstraram
que houve amplificacdao do referido gene em 145 amostras (72,5%). No estudo de Costa
et al. (2012), foi utilizado o gene femA para identificacdo do S. aureus. No entanto, foi
encontrada uma colonia coagulase negativa com expressao deste gene.

A amplificacio do gene que codifica a proteina coagulase (Coa) tem sido
relatada por diversos pesquisadores como método simples e acurado para identificar e
discriminar S. aureus. Esse gene € polimérfico e possui repeticdes de 81pb permitindo a
classificacdo de isolados (Silva & Silva, 2005). A deteccao desse gene em amostras de
leite pode ajudar a avaliar a seguranca microbiolégica do leite cru destinado ao uso
direto na industria de laticinios (Linage, Rodriguez-Calleja, Otero, Garcia-Lopez &
Santos, 2012).

Gandra et al. (2005) afirmam que os primers Coa, e Coasz sdo especificos para S.
aureus. Dos 55 isolados obtidos em seu estudo, houve apenas amplificacio de DNA a
partir de S. aureus, apresentando uma grande varia¢cdo no tamanho do fragmento
gerado, que pode ser o resultado de diferentes formas estruturais do gene que codificam
para coagulase. Nas estirpes de S. hyicus e S. intermedius ndo houve amplificacdo do
gene, podendo-se inferir que apesar de serem coagulase positiva, ndo expressam esse
gene. Watanabe et al. (2009) relatam que apesar de terem atividade semelhantes ao
coagular o soro, a coagulase produzida por S. intermedius apresentam sequéncia do
gene Coa diferentes do S.aureus.

A enzima coagulase esta presente em vdrias formas alélicas, o que faz com que
os isolados possam ser classificados em diferentes variantes. O gene Coa possul a
variabilidade da extremidade 3°, com sequéncias curtas repetidas em tandem de 81 pb,
que permitem diferenciar isolados de S. aureus pelo nimero das sequéncias repetidas
(Goh et al., 1992). Isso tem sido usado como base para métodos de tipagem em isolados
de fontes animais e humanas (Santos et al., 2003).

Virios estudos relatam essa variagdo, como dos realizados por Abbas, Khudor &

Hanoon (2014), onde a amplificacdo do gene Coa em isolados a partir de secrecdes de
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bovino (leite, swab vaginal e nasal) produziu cinco perfis diferentes, distribuidos de
acordo com o tamanho do segmento amplificado. Silveira Filho et al., (2005) obtiveram
a amplificacdo do gene Coa em 27 amostras de S. aureus isolados de vacas com mastite
subclinica e de equipamentos de ordenha, sendo que estes amplicons produziram dois
perfis genotipicos.

Das cepas isoladas neste trabalho, a frequéncia de genes codificadores de
enterotoxinas foi baixa quando comparadas aos 60% (sea), 37,9% (seb) e 6,9% (sec)
encontrados por Dias et al, (2011) em amostras de leite. Morandi, Brasca, Lodi,
Cremonesi & Castiglioni (2007) avaliaram 107 isolados de Staphylococcus coagulase
positiva oriundos de produtos lacteos e observaram presenca dos genes em 67% dos
isolados. Apenas a detec¢do dos genes toxigé€nicos em S. aureus ndo determina que
estes isolados produzem enterotoxinas em um nivel suficiente para causar quadros de
intoxicagdo alimentar ou outras doengas associadas as enterotoxinas (Chiang et al.,
2008) uma vez que a produgdo das enterotoxinas também € influenciada por fatores do
ambiente (pH, atividade de dgua, atmosfera, entre outros).

No entanto, os resultados do presente estudo corroboram com os obtidos através
da pesquisa realizada por Borelli et al. (2011), que ao analisarem estirpes de
Staphylococcus isoladas de queijo Minas produzidos com leite cru, verificaram que
nenhuma expressou as enterotoxinas sea, seb, sec e sed. Luz (2008) também encontrou
baixa identificagao dos genes no que se refere a presenga das toxinas cldssicas, pois dos
94 isolados de S. aureus de amostras de leite com mastite, nenhum apresentou os genes
sea, seb e sec.

Embora os resultados discutidos possam diferir em sua grande maioria, deve-se
refletir sobre a importincia da genotipagem de amostras de S. aureus para um melhor
diagndstico da intoxicac@o alimentar. De acordo com Sa, Cunha, Elias, Victéria &
Langoni (2004), as variacOes observadas na distribuicdo dos genes toxigé€nicos nesse €
em outros estudos realizados podem estar relacionadas as diferencas geogréficas, devido
a diferentes condicdes ambientais, bem como a natureza dos isolados de S. aureus.

Diversas pesquisas sobre sequenciamento de S. aureus sdo utilizados como
ferramenta para estudos filogenéticos. Neste trabalho, o sequenciamento do gene da
coagulase (Coa) mostrou-se bastante eficiente para identificacdo dos isolados.

O estudo de Silveira Filho et al. (2005) obtiveram como resultado diversos perfis
genotipicos de S. aureus mostrando semelhanga entre os isolados de queijos e de

equipamento de ordenha, evidenciando o risco de veiculacdo desse microrganismo aos
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consumidores de leite e derivados, devido a falta de higienizacdo na ordenha. Nosso
resultado também foi semelhante a pesquisa desenvolvida por Chapaval, Moon, Gomes,
Duarte & Tsai (2006), onde também foi demonstrada grande similaridade entre as
amostras de S. aureus isoladas de fontes humana, animal e maquinério, presumindo que
a origem dessa contaminagdo seja o leite cru e a falta ou ineficdcia de higienizacdo de
maos e utensilios.

S. aureus, por ser uma bactéria contagiosa, pode ser transmitida durante todo o
processamento de alimentos, seja por via nasal, garganta, equipamentos, pele entre
outros, o que justifica o grau de similaridade entre as amostras analisadas. Olivindo et
al. (2009), destacaram que as maos de manipuladores agem como iniciadores da
contaminacao por essa bactéria.

Este estudo mostrou que a identificacdo genotipica de Staphylococcus spp. pode
ser feita pela amplificacdo do gene femA e, dentre os isolados avaliados, o S. aureus foi
confirmado pela amplificacdo do gene Coa, com apresentacdo de grande polimorfismo
genético. A identificacdo do gene para enterotoxinas mostrou-se ttil para avaliar um
possivel perfil dos S. aureus, embora os isolados tenham apresentado baixo potencial
enterotoxigénico, a presenga dos mesmos representa um risco potencial para a saide
publica.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica de PCR para o
rastreamento da origem da contaminacdo bacteriana do queijo, por meio da
amplificacdo e sequenciamento do gene presente nas amostras de S. aureus provenientes

de leite cru, utensilios e maos de manipuladores.

Conclusao

Por meio da técnica de PCR conseguimos detectar a presenca de S. aureus e as
enterotoxinas no queijo, como também no leite, maos e utensilios, fazendo um
rastreamento da origem da contaminagdo nas amostras analisadas. Além disso, conclui-
se também que hd uma grande similaridade genética entre os isolados de S. aureus
encontrados nas amostras analisadas e que a técnica de sequenciamento genético
mostrou ser util para apontar os possiveis pontos de contaminacao bacteriana.

Os conhecimentos obtidos nesse estudo nos permite reavaliar os procedimentos,
a higiene do ambiente e do pessoal e podem contribuir para evitar ou diminuir a

contaminacdo desse alimento por microrganismos causadores de intoxicag¢do alimentar.
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Tabela 1 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR para a

amplificacdo de gene das espécies de Staphylococcus e deteccdo de genes

codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas.

Oligonucleotideos (5°— 37) Gene Produto Referéncias
alvo Amplificado

SEA1: ACGATCAATTTTTACAGC sea 544 bp Rosec & Gigaud,
SEA2: TGCATGTTTTCAGAGTTAATC 2002
SEB1: GAATGATATTAATTCGCATC seb 416 bp Rosec & Gigaud,
SEB2: TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC 2002.
SEC1: GACATAAAAGCTAGGAATTT sec 257 bp Betley et al., 1988.
SEC2: AAATCGGATTAACATTATCCA
SED1: TTACTAGTTTGGTAATATCTCCTT sed 334 bp Bayles et al., 1989.
SED2: CCACCATAACAATTAATGC
SEE1: ATAGATAAAGTTAAAACAAGCAA see 170 bp Bystron et al., 2005.
SEE2: TAACTTACCGTGGACCC
FEMA1: AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG femA 132 bp Berger-Bachi et al.,
FEMA2: GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG 1989.
COAG2:ACCACAAGGTACTGAATCAACG CoaG2 variavel Aarestrup et al.,
COAG3: TGCTTT CGA TTG TTC GAT GC CoaG3 1995.

MCNCP 1 2 3 4 5 6

500 -

13 e

Figura 1- Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificacdo do gene femA.
Nota: M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA ladder); CP: Controle Positivo
(8. aureus ATCC 25923); CN: Controle Negativo; Canaletas 1-6: amostras positivas.
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M CN CP 1 2 3 4

Figura 2- Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificacdo do gene da

coagulase (Coa). Nota: M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA ladder); CP:
Controle Positivo (S. aureus ATCC 25923); CN: Controle Negativo; Canaletas 1-5,

8 e 9 Negativas; Caneletas 6, 7 e 10 com diferentes padrdes de amplicons.

M CP 1 2

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificacio do gene da

enterotoxina (Sea). Nota: M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA ladder); CP:

Controle Positivo (S. aureus ATCC 14458); Canaleta 1: Positivo para o gene sea;
Caneleta 2: amostra negativa.
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Tabela 2: Resultados do alinhamento local das sequéncias do gene Coa de S. aureus. As
sequéncias foram comparadas aquelas depositadas no National Center for

Biotechnology Information, utilizando o Blast.

Isolado  Espécie/Linhagem Tamanhoda ID  Query
sequéncia (%)  cover

AlQ Staphylococcus aureus DNA, complete genome, 865 99 100
strain: FDA209P

AlL Staphylococcus aureus coa gene for 551 96 100
staphylocoagulase, complete cds, strain: [FH514

AlMa  Staphylococcus aureus DNA, complete genome, 954 99 100
strain: FDA209P

AIT Staphylococcus aureus subsp. aureus strain GR2, 703 94 100
complete genome

A2F Staphylococcus aureus coa genes for hypothetical 740 96 100
proteins

A3Ma  Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 693 100 100
complete genome

B1Q Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 737 99 100
complete genome

B2L Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 737 99 100
complete genome

B3Q Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 691 99 100
complete genome

ClMa  Staphylococcus aureus coa genes for hypothetical 820 99 98
proteins

CI1T Staphylococcus aureus coa genes for hypothetical 688 98 100
proteins

C2Q Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 737 99 99

complete genome

C2L Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 716 99 100
complete genome

C2Ma Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, 708 99 100

complete genome

ID: identidade
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Figura 4: Arvore filogenética baseada na sequencia de aminodcidos do gene da coagulase de 14

amostras de S. aureus isoladas de leite, queijo, swabs de maos, tanque, mesa e forma

de queijo de trés queijarias artesanais da Paraiba, utilizando-se o método de neighbor-

joining, com bootstrap de 1000 replicatas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, as queijarias foram avaliadas quanto as condi¢des higiénico-sanitirias

através do checklist das Boas Praticas de Fabricacdo e foram identificados os principais pontos

de contaminagdo na producdo de queijo de coalho, além de se reallizar a identificacdo por

técnica molecular dos Staphylococcus sp isolados de amostras colhidas nos estabelecimentos.

Os resultados observados permitiram chegar as seguintes conclusdes:

Do ponto de vista das Boas Préticas e seguranca alimentar, a maioria das queijarias
avaliadas apresentaram muitos problemas que comprometem a qualidade dos produtos
e, consequentemente, a saide dos consumidores;

O nivel de contaminagdo por coliformes totais, termotolerantes, E. coli e
Staphylococcus spp. do leite cru recebido pelas queijarias mostrou-se elevado,
apresentando-se como o principal foco de contaminagao dos utensilios, equipamentos e
maos dos manipuladores.

As condi¢des higiénico-sanitdrias dos utensilios, equipamentos e maos de
manipuladores também encontravam-se inadequadas, contribuindo desta forma, na
permanéncia e propagacdo desses microrganismos no interior das queijarias.

A identificacdo genotipica (PCR) de Staphylococcus spp. pode ser feita pela
amplificagdo do gene femA e, dentre os isolados avaliados, o S. aureus foi confirmado
pela amplifica¢do do gene Coa, com apresentacdo de grande polimorfismo genético.

Os genes sea, seb e sed, codificadores de enterotoxinas, ocorrem em espécies de S.
aureus isolados em amostras de queijo e maos de manipuladores;

O sequenciamento genético mostrou ser 1til para investigar os possiveis pontos de
contaminacao bacteriana, assim como as falhas na fabricacdo de produtos artesanais,
como € o caso do queijo de coalho.

Os conhecimentos obtidos nesse estudo nos permite reavaliar os procedimentos, a
higiene do ambiente e do pessoal e podem contribuir para evitar ou diminuir a

contaminacao desse alimento por microrganismos causadores de intoxicagdo alimentar.



