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DETECCAO DE Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Brucella sp.
EM QUEIJOS PRODUZIDOS ARTESANALMENTE NA REGIAO LITORENEA
DO RIO GRANDE DO SUL*

Autor: Cristina Bergman Zaffari
Orientador: Dra. Marisa da Costa

RESUMO*

O queijo € o produto de maior importancia entre os derivados do leite, pelo seu
grande valor nutritivo e pelas suas caracteristicas organolépticas. Na regido
litoranea do Rio Grande do Sul, Brasil, existe uma concentracdo elevada de
comércio artesanal de queijo. Para a estimativa da qualidade microbioldgica
destes produtos, foram coletadas 80 amostras referentes a 29 bancas de
estabelecimentos  comerciais localizados nas rodovias RS 30
(Osorio-Tramandai), RS 40 (Viamao-Pinhal) e RS 389 (Osorio-Torres). Em 26%
das amostras, a contagem de coliformes fecais estava acima da estabelecida
pela legislacdo e em 32% das amostras foi possivel o isolamento de E.coli.,
sugerindo consideravel contaminacdo e a necessidade de orientar estes
produtores para normas béasicas de higiene. Foi confirmada a presenca de
Listeria sp. em 16% das amostras, sendo 4% L. monocytogenes. N&do foram
isoladas cepas de Brucella sp. As caracteristicas do produto analisado como
pH, atividade da &gua, estocagem, presenca de altas contagens de
microrganismos competidores, provavelmente, contribuiram significativamente
para controle de Listeria sp. e Brucella sp. O presente estudo demonstra que
este tipo de alimento pode tornar-se um problema de saude publica,
principalmente para os grupos de risco.
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Escherichia coli, Listeria monocytogenes AND Brucella sp. DETECTION
IN HOMEMADE CHEESES PRODUCED IN THE SEACOAST OF RIO
GRANDE DO SUL

Author: Cristina Bergman Zaffari
Advisor: Dra. Marisa da Costa

ABSTRACT?

Cheese is the most important among dairy products, due to its high nutritional value
and its organoleptic characteristics. In the seacoast of Rio Grande do Sul, Brazil,
there is a high concentration of establishments that sold artisanal cheese. For
estimate the microbiological quality of these products, 80 samples were collected
from 29 stands of retailers located on the RS 30 (Osoério-Tramandai), RS 40
(Viamao-Pinhal) and RS 389 (Osorio-Torres) highways. In 26% of the samples, the
fecal coliform count was above the legal maximum limit and in 32% of the samples; it
was possible to isolate E. coli, which suggests considerable levels of contamination
and the need to instruct the farmers on basic hygiene procedures. The presence of
Listeria sp. was confirmed in 16% of the samples, 4% of which were L.
monocytogenes. Strains of Brucella sp. were not isolated. The characteristics of the
products under analysis, such as pH, water activity, storage, and the presence of
high counts of competitive microorganisms, probable, highly contributed to the
control of Listeria sp. and Brucella sp. The present study demonstrates that this kind
of food can become a serious public health hazard, specially among risk groups.

*Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (92p) Julho,
2005.
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1. INTRODUCAO

O leite e seus derivados sao utilizados como alimento pelo homem
desde os primordios da civilizacdo. Contudo, devido a sua riqueza de nutrientes,
torna-se susceptivel a contaminagcdo por um grande numero de microrganismos
potencialmente patogénicos ao homem, sendo assim, considerado um meio de
cultura bastante favoravel ao desenvolvimento de microrganismos.

O queijo € o produto de maior importancia entre os derivados do leite,
ndo somente por seu grande valor nutritivo, mas também pelas suas
caracteristicas organolépticas.

A industria de queijos expandiu fortemente no Brasil nas udltimas
décadas. O desenvolvimento bem sucedido desta atividade industrial dependeu
sobretudo de dois principios basicos: constante aumento dos padrdes produtivos e
reducdo minima de prejuizos ocorridos durante a producéo.

A fabricacdo do queijo artesanal com venda direta ao consumidor
surgiu, como uma das alternativas adotadas pelos pequenos produtores para

aumentar a receita da sua atividade. Embora ndo se encontre nas estatisticas



oficiais, sua contribuicAo monetaria € provavelmente expressiva, principalmente
para produtores que nao tém acesso as usinas processadoras de leite.

A producdo de queijo artesanal utiliza, na maioria das vezes, leite
in natura ou inadequadamente pasteurizado e maturacdo. Além das suas
caracteristicas organolépticas dependerem da microbiota do leite e do ambiente,
resultando em um produto final varidvel, a contaminacdo microbiana destes
produtos assume destacada relevancia tanto para indastria, pelas perdas
econbmicas, como para saude publica, pelo risco de veiculares doencas
transmitidas por alimentos.

O numero de notificacbes de toxinfeccbes de origem alimentar tem
apresentado um aumento global, sendo decorrente de fatores, tais como
distribuicdo globalizada, aumento da escala de producdo, aumento do niumero de
susceptiveis, como idosos (aumento da idade da populacdo mundial) e
imunodeprimidos, melhoria dos métodos de diagndsticos e de investigacdo. Este
qguadro confere a seguranca sanitaria de um produto alimenticio um estatus cada
vez maior. Do ponto de vista de saude publica, a populacdo deve ter ao seu
alcance alimentos de boa qualidade, dentro dos padrdes pré-estabelecidos, ndo
s6 em valor nutritivo, como também, quanto as condi¢Bes higiénicas, devendo
propiciar seguranca a saude do consumidor.

Os queijos devem ser inspecionados por 0rgdo governamental, em
todas as fases da producdo, comecando pela propriedade rural, onde o leite &
obtido até a industria e os locais onde sdo expostos ao consumo. Por estas
razdes, a qualidade microbiologica de queijos artesanais de todo o pais vem

sendo alvo de constante monitoramento por parte dos 6rgdos de inspe¢édo. Os



resultados demonstram a contaminacdo de grande parte das amostras analisadas,
confirmando o risco que o consumo destes queijos representa a saude da
populacéo.

Na regido litoranea, préxima a Porto Alegre, Rio Grande do Sul, o queijo
colonial artesanal € comercializado em bancas préximas as estradas, por onde,
principalmente, entre os meses de novembro e fevereiro milhares de pessoas, do
préprio estado, de outros estados e até de outros paises deslocam-se para estas
regides. As bancas de produtos coloniais, por sua vez, tornam-se atrativos
turisticos, aumentando a producéo e consumo de queijos artesanais.

O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade microbiol6gica dos
queijos produzidos artesanalmente em pequenos estabelecimentos comerciais em
parte da regido litoranea do Rio Grande do Sul com a quantificacdo de coliformes
totais, fecais (coliformes termo-tolerantes) e isolamento de Escherichia coli
(E. coli), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) e Brucella sp., tornando
possivel a classificagdo dos mesmos.

A pesquisa de coliformes fecais, especialmente Escherichia coli nos
alimentos fornece, com maior seguranca, informacdes sobre as condi¢cbes
higiénicas do produto e a indicacdo da eventual presenca de enteropatdégenos.
E. coli é responsavel por indmeros surtos de gastroenterites em humanos apos
ingestédo de alimentos contaminados com este microrganismo, incluindo leite e
seus derivados.

A deteccédo e o isolamento de L. monocytogenes em amostras de queijo

€ um dado com elevada importancia sob aspecto de saude publica, por ser um



produto consumido, também, pela populacdo susceptivel a listeriose, ou seja,
mulheres gestantes, criancgas, idosos e adultos imunocomprometidos.

A ocorréncia de Brucella sp. em amostras de queijo foi verificada como
forma de obter dados sobre a presenca deste microrganismo, colaborando com o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) instituida em 2001 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) que visa diminuir o impacto negativo destas zoonoses,

sendo o controle do leite e seus derivados um dos focos de maior importancia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicao

O queijo é consumido desde as primeiras civilizacbes. Povos alimentados
com dietas contendo grande proporcédo de produtos lacteos sdo usualmente sadios,
vigorosos e bem desenvolvidos (Araujo et al., 2000).

N&o se sabe onde e quando se iniciou a producgéo de queijo, entretanto é
natural que tenha sido descoberto depois do desenvolvimento de elementos que
alicercam a sua producédo, como a acidificacdo natural do leite depois de varios dias
e a prensagem do leite &cido com eliminacao do soro (Ide & Benedet, 2001).

Existem vérias definicbes para queijo, porém nenhuma muito precisa.
Segundo Fox (1993), queijo € o nome genérico dado a um grupo de produtos
fermentados a base de leite. A definicdo que apresenta um carater mais generalizado
€ dada pela “Food and Agriculture Organization” (FAO) em seu “Cdédigo de

Principios” que o define como “produto fresco ou maturado obtido por coagulacéo e



separacdo do soro dos seguintes produtos: leite in natura, leite desnatado

(total ou parcial), nata, soro ou de uma mistura de quaisquer destes” (Nhuch, 2000).

2.2.Elaboracao

Existem, em todo o mundo, mais de 1000 variedades de queijo, que
apresentam diferentes formas e sabores. O processamento da maioria das
variedades de queijo é a combinacao de quatro principais ingredientes: leite, coalho,
microrganismos e sal (Beresford et al., 2001).

Para a elaboracdo do queijo, de uma forma geral, sdo necessarias varias
etapas, embora existam variacfes especificas para cada tipo. Praticamente todos os
tipos de queijo tém uma sequéncia comum no seu processo de fabricacdo. Assim,
resumidamente, tais etapas compreendem: recebimento e tratamento prévio do leite,
incluindo a refrigeracdo, higienizagcéo e a pasteurizacdo; a coagulagéo e separacdo
parcial do soro; enchimento de moldes e prensagem prévia; moldagem; prensagem;

salga; maturacao; controle e saida (Madrid et al., 1986).

2.2.1 Coleta e Tratamento do Leite

A escolha do leite utilizado na fabricacdo de um dado tipo de queijo € de

fundamental importédncia, devendo-se considerar suas  caracteristicas

fisico-quimicas e microbiologicas, com vistas a obter o produto final desejado



(Nhuch, 2000). A coleta deve ser realizada com maxima higiene
(ordenha higiénica), diminuindo assim a contaminacao (Scholz, 1997).

Na fabricacdo de queijos artesanais em condi¢des de higiene deficiente,
como coleta de leite de Uberes sem higienizagao, recipientes de coleta oxidados,
agua armazenada em tambores expostos a contaminagao, entre outros aspectos, 0
risco para saude do consumidor aumenta significativamente. Nestas condicfes,
verifica-se elevada concentracdo de coliformes fecais, além da ocorréncia de outros
microrganismos patogénicos como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica (Camacho & Sierra, 1988; Melchiades, 1993).

O leite obtido assepticamente através de Uberes perfeitamente
higienizados e ordenha com utensilios limpos, contém, geralmente, menos de 5000
microrganismos/mL. A microbiota deste leite é composta essencialmente por
micrococos, um numero pouco significativo de bactérias psicrotroficas e menos de
uma ufc (unidade formadora de coldnias) de coliforme/mL (Eck, 1990).

ApoOs a obtencdo do leite, 0 mesmo deve ser refrigerado imediatamente
até o momento do uso ou de iniciar a fabricagdo do queijo (Scholz, 1997).

O leite recebido na queijaria deve estar refrigerado a 4-6°C, em
cisternas que serdo esvaziadas em tanques de aco inoxidavel. O leite sempre
deve passar por centrifugacdo, para eliminar impurezas soélidas, e pela
pasteurizacdo, a uma temperatura de 70-80°C, durante alguns segundos
(Grappin & Beuvier, 1997).

A finalidade da pasteurizacao € destruir a maioria dos microrganismos

patogénicos que estiverem presentes. No aspecto higiénico-sanitario, ha exigéncia



legal (Portaria n° 146 de 07/03/96) da pasteurizacdo somente em queijos cujo
periodo da cura é inferior a sessenta dias (Brasil, 1997). No caso dos queijos
maturados por mais de sessenta dias, ha diversos trabalhos técnicos-cientificos
mostrando que a maioria dos patdgenos morre durante este periodo
(Mor-Mur et al., 1994).

Durante a pasteurizagdo ocorre, também, a destruicdo de
microrganismos laticos importantes para producdo de sabor e aroma durante a
cura. Por isso, a exigéncia de adicionar ao leite ap0s pasteurizacdo, culturas
laticas especificas para cada tipo de queijo (Estepar et al., 1999).

O leite utilizado na fabricagdo do queijo artesanal ndo sofre um
processo térmico eficiente. O aquecimento ocorre entre 36-42°C antes da adicdo
do coalho, ndo atingindo a temperatura de pasteurizacdo, 0 que permite a
sobrevivéncia de microrganismos, podendo causar contaminacdo do produto e

risco ao consumidor (Schwab et al., 1996)

2.2.2 Coagulacéao e Tratamento da massa

Antes da coagulacao propriamente dita, pode ser acrescentado ao leite,
o cultivo de bactérias laticas, cuja funcéo é transformar a lactose em acido latico
causando a acidificacdo, que facilita a coagulacdo. Adiciona-se também cloreto de
calcio e nitrato de potéssio, para diminuir o crescimento de bactérias do leite, que
entre outros efeitos, produzem gases prejudiciais para o sabor e 0 aroma

(Schwab et al., 1996).



A coagulacdo é a etapa decisiva na fabricacdo do queijo e visa
concentrar a proteina do leite retendo também gordura (Beresford et al., 2001).
O fendmeno da coagulacdo do leite deve-se basicamente a hidrolise
parcial da caseina (principal proteina do leite) através da adicdo de coalho, que é
um extrato removido do abomaso de ruminantes. As particulas formadas, em
virtude de suas dimensdes e de sua carga elétrica negativa, flutuam no leite e
repelem-se mutuamente. No entanto, perdem sua estabilidade em funcdo da
acidificacdo ou da acao de enzimas proteoliticas (Scott, 1991).

O coagulo enzimatico ocorre em pH préximo ao do leite, ou seja, de 5,8
a 6,6, apresentando caracteristica mais firme e elastica, tornando-se cada vez
mais resistente e, ao ser fracionado, se contrai, originando um precipitado
consistente (Fox et al., 2000).

O final da coagulacdo € determinado em funcdo da consisténcia do
coagulo formado, procede-se, entdo, o fracionamento deste permitindo a saida do
soro ali retido. O principal efeito disso € a desigualdade na acidificacdo produzida
pelas bactérias laticas do fermento, que agem mais rapidamente em graos com
maior umidade (Nath, 1993).

O corte do coagulo formara duas fases: precipitante (massa) e aquosa,
(soro). Para acelerar e intensificar a moldagem, a mistura € mantida em agitacéo e

aquecimento entre 30 a 35°C (Wegner, 1987).



2.2.3 Moldagem, Prensagem e Salga

Apo6s a remocao do soro, o coagulo forma uma massa consistente que €
colocada em formas, variando em formato e dimensdes conforme o tipo de queijo.
As formas sédo tampadas e levadas a prensa, permitindo a extracdo de agua livre do
gueijo e transformando as particulas da coalhada em uma massa compacta,
possibilitando, também, a formacé&o da casca (Fox et al., 2000).

O cloreto de sédio é adicionado em praticamente todos 0s queijos, em
porcentagens que variam de acordo com o tipo a ser fabricado. Além do sabor, 0
cloreto de sodio influencia nos fatores fisico-quimicos, bioquimicos e
microbiologicos que influenciam a maturacéo, intensificando a liberacdo da agua da
massa e influenciando na sele¢do da microbiota (Nath, 1993). Medina et al. (1995)
constataram que a alta concentragdo de cloreto de sddio na producdo do queijo
espanhol Ledn influenciou na diminuicdo da contagem de enterobactérias.

A salga é feita em imersao direta do queijo em tanques de salmoura ou

por salga direta aplicada a casca, ou misturada na massa (Amaral et al., 1992).

2.2.4 Maturacao

A maturagdo corresponde a etapa de atividade biolégica no queijo,
envolvendo reacgfes enzimaticas de decomposicéo dos trés componentes principais

do leite retidos no queijo: lactose, proteina e gordura (El Soda, 1993).
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Em termos préticos, o queijo é considerado curado quando armazenado por
algum tempo apoés a salga, sofrendo alteragdo no sabor, textura, consisténcia e cor,
diferenciando-se do queijo fresco (Nath, 1993).

As fermentagfes secundarias envolvem a conversdo dos produtos finais
da transformacdo primaria. O &cido latico, peptideos e acidos graxos sao
transformados em diversos produtos como aminas, &cidos organicos, cetonas,
lactonas, alcoois, aldeidos e compostos sulfurosos, contribuindo para o refinamento
do sabor, aroma e caracteristicas tipicas de cada queijo (Fox, 1993).

Estes processos fermentativos sdo complexos e muito sensiveis a
quaisquer mudancas tanto na composicado e qualidade de matéria-prima, como nas
condicbes de processamento. Com a utilizacdo do leite in natura, ocorre maior
dificuldade em controlar a fermentacdo do queijo devido a presenca de
contaminantes naturais secundarios indesejaveis, que apesar de dominados pelos
microrganismos laticos desejaveis, desempenham papel complementar na
maturacdo dos queijos. Isto resulta em maior dificuldade de padronizacéo
tecnolégica dos queijos e também no aumento da ocorréncia de defeitos e perdas
durante a producdo, devido a fermentacao indesejada. No caso do leite pasteurizado,
estes contaminantes séo destruidos (Chapman & Sharpe, 1990).

Portanto, a pasteurizacdo do leite e 0 uso adequado de culturas laticas
selecionadas ou fermento contribuem significativamente para melhoria da qualidade

dos queijos (Nath, 1993).
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2.3 Bactérias Léaticas

Os microrganismos podem desempenhar papéis muito importantes nos
alimentos, sendo possivel classifica-los em trés grupos distintos, dependendo do tipo
de interacao entre eles e o alimento: (1) microrganismos causadores de deterioracao
nos alimentos como alteracdo da cor, sabor, odor, textura e aspecto; (2)
microrganismos patogénicos que podem chegar ao leite por varias vias, sempre
refletindo condi¢cbes precarias de higiene durante a producdo, armazenamento,
distribuicdo ou manuseio e (3) microrganismos presentes no alimento que causam
alteracdes benéficas, modificando suas caracteristicas originais de forma a
transforma-lo em um novo alimento (Silva et al., 1997).

A presenca de bactérias acido-laticas no leite € normal e in6cua, quando
em numero, inferior a 10° células por mililitro (Soler et al., 1995). Estas bactérias
laticas podem ser utilizadas pela industria laticinios nacionais, especialmente pelo
fato de estarem adaptadas as condi¢cdes de temperatura e da matéria-prima, sendo
ainda necessarios maiores estudos sobre suas caracteristicas individuais e
especificas (Lopez-Diaz et al., 2000).

A utilizacdo de bactérias fermentadoras, como as Aacido-laticas, na
elaboracdo de alimentos tém crescido nos ultimos tempos. S&o pesquisados alguns
dos efeitos que a fermentagcdo exerce sobre a conservagao de produtos alimenticios,
por isso, pretende-se conhecer, dirigir e melhorar esses processos, visando a

obtencédo de produtos de melhor qualidade (Frank & Hassan, 1998).
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O grupo das bactérias laticas é formado por doze géneros de
microrganismos  Gram-positivos, entre eles, Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e
Carnobacterium (Schleifer et al., 1995).

Em épocas anteriores a fermentacdo da lactose para producdo de queijo
dependia somente das bactérias laticas ali presentes (Balduino et al., 1999).
Atualmente, bactérias iniciadoras séo adicionadas ao alimento. Estas culturas laticas
sdo o ingrediente de maior importancia na fabricacdo do queijo, sendo um fator
indispensavel para obtencdo de um produto de boa qualidade e padronizado.
Apropriadamente chamadas de “starter” ou iniciadoras, essas culturas iniciam a
maiorias das reacdes e mudancas que ocorrem durante a fabricacdo de queijo
(Furtado et al., 1990; Litopoulou-Tzanetaki & Tzanetaki, 1992; Mor-Mur, et al., 1994).
Aproximadamente 90% das culturas iniciadoras sdo compostas por Lactococcus sp.,
considerada uma boa cultura latica por converter quase toda lactose em acido latico
(Beresford et al.,2001).

Apesar de seus mecanismos precisos ainda nao estarem bem conhecidos,
os fatores identificados como antagonismos laticos sdo: peroxido de hidrogénio,
diacetil, reducdo de nutrientes bem como a producdo de bacteriocinas (Piard &
Desmazeaud, 1991),

Vérios estudos tém indicado que as bacteriocinas sdo uma das principais
substancias responsaveis pela ag¢do antimicrobiana, especialmente em bactérias
Gram-negativas, mediadas pelas bactérias lacticas

(De Giorgi et al., 1983; Sobrino et al., 1991; Santos, 1993). Medina et al. (1995), em

13



pesquisa realizada em queijo espanhol Ledn, elaborado com leite de vaca in natura,
constataram decréscimo na contagem de enterobactérias ao longo da maturagéo,

desaparecendo completamente ap6s noventa dias.

2.4 Legislacao

As metodologias para amostragem, coleta, acondicionamento, transporte
e analise microbiolégica de amostras de produtos alimenticios deve obedecer ao
disposto pelo Codex Alimentarius; “Internacional Commission on Microbiological
Specifications for Food” (I.C.M.S.F); “Compedium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods” e “Standard Methods for the Examination of Dairy Products”
da American Public Health Association (APHA)”; “Bacteriological Analytical Manual”
da “Food and Drug Administration”, editado por “Association of Official Analytical
Chemists” (FDA/ AOAC) em suas ultimas edi¢cdes e ou revisdes, assim como outras
metodologias internacionalmente reconhecidas.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da
Saude considerando a importancia de compatibilizar a legislacdo nacional com
regulamentos do Mercosul, relacionados aos critérios e padrbes microbioldgicos,
aprovou o regulamento técnico sobre padrbes microbiolégicos para alimentos na
Resolugdo-RDC N°. 12, de 2 de janeiro de 2001. Esta Resolucdo determina os
microrganismos que devem ser verificado nos diferentes produtos alimenticios por
meio de metodologias padronizadas e analisados em relag&o a cada tipo de alimento

(Brasil, 2001).
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Os diversos tipos de queijos

ttm o seu padrdo microbiolégico

contemplados nesta Resolucdo (Tabela 1). O descumprimento aos termos desta

Resolucao constitui infragdo sanitéria.

TABELA 1. Padrbes microbioldgicos estabelecidos para coliformes fecais e
L. monocytogenes em queijo na Resolu¢cdo-RDC N°. 12, de 2 de janeiro de 2001,
ANVISA, Ministério da Saude (Brasil, 2001)

Tipo de queijo

Coliformes a 45°C
(ufc/g)

L. monocytogenes /25g

a) baixa umidade

5x10°

b) média umidade: 36%

(Danbo, prato, mussarela
curado e similares)

10°

Ausente

c) alta umidade: 46%

(cremoso, criollo,
mussarela e similares)

5x10°

Ausente

d) alta umidade: 46%, de
muito alta umidade: 55%, ¢/
bactérias laticas
abundantes e viaveis,
incluindo Minas frescal

5x10°

Ausente

e) muito alta umidade:
55%, incluindo queijos de
coalho c/ umidade
correspondente, minas
frescal, mussarella e
outros, elaborados por
coagulacdo enzimatica,
sem acao das bactérias
laticas

5x102

Ausente

- Nao exigido na legislacdo acima
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2.5 Contaminacéo do queijo

Programas de resfriamento do leite na fazenda, apdés a ordenha, com
posterior coleta e transporte de leite em caminhdes-tanque isotérmicos, tém
aumentado significativamente. Estas duas medidas vém sendo amplamente
incentivadas pelos laticinios, bem como pelas autoridades governamentais, uma vez
que ha consideravel aumento na qualidade do leite e derivados quando este é
refrigerado na fazenda (Silva et al., 2000).

A Escherichia coli, o Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes
estdo sendo apontadas como as maiores causadoras de infec¢bes associadas ao
consumo de queijo. Estes microrganismos podem causar sequelas por um longo

periodo e até mesmo a morte (Silva et al. 2001).

2.5.1 Microrganismos indicadores

O termo microrganismo indicador pode ser aplicado a qualquer grupo
taxon6mico, fisiolégico ou ecoldgico de microrganismos, cuja presenca ou auséncia
proporciona uma evidéncia indireta referente a uma caracteristica particular do
histérico da amostra. Os microrganismos indicadores fornecem informacdes sobre a
ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de
patégenos ou sobre a deterioracdo potencial de um alimento, além de indicar
condicbes sanitarias inadequadas durante o0 processamento, producdo ou

armazenamento (Forsythe, 2000; Silva et al., 2000).
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Um indicador de seguranca dos alimentos deve apresentar certas
caracteristicas importantes: ser detectavel de forma facil e rapido; ser facilmente
distinguivel de outros membros da microbiota do alimento; possuir um histérico de
associacdes constantes com o patdgeno cuja presenca visa indicar; estar sempre
presente quando o patdégeno de interesse estiver presente; ser um microrganismo
cujas contagens sejam correlacionadas as quantidades do patdégeno de interesse;
possuir caracteristicas e taxas de crescimento equivalentes as do patdégeno; possuir
taxa de mortalidade que seja ao menos paralela a do patégeno e, de preferéncia, que
persista por mais tempo do que este Ultimo; estar ausente dos alimentos que sao
livres de patdégenos, ou se estiver presente devera estar em baixas contagens

(Jay, 2005).

2.5.2. Coliformes Totais

A utilizacdo de coliformes como indicadores de condi¢des higiénico-
sanitarias em alimentos € uma pratica estabelecida ha anos. Coliformes sdo um dos
grupos microbianos de maior importancia no leite in natura e sua enumeracdo €
empregada como indice de grau de higiene. A presenca em numero elevado
indicaria meétodos de ordenha e/ou fabricagdo pouco higiénica, inadequada
pasteurizacdo ou contaminacdo apos pasteurizagdo. Nestes casos costuma-se isolar
nameros elevados de coliformes (Tornadijo et al., 2001).

As bactérias do grupo coliforme diferenciam-se em fecais e nao fecais,

gue sdo encontradas no trato intestinal do homem e dos animais, entretanto as
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primeiras sdo incapazes de persistirem, por longo tempo, em outro ambiente exceto
as fezes (Silva et al.,1997).

Os coliformes totais sdo formados por bastonetes Gram negativos, nao
formadores de esporos, aerobios ou anaerobios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com producgdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C, incluindo cerca de 20
espécies, dentre as quais encontram-se tanto bactérias entéricas, como diversos
géneros e espécies de bactérias ndo entéricas, como Serratia sp. e Aeromonas sp.,
por exemplo (Silva et al.,1997).

A presenca de coliformes totais no alimento ndo indica, necessariamente,
contaminacdo fecal. Porém sua presenca em alimentos processados € uma
indicacdo utli de contaminacdo pods-sanitizagdo ou pds-processamento
(principalmente na pasteurizacdo), evidenciando préaticas de higiene aquém dos
padrdes requeridos para o processamento de alimento (Tronco, 1997).

Os valores de pH e de acidez do leite influenciam na populacdo de
coliformes. Na fabricagdo de queijos, o emprego de cultivos iniciadores adequados
tem importante papel no controle destes microrganismos, através da producdo de
acido latico e, conseqientemente, do declinio de pH e, possivelmente, pela produgéo
de  substancias com  capacidade inibitéria  sobre 0  crescimento
(Frank & Hassan, 1998).

A evolugéo deste grupo microbiano é determinada pelos niveis iniciais do
leite, pelas caracteristicas do queijo e pelas condicbes de maturacdo. Apesar de
algumas espécies serem relativamente acido-tolerantes, a maioria desaparece nas

etapas iniciais da maturacao dos queijos. Os efeitos combinados de vérios fatores de
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inibicdo repercutem de modo eficaz no controle dos coliformes, determinando sua

progressiva diminui¢do ao longo da maturacao (Fontan et al., 2001).

2.5.3 Coliformes Fecais e Escherichia coli

O grupo dos coliformes fecais é formado pelos géneros Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella, sendo que os dois ultimos incluem cepas de
origem nao fecal (Germano & Germano, 2001).

A presenca dos coliformes fecais no alimento indica contato direto ou
indireto com associacfes microbianas encontradas no intestino humano ou animal,
podendo estar associada a presenca de outros organismos patogénicos
(Fontan et al, 2001).

O grupo coliforme fecal compreende a populacdo predominantemente de
Escherichia coli e sdo observadas, também, contaminando alimentos
(Pereira et al.,, 1999). A presenca dos coliformes fecais no alimento é menos
representativa como indicacdo de contaminagéo fecal do que a enumeracao direta
de Escherichia coli, porém mais significativa do que a presenca de coliformes totais,

dado o0 maior predominio de Escherichia coli dentro do grupo fecal

(Silva et al., 1997).

19



2.5.4 Caracteristicas da E. coli

A E. coli é uma enterobactéria Gram-negativa, catalase positiva e oxidase
negativa. Embora existam cepas capazes de multiplicar-se a 4°C, é um
microrganismo mesafilo tipico, capaz de desenvolver-se em temperaturas que variam
entre 7 a 46°C, sendo 37°C sua temperatura 6tima de crescimento. Este
microrganismo ndo apresenta termorresisténcia, sendo destruido em temperaturas
em torno de 60°C em poucos segundos (Germano & Germano, 2001).

A dose infectante de E. coli em humanos adultos é geralmente entre 10° a
10°® célula/g, porém alguns autores afirmam que entre 10! a 107 células podem ser
suficientes para causar a doenca (Strachan et al., 2001; Sippy et al., 2003). O
periodo de incubacéo varia entre 18 a 24 horas apds contaminacdo e a duracédo da
doenca pode ser de alguns dias (Cliver, 1990).

As cepas de E. coli toxigénicas, ou seja, as responsaveis por toxinfeccdes,
podem ser classificadas em quatro categorias: E. coli enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), que é a principal causadora de distlrbios gastrointestinais
relacionados a contaminacdo do queijo, enteroinvasiva (EIEC) e entero-hemorragica
ou produtoras de verotoxina (VTEC) (Holko et al., 2005)

A carne e o leite in natura foram os alimentos mais associados a infeccao
por E. coli O157:H7 em diversos surtos no EUA e Canada (Qiongzehen et al., 2004)
Em 1982, E. coli 0157:H7 foi reconhecida como patogénica a humanos apods ter sido

implicada como a principal causa de colite hemorragica em dois surtos ocorridos nos

Estados Unidos (Dontorou et al., 2004).
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Desde entdo, mais de 30 paises notificaram surtos causados por
E. coli O157:H7 (Jo et al., 2004). Mead et al. (1999), estimam que a E coli 0157:H7 é
responsavel por 73 mil novos casos, com aproximadamente 61 mortes, por ano nos

EUA

2.5.5 Presenca de E.coli no queijo

Analisando a qualidade microbiolégica do queijo Minas Frescal,
Silva et al. (1997) obtiveram resultados comprovando que, a maioria das amostras
analisadas, apresentou condices higiénico-sanitarias insatisfatorias. A contagem
média de coliformes fecais e E. coli encontradas nas amostras foram superiores as
exigidas pela vigilancia sanitaria. Quinto & Cepeda (1997) analisaram 296 amostras
de queijos suaves na cidade de Lugo na Espanha, sendo 75 provenientes de leite
bovino ndo pasteurizado. Estes apresentaram uma positividade de 4% contaminados
com E. coli toxigénica.

Em queijo Minas Frescal fabricado artesanalmente foi registrado 91,3%,
43,5% e 31,6% das amostras em desacordo com os padrdoes estabelecidos na
legislacdo brasileira para S. aureus, Salmonella e E. coli respectivamente

(Silva et al. 2001).
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2.6 Listeria sp.

Um conjunto de caracteristicas faz com que Listeria sp., especialmente
L. monocytogenes, sejam microrganismos emergentes de interesse na area de
alimentos. Varios surtos e casos esporadicos de listeriose de origem alimentar
ocorrido no Canada, Estados Unidos e Europa fizeram com que aumentasse 0
interesse em deteccdo de L. monocytogenes, ocupando um importante papel no

controle de qualidade na industria de alimentos (Silva et al, 1998).

2.6.1 Caracteristicas Morfolégicas e Bioquimicas

Membros do género Listeria sdo microrganismos amplamente distribuidos
no ambiente, definidos como bastonentes regulares, Gram positivos, ndo formadores
de esporos, catalase positivos e ndo produtores de Indol e H,S. Crescem em uma
ampla faixa de temperatura (3-45°C), com um crescimento 6timo entre 30-37°C,
sendo classificados como psicro-tolerantes em fungdo de multiplicar-se em
temperatura de refrigeracdo (Silva et al.,, 2001) e possui um aumento do seu
crescimento sob concentracéo reduzida de oxigénio (Ryser, 1998).

Uma importante caracteristica deste género € a capacidade de
crescimento em temperaturas de 5°C ou menores, possibilitando o isolamento em
dgua destilada ou caldo nutritivo ap6s um longo periodo de incubagdo em

temperatura de refrigeracao (Langraf, 1997; Papageorgiou et al., 1996).
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Estas bactérias apresentam flagelo peretriquios, que causam movimentos
celulares rotatérios ou de tombamento, exibindo turvacao caracteristica em forma de
guarda-chuva quando incubada a 20-25°C em agar semi-sélido, mas sdo imdveis a
37°C. Sao anaerdbios facultativos, fermentadores de glicose, com producéo de acido
latico e sem producédo de gas (Farber et al., 1994, Silva et al., 1997).

O género Listeria encontra-se constituido por seis espécies:
L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii, L. innocua e L. welshimeri e L. grayi.
Dentre elas, L. monocytogenes € a patogénica para o homem (Farber et al., 1991).

Bioquimicamente, a L. monocytogenes diferencia-se das demais Listerias
conforme esta demonstrado na Tabela 2.

TABELA 2: Perfil Bioguimico da L. monocytogenes e de outras Listerias sp.

Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria

Monocytogenes ivanovii  seeligeri  innocua  welshimeri
-hemolise + + + - -
CAMP teste
S. aureus + - +* - -
R. equi - + - - -
Reducéo/Nitrato - - - - -
Voges-Proskauer + + + + +
Vermelho de Metila + + + + +
Produc¢éo/acido
Manitol - - - - -
Ramnose + - - +/- +/-
Xilose - + + . .

Fonte: Adaptado de Farber et al. (1991).
+ Positivo; - Negativo; +* Reacao positiva fraca; +/- Variavel
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A L. monocytogenes e a L. innocua fermentam glicose, lactose e ramnose
sob condi¢cdes de aerobiose e a L. ivanovii e a L. seeligeri sdo as espécies que
fermentam xilose (Pinne et al., 1992)

A reacdo hemolitica da L. monocytogenes é fraca e a zona clara s6 pode
ser observada apds a remocao da coldnia da superficie da placa com agar sangue,
podendo causar duvida na interpretacdo dos resultados com a L. innocua
(Schuch, 1994).

A hemolisina age sinergicamente com a beta-hemolisina do
Staphylococcus aureus em placas contendo agar sangue de carneiro. A substancia
mediadora deste efeito e conhecida como Fator CAMP. Este teste € utilizado na
diferenciacdo da Listeria monocytogenes das demais espécies de Listeria
(BAM, 2003).

A L. monocytogenes esté dividida treze sorovares: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b,
3c, 4a, 4ab, 4d, 4e e 7. Em 722 casos de listeriose humana estudada na Inglaterra,

91% das infec¢bes foram relacionadas com sorovares 1/2a, 1/2b ou 4b (McLauchlin,

1997).

2.6.2 Ocorréncia e Transmissao da L. monocytogenes

A L. monocytogenes encontra-se amplamente distribuida no meio

ambiente de onde pode ser isolada de varias fontes, incluindo agua, solo, vegetacao,

fezes de animais e do homem. A silagem impropriamente fermentada é uma fonte
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importante de contaminagédo para ruminantes, podendo causar quadros de mastite,
e, consequentemente contaminando o leite in natura (Barrow & Feltham, 1993)

A L. monocytogenes pode ser encontrada em leite in natura, queijos com
alta umidade, carnes frescas ou congeladas, frangos, estabelecendo que qualquer
alimento fresco de origem animal ou vegetal pode apresentar numero variado de
L. monocytogenes (Jay, 2005).

Ao contrario da maioria dos patogenos de origem alimentar, que
geralmente provocam sintomas gastrointestinais, as principais manifestagcdes clinicas
da listeriose séo, inicialmente, semelhantes a um resfriado. A sintomatologia mais
freqUente € hipotermia, fadiga, podendo progredir para meningite, meningoencefalite,
septicemia, aborto ou parto pré-maturo. A taxa de mortalidade encontra-se na faixa
de 20-30% dos casos diagnosticados (Ryser, 1998). A listeriose ocorre em casos
esporadicos ou em surtos epidémicos. (Murray et al., 1995).

A ingestdo de 100 a 1000 células de L monocytogenes pode ser letal para
fetos, criangcas e imunodeprimidos. O numero minimo de células que deve ser
ingerido para causar doenca em individuos normais ndo é conhecido, variando
conforme a suscetibilidade do hospedeiro, pH do suco gastrico e a viruléncia da cepa
bacteriana. Individuos saudaveis consomem alimento contendo o microrganismo em
pequeno numero e ndo apresentam sinais de listeriose (Farber & Peterkin, 1991).

Apés penetrar no trato intestinal, a bactéria invade os tecidos, incluindo a
placenta, crescendo e multiplicando-se no interior dos macréfagos do figado e do
baco, produzindo lesdo pela presenca da listeriolisina, uma proteina com capacidade

de romper macrofagos. A imunidade contra a listeriose depende da ativacdo dos
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linfécitos T, entretanto ainda ndo esta bem esclarecido o papel da defesa

imunoldgica celular nesta patologia (Rocourt et al., 1997).

2.6.3 Métodos de Isolamento

2.6.3.1 Contagem pela técnica de semeadura direta

Este método utiliza dgua peptonada para a homogeneizagdo com 25
gramas da amostra e para obtencao das diluicdes decimais até 10™.

O volume de cada diluicdo é semeado, na superficie, de placas contendo
agar Oxford modificado suplementado com moxalactan e sulfato de colistina e agar
Palcam. As placas sdo incubadas a 35°C por 24 a 48 horas, sendo o agar Palcam
em condicbes de microaerofilia (5% CO,, 80% N e 10% H). Posteriormente, é
realizada a contagem e isolamento de coldnias caracteristicas de Listeria sp. e sua

confirmacdao (Silva et al., 1997).

2.6.3.2 Enumeracéo de Listeria sp. pela técnica dos tubos multiplos

A quantificacdo de Listeria sp. e L. monocytogenes em amostras
analisadas pela técnica do niumero mais provavel (NMP) é realizada de acordo com a
técnica convencional proposta por Tran & Hitchins (1996). Nesta técnica, uma
aliquota cada diluicdo decimal é inoculada, em triplicata, em de caldo triptose de soja

adicionado de 0,2 % de esculina e 0,1% de citrato férrico amoniacal e incubado a
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35°C por 24-48 horas. Apos este periodo, uma aliquota dos tubos que apresentarem
coloracao enegrecida, é transferida para tubos contendo caldo Fraser suplementado
com acriflavina, 4cido nalidixico e citrato férrico amoniacal e incubados durante 48
horas a 35°C.

Tubos apresentando caldo Fraser enegrecido sdo semeados em agar Mox
e Palcam para posterior incubacdo. A determinacdo do NMP é realizada apos a

confirmacéo de L. monocytogenes em cada diluicdo (Yu et al., 1995).

2.6.3.3 Isolamento pelo método do FDA e USDA

Os métodos de deteccao de Listeria monocytogenes em alimentos utilizam
a capacidade de crescer em baixas temperaturas e a resisténcia a varios antibiéticos.
A técnica de enriqguecimento a frio em meios néo-seletivos € considerada a mais
segura, porém em funcdo do longo tempo de refrigeracdo requerido, tem sido
substituida pelo enriquecimento em meios seletivos e em temperatura de 30°C.
Esses meios de cultura, geralmente, sdo caldos nutritivos suplementados com varios
agentes antimicrobianos, sendo os mais utilizados o acido nalidixico, acriflavina e
cicloeximidina (Silva et al.,1997).

O meétodo proposto pela Food and Drug Administration dos Estados
Unidos (FDA), usualmente utilizado na anélise de produtos lacteos e o método do
United States Departament of Agriculture (USDA), sdo amplamente difundidos. Estes

métodos apresentam grande semelhanca, sua principal diferenca esta relacionada a
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escolha do meio utilizado em cada etapa e a aplicagdo ou ndo de uma segunda
etapa de enriquecimento seletivo (Tabela 3) (Yu & Fung, 1991).
TABELA 3: Etapas de subculturas, condigbes de incubacdo e meios de cultura

utilizados na analise de Listeria sp. em alimentos pelos métodos do FDA e USDA
Orgao regulador Enriqguecimento Enriguecimento Plagueamento

primario secundario diferencial
OXA
Food and Drug LEB 35°C/24 e 48h
Administration 30°C/24 e 48h
(FDA) - LPM

30°C/24 e 48h

United States

Departament of UVM Fraser MOX
Agriculture 30°C/24h 35°C/24 e 48h 35°C/24 e 48h
(USDA)

Fonte: Silva et al. (1997).

LEB Caldo Enriquecimento de Listeria, UVM: Caldo Universidade de Vermont
OXA: agar Oxford, LPM: &gar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam

MOX :agar Oxford Modificado

2.6.4 Presenca de L. monocytogenes em alimento

A literatura é abundante em relatos da presenca de Listeria sp. em
alimentos, seja nas matérias-primas, durante a producdo e/ou durante o
processamento ou nos produtos ja acabados em exposicdo nhas prateleiras
(Franco & Landgraf, 1996; Furlanetta et al., 1996). Entre os alimentos, o queijo &
reconhecido como um importante veiculo de transmisséo de listeriose humana, como

demonstrado na Tabela 4 (Wernars et al., 1991).
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TABELA 4 Ocorréncia de L. monocytogenes em laticinios

Produto N° de Amostras % L. monocytogenes
Queijo maturado 88 0
Queijo semimaturado 205 2
Queijo branco maturado 261 2,7
Queijo frescal 222 10
Queijo frescal 338 1,8
Manteiga 20 0
Queijo de cabra 476 4,6
Queijo de ovelha 141 0,7
logurte 180 2,2
Sorvete 394 0,3

Fonte: Adaptado de Farber & Peterkin (1991)

Os primeiros surtos registrados de listeriose ocorreram em Halle, na
Alemanha Oriental, entre 1949 e 1957. Foram associados ao consumo de leite e
derivados e atingiram 100 gestantes que apresentaram aborto ou parto pré-maturo.
Em Los Angeles, foram identificados 94 casos de listeriose, nos anos de 1985 e 1986
e 64 casos em 1987, totalizando 8,5 casos em um milhdo de habitantes. Em 1985,
na Califérnia (EUA), um surto de listeriose com 142 casos registrados apresentou
como provavel fonte de contaminag¢do o queijo tipo mexicano. Na Suica, um tipo de
qgueijo macio contaminado com L. monocytogenes foi responsavel pelo surto que
persistiu durante quatro anos e registrou 122 casos (Rocourt, 1997).

No Brasil, a Listeria sp. foi encontrada em 12,7% das amostras de leite
in natura coletada em plataforma lactea, sendo que 9,5% dos isolamentos foram

positivos para L. monocytogenes. A L. innocua apresentou um percentual idéntico,
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enquanto as demais espécies do género foram isoladas com percentual menor que
1% (Moura et al.,1993)

Sousa (2002) detectou baixa incidéncia (1,4%) de L. monocytogenes em
70 amostras de queijo de coalho artesanal comercializado em Fortaleza-CE.
Silva et al., 1998, pesquisando a contaminacdo em queijos produzidos no Rio de
Janeiro, encontraram 19,6% das amostras positivas para L. monocytogenes e, ainda,
as mesmas amostras foram também positivas para L. innocua e L. grayi,
demonstrando, que a frequéncia de casos de listeriose veiculada por queijos,
evidencia a importancia desse alimento e de outros derivados do leite na cadeia
epidemioldgica de transmisséo de Listeria sp. (Rayser & Marth, 1991).

Pesquisa realizada em 50 amostras de queijo tipo Colonial com producéo
artesanal comercializados em Porto Alegre-RS evidenciou a presenca de
L. monocytogenes em uma amostra e em 16 amostras foi isolada L. innocua. Na
amostra contaminada com L. monocytogenes também foi isolada a L. innocua

(Schwab et al, 1996).

2.7 Brucella sp.

O fato da brucelose, tuberculose e outras zoonoses poderem ser
transmitidas através da ingestao do leite e derivados foi reconhecido no ultimo século
e 0 aquecimento do leite antes de ser consumido foi adotado como medida
preventiva efetiva. A pasteurizagdo foi introduzida na industria de laticinios para

combater as enfermidades e aumentar o tempo de prateleira do produto. Os
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parametros de tratamento térmico foram definidos em func&o da resisténcia térmica
dos microrganismos (Hajdenwurcel, 1997).

A Brucella € um microrganismo de classe Ill e o material deve ser
manipulado dentro das regras de seguranca microbiolégica, sendo realizados por

poucos laboratérios (Hamdy & Amin, 2002; Brasil, 2003).

2.7.1 Caracteristicas da Brucella sp.

A brucelose é uma doenca infecto-contagiosa causada por bactérias do
género Brucella. Os membros deste género sdo bactérias Gram-negativas, iméveis,
ndo formadoras de esporos com morfologia de cocobacilos, intracelulares
facultativos e podem apresentar-se em cultivos primarios com morfologia colonial lisa
ou rugosa (Rojas et al.,, 2001; Ocholi et al., 2004). Possuem requerimentos
fastidiosos para seu crescimento, pois requerem meios complexos enriquecidos com
soro e atmosfera entre 5 a 10% de dioxido de carbono
(Alton et al., 1988; Ocholi et al., 2004).

Considera-se que o0 género Brucella contenha seis espécies: B. abortus,
B. melitensis, B. suis, B. ovis, B.canis e B. neotomae subdividas dentro de biovares
ou biotipos (Moreno et al., 2002; Zigmunt et al., 2002; Ko & Splitter, 2003; Ocholi et
al., 2004). A estas seis espécies podem ser incluidas as espécies isoladas de
mamiferos marinhos tais como cetaceos e pinipedes (Halling & Boyle, 2002; Moreno

et al.,, 2002; Ko & Splitter, 2003). Atualmente, duas novas espécies estdo sendo
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propostas, B. cetaceae e B. pinnipediae, devido ao isolamento nestes mamiferos

marinhos (Cloeckaert et al., 2003; Vizcaino et al., 2004)

As bactérias deste género, apesar de permanecerem no ambiente, ndo se
multiplicam. Elas sdo medianamente sensiveis aos fatores ambientais, entretanto a
resisténcia diminui quando aumentam a temperatura e a luz solar direta ou diminui a
umidade. A pasteurizacdo € um método eficiente de destruicdo deste microrganismo,

assim como as radia¢fes ionizantes (Brasil, 2003).

2.7.2 Importancia da Brucella sp.

O Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) foi instituido em 2001 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento com o objetivo de diminuir o impacto negativo destas zoonoses na
saude comunitaria e de promover a competitividade da pecuaria nacional. Este
programa instituiu a vacinagdo obrigatoria contra brucelose bovina e bubalina em
todo o territério nacional e definiu uma estratégia de certificacdo de propriedades
livres ou monitoradas, onde estas enfermidades serdo controladas com rigor (Brasil,
2003). Assim, tornam-se importantes, estudos que apontem a presenca da
Brucella sp. em propriedades e produtos lacteos.

A brucelose é considerada como a zoonose mais importante de ocorréncia
mundial. Esta afirmagdo é apoiada também por 6rgdos internacionais como a

Organizacéo de Alimentos e Agricultura (Food and Agriculture Organization - FAO), a
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Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO) e o Escritério
Internacional de Epizootias (Office International des Epizooties - OIE)
(Poester et al., 2002).

A brucelose acarreta problemas sanitarios importantes e prejuizos
econdmicos vultosos devido a abortos, diminuicdo na producao leiteira e infertilidade
dos animais (Rojas et al., 2001; Arellano-Reynoso et al., 2004).

A brucelose bovina esta disseminada em todo o Brasil e, no Estado do Rio
Grande do Sul, onde a prevaléncia era de 0,3% em 1986 (Poester et al., 2002).

A maioria dos casos de brucelose bovina é causada por B. abortus, B. suis
e B. melitensis (Luna-Martinez & Mejia-Teran, 2002). A brucelose é responsavel pela
diminuicdo de 25% da producao de leite, pela diminuicdo na producdo de terneiros
em 15% e uma em cada cinco fémeas bovinas infectadas aborta ou torna-se
permanentemente estéril (Brasil, 2003).

Dentre as espécies de Brucella, a B. melitensis tem sido considerada a
mais patogénica ao homem, embora alguns autores demonstrem que a B. abortus
produza doenca com intensidade semelhante (Soberén-Mobarak et al., 2000; Ocholi
et al., 2004). Por afetar, principalmente, grupos profissionais especificos, ocupam um
lugar de destaque em saude ocupacional. Estdo incluidos nestes grupos os meédicos
veterinarios, funcionarios de frigorificos e de granjas leiteiras, além de pessoas que
trabalham em laboratérios que manipulem materiais contaminados com este
microrganismo (Salgado et al., 1995; Metin et al., 2001; Poester et al., 2002).

A brucelose esta incluida no contexto das doencas transmitidas por

alimentos. O consumo de leite e seus derivados, ndo pasteurizados, constituem uma
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via importante de transmissdo de Brucella sp. aos humanos (Metin et al., 2001).
Entretanto, ainda h& possibilidade de inalagdo de aerossoéis e pelo contato com
contetdo uterino de animais infectados. Apds a penetracdo na mucosa epitelial, a
bactéria é transportada, livre ou dentro dos macréfagos, até os linfonodos regionais.
As células de Brucella sp. podem ficar cronicamente alojadas nos linfonodos
supramamarios e glandulas mamarias em 80% dos animais infectados. Estes
animais podem excretar o patdogeno em seus fluidos corporais, tais como o leite,
mesmo que o periodo agudo da doenca tenha acabado e os animais possam estar
sem sinais clinicos (Leal-Klevezas et al., 1995). A mastite brucélica € uma doenca
crbnica e sem sinais clinicos aparentes e as fémeas bovinas podem excretar um
grande numero de células viaveis de Brucella sp. através do leite durante meses até
anos apos a infeccao (Langoni et al., 2000).

A sintomatologia em humanos € bastante variavel. De modo geral, a
manifestacdo da brucelose € aguda e os sinais clinicos mais comuns séo: febre,
suores noturnos e astenia. Ainda séo relatados outros sinais como insdnia, febre
intermitente, anorexia, cefaléia, artralgia, dores generalizadas, irritagdo, nervosismo e
depressdo. Nos exames clinicos complementares salientam-se adenomegalia,
esplenomegalia e hepatomegalia (Metin et al., 2001; Leclerc et al., 2002; Oliveira et

al., 2002; Ko & Splitter, 2003).

2.7.3 Contaminagéo de Brucella sp. no alimento
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Em todo o mundo, sdo registrados 5000 novos casos de contaminacéo
humana por Brucella sp., desses, alguns sdo associados ao consumo de queijo
proveniente de leite ndo pasteurizado (Chapman & Sharp, 1990; Wallach, 1994).

Alguns fatores afetam a sobrevivéncia da Brucella sp. em alimentos,
incluindo umidade, pH, idade e a presenca de outros microrganismos

(Wallach, 1994)

A Brucella sp. tem se mostrado viavel em manteiga e sorvete por mais de
um meés, e em queijos frescos por varios meses. Apesar da Brucella sp. sobreviver
por meses, apos inoculacdo em leite esterilizado, ela morre cerca de 10 dias em
amostras de leites contaminados naturalmente ou em leite talhado e acidificado. No

gueijo a Brucella sp. morre em poucos dias pelo acumulo de acido latico

Segundo Freitas et al., (2002), cepas de Brucella sp. foram isoladas na
regido de Santa Catarina em 11 amostras de 29 produtos analisados, entre 0s quais
lingtica frescal, queijo prato e queijo frescal. Os produtos analisados eram de origem

desconhecida, produzidos artesanalmente, crus ou insuficientemente cozidos.

2.7.4 Deteccédo de Brucella sp

Pode-se isolar Brucella sp. a partir do sangue ou soro, membranas fetais,

fetos abortados, conteudo estomacal dos fetos, carcagcas animais, sémen e do leite

de Uberes infectados, através de métodos diretos e soroldgicos (Alton et al ., 1988).
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Um componente importante no diagndéstico de brucelose é o isolamento da
bactéria e, é considerado, o padréo ouro para o diagnéstico (Romero et al., 1995). O
meio seletivo comumente utilizado no isolamento primario de Brucella sp. é
denominado de agar Farrel. Este meio diminui a contaminacéo secundaria que venha
a ocorrer durante o periodo de incubacdo, ja que a Brucella sp. apresenta
crescimento lento (Alton et al., 1988).

Entretanto, este tipo de diagnostico apresenta inUmeras desvantagens
como o tempo de cultura de Brucella sp. (que pode ser de até 30 dias), tipo de
material utilizado para o isolamento e a eliminagao intermitente do agente. Os testes
utilizados para caracterizacdo desta bactéria sdo realizados com a utilizagdo de
bacteriofagos e aglutinacdo com soros especificos e devem ser realizados por

equipe qualificada (Bricker, 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta

No periodo compreendido entre setembro de 2004 e junho de 2005,
foram coletadas 80 amostras de queijos produzidos artesanalmente e
comercializados em bancas localizadas nas estradas RS 30 (Osoério-Tramandai),
RS 40 (Viaméao-Pinhal) e RS 389 (Osorio-Torres). De cada banca foram adquiridas
uma ou mais amostras (aproximadamente 200 gramas), escolhidas
aleatoriamentente. Foram realizadas visitas em diferentes periodos do ano, em
cada uma das 29 bancas.

As amostras foram transportadas em recipiente isotérmico contendo
tubos de gelo e mantidas sob refrigeracdo até o momento das andlises. As
analises foram realizadas no Laboratério de Bacteriologia do Instituto de Ciéncias

Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



3.2. Diluicéo inicial das amostras

Foi removido aproximadamente 1cm de espessura da parte externa de
cada queijo com auxilio de garfo e faca inox esterilizados. As 25 gramas pesadas,
da parte interna de cada amostra foram acondicionadas em sacos plasticos
esterilizados para posterior adicdo de 225 mL da &gua peptonada
(APT — Merck - Alemanha) a 0,1%.

As amostras foram homogeneizadas em “Stomacher” durante 90
segundos. Apos diluicdo inicial foram realizadas diluicbes seriadas decimais de
102 a 10 das amostras em tubos contendo 9mL de APT a 0,1%. A partir destas
diluicbes foi realizada a deteccdo de coliformes totais, coliformes fecais e a

verificacdo da presenca de E. coli e Brucella sp.

3.3 Contagem de coliformes

3.3.1 Contagem de coliformes totais

Para a contagem destes microrganismos foi utilizado o método proposto
pelo USFDA (2002) com modificagdes. Aliquotas de 1mL das dilui¢cdes, citadas em
3.2., foram colocadas em placas de Petri estéreis, as quais foram adicionadas
20mL de agar Vermelho Violeta Bile Lactose (Violet Red Bile Lactose Agar - VRBA
- Merck - Alemanha) dissolvido e resfriado a 45°C com posterior homogeneizacao.

Ap6s solidificacdo, uma sobrecamada (5mL) do mesmo meio foi adicionada. As
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placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. A semeadura de VRBA foi
realizada em.

Apbés o periodo de incubacdo, foram selecionadas as placas, que
apresentavam entre 25 e 250 coldnias, sendo contadas as colbnias caracteristicas
de coliformes totais (vermelho purpura com 0,5 mm ou mais de diametro,

rodeados por halo avermelhado de precipitagdo de sais biliares).

3.3.2 Confirmacgéo de coliformes totais

Para a confirmacéo de coliformes totais, foram retiradas de trés a cinco
colénias, de cada placa. As coldnias foram inoculadas em tubos contendo Caldo
Verde Brilhante (Bile 2%) (Biobras-Brasil). Os tubos permaneceram durante 24
horas em banho a 37°C. Apoés este periodo, foram considerados positivos os tubos
gue apresentaram presenca de gas no tubo de Durhan e turvacéo.

A contagem de coliformes totais foi determinada multiplicando-se o
namero de coldnias tipicas pelo inverso da diluicdo, sendo o resultado expresso

em ufc/g de queijo.

3.3.3 Contagem de coliformes fecais

A contagem de coliformes fecais foi realizada semeando cinco colbénias
caracteristicas (rosa intenso com ou sem presenca de precipitado de sais biliares),
proveniente das placas contendo agar VRBA, em tubos contendo 10mL de caldo

EC (Difco - EUA). Foram considerados positivos 0s tubos que apresentaram
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turvacdo e presenca de gas no tubo de Durhan apos 24 a 48 horas em banho a
45°C. A contagem foi determinada através do nimero de coldnias tipicas contadas
pelo inverso da diluicdo inoculada dos tubos positivos, sendo o resultado expresso

em ufc/g de queijo.

3.3.4 Isolamento de Escherichia coli

Os tubos positivos para coliformes fecais foram semeados em placas
contendo agar Eosina Azul de Metileno (EMB - Merck - Alemanha) e incubadas
durante 24 horas a 37°C. Foram selecionadas placas que apresentaram col6nias
com crescimento tipico de E.coli. De cada placa foi isolada e inoculada uma
colénia tipica em agar MacConkey (Merck - Alemanha). As placas que
apresentaram colonias circulares de cor rosa intenso (lactose positiva) foram
semeadas em tubos contendo &gar nutriente para realizacdo da coloracdo de
Gram.

Colbnias que apresentavam células com forma de cocobastonetes,
Gram negativos, foram testadas com as provas bioquimicas: motilidade, indol,
vermelho de metila, Voges-Proskauer e citrato
(Citrato de Simmons - Biobras - Brasil). Os resultados foram interpretados
segundo USFDA (2002).

Apés a leitura confirmatéria, os isolados foram congelados em caldo

BHI com adicdo de 15% de glicerol.
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3.4 Isolamento de Listeria monocytogenes

O isolamento de Listeria monocytogenes foi realizado conforme

Health and Welfare Canada MFHPB-30 (1993), modificado.

3.4.1 Pré- enriquecimento em meio seletivo

Das amostras coletadas, foram pesadas 25 gramas de queijo,
acondicionadas em sacos plasticos esterilizados, ao qual foram adicionados
225 mL de Caldo de Enriquecimento para Listeria (LEB) (Difco - Franca), para,

posterior, homogeneizacdo em “Stomacher” durante 90 segundos. (Anexo 1).

3.4.2 Isolamento de Listeria monocytogenes em meio sdélido

seletivo a partir da diluicéo inicial

Inicialmente, uma aliquota da diluicdo, apés homogeneizacéo, foi retirada
para esgotamento em agar Oxford Modificado (MOX) (Difco - Franca) e, outra
aliquota, para esgotamento em agar Palcam (PAL) (Merck - Alemanha). As placas

foram incubadas durante 48 horas em temperatura de 35°C (Anexo 2).

3.4.3 Isolamento de Listeria monocytogenes em meio soélido

seletivo a partir da diluic&o inicial apds incubacéao

As amostras acrescidas de LEB foram incubadas durante 48 horas e 7

dias em temperatura de 30°C, para ser realizado novo esgotamento em placas
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contendo agar Oxford e agar Palcam. As placas foram incubadas a 35°C por 48

horas.

3.4.4 Isolamento das colbnias caracteristicas de Listeria sp.

Em ambos os meios, MOX e PAL, colénias que apresentaram forma
esférica, com 1-3 mm de diametro, pretas, com halo preto referente a hidrélise de
esculina, foram semeadas por esgotamento, em agar triptose de soja acrescido de
0,6% de extrato de levedura (TSA-YE) e incubadas a 30°C por 24 horas.

As placas foram examinadas sob luz obliqua e selecionadas as colénias
que apresentaram coloragdo azulada tipica. A colbnia foi transferida para tubo
contendo TSA-YE inclinado e um tubo com caldo triptose de soja com 0,6% de
extrato de levedura (TSB-YE).

Estes tubos foram incubados a 30°C por 24 horas, a partir dos quais

foram realizados os testes bioquimicos para confirmacgédo do microrganismo.

3.4.5 Provas Bioquimicas para Listeria monocytogenes

Colénias que apresentaram crescimento tipico foram submetidas a
coloracdo de Gram, teste da catalase e provas bioquimicas: TSI (adgar Triplice
Acucar e Ferro), vermelho de metila, Voges-Proskauer, motilidade, fermentacéo dos
acucares (manitol, ramnose, xilose) e reducdo de nitrato, de acordo com

Mac Faddin (2001).
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Nos isolados que apresentaram forma de cocobastonetes, Gram
positivos, catalase positiva e perfil bioquimico compativel com Listeria sp. foram
submetidos ao Teste de CAMP.

O Teste de CAMP foi realizado em placas contendo agar sangue e
inoculadas culturas de  Staphylococcus aureus (ATCC 49444) e
Rhodococcus equi (ATCC 6939). Entre estas culturas, foram semeadas as culturas
suspeitas de Listeria sp.

As culturas de Listeria monocytogenes produzem reacdo de hemdlise
discreta, porém nas proximidades da cultura de Staphylococcus aureus, o halo
torna-se maior e mais nitido. Esta metodologia esta de acordo com a utilizada por

Farber et al (1994).

3.5.Isolamento de Brucella sp.

3.5.1 Amostragem

Para o isolamento de Brucella sp., foi utilizada a diluicdo 10 de cada

amostra preparada para o isolamento e identificacédo de coliformes.

3.5.2 Pré-enriquecimeto em meio seletivo

Foram adicionados 200uL da diluicdo em tubos contendo 2mL de

caldo Brucella composto por: caldo triptose de soja, acrescido de 5% de soro
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eqlino e antimicrobianos: polimixina B (5U/L), bacitracina (25U/L), &acido
nalidixico (5mg/L), nistatina (100U/l) e ciclohexamida (100mg/L)).
Os tubos permaneceram em temperatura de 37°C em microaerobiose

durante 48 horas.

3.5.3 Isolamento em meio sélido seletivo

Os tubos que apresentaram crescimento foram semeados em agar
Brucella (caldo Brucella acrescido com 1,5% da agar-agar) e incubadas a 37°C em
microaerobiose durante 7 dias ou mais.

As placas que apresentaram crescimento de colonias caracteristicas de
Brucella sp. foram reisoladas em placas contendo agar soro (agar triptose de soja
acrescido de 5% de soro eqlino) e incubadas até 30 dias em temperatura de 37°C

em microaerobiose. Apds este periodo, foi realizada a coloracdo de Gram.

3.5.4 Provas Bioquimicas para identificacdo de Brucella sp.

As colbnias que apresentaram células em forma de cocobastonetes
curtos e testes da catalase e oxidase positivos, foram isoladas em tubos com agar
triptose para realizacdo das provas bioquimicas.

As provas bioquimicas realizadas foram: reducdo de nitrato, producéo
de indol, urease em agar Christensen (Apéndice 3) e producao de H,S em agar

TSA com fitas impregnadas com acetato de chumbo.
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3.6 Andlise estatistica

Os dados microbioldgicos foram analisados utilizando valores em
logaritmo. Foram realizadas analises da variancia, Teste de t de Student, Turkey-
HSD e Qui-quadrado, utilizando o programa SPSS/PC versdao 8.0

(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tipos de queijos coletados e armazenamento

Das 80 (n=80) amostras coletadas e analisadas, sessenta e duas
(78%) foram de queijos do tipo Colonial, dez (12%) tipo Provolone, seis (7%) do
tipo Ricota e duas (3%) foram do tipo Caccio Cavallo. Destas amostras,
cinquenta e sete (71%) ndo estavam sob refrigeracdo no momento da coleta,
enquanto vinte e trés (29%) estavam resfriadas no momento da coleta
(Tabela 5,6 e 7).

Foram realizadas doze coletas, sendo cinco (42%) durante o veréo,

quatro (33%) na primavera e trés (25%) no outono.

4.2 Contagem de coliformes totais, coliformes fecais e presenca

de Escherichia coli

Todas as amostras analisadas apresentaram contagem de
coliformes totais (n=80). Das 240 colbnias tipicas de coliformes
(trés colbnias de cada uma das 80 amostras) selecionadas, todas foram

confirmadas.



Foram isoladas 320 colbnias tipicas de coliformes fecais para
confirmagdo em caldo EC. A contagem de coliformes fecais estdo
apresentadas nas Tabelas 5,6 e 7.

TABELA 5: Contagem de coliformes fecais (log.ufc.g™), presenca de E. coli em

queijo tipo Colonial, resfriados, coletados entre setembro de 2004 a junho de
2005.

Banca Localizacéo Coliformes Fecais E.coli
(log.ufc.g-1),
01 RS 40 4,25 ausente
01 RS 40 3,35 ausente
04 RS 40 3,32 presente
10 RS 389 4,04 presente
17 RS 389 3,01 ausente
17 RS 389 3,76 presente
17 RS 389 4,20 presente
19 RS 389 4,04 presente
20 RS 389 3,51 presente
20 RS 389 4,08 ausente
21 RS 389 4,38 ausente
21 RS 389 5,08 presente
23 RS 389 3,90 presente
23 RS 389 4,04 presente
27 RS 389 3,95 presente
27 RS 389 5,00 ausente

RS 40: localizada entre Viamao-Pinhal, Rio Grande do Sul, Brasil, RS 30: localizada entre
Osodrio-Tramandai, Rio Grande do Sul, Brasil, RS 389: localizada entre Osodrio-Torres, Rio
Grande do Sul, Brasil.

Cinquenta e duas amostras (84%) das sessenta e duas analisadas
para coliformes fecais, apresentaram valores igual ou acima de 3,7 log.ufc.g”’
e, dez amostras (16%) apresentaram contagem inferior. A amostra coletada da
banca 27 apresentou a menor contagem, 2,77 log.ufc.g™.

A presenca de E. coli foi confirmada em vinte e sete (34%) das
amostras referentes a dezesseis (55%) bancas (Tabelas 5, 6 e 7). Este
resultado foi semelhante ao encontrado por Silva et al. (2001) em pesquisa
realizada em queijo tipo Frescal no estado do Rio grande do Norte.
Rapini et al. (2002) obteve resultado inferior (10%) quando analisou queijo tipo

Coalho.



Segundo os padrées microbiolégicos para contagem de coliformes

fecais, estabelecidos na Resolu¢gao-RDC N°. 12, de 2 de janeiro de 2001,
ANVISA, Ministério da Satide para estes tipos de queijos (£ 5x10° ufc/g), 84%

das amostras apresentaram-se acima do padrao de aceitagédo. Estes valores
sugerem contaminacdo na maioria das amostras analisadas, que pode ter
ocorrido desde a ordenha, durante a manipulagdo da elaboragdo dos queijos
e/ou higiene inadequada durante produgao e/ou no estabelecimento de venda.

O tipo de queijo analisado apresentou significAncia estatistica
(p<0,05), na contagem de coliformes totais e fecais quando comparados o tipo
Colonial e Provolone. O Colonial apresentou maior média na contagem de
coliformes fecais e totais em relacdo ao Provolone.

O queijo tipo Ricota apresentou média de contagem superior ao
Provolone, talvez pela maior umidade do primeiro, permitindo uma maior
sobrevivéncia dos microrganismos. Entretanto, devido ao numero de amostras
analisadas (n=6), ndo foi possivel assegurar a significdncia estatistica.
Logueiro & Aleixo (2001), na analise de 30 queijos tipo frescais, encontraram
93% das amostras acima dos padrdes exigidos para coliformes fecais
Correia & Roncada (1997) comparado a contaminagdo microbiolégica dos
queijos, detectaram 100% dos queijos tipo frescal em condigdes higiénicas
insatisfatorias, enquanto os queijos tipo Mussarella e Prato apresentaram
34,1% das amostras condenadas.

Os queijos que se encontravam resfriados no momento da coleta
apresentaram média de 4,4 log ufc/g”" na contagem de coliformes totais e
4,10 log.ufc/g”’ na contagem de coliformes fecais, enquanto as amostras nao

refrigeradas apresentaram contagem de 5,3 log.ufc/g” para coliformes totais e



4,5 log.ufc/g” coliformes fecais, havendo diferenca estatistica (p<0,05) entre
eles, ou seja, as amostras refrigeradas apresentaram contagem inferior as né&o
refrigeradas. (Apéndice 4).

TABELA 6: Contagem de coliformes fecais (log.ufc.g™), presenca de E. coli em

queijo tipo Colonial, ndo refrigerados, coletados entre setembro de 2004 e
junho de 2005,

Banca Localizagéo Coliformes Fecais E. coli
(log.ufc.g™)
02 RS 40 4,50 ausente
03 RS 40 3,41 ausente
05 RS 30 5,10 ausente
05 RS 30 517 presente
06 RS 30 4,07 ausente
06 RS 30 4,20 ausente
07 RS 40 4,81 presente
07 RS 40 5,07 presente
08 RS 40 4,04 ausente
08 RS 40 4,27 ausente
09 RS 40 4,32 presente
09 RS 40 5,08 presente
11 RS 389 5,04 presente
11 RS 389 5,06 presente
12 RS 389 4,32 presente
13 RS 389 5,07 ausente
14 RS 389 4,34 ausente
14 RS 389 5,04 ausente
14 RS 389 5,33 ausente
15 RS 389 4,09 presente
16 RS 389 4,44 presente
16 RS 389 5,00 presente
18 RS 389 4,34 ausente
22 RS 389 5,00 ausente
24 RS 389 5,05 ausente
24 RS 389 5,81 ausente
25 RS 389 4,79 ausente
26 RS 389 4,74 presente
29 RS 389 5,00 presente

RS 40: localizada entre Viamao-Pinhal, Rio Grande do Sul, Brasil, RS 30: localizada entre
Osoério-Tramandai, Rio Grande do Sul, Brasil, RS 389: localizada entre Osoério-Torres, Rio
Grande do Sul, Brasil.

A estocagem de alimentos em temperatura ambiente e o
resfriamento inadequado sdo os principais fatores que contribuem para a

ocorréncia de surtos de doencgas de origem alimentar (Forsythe, 2002).



TABELA 7: Contagem de coliformes fecais (log.ufc/g-1), presenga de E.coli em
queijo tipo Ricota, Provolone e Caccio Cavallo, resfriados e nao resfriados,
coletado entre setembro de 2004 a junho de 2005.

Banca Localizagéo Armazenamento Tipo de queijo Coliformes E. coli
Fecais
(log.ufc.g™)

04 RS 40 Resfriado Ricota 4,00 presente
04 RS 40 Resfriado Ricota 4,15 presente
10 RS 389 Resfriado Ricota 5,05 ausente
28 RS 389 Resfriado Ricota 3,79 ausente
28 Rs 389 Resfriado Ricota 4,06 ausente
10 RS 389 nao refrigerados  Caccio Cavallo 3,08 ausente
10 RS 389 nao refrigerado Caccio Cavallo 4,08 ausente
10 RS 389 nao refrigerado Provolone 3,38 ausente
10 RS 389 nao refrigerado Provolone 4,00 presente
10 RS 389 nao refrigerado Provolone 4,28 ausente
10 RS 389 nao refrigerado Provolone 4,34 ausente
21 RS 389 nao refrigerado Provolone 3,54 presente
21 RS 389 nao refrigerado Provolone 3,85 ausente
22 RS 389 nao refrigerado Provolone 3,00 ausente
22 RS 389 nao refrigerado Provolone 3,92 ausente
27 RS 389 nao refrigerado Provolone 2,77 ausente
27 RS 389 nao refrigerado Provolone 4,05 ausente

RS 40: localizada entre Viamé&o-Pinhal, Rio Grande do Sul, Brasil, RS 389: localizada entre
Osorio-Torres, Rio Grande do Sul, Brasil.

Em alimentos, o crescimento de coliformes é considerado lento a
temperatura de 5°C, embora haja relatos de trabalhos que demonstram
crescimento de coliformes de 3 — 6°C. Além disso, pH do meio torna-se mais
acido a medida que a temperatura aumenta (Jay, 2005). A acdo acidificante
das bactérias mesodfilas € inibida pelas baixas temperaturas, porém proporciona
o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas que podem causar efeitos
indesejaveis no leite e em seus derivados
(Sorhaug & Stepaniak, 1997).

A estacdo do ano que a amostra foi coletada nido apresentou
significado estatistico na contagem de coliformes totais e fecais. Souza (2002),
nao constatou diferengas significativas para a maioria dos microrganismos,

inclusive coliformes, em relagdo ao periodo do ano que os queijos foram

analisados.



O tipo de queijo, o armazenamento e a época das coletas nao
apresentaram significados estatisticos (p>0,05) em relagdo a presenga de
E coli nas amostras, entretanto, Byrne et al. (2003) obteve maior niumero de
isolados de E. coli em queijos coletados no veréao.

Quinto et al (1997) observaram que, mesmo em condigcdes
inadequadas, como baixo pH (4,5), ndo foram suficientes para controlar o
crescimento de microrganismos patogénicos entre eles a E coli em queijos

elaborados com leite in natura.

4.3 Deteccéo de Listeria sp.

Foram confirmadas quatorze colbnias de Listeria sp. referentes a
treze amostras (16%) das oitenta analisadas (n=80) as mesmas foram
identificadas como: seis L.innocua (8%), cinco L.seeligeri (6%) e trés
L. monocytogenes (4%). Esta identificagao foi realizada por testes bioquimicos
demonstrados na Tabela 8.

Em onze bancas (38%) das vinte e nove (n=29) coletadas, foi
possivel o isolamento de Listeria sp., somente uma banca foi possivel o
isolamento de mais de um género, L. innocua e L. monocytogenes (Tabela 9).

A L. innocua foi a unica espécie presente em todas as amostras de
queijo colonial artesanal analisadas por Jantzen et al. (2004) na cidade de
Pelotas-RS e das 75 amostras pesquisadas por Schittler (2002), foi obtido a

presenca desta espécie em apenas uma amostra.



TABELA 8; Resultados dos testes bioquimicos das coldnias caracteristicas de
Listeria sp., isoladas das amostras de queijos produzidos artesanalmente,
coletados em bancas da RS 40 (Viamao-Pinhal) e RS 389 (Osoério-Torres) no
periodo entre setembro/2004 e junho/2005

Amostra LEB Mot Cat Ni VM VP R X M hemolise CAMP Listeria

S.aureu R.equi

4 7dias caract + - + + + - - - - - innocua
4 48h caract + - + + + - - - - - innocua
5 48h caract + - + + + - - + + - monocytogenes
6 48h caract + - + + + - - - - - innocua
7 48h caract + - + + + - - - - - innocua
9 48h caract + - + + + - - - - - innocua
11 7dias caract + - + + + - - + + - monocytogenes
20 48h caract + - + + + - - + + - monocytogenes
59 48h caract + - + + - + - + + - seeligeri
63 48h caract + - + + - - - - - - innocua
65 * caract + - + + - + - + + - seeligeri
69 48h caract + - + + - + - + + - seeligeri
70 48h caract + - + + - + - + + - seeligeri
73 48h caract + - + + - + - + + - seeligeri

LEB: tempo de incubagao das amostras no caldo de Enriquecimento para Listeria; mot: teste da
motilidade; cat: teste da catalase; niiteste de redugao do nitrato; VM: teste do Vermelho de
Metila; VP: teste Voges-Proskauer; R: degradagdo da Ramnose; X: degradacdo da xilose, M:
degradagéo do manitol,

Schwab et al. (1996) ao analisar queijos do tipo colonial
comercializados em Porto Alegre-RS, encontraram 30% de positividade para L.
innocua e 2% para L. monocytogenes.

A presenga destes trés géneros de Listeria sp. indica que os
produtos analisados ou suas matérias primas nao foram submetidos aos
procedimentos higiénico-sanitarios e tecnoldgicos adequados ou, ainda, foram
contaminados apos seu processamento. Murray et al. (1995) comentam que a

presenca de L. innocua no queijo ou em qualquer alimento nao representa risco



a saude do consumidor, tendo em conta que a L. monocytogenes é
considerada a unica, deste género, patogénica ao homem.

Segundo Waldroup, (1996), a presenca de qualquer espécie de
Listeria sp. pode ser indicativo de L. monocytogenes ainda que nao isolada.
Isto pode ser explicado pelo fato desta espécie ser menos competitiva que as
outras do seu género em qualquer meio de cultura e especialmente em
presenga de alguns agentes seletivos.

TABELA 9; Espécies de Listeria sp. isoladas das amostras coletadas entre
setembro de 2004 a junho de 2005.

Banca Localizacéo Armazenamento Tipo de Incubagéo Listeria
Queijo LEB
01 RS 40 Resfriado Colonial 48 horas innocua
04 RS 40 Resfriado Colonial 48 horas innocua
04 Rs 40 Resfriado Colonial 7 dias innocua
04 RS 40 Resfriado Ricota 48 horas monocytogenes
04 RS 40 Resfriado Ricota 7 dias monocytogenes
10 RS 389 Resfriado Ricota 48 horas monocytogenes
03 RS 40 néo refrigerado Colonial 7 dias innocua
05 RS 30 néo refrigerado Colonial 48 horas innocua
11 RS 389 néo refrigerado Colonial 48 horas seeligeri
15 RS 389 néo refrigerado Colonial 48 horas innocua
18 RS 389 néo refrigerado Colonial 48 horas seeligeri
21 RS 389 néo refrigerado Provolone 48 horas seeligeri
24 RS 389 néo refrigerado Colonial 48 horas seeligeri
29 RS 389 néo refrigerado Colonial s/incubagéo seeligeri

RS 40: localizada entre Viamao-Pinhal, RS 30: localizada entre Osoério-Tramandai, RS 389:
localizada entre Osoério-Torres, Rio Grande do Sul, Brasil. LEB: caldo de enriquecimento
Listeria.

Os critérios microbiolégicos de avaliagao no Reino Unido em 1996,
consideram a Listeria sp. como microrganismo indicador, em produtos como
queijo e carnes, classificado como satisfatério quando nao detectado em
25g/alimento.

Dos queijos analisados que apresentaram Listeria sp., dez amostras
(13%) eram do tipo Colonial, trés (4%) do tipo Ricota e uma (1%) do tipo
Provolone (Tabela 9) .Estes resultados ndo apresentaram valor estatistico
consideravel, apesar da Listeria ter sido detectada em um maior niumero de

amostras de queijo tipo Colonial. Além disso, as amostras em que foram




isoladas L. monocytogenes, eram do tipo Ricota. Este resultado vai ao encontro
com os obtidos por Faber & Peterkin (1991), que relacionam surtos de
listeriose, principalmente, em queijos com alto teor de umidade.

Os resultados obtidos por Silva et al. (1998), em diferentes tipos de
queijos, apontaram a maior incidéncia de L. monocytogenes em queijo Minas
Frescal (41,17%), sugerindo que, no presente estudo, se o numero de
amostras de queijos com alto teor de umidade fosse aumentado,
provavelmente elevaria o numero de isolados de L. monocytogenes.

Os mesmos autores encontraram maior incidéncia de L. innocua em
queijo tipo Gorgonzola (13,2%), levando em consideragdo o teor de umidade
deste tipo de queijo, este resultado vai ao encontro do evidenciado neste
trabalho.

Oito amostras (10%), das oitenta analisadas, ndo estavam em
refrigeracdo e cinco (6%) estavam resfriadas no momento da coleta, néo
considerado significativo na analise estatistica pelo numero de amostras que
confirmaram Listeria sp. e, o tipo de armazenamento. Entretanto, as trés
amostras, que foram confirmadas a presenga de L. monocytogenes, estavam
conservadas sob refrigeracdo no momento da coleta. Resultados descritos por
Papageorgio et al. (1996), apontam a capacidade de crescimento, multiplicagao
e manutencao da Listeria sp. quando inoculada em queijos mantidos em baixas
temperaturas.

Sete (50%) dos isolados foram detectados em amostras coletadas
na primavera, seis (43%) no outono e uma (7%) foi isolada em amostra
coletada durante o verédo (Tabela 9). As estagcbes do ano influenciaram no

isolamento de Listeria sp (p<0,05), sendo a primavera considerada a estagao



do ano com maior e 0 verdo com menor numero de isolados. Tem sido
demonstrado, que a temperatura ambiental e mesmo a localizacdo geografica
influenciam na detecgao de Listeria sp. Em queijos. Locais ou épocas com
temperaturas mais amenas seriam mais propicias para multiplicacédo ou
sobrevivéncia deste género. (Pianta et al. 2004).

Das 14 coldnias isoladas, onze coldnias foram de amostras com LEB
incubado durante dois dias, duas em LEB incubado durante sete dias e uma
isolada do LEB sem incubacao (Tabela 9). Harvey & Gilmour (1993) relatam
que, a incubacdo do LEB durante sete dias ndo aumentou o numero de
amostras positivas para Listeria sp. Quando comparadas com o periodo de 24
horas. Porém, Meuier & Terplan (1993) encontraram uma amostra de queijo
duro positiva apods sete dias de incubacido e nao encontraram em 24 horas de
incubacao em LEB.

O baixo numero de isolados em amostra inoculada em LEB sem
incubacao estao de acordo com resultados obtidos por outros autores, os quais
observaram que a técnica de semeadura direta do caldo seletivo em meio
sélido seletivo ndo apresenta resultados satisfatorios (Smith & Archer, 1988; Yu
& Fung, 1991; Serafini, 1992).

Alguns fatores afetam a sobrevivéncia da Listeria sp., tais como
umidade, pH, temperatura e a presengca de outros microrganismos.
Erkmen (2000) encontrou valores maiores de L. monocytogenes em queijos
quando n&o adicionou culturas iniciadoras, manteve em baixa temperatura e
inoculou maior numero de microrganismos. O acido latico e a presenga de
bactérias acido laticas viavel provavelmente, contribuem para inibicdo do

microrganismo (Hicks & Lund, 1991).



Os diferentes tempos de incubacdo aumentaram a probabilidade de
deteccéo, pois o fator temperatura, pode ter diminuido o crescimento de outros
microrganismos presentes na amostra, facilitando o isolamento. Em relagao a
temperatura utilizada para a incubagdo destas amostras, segundo
Yu & Fung, (1991), amostras incubadas a menos de 25°C, apresentam maior
probabilidade de isolamento de L. monocytogenes, diferentemente de diversos
microrganismos competidores, o que causaria sua inibigao.

Varios problemas sao encontrados na interpretagdo de
L. monocytogenes em alimentos e em amostras ambientais quando utilizada a
microbiologia classica. Em vista desta dificuldade, um resultado negativo nao
assegura a auséncia de Listeria. Destro et al. (1991) detectaram a presencga de
L. monocytogenes em 10% das amostras de queijo Minas, enquanto
Casarotti et al. (1994) e Vieira et al. (1993) ndo encontraram Listeria sp. neste
mesmo tipo de queijo. Essa discordancia de resultados € causada,
provavelmente, devido aos diferentes métodos e meios de cultura em pregados

em cada pesquisa.

4. Deteccdao de Brucella sp.

Foram isoladas doze cepas suspeitas de Brucella sp., referentes a
15% das amostras, que nao foram confirmadas pelas provas bioquimicas.

Foi possivel a identificagdo de Pseudomonas aeruginosa nas
amostras referentes a banca 23, localizada na RS 389. Os testes bioquimicos

para confirmacao e os resultados obtido, estdo descritos no Anexo 5.



O nao isolamento de Brucella sp., nas amostras analisadas, nao
representa a seguranca das amostras coletadas. Frequentemente, a presenca
de altas contagens de microrganismos competidores, como observado neste
trabalho, pode dificultar o isolamento em amostras de alimentos. Este
microrganismo nao sobrevive por muito tempo com a acidificagdo do queijo.
Em queijo maturado, apés inoculagao artificial da Brucella sp., ndo foi possivel
o isolamento apds dois dias. Estes resultados propdem que, a sobrevivéncia
deste microrganismo em alimentos ¢é variavel, sendo influenciada
principalmente pela acidificacdo do meio, que atua negativamente sobre o
microrganismo (Marth & Steele, 1998)

Metabdlitos inibidores produzidos pela microbiota presente nas
amostras, também dificultar o isolamento de Brucella sp. Estes metabdlitos,
podem ter afetado negativamente a recuperagao e o crescimento da Brucella
sp., bem como, a deplecao de nutrientes, reducdo do potencial de oxidacao-
reducao e alteragao no pH (Diaz Cinco et al., 1994).

A acao das bactérias laticas inibe o desenvolvimento de diversos
microrganismos indesejaveis e patogénicos nos alimentos e, assim, além de
Ihes conferir caracteristicas sensoriais desejaveis, estendem a sua vida util e
melhoram a sua qualidade microbioldgica (Santos, 1993).

Um estudo de Mead et al. (1999) mostrou que, 50% dos 1554 casos
de brucelose analisados nos Estados Unidos, foram de origem alimentar.
Pesquisas realizadas em manteiga, sorvete e queijos frescos, foi possivel o
isolamento de Brucella sp., permanecendo viavel por diversos meses nestes

alimentos(Marth & Steele, 1998).



Outro fator determinante em relagdo ao isolamento de Brucella sp.
em alimento € a temperatura de manutencdo das amostras. Por exemplo, e,
leite contaminado artificialmente com Brucella sp., estes microrganismos nao
foram isolados apds trés dias de armazenamento € 25-37°C. No entanto,
sobreviveram 800 dias quando armazenados a 4°C. O desenvolvimento de
outros microrganismos, facilitado pelas temperaturas mais altas e,
consequentemente, acidificacdo do produto, sdo os responsaveis por este
resultado (Diaz Cinco et al., 1994).

Portanto, a presenca de coliformes totais e fecais, a confirmacao de
Escherichia coli e de Listeria sp., possibilita que outros patdégenos possam
estar presentes, incluindo a Brucella sp., nas amostras analisadas, mas estes,
além da microbiota do queijo, podem ter influenciado negativamente sobre o

microrganismo



5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que, em relagdo a coliformes
fecais, 84% das amostras apresentaram condi¢cdes higiénico-sanitarias
insatisfatérias, de acordo com o padrao legal vigente, indicando sua contaminacéo
direta ou indiretamente com material fecal, sendo classificado como produto
impréprio para 0 consumo.

O isolamento de Listeria monocytogenes nas amostras analisadas
indica que estas estao impréprias para o consumo, e, ainda, estes tipos de queijo
tornar-se um problema de saude publica principalmente para os grupos de risco,
recomendando-se cautela no consumo desse produto, quando ndo se conhece a
origem do mesmao.

Mesmo utilizando enriquecimento seletivo, ndo foi possivel o isolamento
de Brucella sp., entretanto, ndo é possivel afirmar a auséncia deste microrganismo
das amostras.

Os resultados das analises demonstram a necessidade de orientar
pequenos produtores a importancia das normas basicas de higiene durante todo o

processo de producéo e, ainda, ndo permitir a comercializagdo de produtos sem a



devida fiscalizacdo, a fim de que os produtos cheguem ao consumidor com boas

caracteristicas sanitarias.
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7. ANEXOS



ANEXO 1

Meio de cultura utilizado no pré-enriquecimento seletivo no isolamento de

Listeria monocytogenes.

Caldo LEB: Caldo de enriquecimento para Listeria

Proteose Peptona
Extrato de Levedura
Cloreto de Sodio
Fosfato dipotassico
Cicloeximidina
Acriflavina

Acido nalidixico

Agua destilada 1000mL

Dissolver os reagentes, distribuir em Erlenmeyer e autoclavar a 121°C, por

15 minutos (pH final: 7,4 £ 0,2).
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ANEXO 2
Meios de Cultura sélidos seletivos utilizados no isolamento de
Listeria monocytogenes.

1) Agar Oxford Modificado (MOX)

1.1) Meio Base Oxford

Agar Base Columbia 39,09
Esculina 1,09
Citrato Férrico de Amonia 0,59
Cloreto de litio 15,09
Agar 2,09
Agua destilada 1000mL

Dissolver os reagentes, autoclavar 121°C por 15 minutos
(pH final: 7,0 £ 0,2).

1.2) Suplemento Seletivo Listeria (MOX) (g/500mL) Cédigo:SR 157

Colistina 5,0mg

Moxalactan 7,5mg

Dissolver em agua destilada e adicionar no momento do plaqueamento,

1mL do suplemento para cada 100mL de Meio Base Oxford.
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2) Agar Base Palcam (PALCAM)

Peptona 23,09
Extrato de Levedura 3,09
Cloreto de Sodio 5,09
Citrato Férrico de Amonia 0,5g
D- manitol 10,09
Esculina 0,8g
Glicose 0,59
Cloreto de Litio .15,0g
Agar .13,0g
Vermelho de Fenol 0,08g
Agua destilada . 1000mL

Dissolver os reagentes, autoclavar 121°C por 15 minutos
(pH final: 7,0 + 0,2).

2.1) Suplemento Seletivo PALCAM (g/2,5L) Cédigo: SR150B

Polimixina B 25mg
Hidrocloreto de Acriflavina 12,5mg
Ceftazidine 50mg

Dissolver em agua destilada e adicionar, no momento do plagqueamento,
1mL do suplemento para cada 100ml de agar Base PALCAM.
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ANEXO 3

Agar Uréia Christense

1) Agar Uréia Christense

Peptona 1,09
Dextrose 1,09
Cloreto de Sddio 5,09
Fosfato monopotéassico 2,09
Uréia 20,09
Vermelho de fenol (sol. 0,2%)  0,012g
Agua destilada 1000mL

Dissolver os ingredientes em 100mL agua destilada e esterilizar por
filtracdo. Separadamente, preparar 900 mL de &gar a 1,5%, autoclavar a 121°C
por 15 minutos. Resfriar o 4gar a 50-55°C e adicional 100mL do caldo esterilizado
previamente. Distribuir em tubos estéreis e inclinar com rampa longa e fundo
curto.
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ANEXO 4

Andlise Estatistica

1) Médias de Coliformes Totais, Coliformes Fecais e tipos de queijos

ANOVA
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
log_ct Between 18,021 3 6,007 6,883 ,000
Groups
Within 66,330 76 873
Groups
Total 84,352 79
log_cf Between 7.750 3 2,583 5,685 ,002
Groups
Within 26,359 58 454
Groups
Total 34,109 61
Multiple Comparisons
Mean
Dependent Difference
Variable () tpqueijo (J) tpqueijo (I-9) Std. Error Sig.
log_ct Tukey HSD 1 colonial 2 provolone 1,32284(*) ,31836 ,000
3 ricota ,40264 ,39942 , 745
4 caccio cavalo 1,37450 ,67116 ,180
2 provolone 1 colonial -1,32284(*) ,31836 ,000
3 ricota -,92020 ,48243 234
4 caccio cavalo ,05166 , 72364 1,000
3 ricota 1 colonial -,40264 ,39942 ,745
2 provolone ,92020 ,48243 234
4 caccio cavalo ,97186 , 76279 ,582
4 caccio cavalo 1 colonial -1,37450 67116 ,180
2 provolone -,05166 , 72364 1,000
3 ricota -,97186 , 76279 ,582
log_cf Tukey HSD 1 colonial 2 provolone ,87510(*) ,23568 ,003
3 ricota ,33289 31779 722
4 caccio cavalo 1,00764 48717 176
2 provolone 1 colonial -,87510(*) ,23568 ,003
3 ricota -,54221 ,36924 ,463
4 caccio cavalo ,13254 ,52219 ,994
3 ricota 1 colonial -,33289 31779 722
2 provolone ,54221 ,36924 463
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4 caccio cavalo 67475 | 56403 ‘
4 cacciocavalo 1 colonial -1,00764 | 48717 |
2 provolone -13254 | 52219 |
3 ricota -67475 | 56403 |
* The mean difference is significant at the .05 level.
2) Médias de Coliformes Totais, Coliformes Fecais e tipo armazenamento
Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Value Df (2-sided)
Pearson Chi-Square 19,765(a) 3 ,000
Likelihood Ratio 23,148 3 ,000
Llnear_-by-Llnear 1,782 182
Association
N of Valid Cases
80
a 5 cells (62,5%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,57.
3) Médias de Coliformes Totais,Coliformes Fecais e estacdo do ano
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
log_ct 202 2 77 817
log_cf 723 2 59 ,490
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
log_ct Between 1,623 2 812 755 473
Groups
Within 82,729 77 1,074
Groups
Total 84,352 79
log_cf Between 1,386 2 693 1,250 294
Groups
Within 32,723 59 555
Groups
Total 34,109 61
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4) Meédias de Coliformes Totais e Coliformes Fecais e presenca de

Listeria sp.
Std. Error
Listeria N Mean Std. Deviation Mean
log_ct 0 néo 66 5,0436 1,03978 ,12799
1 sim 14 5,1428 1,03642 ,27700
log_cf 0 néo 52 4,4007 76735 ,10641
1 sim 10 4,3559 ,67187 ,21246
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Variances
Mean Std. Error
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference
log_ct Equal
variances ,092 ,762 -,324 78 747 -,09916 ,30579
assumed
Equal
variances -,325 18,971 , 749 -,09916 ,30513
not assumed
log_cf Equal
variances ,280 ,599 172 60 ,864 ,04489 , 26028
assumed
Equal
variances ,189 13,927 ,853 ,04489 ,23762
not assumed
5) Estacdo do ano e confirmagéo de E. coli
Crosstab
E.coli
0 ndo 1 sim Total
ESTACAO 1 PRIMAVERA Count 7 2 9
% within o o o
) ESTACAO 77,8% 22,2% 100,0%
2 VERAO Count 30 14 44
% within 0 o o
ESTACAO 68,2% 31,8% 100,0%
3 OUTONO Count 18 9 27
% within
ESTACAO 66,7% 33,3% 100,0%
Total Count 55 25 80
% within
ESTACAO 68,8% 31,3% 100,0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Value Df (2-sided)

Pearson Chi-Square ,403(a) ,818
Likelihood Ratio 424 ,809
Llnear_-by-Llnear 272 602
Association

N of Valid Cases

80

a 1 cells (16,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,81.

6) Estacdo do ano e presenca de Listeria sp.

Crosstab
Listeria
0 ndo 1 sim Total
ESTACAO 1 PRIMAVERA Count 3 6 9
% within o o o
) ESTACAO 33,3% 66,7% 100,0%
2 VERAO Count 42 2 44
% within o o o
ESTACAO 95,5% 4,5% 100,0%
3 OUTONO Count 21 6 27
% within o o o
ESTACAO 77,8% 22,2% 100,0%
Total Count 66 14 80
% within o o o
ESTACAO 82,5% 17,5% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 20,601(a) 2 ,000
Likelihood Ratio 17,863 2 ,000
Llnear_-by-Llnear 2124 1 145
Association
N of Valid Cases
80

a 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,58.
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7) Presenca de E. coli e presenca de Listeria sp.

E.coli
0 ndo 1 sim Total
Listeria 0 nédo Count 46 20 66
o rist
% within 69,7% 30,3% |  100,0%
Listeria
PR
% within 83,6% 80,0% 82,5%
E.coli
1 sim Count 9 5 14
O pish
% within 64.3% 357% |  100,0%
Listeria
O
% within 16,4% 20,0% 17,5%
E.coli
Total Count 55 25 80
O pish
% within 68,8% 31,3% |  100,0%
Listeria
PR
% within 100,0% |  100,0% |  100,0%
E.coli
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value Df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,157(b) 1 ,692
Continuity
Correction(a) 006 1 937
Likelihood Ratio ,155 1 ,694
Fisher's Exact Test , 755 ,458
Linear-by-Linear
Association 155 1 693
N of Valid Cases 80

a Computed only for a 2x2 table
b 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected coun
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ANEXO 5

Provas bioquimicas realizadas para comprovacdo de Pseudomonas aeruginosa

Amostra | Gram | Maconkey | Oxidase | Lipase | Lecitina|cresc.| PAB PAB |Uréia|Nitrato
41°C | brometo | sulfato
de de
amonio | ferro
amoni
54 - + + + + + + + +
56 - + + + + + + + +
66 - + + + + + + + +
Amostra | Argidolase | Esculina | motilidade |indol | citrato | Oxidag&o | Fermentacéo
54 + + + + + -
56 + + + + + -
66 + + + + + -
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