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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas estéo relacionadas a todo estudo que envolve os seres
vivos, sejam eles micro-organismos, animais ou vegetais, bem como a maneira
com que estes seres se relacionam entre si e com 0 ambiente. Quando se fala em
Ciéncias da Saude faz-se mencao a toda area e estudo relacionada a vida, saude
e doenca. Neste sentido, fazem parte das Ciéncias Bioldgicas e Saude areas como
Biologia, Biomedicina, Ciéncias do Esporte, Educacéao Fisica, Enfermagem, Farmacia,
Fisioterapia, Fonoaudiologia, Medicina, Medicina Veterinaria, Nutricdo, Odontologia,
Saude Coletiva, Terapia Ocupacional, Zootecnia, entre outras.

Apreservacao do meio ambiente, a manutengao da vida e a saude dos individuos é
foco principal dos estudos relacionados as Ciéncias Biol6gicas, onde pode-se navegar
por um campo bem abrangente de pesquisas que vai desde aspectos moleculares
da composicéo quimica dos organismos vivos até termos médicos utilizados para
compreensao de determinadas patologias.

Neste ebook é possivel observar essa grande diversidade que envolve os aspectos
da vida. A preocupacéo de profissionais e pesquisadores das grandes academias em
investigar formas de viver em equilibrio com o meio ambiente, bem como aproveitando
da melhor forma possivel os beneficios ofertados pelos seres vivos.

Inicialmente sdo apresentados artigos que discutem os cuidados de enfermagem
com os seres humanos, desde acidentes com animais peconhentos, cuidados com
a dengue, preenchimento de prontuarios, cuidados com a higiene, atendimento de
urgéncia e emergéncia e primeiros socorros, doengas sexualmente transmissiveis e
hemodialise.

Em seguida sao apresentados alguns estudos relacionados a intoxicacdo com
drogas e alcool, bem como aspectos envolvendo a farmacologia. Caracterizacao
bioguimica de enzimas e sua relacado com infarto, insegurancga alimentar e obesidade
infantil.

Ainda podem ser observados artigos que relatam sobre aspectos antimicrobianos
e antioxiodantes de vegetais e micro-organismos. Presenca de fungos plantas.
Caracterizacado do solo e frutas. Doencas em plantas. E para terminar, vocé ira
observar algumas discussdes envolvendo a fisioterapia no desenvolvimento motor de
criangas, os beneficios da caminhada, além de tratamentos estéticos para o controle
de estrias.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: O queijo € um produto de alto valor

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros

nutritivo e sua contaminacéo deve-se a fatores
como matéria prima contaminada, falta de
processamentotérmico, manipula¢do do produto
durante o preparo, falha de higienizacdo de
equipamentos e de manipuladores. Os principais
patébgenos encontrados em contaminacdo de
queijo séo os coliformes termotolerantes, sendo
Escherichia coli o patdbgeno mais comumente
encontrado nessas contaminagdes alimentares,
podendo apresentar fatores de viruléncia
como adesinas, inavasinas e toxinas. Desse
modo, o objetivo foi identificar a presenca
de coliformes termotolerantes e pesquisar
genes de viruléncia de E. coli potencialmente
patogénica em queijos minas inspecionados e
artesanais. Os coliformes foram isolados em
agar Mac Conkey e identificadas utilizando
provas bioquimicas do Enterokit B - Probac®.
Ensaios de Multiplex-PCR foram utilizados para
pesquisar os genes de viruléncia ipaH (EIEC),
elt e est (ETEC), aggR (EAEC), eae (EPEC),
ehxA, stx1 e em stx2 (STEC). Um total de 104
colénias de coliformes termotolerantes de 80
queijos artesanais foram isoladas, sendo: 31
E. coli, 65 Klebsiella sp., 8 Citrobacter sp. e 2
Enterobacter sp. Dentre as colbnias de E. coli
isoladas, apenas uma col6nia isolada de um
queijo artesanal apresentou gene de viruléncia
(eae), indicando que a E. coli isolada pertence
ao grupo das enteropatogénicas. As demais
colénias podem ser de origem ambiental ou
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de microbiota comensal de humanos e outros animais. A presenca de coliformes
termotolerantes, principalmente de E. coli enteropatogénica, apenas em queijos
artesanais mostrou que o tipo de processamento e a higiene durante a producdo séo
importantes para a qualidade do produto e para evitar a contaminagéo bacteriana e do
consumidor.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminacao, Queijo, E. coli, coliformes.

ABSTRACT: Cheese is a product of high nutritional value and its contamination is due
to factors such as contaminated raw material, lack of thermal processing, handling of
the product during the preparation, failure of hygiene of equipment and manipulators.
The main pathogens found in cheese contamination are thermotolerant coliforms, in
which, Escherichia coliis the most commonly food contamination pathogen found, and
may present virulence factors such as adhesins, invasins and toxins. Therefore, the
objective was to identify the presence of thermotolerant coliforms and to investigate
virulence genes of potentially pathogenic E. coli isolate from inspected and artisanal
minas cheeses. The coliforms were isolated on MacConkey agar and identified by
Biochemical tests (Enterokit B - Probac®). Multiplex-PCR assays were used to
investigate the virulence genes ipaH (EIEC), elt and est (ETEC), aggR (EAEC), eae
(EPEC), stx1 and stx2 (STEC). 104 colonies of thermotolerant coliforms from 80
artisanal cheeses were isolated, being: 31 E. coli, 65 Klebsiella sp., 8 Citrobacter sp.
and 2 Enterobacter sp. Among the E. coli isolated from a artinasal cheese, only one
presented virulence gene (eae), indicating thatthe E. colibelongs to the enteropathogenic
group. The other colonies may from environmental origin or human and other animals
microbiota. The presence of thermotolerant coliforms, mainly enteropathogenic E. coli
only in artisanal cheeses showed that the type of processing and the hygiene during
the production are important for the quality of the product and to avoid bacterial and
consumer contamination.

KEYWORDS: contamination, cheese, e. coli, coliforms.

11 INTRODUCAO

O queijo minas € um dos alimentos mais populares e consumidos no Brasil,
sendo comercializados sob a fiscalizacdo de servigos de inspecao ou informalmente,
em feiras livres e mercados municipais. A produ¢ao de queijo no Brasil é distribuida por
todo o pais, tendo a maior concentracéo de laticinios na regiao sudeste e, devido ao
seu alto valor nutricional, é de grande importancia na dieta da populagao, por ter uma
alta digestibilidade, quando comparado a outros alimentos, sendo, dessa maneira, a
melhor forma de se ingerir as propriedades nutritivas do leite, e € parte integrada dos
habitos e cultura nacional. Além disso, 0 queijo também pode ser considerado uma
forma de conservacgéo do leite (SERIDAN et al., 2009; MARTINS; MOURA, 2010).

O queijo minas é caracterizado por pH entre 5,0 e 5,3 e umidade (> 55%) quando
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comparado a outros tipos de queijos, o que o torna susceptivel a contaminacgéo, devido
a condicdes de higiene precarias durante a sua producdo, como o uso de leite ndo
pasteurizado, ambiente de maturacédo e longo tempo de transporte (MORAES et al.,
2009).

A presenca de microrganismos contaminantes em queijos € uma das principais
preocupacgdes, visto que resultam em grandes perdas econOmicas, devido aos
estufamentos, odores e aparéncia desagradaveis, diminuindo o tempo de prateleira
e 0 seu valor comercial, além da producéo de toxinas que podem causar doencas
gastrointestinais e surtos zoondticos (CALLON et al., 2011; PERRY, 2004).

No Brasil, existem regras para a producdo e comercializacdo de produtos
lacteos como as instrucdes normativas e regulamentos técnicos (MERCOSUL, 1996;
BRASIL, 1997; BRASIL, 2011), entretanto ndo sao aplicadas de forma comum,
sendo encontrados para venda em feiras-livres, vendedores informais, sem o
acondicionamento necessario.

Escherichia coli € uma bactéria do grupo coliforme que fermenta a lactose e
o manitol, com producédo de acido e gas a 44,5 °C em 24 horas, oxidase negativa,
nao hidrolisa a ureia e apresenta atividade das enzimas beta-galactosidase e beta-
glucoronidase, sendo considerado um indicador de contaminacdo e condi¢cdes de
higiene, durante o processamento ou ap6s o0 processamento de alimentos. Sua
presenca pode indicar a presenca de patdbgenos entéricos e € a principal representante
do grupo dos coliformes termotolerantes (MORAES et al., 2009; OKURA; MARIN,
2014). Além disso, algumas cepas de E. coli podem adquirir genes de viruléncia e
se tornarem patogénicas (SILVEIRA, 2013), como o caso das E. coli diarreiogénicas
(DEC).

As amostras de DEC podem ser classificadas em seis patotipos (KAPER
et al.,, 2004), os quais sao separados por padroes de patogenicidade: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli
shiga-toxigénica (STEC). O patotipo STEC possui uma subcategoria denominada
E. coli enterohemorragica (EHEC), que inclui o sorotipo O157: H7. Alguns estudos
sugerem que a contaminacao de alimentos por E. coli sdo provenientes da falta de
higiene ao manusear alimentos (VICENT et al., 2010). Além de E. coli e seus patotipos,
coliformes termotolerantes como Klebisiella sp. e Citrobacter sp., além de outros
agentes patogénicos como Listeria monocytogens, Salmonella sp. e Staphyloccocus
aureus podem ser transmitidos por meio de produtos lacteos (CALLON et al., 2011;
PERRY et al., 2004; FLORES; MELO, 2015; TRMCIC et al., 2016).

Os produtos de origem animal requerem atencéo especial, pois eles podem ser
veiculos para disseminacdo de microrganismos patogénicos. Portanto, o objetivo
deste estudo foi identificar a presenca de coliformes termotolerantes e pesquisar genes
de viruléncia de E. coli potencialmente patogénica em queijos minas inspecionados e

artesanais.
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2| MATERIAL E METODOS

Um total de 137 queijos artesanais e 13 queijos inspecionados foi coletado em
feiras livres e supermercados das regides sul e sudeste do Brasil.

Aproximadamente 25 g de cada queijo foram diluidos em 225 mL de agua de
peptona tamponada (BPW), plaqueados em Agar MacConkey (Difco®, Sparks, MD,
EUA) e incubados a 37°C durante 24 h. Duas ou trés colonias de cada placa foram
selecionadas e testadas usando ensaios bioquimicos (Enterokit B - Probac®) para
identificacéo de E. coli.

Os resultados da série bioquimica de cada col6nia isolada foram comparados
com a Tabela de Caracteristicas Bioguimicas de Enterobactérias de Interesse na
Patologia Humana (MURRAY, 2003).

Dos isolados caracterizados como E. coliextraiu-se o DNA por lise térmica. As cepas
foram crescidas em 4agar TSA (Difco®) a 37°C durante 24 h. O DNA foi extraido suspendendo
sete colOnias, damesma cultura pura, em 200 uL de dgua esterilizada. A mistura foi submetida
a uma temperatura de 100°C durante 10 min, e centrifugada a 10.000g durante 6 min. O
sobrenadante foi utilizado para os ensaios de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR).

A presenca de genes de viruléncia foi verificada usando trés sistemas de
MultiplexPCR. Os seguintes marcadores de viruléncia foram utilizados para detectar
DEC: eaeA (gene estrutural que codifica a adesina intimina em EPEC e EHEC), bfpA
(gene estrutural para aformacéo de pilli de EPEC tipica), aggR (ativador transcripcional
de EAEC tipica), elt, est (enterotoxinas de ETEC), ipaH (gene que codifica o antigeno
H do plasmideo de invasao, encontrado em EIEC), stx1, stx2 (toxinas Shiga de EHEC),
e ehxA (enterohemolisina, que pode ser encontrado na EHEC e EPEC). Os métodos
de PCR foram previamente padronizados (PUNO-SARMIENTO et al., 2014)

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 137 queijos artesanais coletados foram isoladas 104 col6nias de coliformes
termotolerantes de 80 queijos, sendo: 31 E. coli (28 queijos), 65 Klebsiella sp. (51
queijos), 8 Citrobacter sp. (6 queijos) e 2 Enterobacter sp. (2 quejos).

Aproximadamente 42 % dos queijos artesanais (57 queijos) e 100 % dos queijos
inspecionados analisados nao apresentaram crescimento de colénias em agar
MacConkey, podendo inferir que esses queijos ndo estavam contaminados por esses
microrganismos.

Os coliformes termotolerantes, entre outras caracteristicas, fermentam a lactose
com producédo de gas quando incubados a temperatura de 45 °C. Tem como principal
microrganismo a Escherichia coli, cuja presenca indica contaminag¢ao de origem fecal,
bem como espécies dos géneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, que também
podem persistir por longos periodos e se multiplicarem em ambientes ndo entéricos

(SIQUEIRA, 1995), todos encontrados em queijos analisados nesse estudo.
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Dentre os isolados de queijos minas artesanais, 92% dos microrganismos sao
considerados coliformes termotolerantes. Visoto et al. (2011) também encontrou
coliformes termotolerantes em 90% das amostras de queijos Minas Frescal analisadas
e Gonzales et al. 2000, dentre as 44 amostras de queijos isolaram 385 linhagens de
Escherichia coli, sendo cinco cepas enteropatogénicas.

Dosisolados de E. colisubmetidos a PCR, apenas um foi positivo para o gene eaeA
(codifica a adesina intimina de EPEC) e negativo para bpfA e, assim, foi classificado
como EPEC atipica. As demais colénias podem ser de podem ser de origem ambiental
ou de microbiota comensal de humanos e outros animais.

A auséncia de STEC, um importante patégeno (particularmente o sorotipo
0O157:H7), no presente trabalho e em outros trabalhos no Brasil (OKURA; MARIN,
2014, RIBEIRO et al., 2016, CAMPOS et al., 2018) nao deve ser subestimada, visto
que ja foi isolada de queijos frescos e ndo pasteurizados em outros paises como Arabia
Saudita, Egito, México e Italia (ALTALHI; HANSSEN, 2009; GUZMAN-HERNANDEZ et
al., 2016; MAROZZI et al., 2016; NOBILI at al., 2016; OMBARAK et al., 2016).

No processamento de queijos, para reduzir o numero de enterobactérias faz-se
necessario pasteurizar o leite, controlar a temperatura de maturagéo e de estocagem,
além de uma eficiente higieniza¢ao dos equipamentos, do ambiente de producgao e dos
manipuladores (KOUSTA et al., 2010). O queijo minas por conter alto teor de umidade,
baixo teor de sal e auséncia de maturacado, torna-se sensivel a contaminacdes, que
podem ser causadas pelo leite e também pelo processo de producéao (PASSOS et al.,
2009).

Quando encontradas enterobactérias em queijos produzidos com leite
pasteurizados, podem estar relacionados a falhas no processo de pasteurizagcéo ou
em falhas nos processos ap6s a pasteurizagao, como problemas de higiene pessoal e
na aplicacéo de Boas Praticas de Fabricacao (BPF) (SALOTTI et al., 2006; O’'BRIEN
et al., 2009).

Alimentos em geral, obtidos por processos artesanais, possuem maior
probabilidade de contaminagdo, devido a matéria-prima, utensilios mal higienizados
ou contaminados, armazenado e comercializado em temperatura inadequada, fatores
esses que contribuem para aumentar 0s riscos responsaveis por enfermidades
(FARDIN et al., 2008).

A ingestao de queijo contaminado com coliformes termotolerantes pode causar
incébmodos intestinais, diarreia, vOmitos e gastroenterites, e dependendo da quantidade
de microrganismos ingeridos pode causar meningite e encefalite. Microrganismos
oportunistas como Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella encontrados nesse estudo
podem causar doencas em pessoas imunodeprimidas, criangas ou idosos. Tendo em
vista que os queijos minas sao amplamente consumidos por todas as idades, torna-se
importante a que o produto ndo apresente quaisquer espécies de Enterobacteriaceae
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; TEBALDI et al., 2008).
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41 CONCLUSAO

A presenca de E. coli e demais coliformes em queijos artesanais mostrou que o
tipo de processamento e a higiene que sao produzidos sdo de suma importancia para
a qualidade do produto a fim de evitar a contaminacéo bacteriana e do consumidor.

Para tanto é necessario a implantacdo de melhorias no controle de producéo
por meio de boas praticas de fabricacdo e uma fiscalizagcdo mais eficiente de 6rgaos
competentes, para oferecer queijos de boa qualidade e assim assegurar a saude dos
consumidores.
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