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CONTAMINACAO POR BACTERIAS PATOGENICAS NA OBTENCAO DE LEITE E
PRODUCAO DE QUEIJOS TIPO MINAS FRESCAL ELABORADOS A PARTIR DE
LEITE CRU REFRIGERADO

RESUMO - A producgéo de queijos elaborados a partir de leite cru refrigerado no
Brasil ainda € alta, embora esta pratica ndo seja autorizada em algumas regifes do
pais, como no estado de S&o Paulo. Assim, a fim de dimensionar os riscos de
veiculacéo bacteriana em tal tipo de alimento e identificar suas fontes de contaminacéo,
este estudo objetivou detectar a presenca de bactérias patogénicas em diferentes
pontos da obtencédo do leite e da producédo de queijos tipo Minas frescal. Amostras de
suabes de fezes bovinas, médos de ordenhador, balde de ordenha, leite, soro, agua,
superficie de elaboracdo de queijos, mdos de manipulador do queijo, peneiras,
bandejas, formas e escumadeiras foram coletadas em cinco propriedades onde os
queijos sdo elaborados a partir de leite cru na regido de Jaboticabal, nordeste do
Estado de S&o Paulo. Foram pesquisadas E. coli potencialmente patogénicas e
bactérias do género Listeria spp. e Staphylococcus, incluindo aqueles resistentes a
meticilina (MRS). Os isolados de E. coli foram separados em trés colecbes, de
patogénicas, comensais e resistentes a ceftriaxona (ESBL). Encontrou-se importantes
isolados de E. coli potencialmente patogénicos, como STEC e EXPEC, inclusive em
amostras de leite e queijo. Os isolados de E. coli foram pertencentes, em sua maioria,
aos grupos filogenéticos A e B1. O sorogrupo mais encontrado foi o O18 e, segundo o
MLST, obteve-se isolados ST131, carcateristicas relacionadas a estirpes
potencialmente patogénicas. Tais isolados apresentaram resisténcia antimicrobiana
principalmente ao acido nalidixico, ampilicina, kanamicina, estreptomicina, sulfisoxazole
e tetraciclina. A andlise de similaridade genética por PFGE indicou que isolados de E.
coli da mesma propriedade, contendo 0 mesmo gene de viruléncia, circularam em
diferentes pontos da obtencéo do leite e da producé&o dos queijos tipo Minas frescal. O
género Listeria spp. teve uma alta prevaléncia nas amostras, no entanto, ndo foram
identificadas as espécies L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri e L. ivanovii. S.
aureus foi encontrado em diferentes pontos da obtencdo do leite e da produgcédo dos
queijos, principalmente em amostras de queijo, em todas propriedades. Tais isolados
eram, inclusive, portadores de diferentes genes codificadores de enterotoxinas.
Isolados MRS foram obtidos em queijos e mados de manipuladores de queijos e
mostraram-se resistentes a oxacilina, penicilina e cefepime. Tais isolados foram
identificados como S. haemolyticus, S. hominis e S. epidermidis pelo sequenciamento
génico e, segundo o RAPD, houve similaridade genética entre isolados das méaos dos
manipuladores e queijos. Assim, conclui-se que a elaboracao de queijos a partir de leite
cru estad associada a mas condi¢des higiénicas e que microrganismos com potencial
risco a saude publica podem chegar no produto final, o queijo.

Palavras-chaves: E. coli, Listeria spp., Staphylococcus aureus, MRS, saude publica
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CONTAMINATION BY PATHOGENIC BACTERIA IN MILK OBTENTION AND

PRODUCTION OF MINAS FRESCAL CHEESE PREPARED FROM REFRIGERATED
RAW MILK

ABSTRACT - Cheese production made from refrigerated raw milk in Brazil is still
high although this practice is not allowed in some regions of the country as in Sdo Paulo
state. Thus, in order to assess bacterial infection risks in this type of food and to identify
sources of contamination this study aimed to detect the presence of pathogenic bacteria
in different points of milk production and the production of Minas Frescal cheeses.
Samples of faeces swabs, milker hands, milking pails, milk, water, cheese elaboration
surface, cheese manipulator hands, sieves, trays, molds and skimmers were collected in
five properties where the cheeses are made from raw milk in the region of Jaboticabal,
northeast of S&o Paulo State. We investigated potentially pathogenic E. coli, Listeria
spp. and Staphylococcus spp., including those resistant to methicillin (MRS). E. coli
isolates were separated into three collections, pathogenic, commensal and resistant to
ceftriaxone (ESBL). Significant pathogenic E. coli isolates such as STEC and EXPEC
were found in milk and cheese samples. E. coli isolates belonged mostly to phylogenetic
groups A and B1. The most commonly serogroup found was O18 and according to the
MLST, isolates ST131 were obtained and they are related to potentially pathogenic
strains. These isolates presented antimicrobial resistance mainly to nalidixic acid,
ampilicine, kanamycin, streptomycin, sulfisoxazole and tetracycline. The genetic
similarity analysis by PFGE indicated that E. coli isolates from the same property
containing the same virulence gene were circulating at different points of milk production
and in the production of Minas Frescal cheeses. The genus Listeria spp. had a high
prevalence in the samples, however, L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri and L.
ivanovii species were not identified. S. aureus was found at different points of milk
production and cheeses production, mainly in cheese samples in all properties. Such
isolates were also carrying different enterotoxin-encoding genes. MRS isolates were
obtained in cheeses and cheese manipulator hands and were resistant to oxacillin,
penicillin and cefepime. These isolates were identified as S. haemolyticus, S. hominis
and S. epidermidis by gene sequencing and according to RAPD there was genetic
similarity between isolates from the hands of the manipulators and cheeses. Thus, it can
be concluded that the preparation of cheeses from raw milk is carried out under poor
hygienic conditions and that microorganisms with a potential public health risk can reach
the final product, cheese.

Keywords: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, S. aureus, MRS, public health



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

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

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

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

O queijo tipo Minas frescal elaborado a partir de leite cru faz parte da cultura

brasileira, ndo somente do estado de Minas Gerais, como também de outras regides



2

do Pais. Neste contexto, a regido de Jaboticabal, no estado de S&o Paulo, possui
vérias propriedades que produzem esse tipo de queijo que € comercializado nas
préprias propriedades, em supermercados, varejdes ou por vendedores ambulantes,
tratando-se, assim, de uma economia significativa.

Dada a importancia social, cultural e econdmica dos queijo elaborados a partir
de leite cru e do alto risco de veiculagdo de microrganismos que tal alimento possui,
muitos resultados de pesquisas foram publicados nos ultimos anos (GAULIN et al.,
2012; VAN CAUTEREN et al., 2009; DOMINGUEZ et al., 2009). Entretanto, grande
parte dos estudos visam a identificagdo de microrganismos por técnicas de
microbiologia classica e testes bioquimicos, os quais podem falhar na identificacdo
acurada de espécies microbianas. Dessa forma, estudos moleculares fazem-se
imprescindiveis para a correta identificacdo de espécies bacterianas e suas relacdes
genéticas. Assim, a fim de dimensionar os riscos de veiculacdo bacteriana em tal
tipo de alimento e identificar suas fontes de contaminacédo, este estudo objetivou
detectar a presenca de bactérias patogénicas em diferentes pontos da obtencdo do
leite e da producéo de queijos tipo Minas frescal em cinco propriedades na regido de

Jaboticabal, Sdo Paulo.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa detectou E. coli potencialmente patogénica e resistentes a
antimicrobianos, Listeria spp., Staphylococcus aureus e Staphylococcus resistente a
meticilina (MRS) em diferentes pontos da obtencao do leite e da producao de queijos
tipo Minas frescal nas cinco propriedades amostradas na regido de Jaboticabal, Estado
de S&o Paulo. Tais contaminacfes podem estar diretamente associadas as mas
condi¢cBes higiénicas sanitarias encontradas nos locais como, ndo limpeza dos tetos
das vacas antes das ordenhas, mesmo quando havia agua disponivel na sala de
ordenha, néo realizacdo de teste da caneca de fundo preto e CMT, sujidade de fezes
bovinas no ambiente de ordenha, resquicios de leite de ordenhas anteriores nos
utensilios e falta de higiene no preparo dos queijos, entre outros. A presenca de S.
aureus em amostras de leite e no produto final pode estar diretamente relacionada a
alta percentagem de animais com mastite clinica nas propriedades, observada pela
presenca de grumos no descarte dos primeiros jatos de leite dos animais. A obtencao
de isolados de E. coli e Staphylococcus resistentes a antimicrobianos pode estar
relacionada ao uso abusivo e/ou inadequado destes medicamentos nas propriedades.

Do ponto de vista da saude publica, é importante e necessaria uma campanha
de educacdo e saude dirigida aos produtores para conscientizacdo sobre o uso
adequado de antimicrobianos e suas consequéncias, e sobre higiene no processo de
obtencdo do leite e queijo. O emprego de cuidados tais como limpeza da sala de
ordenha, limpeza dos tetos, “pré-dipping”, “pds-dipping” e também testes para mastite
clinica como teste da caneca de fundo preto, é imprescindivel. Antes, durante e apos a
producdo dos queijos é essencial a limpeza profunda dos utensilios. A utilizacdo de
termdmetros para mensuragdo da temperatura do leite e a higiene, principalmente da
lavagem correta das maos, sdo medidas importantes na producao de queijos tipo Minas
frescal, afim de se evitar contaminacdes entre humanos e alimento. Ademais, deve-se
haver controle rigoroso da qualidade microbiol6gica da dgua destas propriedades.

A populacdao deve ser conscientizada do risco do consumo do leite cru

refrigerado e de queijo tipo Minas frescal produzidos clandestinamente. Tais produtos
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ndo sao fiscalizados e podem veicular bactérias patogénicas e resistentes a
antimicrobianos que podem ocasionar problemas sérios a saude humana, podendo
colocar em risco a saude do consumidor. Esta conscientizacdo pode ser iniciada em
escolas, por exemplo, para as criangas, que consequentemente levarao para os pais.
Além disso, a implantacdo de fiscalizacado nas propriedades produtoras de leite e

queijo é imprescindivel para evitar problemas de salde publica.
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