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Escherichia coli, produtora de toxina Shiga (STEC),
um patéogeno emergente capaz de causar diarreia, colite
hemorragica e sindrome hemolitica urémica em humanos,
representa um grave problema de satde publica em todo o
mundo. O principal reservatorio de STEC sdo os bovinos.
STEC sdo transmitidas aos humanos, principalmente através
de alimentos contaminados, destacando-se aqueles de ori-
gem bovina como carne, leite e seus derivados. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade de STEC ndo-O157
em queijo minas frescal preparado com leite artificialmente

RESUMO

contaminado com diferentes cepas dessas bactérias. Os
queijos foram mantidos a 4°C e analisados no 1°, 2°, 4°, 6°
e 10° dias de estocagem. As cepas de STEC mantiveram-
se viaveis em 100% (32/32) dos queijos mantidos sob
refrigeracdo por até dez dias. Os resultados mostram que
0 queijo minas pode ser veiculo de transmissdo de STEC.
Recomenda-se a adog@o de métodos higiénicos e sanitarios
desde a ordenha até o processo de producdo do queijo para
reduzir a possibilidade de contaminagdo com STEC.

PALAVRAS-CHAVES: PCR, queijo minas, seguranca alimentar, STEC.

ABSTRACT

VIABILITY OF NON-O157 SHIGA TOXIN-PRODUCING Escherichia coli (STEC)
IN MINAS FRESCAL CHEESE

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC)
an emergent foodborne pathogen that cause diarrhea,
hemorrhagic colitis and haemolytic uremic syndrome in
humans, represents a public health problem all over the
world. Cattle are the main source of STEC. STEC are
transmitted to humans by contaminated food, mainly those
of bovine origin as meat and dairy products. This study
aimed evaluates the non-O157 STEC viability of artificially
inoculated in the milk used for the Minas Frescal cheese’s

KEY WORDS: Food safety, Minas cheese, PCR, STEC.

production. The cheese was kept at 4°C and analyzed at 1%,
2md 4t 61 and 10" days after its production. 100% (32/32)
of the cheese storad under refrigeration during 10 days
had been the STEC strains viable. These results show that
minas frescal cheese can transmit STEC. The adoption of
good manufacturing practices is important from milking to
the cheese production process to reduce the contamination
risks by non-O157 sorotypes.
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INTRODUCAO

Escherichia coli, produtora de toxina Shiga
(STEC), foi reconhecida como patégeno humano
em 1983, quando RILEY et al. (1983) isolaram,
de um surto de doenga gastrintestinal, colite he-
morragica e sindrome hemolitica urémica (SHU),
ocorrido nos Estados Unidos, um sorotipo até
entdo raro de Escherichia coli classificado como
O157:H7. Desde entdo, mais de cem sorotipos de
STEC foram reconhecidos e associados com do-
enca em humanos, representando um problema de
saude publica em todo o mundo (BELL, 2002). As
STEC sao caracterizadas pela produgao de toxinas
Shiga do tipo 1 (Stx1) e/ou 2 (Stx2) (PATON &
PATON, 1998). O principal reservatorio de STEC
sdo os bovinos e essas bactérias sdo veiculadas
principalmente por alimentos contaminados,
destacando-se carne, leite e seus derivados (NA-
TARO & KAPER, 1998).

O interesse na seguranca dos alimentos de
origem animal surgiu hé duas décadas, com o au-
mento do niimero de infecgdes em seres humanos
causadas por esse patogeno (HUSSEIN & SAKU-
MA, 2005). As infecgdes causadas por STEC
aumentam a preocupac¢ao em relacdo a producao
e ao controle microbioldgico de alimentos, uma
vez que essa bactéria ndo ¢ identificada através
de técnicas microbioldgicas convencionais, sendo
necessario detectar a produgdo de toxina Shiga ou
a presenca dos genes szx.

O queijo tipo minas frescal ¢ um produto
que possui ampla aceitacdo comercial e faz par-
te do habito alimentar da populagdo brasileira.
Apesar de a legislacao exigir a utilizagdo de leite
pasteurizado no seu preparo, € comum a comer-
cializacdo de um alimento que ndo atenda a essa
especificacao legal (LOGUERCIO & ALEIXO,
2001). O leite cru, matéria-prima original para a
fabricacdo do queijo minas frescal, constitui uma
importante via de transmissao de inimeros patoge-
nos intestinais como as estirpes de Escherichia coli
diarreiogénicas em muitas localidades do Brasil. A
ocorréncia de casos de mastite no rebanho leiteiro
em virtude de higiene inadequada durante a orde-
nha e a presenca de patdgenos no ambiente sdo
as principais causas do elevado teor de bactérias

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 2, p. 663-668, abr./jun. 2009

nocivas no leite e, consequentemente, em queijos
frescos feitos sem pasteurizagdo (GERMANO &
GERMANO, 1995; LIRA et al., 2004).

O leite cru é considerado o segundo maior
veiculo de transmissdo de diversos sorotipos de
STEC (REITSMA & HENNING, 1996). Além
do sorotipo O157:H7, outros, como por exem-
plo, O91:H21, O113:H18 e ONT:HNT, ja foram
detectados em leite cru e queijos (BLANCO et
al., 2001; CAPRIOLI et al., 2005; HUSSEIN &
SAKUMA, 2005). A presenga de STEC no reba-
nho bovino nacional esta bem documentada, e ha
nitido predominio de cepas sorotipos nao-O157
(IRINO et al., 2005).

Dada a importancia de STEC na industria
de alimentos lacteos e a elevada frequéncia des-
sas bactérias em bovinos, no pais (FARAH et al.,
2007), o objetivo deste trabalho foi avaliar a via-
bilidade de diferentes cepas de STEC em queijo
minas frescal fabricado com leite artificialmente
contaminado e mantido sob refrigerag¢do a 4°C por
até dez dias, simulando a fabricagdo industrial.

MATERIAL E METODOS

Determinacao de coliformes totais e coliformes
termotolerantes no leite pasteurizado

As analises para determinacdo de colifor-
mes totais e termotolerantes no leite pasteurizado
utilizado como matéria-prima foram realizadas
seguindo a metodologia do Compéndio de Méto-
dos para Exames Microbiologicos de Alimentos da
American Public Health Association (VANDER-
ZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).

Cepas de STEC utilizadas

Dezesseis cepas de STEC nao-O157, pre-
viamente isoladas de fezes de bovinos adultos
aparentemente saudaveis (PIGATTO, 2004),
carreando genes do tipo stx, (Tabela 1), foram
utilizadas, separadamente, para contaminar aliquo-
tas de leite usadas na produ¢do de queijo minas
frescal. As cepas de STEC foram semeadas em
agar MacConkey e incubadas a 37°C por 24 horas
e coldnias isoladas foram suspensas em solucao
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salina fisioldgica esterilizada até atingir turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland,
o que corresponde a aproximadamente 108UFC/
mL. As suspensdes preparadas com cada uma
das cepas isoladamente foram utilizadas para
contaminar aliquotas de leite distintas que foram
entdo empregadas na fabricacdo de queijos. Cada
amostra de leite foi contaminada com uma cepa
diferente de STEC.

TABELA 1. Caracteristicas genotipicas das STEC nao-
0157

Amostra \Si}liﬁeéigiz Subtipo
21-1 Stx, SUC o o
26+4 stx,, saa SIx,
3142 stx, variante
33-1 stx, , hlyA stx,/ stx, .
39+3 stx,, saa Stx,
43+1 stx, hlyA, saa stx,
44+1 stx,, hiyA stx,,
46+3 stx,, hly4, saa six,
50+1 stx, stx,vha
52+1 stx,, hiyA, saa stx, / vhal ., /vhb
53-2 stx,, saa stx vha
66+1 stx, stx ,vhb
105-2 stx,, hiyA stx vha
116+3 Stx, SEX
124+2 six, six,,
174+1 Six Stx

2 2c

Fonte: PIGATTO, 2004.

Processo de produgdo do queijo tipo minas fres-
cal

Para o processamento do queijo tipo minas
frescal foram utilizados os seguintes produtos:
leite tipo “A”, pasteurizado pelo processo HTST
(high temperature, short time, 75°C por vinte se-
gundos), proveniente da Granja Leiteira da FCAYV,
Unesp, Campus de Jaboticabal; coalho HA-LA
BIOTEC" (Christian-Hansen) 1:20000, obtido

por fermentagdo, contendo 100% quimosina tipo
A, CaCl, a 50% (Base Quimica) ¢ formas plésticas
estéreis.

As aliquotas de leite foram aquecidas a 35°C
e adicionadas de uma das suspensdes de STEC,
25mL de solugdo de CaCl, a 50% e do coalho
comercial, na propor¢ao indicada pelo fabricante.
A mistura foi homogeneizada e entdo mantida em
repouso por aproximadamente quarenta minutos
até a formacgdo do coagulo. Apds esse periodo,
retirou-se o soro presente e realizou-se a salga
com NaCl diluido a 2%. Acondicionaram-se os
queijos em embalagens plésticas esterilizadas,
os quais foram armazenados sob refrigeracdo a
4°C por um periodo de dez dias (BRASIL, 1997).
Prepararam-se os queijos em duplicata a partir de
novas aliquotas de leite e suspensdes de STEC.

Deteccgao de STEC

Para verificar a viabilidade das cepas de
STEC, aliquotas de 25g de cada queijo foram
coletadas ap6s o 1°, 2°, 4°, 6° e 10° dias da fabri-
cacgdo e cultivadas em 225mL de dgua peptonada
durante 24 horas a 37°C. Apo6s esse periodo, 0,ImL
de cada cultura foi semeado em dgar MacConkey
e incubado por 24 horas a 37°C. Utilizou-se o
crescimento para a extragdo do DNA, segundo
OLSVICK & STROCKBINE (1993). Realizou-
se a deteccao de STEC utilizando a reacao em
cadeia da polimerase (PCR), tendo como alvo
o gene stx,. A reagdo foi desenvolvida segundo
CHINA et al. (1996), utilizando os iniciadores
stx,F 3’ TGGGTTTTTCTTCGGTATCS’ e stx,R
5’GACATTCTGGTTGACTCTCTT3’, que am-
plificam um fragmento de 807pb dos genes six,.
Como controle positivo e negativo foram utiliza-
dosa STEC O157:H7 EDL 933 e Escherichia coli
ATCC 25922, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises microbioldgicas realizadas no
leite pasteurizado utilizado como matéria-prima,
antes da inoculac¢ao de STEC, revelaram auséncia
de coliformes totais e termotolerantes. Os resul-
tados obtidos indicam que o leite pasteurizado
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utilizado como matéria-prima se enquadrou dentro
dos padrdes legais, considerando os padrdes mi-
crobioldgicos estabelecidos pelos orgaos oficiais
— Resolugdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001).

No Brasil, o queijo tipo minas frescal ¢
amplamente consumido pela populagdo, em vir-
tude, principalmente, das suas caracteristicas de
suavidade e baixo percentual de gordura. Esse
queijo possui elevado teor de umidade, razao por
que ¢ altamente perecivel. A contaminagdo de
queijos tipo minas frescal por coliformes acima
dos padrdes estabelecidos foi observada em vérios
trabalhos (PERESI et al., 2001; FERNANDEZ et
al., 2005), mostrando a vulnerabilidade desse tipo
de alimento a proliferacao desses microrganismos.
Considerando a elevada frequéncia de STEC em
bovinos de diversas regides do Brasil (CERQUEI-
RA et al., 1999; PIGATTO, 2004; IRINO et al.,
2005; FARAH et al., 2007) e que essas bactérias
podem entrar em contato com o leite durante a
ordenha, existe a possibilidade de contaminagado
de queijos com essas bactérias, o que tem sido
demonstrado mesmo em paises com melhores
padrdes higiénico-sanitarios (AROCHA, 1991;
RAMSARAN etal., 1998; VERNOZY-ROZAND
etal., 2005). Como as STEC podem causar doen-
cas em humanos, ¢ importante verificar se o queijo
tipo minas pode ser veiculo de transmissao dessas
bactérias, uma vez que se trata de um tipo de
queijo que ¢ amplamente consumido no Brasil
(LOGUERCIO & ALEIXO, 2001).

As toxinas Shiga sdo o principal fator de
viruléncia das STEC. A habilidade das STEC
em provocar quadros graves em seres humanos
depende do tipo de toxina produzida. A toxina
Stx2, codificada pelo gene six, ¢ mil vezes mais
citotoxica para células renais do que a toxina Stx1,
codificada pelo gene stx, (LOUISE et al., 1995).
Mas existem diferentes subtipos de Stx2, alguns
associados com doencgas mais graves, outros so-
mente com diarreia. Cepas que contém genes six,
e stx, sdo isoladas com maior frequéncia de casos
de colite hemorragica e SHU (EKLUND et al.,
2002), ao passo que aquelas que contém variantes
oMo $Ix,, . parecem ser menos patogénicas para
humanos (PIERARD et al., 1998). Além disso, a
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patogénese das infec¢des por STEC em seres hu-
manos ¢ multifatorial e depende de outros genes de
viruléncia como o ea,e que codifica a adesina inti-
mina, hlyA, que codifica a hemolisina, e as,a, que
codifica a adesina Saa (BOERLIN et al., 1999).
Neste estudo foi analisada a viabilidade, em queijo
minas, de cepas de STEC nao— O157 contendo
diferentes genes de viruléncia (Tabelal).

A sobrevivéncia da STEC sorotipo O157:H7
em diferentes tipos de queijo foi demonstrada
por AROCHA (1991) e LEUSCHNER & BOU-
GHTFLOWER (2002). Este ¢ o sorotipo de STEC
mais estudado, mas pouco se sabe em relacio ao
comportamento das STEC pertencentes a outros
sorotipos.

Neste trabalho a viabilidade de STEC nao
0-157 em queijo minas foi avaliada apenas até o
10° dia, pelo fato de o prazo de validade do produto
estabelecido pela legislacdo ser de dez dias. Os
resultados mostraram que as diferentes cepas de
STEC foram detectadas nos queijos apos 1, 2, 4,
6 e 10 dias de armazenamento sob refrigeracao. A
viabilidade das estirpes foi confirmada através do
cultivo de aliquotas de queijo em 4gua peptonada
seguido de subcultivo em dgar MacConkey, meio
de onde foram retiradas as colOnias para a extragao
de DNA e a realizacao de PCR. Observou-se que
todas as dezesseis diferentes cepas permaneceram
vidveis no queijo minas, mesmo apos dez dias de
conservagao a 4°C. Isto confirma que cepas nao-
0157 sdo capazes de sobreviver em queijo man-
tido em condi¢des adequadas de armazenamento,
o que ja havia sido demonstrado para o sorotipo
O157:H7 e que, portanto, podem ser veiculadas
aos humanos dessa forma. Os atributos associados
com a viruléncia das cepas nao parecem afetar a
habilidade de as bactérias sobreviverem no queijo
minas, uma vez que todas se mantiveram viaveis
até o décimo dia de armazenamento a 4°C.

Muitos casos de infec¢do por STEC foram
atribuidos ao consumo de produtos lacteos con-
taminados (NATARO & KAPER, 1998). Surtos
e casos esporadicos de infec¢des causadas apos o
consumo de queijo contaminado com STEC foram
relatados em diversos paises (CURNOW, 1994;
CDC, 2000). Até o momento ndo existem relatos
de surtos causados por STEC no Brasil. Porém a
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frequéncia elevada dessas bactérias em bovinos
(CERQUEIRA et al., 1999; PIGATTO, 2004;
IRINO et al., 2005; FARAH et al., 2007) indica
alto potencial para a contaminagao da carne, leite
e do ambiente.

Considerando que as STEC nao-O157
podem causar infeccdes graves em humanos,
dada sua alta incidéncia no rebanho bovino e sua
capacidade de se manterem viaveis em alimentos
mantidos sob refrigeracdo, ¢ essencial a adogdo
de métodos para prevenir a contaminagao do leite,
do queijo e de outros produtos de origem animal
com essas bactérias.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que
cepas de STEC nao-O157 com diferentes atribu-
tos de viruléncia podem permanecer viaveis, por
pelo menos dez dias, em queijo minas mantido
sob refrigeragcdo. Portanto, para reduzir o risco
de infec¢oes causadas por STEC em humanos,
¢ fundamental a adogdo de métodos higiénicos
e sanitarios que reduzam a possibilidade de con-
taminacao do leite, incluindo cuidados durante a
ordenha e no processo de elaboragdo de queijos e
outros derivados lacteos.
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