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RESUMO

A ricota € um tipo de queijo fresco, de origem italiana, obtido pela
precipitacdo das proteinas do soro do queijo, por acidificacdo associada ao calor,
cuja produgdo aumenta a cada ano, justificado em parte pela procura por
alimentos mais saudaveis e de baixo valor calérico. O teor de umidade, em geral
de 70%, caracteriza a ricota como sendo um alimento de muito alta umidade, o
que a torna bastante susceptivel a contaminacao microbiana, podendo ocasionar
doencgas de origem alimentar, mesmo sendo submetida a refrigeracao. O objetivo
desse trabalho foi o de avaliar a qualidade microbiolégica e parametros fisico-
quimicos de amostras de ricotas comercializadas no municipio de Campinas-S.P.
A conformidade das informacdes nutricionais declaradas nos roétulos, com o
estabelecido pela RDC n? 360/2003 da ANVISA foi avaliada. Para qualidade
microbiolégica foi utilizada como referéncia a Resolucao da Diretoria Colegiada n®
12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, além de pesquisas
complementares como a contagem de bolores e leveduras, Bacillus cereus
mesofilos e psicrotroficos e sua capacidade de producao de toxinas, a presenca
de enterotoxinas estafilocécicas na ricota e a produgédo destas por cepas isoladas
de estafilococos, e os fatores de viruléncia de Listeria monocytogenes isoladas
das amostras.Os resultados das andlises fisico-quimicas demonstraram grande
variabilidade em todos os parametros avaliados entre as amostras e marcas.
Particularmente em relagéo a gordura, segundo a Portaria n® 146/96 do Ministério
da Agricultura do Abastecimento e da Reforma Agraria, 8,89% das amostras
seriam classificados como queijo magro, 42,22% queijo semi- gordo, 40,00%
queijo gordo e 8,89% como queijo extra- gordo. Na maioria dos rotulos as
informagdes nutricionais se apresentavam em desacordo com a legislacdo (>
+20% de tolerancia) sendo 60% em relacao a proteina, 60% em relacao ao valor
energético total e 66,7% em relacdo a gordura. Estes resultados enfatizam a
necessidade do estabelecimento de padrdes de identidade para melhor controle
da qualidade do produto e seguranga do consumidor. Os resultados das analises
microbiolégicas demonstraram que 46,7% das amostras estavam em desacordo
com o padrao estabelecido pela RDC n? 12/2001.0 numero de amostras acima do

Xiii



permitido pela legislacdo em relagdo a coliformes termotolerantes foi de 46,7%,
estafilococos coagulase positiva, 2,2% e Listeria monocytogenes, 6,7% . Nao foi
isolada Salmonella em nenhuma das amostras. Além dos critérios microbiol6gicos
exigidos pela legislagdo uma avaliagdo complementar mostrou que 51,1% da
amostras estavam contaminadas por B.cereus, sendo que 28,9% com contagens
na faixa de 10* a 10° UFC/g; 47,5% contaminadas por bolores e 97,5% por
leveduras ambas com elevado nivel de contaminagdo. Embora nao tenha sido
detectada a presenca de toxinas estafilococicas nas ricotas, 23,64% dos isolados
de estafilococos eram produtores de toxinas. Destes, 69,23% eram estafilococos
coagulase negativa e 30,77% estafilococos coagulase positiva, evidenciando a
importadncia dos estafilococos coagulase negativa. Quanto ao potencial
enterotoxigénico de B. cereus, 85,7% (36/45) dos isolados analisados, foram
positivos para o Kit BDE-VIA. Foram identificados 11 perfis toxigénicos na
pesquisa de genes codificadores de enteroroxinas pela técnica de PCR, atestando
o alto potencial enterotoxigénico dos isolados de B.cereus. Na avaliacdo da
patogenecidade dos isolados de Listeria monocytogenes, 100% apresentaram o
gene actA do tipo 4 e hly do tipo 1, classificados portanto, como linhagem do tipo
I, esta linhagem encontrada na maior parte dos surtos e casos de listeriose em
humanos. O presente trabalho revela que a ricota deveria merecer maior atengéo
por parte da comunidade cientifica, setor produtivo e érgaos de vigilancia sanitaria
visando a melhoria da qualidade e consequiente seguranca do consumidor tendo

em vista o seu consumo crescente e utilizacdo em dietas especiais.
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ABSTRACT

Ricotta is a soft white cheese, of Italian origin, obtained from the precipitation of
proteins from the whey of cheese through heating associated with acidification.
The production of ricotta cheese increases every year, thanks to the widespread
search for healthier foods with low caloric value. Ricotta cheese is characterized by
its high moisture content (70% in general), which makes it susceptible to
microbiological contamination and therefore able to cause food poisoning, even
when stored under refrigeration. This work evaluates the microbiological quality
and some physical-chemical parameters (pH, titratable acidity, moisture, protein,
fat, salt and ash) of commercial samples of ricotta cheese at the local market of
Campinas city, in the state of Sao Paulo, Brazil. We have first evaluated the
compliance of the nutritional information in labels with that established by the
applicable regulation RDC n? 360/2003 of ANVISA and the variation between
values declared in the labels and those obtained through laboratorial analyses. In
order to determine microbiological quality, the standard RDC n°12/2001 from
ANVISA was used as reference, as well as complementary research, including the
counting of mold, yeast, mesophilic and psycrotrophic Bacillus cereus and their
potential enterotoxin production capacity. In addtion, the presence of
staphylococcal enterotoxin in ricotta and the production of enterotoxin by isolated
strains of staphylococci, and also the virulence factors of Listeria monocytogenes
strains isolated from the samples. The physical-chemical analyses resulted in great
variability among the samples of ricotta cheese for all the parameters evaluated.
Particularly regarding fat, according to regulation Portaria n®146/96 of MAARA,
8.89% of the samples would be considered fat-free cheese, 42.22% low-fat
cheese, 40.00% high-fat cheese and 8.89% as extra high-fat cheese. In most of
the labels the nutritional information failed to comply with the regulation (over +20%
tolerance): 60% regarding protein content, 60% regarding total energetic value and
66.7% regarding fat content. Such results stress the need for identity standards to
improve quality control of the product and consumer safety. According to the
results of the microbiological analyses, 46.7% of the samples failed to meet the
standards established by the RDC n® 12/2001 regulation. A great deal of the
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samples had microbiological content above the levels allowed by the regulation:
46,7%, for thermotolerant coliforms, 2.2% for coagulase-positive staphylococci,
and 6,7% for Listeria monocytogenes. Salmonella was not isolated in any of the
samples. Besides the microbiological criteria required by the regulation, a
complementary evaluation showed that 51.1% of the samples were contaminated
by B. cereus, being that 28.9% with countings in the band 10* to 10° UFC/g; also,
47.5% of the samples were contaminated by mold and 97.5% by yeast, both at
high contamination levels. Although the presence of staphylococcal enterotoxins
was not detected in the ricotta analyzed, 23.64% of the staphylococci isolated
strains were toxin producers. Out of these, 69,23 % were coagulase-negative
staphylococci and only 30.77% were coagulase-positive staphylococci, what
demonstrates the importance of the coagulase-negative staphylococci strains. As
for the enterotoxigenic potential of B. cereus, 85.7% (36/45) of the isolated B.
cereus strains analyzed were positive for the BDE-VIA Kit. PCR technique was
applied to enteroroxin code genes and identified 11 toxigenic profiles, what
demonstrates the high enterotoxigenic potential of the isolated B. cereus strains. In
the assessment of the pathogenic potential of isolated L. monocytogenes strains,
100% presented the genes actA type 4 and hly type 1, therefore lineage | was
found in most of the outbreaks and isolated cases of listeriosis in human beings.
This work points out that ricotta cheese should be given greater attention by the
scientific community, the productive sector and the food safety agencies aiming at
the improvement of the quality of the product and therefore the security of the
consumer, inasmuch as ricotta cheese has been increasingly consumed and used
in special diets.

Keywords: ricotta cheese, Bacillus cereus, Listeria, staphylococci enterotoxins and

nutricional labelling
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1.INTRODUCAO

O leite e seus derivados, assim como as carnes e 0s 0vos, correspondem a
maior parte da parcela protéica de origem animal ingerida pelo homem. Dentre os
varios produtos derivados do leite, 0 queijo se destaca por ser 0 mais consumido,
sendo que a producao brasileira em 2003 foi de aproximadamente 488.053
toneladas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE INDUSTRIAS DE QUEIJOS, 2004).
Sua popularidade é atribuida ao sabor, a conveniéncia, versatilidade de uso,
ampla variedade de tipos, além do alto valor nutricional. Segundo Beresford et al.
(2001), existem mais de 1.000 variedades de queijos, em diversos formatos,

sabores e embalagens.

A ricota € um queijo fresco de origem italiana, obtido pela precipitacao das
proteinas do soro do queijo, (preferencialmente do Minas frescal, Minas padrao e
mussarela) por acidificagdo associada ao calor. A elaboracdo da ricota visa

agregar valor ao soro, considerado um residuo.

A produgdo anual brasileira de ricota aumentou significativamente nos
ultimos anos. Em 1991 era de cerca de 4,1 t e no ano de 2003 praticamente
dobrou, passando para 8,2 t (ABIQ, 2004). Esse aumento expressivo, tem como
um dos fatores, a busca crescente de uma alimentacdo mais saudavel e com
baixo valor calérico. Verifica-se, portanto, a necessidade da garantia da qualidade

e seguranca para este tipo de produto.

A ricota possui alto conteudo protéico (10 a 14%), baixo teor de gordura (4
a 5%), apresenta alto grau de digestibilidade, consequéncia de sua boa
solubilidade no suco gastrico e pH entre 4,9 a 6,1. Em geral, é comercializada sem
sal ou com porcentagem reduzida (0,1%). O teor de umidade (acima de 70%)
caracteriza a ricota como sendo um alimento de muita alta umidade, o que a torna
muito susceptivel a contaminagdo microbiana. Mesmo sendo armazenada sob
refrigeracdo, apresenta uma vida de prateleira muito limitada, de até cinco
semanas, se nao houver contaminacéao por coliformes e, principalmente, bolores e
leveduras (HOUGH et al.,1999; KOSIKOWSKI; MISTRI,1999).



A andlise de marcas diferentes de ricota comercializadas no municipio de
Alfenas-MG, mostrou que 66,7% das amostras estavam fora dos padrbes
estabelecidos pela Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n® 12/2001 (BRASIL,
2001a) (RAIMUNDO, 2004).

A andlise de 4 pratos contendo ricota servido em empresa aérea brasileira
mostrou que 3 (75%) apresentaram Escherichia coli, sendo dois com valores
iguais a 6,5 x 10° UFC/g e um com valores maiores que 3,0 x 10* UFC/g
(BELTRAN et al., 1999).

Na lItalia, Cossedu et al. (1997) analisaram 32 amostras de ricota e
verificaram presenca de enterococos, microrganismos aerdbios mesofilos e
Bacillus cereus, nao sendo encontrado Staphylococccus aureus, Listeria,
Salmonella spp e Escherichia coli.

Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug Administration (FDA, 2004),
em 2003 o Departamento de Agricultura da Georgia (E.U.A) promoveu o
recolhimento de 3 t de queijo ricota de uma marca especifica devido a presenca
de Listeria  monocytogenes. Um caso de listeriose causado pelo consumo de
ricota foi registrado em New Jersey em 1999. Os niveis de contaminagdo de
Listeira variavam de 10 a 10° UFC/g nas amostras de ricotas envolvidas neste
caso (RYSER, MARTH,1999).

O controle de B.cereus, no processamento de produtos lacteos, pode
apresentar dificuldade devido a sua capacidade de esporulacdo e por ser um
contaminante potencial do leite e do ambiente. A caracteristica hidrofobica dos
esporos pode promover a formagdo de biofilmes nas superficies de contato com
alimentos, de dificil remogéo pelos procedimentos de higienizacdo (ANDERSSON
et al.,, 1995). A pasteurizacdo nao é suficiente para eliminagcao deste patégeno
cujos esporos sao termorresistentes. Muitas cepas de B. cereus se apresentam
com caracteristicas psicrotréficas, sendo possivel seu crescimento em
temperaturas baixas como 4 a 6°C, tais cepas também podem ser produtoras de
enterotoxinas (DUFRENNE et al., 1994; DUFRENNE et al., 1995). No periodo de

1986 a 1989, ocorreram surtos de intoxicacdo por B. cereus na Espanha e na



Holanda, cujas cepas cresceram a 7C e ndo a temperatura usual de
microrganismo mesofilo (VAN NETTEN et al., 1990).

No Brasil, a ricota € consumida, tanto em lanches naturais (sem tratamento
térmico), como em pratos aquecidos (lasanhas, canelones e pizzas, entre outros);
em ambos casos, verifica-se a necessidade de uma atengdo maior em relacao as

toxinas produzidas por B. cereus e S. aureus.

O Regulamento de Inspecao Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(BRASIL, 1997) é o unico diploma legal brasileiro vigente onde se descreve alguns
parametros de identidade e qualidade para a ricota. O artigo 610 define ricota
fresca como um produto obtido da albumina do soro de queijos, adicionado de
leite em até 20% do seu volume. Algumas caracteristicas sensoriais, tais como

consisténcia, textura, cor, além de formato e peso também sao estabelecidas.

Em geral, observa-se no mercado a oferta de ricotas com diferentes
caracteristicas, fato este motivado pela producdo artesanal e também pela
auséncia de regulamento técnico mais definido. A inexisténcia de padrdes legais
pode ser prejudicial ao préprio controle oficial de qualidade destes produtos; por
exemplo, a falta de definicao de um parémetro fisico-quimico, como o teor de
umidade, dificulta a interpretagdo dos resultados do controle microbiologico
conforme estabelecido na RDC n? 12, de 02/01/2001 (BRASIL, 2001a).

Souza et al. (2000) avaliaram trinta amostras de ricota, de cinco marcas
diferentes, comercializadas na cidade de Belo Horizonte-MG, e observaram a
variabilidade de padrdes fisico-quimicos das amostras em relacéo a Portaria 146,
de 07 de margo de 1996 (Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de
Queijos)(BRASIL, 1996). Assim, 16,67% das amostras poderiam ser classificadas
como sendo queijo magro, 23,33% queijo semi-gordo, 60% queijo gordo. Também,
3,33% das amostras poderiam ser classificados como queijo de média umidade,
3,33% de alta umidade e 93,34% de muito alta umidade.

Neste trabalho, o objetivo geral foi realizar o diagnéstico da qualidade da
ricota oferecida ao consumidor, baseado em avaliacdes fisico-quimicas e

microbiolégicas, o que podera contribuir no estabelecimento de diretrizes para



fixacdo de padrdes de identidade e qualidade mais especificos. Assim, como
objetivos mais especificos, destacamos:

o Avaliar a conformidade das informacdes nutricionais declaradas nos
rétulos com o estabelecido pela RDC n? 360 de 23/12/2003 (BRASIL,2003 a) e a
variagao entre os valores declarados e aqueles obtidos por andlises laboratoriais

o Avaliar a ocorréncia e toxigenicidade dos isolados de Bacillus cereus

mesofilos e psicrotroficos;

o Avaliar a ocorréncia de Listeria monocytogenes e os fatores de

viruléncia a ela associados;

o Avaliar a presenca de enterotoxinas produzidas por cepas de

estafilococos isoladas nas amostras.
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2.1 Queijo

Queijo é um produto fresco ou maturado que se obtém por separagéo parcial
do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou
de soros lacteos, coagulados pela acao fisica do coalho, de enzimas especificas, de
bactéria especifica, de &acidos organicos, isolados ou combinados, todos de
qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,

substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASII,1996).

Originalmente, a fabricacdo de queijos foi concebida com o objetivo de estender
a vida de prateleira do leite e conservar seus componentes nutricionais (BERESFORD,
2001).

A producao de queijo no Brasil, cresce a cada ano; em 1995 foram produzidas
360 mil toneladas; ja em 2003, a producao atingiu 480 mil toneladas (BRASIL,
2003b).

As bactérias patogénicas, que constituem maior ameaca a seguranga de
queijos sao: Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli patogénica (De BUYSER et al., 2001).

Carvalho (2003) analisou 31 amostras de queijo Minas frescal produzido por
acidificacao direta (AD), 31 por ultrafiltracao (UF) e 31 por adi¢cdo de cultura latica
(CL), encontrando contagens acima do Limte Méaximo Estabelecido (LME) pela
legislagao para coliformes termotolerantes em 64,5% das amostras AD, 29% das CL
e 9,7% das UF. Quanto a estafilococos coagulase positiva, os resultados acima do
LME foi de 12,9% para CL, 9,7% para AD, e 0% UF . Detectou-se Listeria spp em 7
amostras AD (22,6%) e em 4 amostras CL (12,9%), ndo sendo detectada em UF.

Nao foi isolada Salmonella em nenhuma das amostras analisadas.
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Silva et al. (2003), coletaram 218 amostras de ambientes e linhas de producéo
de duas industria de laticinios produtoras de queijo Minas Frescal. Treze amostras
foram positivas para Listeria, sendo 9 Listeria innocua, 2 Listeria grayi e 2 Listeria
monocytogenes sorotipos 4b e 2 b, ambos freqientemente envolvidos em surtos de
listeriose. As cepas foram isoladas de leite cru, ambiente e piso da sala de
refrigeracao.

O Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS) e o Instituto Adolfo Lutz (IAL) planejaram
e coordenaram a execuc¢do do Programa Paulista 2002, cujo objetivo foi monitorar os
produtos alimenticios quanto aos requisitos de qualidade e conformidade com a
legislacdo em vigor, visando assegurar a populacdo o consumo de produtos confiaveis.
De 123 amostras de queijos Minas Frescal analisadas, 60,2% (74/123) estavam fora
dos padrdes, sendo 28,4% (35/123) insatisfatoria por parametros microbioldgicos,
34,1% (42/123) por parametros fisico-quimico e 14,6% (18/123) por nao conformidades
na rotulagem, como: nao conter registro no Ministério da Agricultura, ndo declarar o
conteudo liquido e apresentar as informacdes obrigatérias de rotulagem (fabricante,
informacgao nutricional e data de validade) de forma ilegivel (CVS, 2002).

2.2 Soro de Queijo

O soro de queijo € um subproduto da industria de laticinios que apresenta boas
propriedades funcionais e elevado valor nutritivo (proteinas e lactose), com
superioridade em relacdo a outras proteinas para a nutricdo humana, devido
fundamentalmente ao perfil de aminoacidos da lactoalbumina. Considerando o valor
nutricional do soro de queijo, principalmente no que se refere aos aminoacidos
essenciais, verificou-se que este fornece quantidades significativas das necessidades
de isoleucina, lisina, cistina, metionina, treonina, triptofano e valina. Esses dados sao
importantes quando se estima que cerca de 1 bilhdo de pessoas nos paises em
desenvolvimento vivem em situacdo de pobreza e, portanto, com risco nutricional por
néo disporem de renda minima para o consumo basico em alimentagcdo. Pelo menos

40% da populacdo brasileira esta incluida neste quadro. Neste contexto, o
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aproveitamento do soro na elaboracao de produtos alimenticios, poderia ter um reflexo
importante do ponto de vista social (SIQUEIRA, 2002).

Movidos pelo interesse de aproveitar essa fonte de nutrientes ou de encontrar
uma alternativa para o controle da poluicado causada por esse residuo, muitos paises
optaram por utilizar o soro de queijo em produtos alimenticios, nas mais diversas
formas. O soro vem sendo incorporado vantajosamente em produtos carneos, lacteos,
massa, produtos de padaria, confeitaria, sopas, misturas desidratadas, sobremesas
congeladas, chocolates e bebidas (CHIAPPINI; SANTOS, 1995).

As boas condicbes higiénico-sanitarias do soro sdo importantes para que este
produto ndo se torne além de um carreador de nutrientes, um veiculador de

microrganismos nocivos a saude do consumidor.

Chiappini, Franco e Oliveira (1995b,c), analisaram 30 amostras de soro
provenientes da fabricacdo de queijo Minas Frescal, em relacdo a coliformes totais,
coliformes termotolerantes e Staphylococcus aureus. Quanto aos coliformes totais
53,3% das amostras apresentaram contagens de 2400 ou mais NMP/g; 40% acima de
2400 NMP/g de coliformes termotolerantes e 20% com contagens superior a 10* UFC/g

de Staphylococcus aureus.

Devido ao seu valor nutritivo e as suas condi¢gdes de temperatura e pH,
favoraveis ao crescimento microbiano, a vida util do soro como produto inalterado é
extremamente curta (VIEIRA et al.,1985 apud CHIAPPINI, FRANCO, OLIVEIRA,1995b).

2.3 Ricota

O nome ricota é derivado da palavra latina “recocta”, que significa re-cozido, ou
cozido duas vezes. E um produto de origem italiana, mais popular na regido sul do pais,
onde é produzido de varias formas e com leite de varias origens (inicialmente era
produzida com leite de cabra). E um produto suave, com textura delicada e agradavel
sabor (KOSIKOWSKI; MISTRY, 1999).
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A principal matéria-prima para a fabricacao de ricota é o soro de queijo, e
por isso, também é conhecida como queijo albumina, pois esta € uma proteina do soro
presente em grande quantidade na ricota. O principio de fabricacdo de ricota € baseado
na precipitacdo das proteinas do soro por meio de calor associado a acidificagao
(SOUZA et al., 2000).

Existem duas formas de aquecimento que podem ser utilizadas: a indireta, que
consiste no aquecimento com vapor pela camisa do tanque, e o direto, em que o soro é
aquecido diretamente pelo vapor por meio de tubo perfurado. O soro utilizado no
processamento deve ser fresco e, de preferéncia, proveniente do soro dos queijos
Minas frescal, Minas padrdo ou mussarela, ja que o soro de queijos fabricados com
corante ddao um produto com coloragdo amarelada, o que néo é caracteristico desse
produto. Ao soro é adicionado 5-10% (v/v) de leite a 60-65°C (melhorando dessa forma
o rendimento e a consisténcia do produto final), opcionalmente adiciona-se sal 0,1%
(w/v), e apbs atingir 85-90°C, adiciona-se o agente acidificante (acido latico, acido
acético, acido citrico ou fermento). A precipitacdo das proteinas ocorre, e logo em
seguida, a ascensao (arrastando outros elementos diluidos como caseina e gordura) da
mesma, sendo a massa retirada com auxilio de uma concha furada ou escumadeira. A
massa obtida é entdo colocada em formas e levada para camara fria onde fica por 6 a
24 horas. Normalmente, 1 kg de ricota pode ser obtida de 15-20 litros de soro
(KOSIKOWSKI; MISTRY,1999; MODLER; EMMONS, 2001; PINTADO et al., 2001).

A composicao média esperada deste queijo é de 70-73% de umidade, 4-
6% de gordura e pH 4,9-6,1 (SOUZA et al., 2000), o que o classificaria, segundo a
Portaria 146 de 07 de marco de 1996, como queijo magro, com teor de umidade nao
inferior a 55%, contendo de 10 a 24,9% gordura no extrato seco (BRASIL,1996).
Entretanto, ha grandes variacdes na composicao de ricota no Brasil, dificultando sua
classificagao.

No Brasil, nao existe um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de ricota. A Unica legislacdo existente € o Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) que no artigo 610 define a ricota
como o produto obtido da albumina de soro de queijos, adicionado de leite até 20% do
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seu volume, tratado convenientemente, e tendo o maximo de trés dias de fabricacao.
Também estabelece que este queijo deve apresentar formato cilindrico, peso de 300 g
a 1 kg, crosta rugosa, nao-formada ou pouco nitida, consisténcia mole, ndo-pastosa e
friavel, textura fechada ou com alguns buracos mecanicos, cor branca ou branco-creme,
odor e sabor préprios (BRASIL, 1997).

A legislacdo é deficiente, ndo dispondo sobre a composicdo, a classificagéo,
requisitos de higiene, normas de envasamento e rotulagem, métodos de amostragem e
analise, dando margem a grande diversidade de composicdo. No Brasil sdo escassos
os dados de literatura a respeito dos parametros fisico-quimicos de ricota (SOUZA et
al., 2000).

E dificil acreditar que um queijo, que foi acidificado e aquecido & 85-90°C seja
veiculo de diversos microrganismos, mas fatores como, sala de producdao muito Umida,
contaminagdo do ar acentuada, resfriamento lento, alta umidade do queijo e seu pH
favorecem a contaminacdo. Portanto, torna-se imprescindivel a implantagéo e execucao
das Boas Praticas de Fabricacdo, para obtencdo de ricota de boa qualidade
(KOSIKOWSKI; MISTRY,1999).

A ricota, segundo os padrdes microbiolégicos e sanitarios para alimentos
regulamentados pela Resolugdo RDC n® 12 de 02/01/2001 da ANVISA, se enquadraria
no grupo 8.b. (item f) cujos limites maximos sdo: coliformes a 45°C, 5x10%g ou ml,
estafilococos coagulase positiva, 5x10? /g ou ml, e auséncia de Salmonella sp e L.
monocytogenes (BRASIL, 2001a). De acordo com Raimundo (2004), da analise de 12
amostras, sendo 6 marcas diferentes de ricota comercializadas no municipio de
Alfenas-MG, 66,7% estavam acima do limite maximo estabelecido pela Resolu¢do RDC
n® 12/2001 e 100% contaminadas com fungos filamentosos e leveduras.

A andlise de 4 pratos contendo ricota servidos em empresa aérea brasileira
mostrou que, 3 (75%) apresentaram Escherichia coli, dois com valores iguais a 6,5 x
102 UFC/g e um com valores maiores que 3,0 x 10* UFC/g (BELTRAN et al., 1999).

Na Italia, Cossedu et al. (1997) analisaram 32 amostras de ricota e verificaram
presenca de enterococos em 10 amostras com contagens variando de 10* a > 10°
UFC/g, microrganismos aerdbios meséfilos em 30 amostras com contagens entre 10 a

9
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> 10 UFC/g e Bacillus cereus em 2 amostras, com contagens de 10*a 10° UFC/g, ndo
sendo encontrado Staphylococccus aureus, Listeria, Salmonella spp e Escherichia coli.

Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug Administration um caso de
listeriose foi registrado em New Jersey em 1999, causado pelo consumo de ricota, com

niveis de contaminagdes que variavam de 10? a 10° UFC/g.

2,4 Microrganismos patogénicos e deteriorantes em queijos

2.4.1 Coliformes termotolerantes

O grupo dos coliformes termotolerantes €& composto principalmente pela
Escherichia coli, mas algumas espécies de Enterobacter e Klebisiella também podem
crescer a 45 °C produzindo acido e gas a partir da fermentacdo da lactose. Esses
microrganismos sdo Gram negativos, catalase positiva, oxidase negativa, bastonetes
curtos aerdbios ou anaerdbios facultativos e fermentadores de lactose. Apresentam
temperatura 6tima de crescimento, variando de modo geral entre 35 °C a 40 °C, com
temperatura maxima de crescimento entre 44 a 46 °C. A atividade de agua minima para
seu crescimento € de 0,95, com pH 6timo em torno de 6,0 a 7,0, sendo o0 minimo a 4,4
e o maximo a 9,0 (ICMSF, 1998; FRANCO; LANDGRAF, 2002).

A Escherichia coli faz parte da flora normal do intestino de animais de sangue
quente, portanto, a sua presenca nos alimentos constitui um indicador de contaminacao
fecal (PERESI et al., 2001).

Em alimentos processados, a presenca de um numero consideravel de
coliformes ou Enterobacteriaceae indica processamento inadequado e/ou
recontaminacao pos-processamento, provenientes da matéria-prima, de equipamento
sujo, ou manipulacdo sem cuidados de higiene, e indica também proliferacdo
microbiana que poderia permitir a multiplicacdo de microrganismos patogénicos e
toxigénicos (FRANCO; LANDGRAF, 2002).

10
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Com relagdo a tecnologia dos queijos, os coliformes sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de estufamento precoce caracterizado pela producéo de gas entre 1 a
2 dias apéds sua fabricacdo (FOX et al., 2000).

Algumas E. coli produzem enterotoxinas e/ou outros fatores de viruléncia,
incluindo fatores invasivos e de colonizacdo que causam doencas diarréicas. As
linhagens de Escherichia coli consideradas patogénicas, com base nos fatores de
viruléncia, manifestagdes clinicas e epidemiolégicas podem ser agrupadas nas classes:
enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC); enterohemorragica (EHEC);
enteroagregativa (EAggEC); enteroinvasiva (EIEC) e difusivamente adesiva (DAEC)
(FRANCO; LANDRGRAF, 2002).

A Escherichia coliO157:H7 pertence ao grupo EHEC e é um dos microrganismos
mais importantes em relagdo as doencas humanas veiculadas por alimentos. Essas
linhagens caracterizam-se pela producédo de uma toxina chamada de verotoxina (VT) ou
"shiga-like" toxina (ST), similar a produzida pela bactéria Shigella dysenteriae tipo 1. A
VT provoca uma doenca chamada colite hemorragica que, em casos mais graves,
resulta em um quadro conhecido como sindrome urémica hemolitica (HUS). Essas
cepas diferem das demais cepas de E.coli em algumas caracteristicas, sendo as mais
importantes a ndo fermentacéo do sorbitol e a ndo produgédo da enzima b-glicuronidase
(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1995).

Gonzales et al. (2000) analisaram 44 amostras comerciais de queijo Minas

frescal, isolando 385 col6nias de E. coli, das quais 5 eram enteropatogénicas.

Aureli et al. (1992) analisaram 397 amostras comerciais de queijo fresco, sendo
que 16,37% das cepas isoladas eram E. coli, e destas, 32,3% eram toxigénicas.

2.4.2  Estafilococos enterotoxigénicos coaqulase positiva e
neqgativa.

Atualmente sdo descritas 32 espécies de estafilococos, das quais, cinco sédo
capazes de produzir uma enzima extracelular, a coagulase. Entre eles, estdo o S.

aureus, S. hycus e S. intermedius.

11
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As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, anaerdbios
facultativos, iméveis e ndo formadores de esporos, quando visualisados em

microscopio, aparecem em formas de cachos de uva.

A intoxicacao estafilocécica € uma enfermidade transmitida por alimentos quando
estes estdo contaminados por espécies de estafilococos capazes de produzirem
enterotoxinas. Relata-se ser necessaria entre 10° e 10° UFC de S.aureus/g de
alimentos, para que a enterotoxina seja formada em niveis capazes de provocar
intoxicagao alimentar. Os principais sintomas da intoxicagdo sdo: nauseas, vOmitos,
diarréias, sudorese, caibras abdominais dolorosas, dores de cabeca e calafrios. O
periodo de incubagédo varia de 30 minutos a 8 horas, apds a ingestao do alimento
contaminado (FRANCO; LANDGRAF, 2002).

Os alimentos mais comumente associados as intoxicacdes causadas pelos
estafilococos sdo: carnes (vaca, porco e frango), produtos carneos (presuntos, salames
e cachorro quente), saladas (com presunto, frango, batatas,ovos e maionese) e
produtos lacteos. Muitos destes produtos sdo contaminados depois do processamento
ou cozimento, quando os microrganismos competidores sdo eliminados (BENNET,
BELAY, 2001).

Segundo Silva e Gandra (2004) S. aureus é a espécie mais prevalente em surtos

de intoxicacéo alimentar.

Carmo et al. (2002) coletaram amostras de queijos e leite cru relacionados a dois
surtos em Minas Gerais. No primeiro surto, 50 pessoas adoeceram apés a ingestao de
qgueijo Minas frescal, e no segundo surto, 328 pessoas apresentaram os sintomas apds
ingestao de leite cru. As analises mostraram que S. aureus estava presente (2,4 x10% &
2,0 x 108 UFC/g) e produziram as enterotoxinas SEA, SEB e SEC.

A producédo de enterotoxinas sempre foi atribuida exclusivamente ao S. aureus,
espécie coagulase positiva, mas casos de intoxicacdo estafilocdcica associados a
manteiga, como por exemplo, o ocorrido nos Estados Unidos, em que espécies S.
intermedius (coagulase positiva) foram isoladas, aumentaram a correlacdo entre a

producao de coagulase e a capacidade enterotoxigénica (BENNET, 1996).

12
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Em 2001, a legislagéo brasileira de padrdes microbiolégicos para alimentos foi
alterada e uma destas modificagdes, foi a alteracao da determinacéo de S. aureus para
enumeragdao de “estafilococos coagulase positiva”, devido a correlacdo entre a
producdo de coagulase e a capacidade enterotoxigénica, (Brasil, 2001). Entretanto,
além de espécies de estafilococos coagulase positiva, algumas espécies coagulase
negativa possuem capacidade de produgéo de enterotoxinas como foi evidenciado em
meio de cultivo laboratorial (PEREIRA; PEREIRA, 2005; PEREIRA, 1996;
OLIVEIRA,1999). Algumas das espécies coagulase negativa relatadas como produtoras
de enterotoxinas em meio de cultivo laboratorial foram: S. epidermides , S.
saprophyticus, S. haemolyticus e S. xylosus (PEREIRA; PEREIRA 2005).

Surtos de intoxicacbes estafilocécicas associados a espécies coagulase
negativas ja foram relatados. O primeiro deles ocorreu em Osaka, no Japao, associado
ao consumo de leite, em 1959. Nos Estados Unidos, a espécie S. epidermides
produtora de SEA foi incriminada em um surto envolvendo carne assada. No Brasil, um
surto ocorreu devido ao consumo de queijo Minas frescal e leite cru, onde foi
identificada a espécie S. epidermides produtora de SEC (BRECKINRIDGE,
BERGDOLL, 1971; CARMO et al.,2002, VERAS et al., 2003).

O teste de termonuclease tem sido correlacionado com a patogenecidade dos
isolados de alimentos. Embora muitos isolados enterotoxigénicos produzam TNase, a
producdo desta enzima nao implica que sejam enterotoxigénicos. Evidéncias sugerem
que a expressao metabdlica, que é a base do teste de termonuclease, pode nao ser um
indicador de patogénese (BENNET,1996).

A melhor forma de se determinar a patogenicidade das espécies de estafilococos
¢ testar os isolados quanto a capacidade de producédo de enterotoxinas, ja que nenhum
dos testes convencionais de identificacdo tem sido associados conclusivamente a
sintese destas (BENNET,1996).

As enterotoxinas estafilocécicas (SE) sdo proteinas de peso molecular ao redor
de 27.000 a 34.000 daltons e sao produzidas entre 10 a 46°C, sao resistentes as
enzimas proteoliticas, termoestaveis, capazes de resistir a tratamentos térmicos como a

pasteurizagcao e soluveis em agua e solugéo salina.

13
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As enterotoxinas resistem também a temperatura de 121°C por 3 a 8 minutos
(BAIRD PARKER,1990 apud OLIVEIRA,1999).

A inativacdo das enterotoxinas ndo dependem somente da temperatura, mas

também da composicao e pH do meio que as contém (TATINI,1973).

Na Tabela 1 sao apresentadas algumas condicbes para o crescimento de
S.aureus e producdo de enterotoxinas , atividade de agua, concentracdo de sal,

disponibilidade de oxigénio, pH e temperatura.

Onze tipos de enterotoxinas foram identificadas até o momento: SE tipo A (SEA),
SEB, trés tipos de SEC (SEC1, SEC2, SEC3), SED, SEE, e recentemente, SEG, SEH,
SEl e SEJ (SANCHES et al., 2002). Na literatura sdo descritos inimeros surtos de
intoxicacdo alimentar causados pela ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas preé-
formadas.A quantidade de enterotoxina a ser ingerida para causar a doenca ainda nao
€ bem conhecida. Entretanto verificou-se que, em humanos, a dose minima de
enterotoxina estafilococica A, suficiente para o desencadeamento dos sintomas, é de
100 a 200 ng (EVENSON et al., 1988).

Tabela 1- Condicbes para crescimento de S. aureus e producdo de

enterotoxinas.

Crescimento de S. aureus Producao de Enterotoxinas
. Otimo Variacao Otimo Variacdo
Parametros
Aw >0,99 0,83-0,99 0,99 > 0,86 - 0,99
pH 6-7 4-10 6-7 4-9.8
[ NaCl] 0 0-20 0 0-10

Disponibilidade =~ Aerébio  aerébio/anaerébio aerdbia aerdbia/anaerdbia
de Oxigénio

Temperatura 37°C 7-47,8°C 40-45°C 10 - 46°C

Fonte: Tatini (1973)
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Em funcdo do risco a saude, estabeleceu-se, em diversos paises, a
obrigatoriedade da pesquisa e quantificacao da enterotoxina, como parte das acbes de
vigilancia sanitéria de orgaos governamentais (SILVA; GANDRA, 2004).

Varias condicoes, estao associados ao crescimento e producao de estafilococos
e suas enterotoxinas, como refrigeracao inadequada, preparo de alimentos por tempo
prolongado, higiene pessoal deficiente, aquecimento e cozimento inadequado
(SORIANO et al., 2002).

Na Tabela 2 sao apresentados alguns surtos de intoxicacdo estafilococica

envolvendo leite e seus derivados, ocorridos em diferentes paises.

Tabela 2- Surtos de intoxicacao estafilocécica relacionados ao leite e seus

derivados.
Alimento implicado
Pais Ano Ne¢ casos (enterotoxina) Tipo de leite.
Canada 1980 62 Queijo N&o-
(SEA, SEC) especificado
E.U.A. 1981 16 Queijo Pasteurizado
Inglaterra 1983 2 Queijo Pasteurizado
Escécia 1984 27 Queijo de ovelha Cru
(SEA)
Escécia 1985 2 Leite de cabra da fazenda Nao
pasteurizado
E.UA. 1985 860 Leite achocolatado Pasteurizado
(SEA)
Israel 1987 3 Leite de cabra Cru
(SEB)
Inglaterra 1988 155 Queijo Stilton Nao
pasteurizado
Brasil 1994 7 Queijo Nao
(SEH) especificado

Fonte: De Buyser et al.(2001)
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2.4.3 Salmonella spp

Salmonella, um género da familia Enterobacteriaceae, compreende bacilos
Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, médveis por
flagelos peritriquios, que fermentam glicose, mas nao lactose e sacarose, geralmente
produzindo gas e H,S, sdo oxidase negativa e catalase positiva (ICMSF, 1998). A
temperatura 6tima para multiplicagédo de Salmonella € préxima a 35-37°C.

As doencas causadas por Salmonella sao divididas em trés grupos: febre tiféide
(causadas por Salmonella typhi), febre entérica (causadas por Salmonella paratyphi) e
as enterocolites ou samoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Atualmente,
Salmonella € um dos microrganismos mais relatados em surtos de origem alimentar,
principalmente envolvendo carnes bovinas, aves e ovos. Em relagdo aos laticinios a
contaminacao € quase sempre causada por leite cru ou inadequadamente pasteurizado
(FRANCO; LANDGRAF, 2002).

Segundo De Buyser et al. (2001), nos 2.861 surtos de origem alimentar ocorridos
na Franca, no periodo de 1988 a 1997, Salmonella foi o principal agente etiologico
(49%) e a porcentagem dos derivados do leite (queijos) nestes surtos foi de 1,8%.

Segundo Eleftheriadou et al. (2002), na Republica de Chipre, entre 1991 a 2000,
de 28.835 amostras de alimentos analisados, 1,8% apresentaram Salmonella spp.
Destas, apenas uma amostra de queijo estava contaminada com Salmonella spp

2.4.4 Listeria monocytogenes

O género Listeria € constituido por bactérias em forma de bastonetes Gram
positivos, nao formador de esporos, anaerébio facultativo, mével com flagelos
peritriquios, catalase positiva, oxidase negativa. Apresenta crescimento entre
temperatura de 2,5 a 44°C sendo capaz de se desenvolver sob refrigeracao, e podendo
proliferar em alimentos mantidos nessas condigdes, a faixa de pH para seu
desenvolvimento varia de 4,5 a 9,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2002; ICMSF, 1998).

O género Listeria esta dividido em sete espécies: L. monocytogenes, L. innocua,

L. seeligeri, L. grayi, L. ivanovii subsp. ivanovii e L. ivanovii subsp londoniensis. A
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L.inoccua, e L. grayi sdo consideradas nao patogénicas, enquanto a L.seeligeri,
L.ivanovii e L. welshimeri raramente causam infeccdo em humanos (ICMSF, 1998).

Listeria monocytogenes € um dos microrganismos patogénicos de maior
severidade a saude humana. Ela tem sido associada a varios surtos de origem
alimentar, e tem como veiculo, o ambiente e alimentos (vegetais, carnes, leite e
derivados) destacando-se os queijos (LONCAREVIC et al., 1998).

Quando a bactéria € isolada no alimento, geralmente é devido a contaminagdes
pds-processamento ou falha no processo de pasteurizacao.

A porta de entrada de L. monocytogenes em uma industria € muito diversificado,
solo arrastado pelo calgcado e vestuario, pelo transportes de materiais, através de
animais que excretam o microrganismo, por matérias primas contaminadas e através de
pessoas portadoras saudaveis (ROCOURT, 1997 apud GUERRA; BERNARDO, 2004).

Kerr et al. (1993) relataram a presenca de L. monocytogenes em 7% (7/99) de
trabalhadores, dos quais 3 eram vendedores de comida rapida, 1 vendedor de pao, 1
vendedor de peixes, 1 merceeiro, € 1 operador em frigorifico.

Devido a severidade das infecgcdes de L. monocytogenes, em que a taxa de
mortalidade pode alcancar cerca de 50% e por ndo ser conhecida ainda a dose minima
infectiva, o Food and Drug Administration dos E.U.A. estabeleceu o padrédo de
“tolerancia zero” para o microrganismo em alimentos prontos para consumo. Os
padroes microbiolégicos da legislacdo brasileira estabelecem para alguns produtos
auséncia em 25¢g de alimento (BRASIL, 2001; ALMEIDA et al,1999).

O desenvolvimento da listeriose depende de fatores como: numero de
organismos ingeridos, estado imunolégico do individuo e viruléncia da cepa envolvida.
Entre os neonatos, idosos, pessoas imunocomprometidas e gestantes, pode causar
septicemia, encefalite, meningite, aborto espontaneo e morte. Em surtos e casos de
listeriose h& predominancia dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001).

Muitas proteinas foram reconhecidas como essenciais para a viruléncia da L.

monocytogenes. A Listeriolisina O (LLO) é o principal determinante de viruléncia em L.
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monocytogenes e sua atividade hemolitica € observada ao redor das colbnias crescidas
em placas de agar sangue. Também é necessaria a multiplicagdo dentro dos
macréfagos e células nao fagocitarias, bem como na indugcédo da resposta celular do
hospedeiro, como por exemplo a proliferacdo celular, inducdo da exocitose de muco
nas células intestinais e apoptose de células dendriticas (KUHN; GOEBEL, 1999;
VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A proteina actA é o principal fator de viruléncia envolvido no processo intracelular
de movimento da L. monocytogenes. Sua funcao especifica é a polimerizacao da actina
(KUHN; GOEBEL, 1999).

A actina, o principal componente do citoesqueleto, esta presente em células nao
musculares na forma de mondémeros (actina globular) ou em sua forma polimerizada
(actina filamentosa). Existe uma correlagao postiva entre a taxa de polimerizacao de
actina e a velocidade do movimento bacteriano. O comprimento da cauda é
proporcional a taxa de movimento, assim, bactérias que se movimentam rapido
apresentam uma cauda longa e bactérias que se movem devagar tém uma cauda de
actina curta. Com a ajuda de actina formada, a L. monocytogenes pode se mover
rapidamente no citoplasma a velocidade de 1,5 ym/s (COSSART; KOCKS,1994 apud
KABUKI, 2004).

A diferenciacdo e a caracterizacdo de isolados de mesma espécie podem ser
realizadas utilizando-se os métodos de subtipagem, podendo ser divididas em grupos

genéticos

A PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo), € um
método de genotipagem rapido de microrganismos e geralmente, os alvos sao os genes
de viruléncia (KABUKI, 2004).

Wiedmann et al. (1997), revelaram a existéncia de dois alelos para actA, que
foram designadas como 3 e 4 e também a existéncia de 8 alelos para hly. Com base
nos ribotipos e alelos de genes de viruléncia, os autores dividiram as espécies de
Listeria monoctogenes em trés linhagens distintas : a linhagem |, que contém todos os
isolados de surtos alimentares e casos de infeccdo ao homem e ao animal (cepas dos
sorotipos 1/2b, 3b, 3 ¢ e 4b), a linhagem Il que contém isolados tanto humanos quanto
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animais, mas aparentemente ndo foram ainda isolados de surtos alimentares (cepas
dos sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a), e a linhagem lll, que ainda nao foi isolada de humanos,

apenas de animais (cepas do sorotipos 4a e 4c).

Varios trabalhos foram realizados sobre a incidéncia de L. monocytogenes em
queijos. Uma atencdo especial tem sido dada aos queijos macios italianos. Embora
sejam preparados com leite pasteurizado, os queijos podem estar contaminados com L.
monocytogenes, que podem ter sobrevividos ao tratamento térmico deficiente e ou

pode ter vindo de uma contaminacao pos-processamento.

Devido aos problemas relacionados aos produtos lacteos, é grande a
preocupagcao com 0 comportamento desse microrganismo no processamento e
estocagem desses produtos, pois 0 ambiente das plantas de processamento, permite a
colonizagdo da bactéria em varios pontos. Assim, é evidente a importancia dos
programas de Boas Praticas de Fabricacdo e Procedimentos Operacionais
Padronizados, particularmente aqueles envolvendo o0s processos de limpeza e
desinfecgéo, no controle do microrganismo (KABUKI, 2004).

O primeiro surto de listeriose foi associado ao consumo de salada de repolho cru
no Canada. O repolho havia sido contaminado com o uso de adubo a base de esterco
de ovinos, infectados por L. monocytogenes. No periodo entre outubro de 2000 a
janeiro de 2001, na Carolina do Norte, doze pessoas apresentaram infeccoes por L.
monocytogenes. As investigacoes revelaram que o causador do surto foi um queijo

fresco macio do tipo Mexicano, produzido com leite cru (BOGGS et al., 2001).

Kabuki (2004) analisou 246 amostras do ambiente de producao de queijo fresco
(tipo latino) e 111 amostras do queijo, encontrando L. monocytogenes em 11,0% das
amostras do ambiente e em 6,3% dos queijos. Todos 0s queijos foram fabricados com

leite pasteurizado.

Silva et al. (1998) analisaram 103 amostras de queijos brasileiros obtidos no
comércio do Rio de Janeiro e verificaram que, 10,68% estavam contaminadas com
L.monocytogenes, 12,62% com L. innocua, 5,83% com L. grayi e 0,97% com

L.welshimeri.
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Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug Administration, um surto de
listeriose foi registrado em New Jersey (1999), causado pelo consumo de ricota, com
niveis de contaminacgdes que variavam de 10? a 10° UFC/g (RYSER, MARTH,1999).

2.4.5 Bacillus cereus

Bacillus cereus é uma bactéria que pertence a familia Bacillaceae, aerdbia,
mével por meio de flagelos peritriquios, produtora de esporos termorresistentes, com
habitat natural no solo e vegetais. Suas cepas sao catalase positiva e oxidase variavel.
A esporulacdo aerdbia e a reacdao de catalase positiva as distinguem do género
Clostridium (NOTERMANS; BATT,1998).

Estes microrganismos sobrevivem a varias condigbes ambientais, devido a sua
condicao de formar endosporos resistentes ao calor, agentes quimicos, desidratacéo e
desinfetantes. Sao geralmente mesoéfilos, com temperatura étima de crescimento
variando de 25 a 37 °C, embora pesquisas tenham demonstrado que cepas de B.
cereus, possuem a capacidade de crescer a temperatura abaixo de 7 °C, com algumas
cepas psicrotroficas crescendo até a 4°C, e outras com caracteristicas termofilicas,
podendo crescer até a 75°C. Multiplicam-se na faixa de pH entre 4,3 a 9,3 (SCHOENI;
WONG, 2005).

A identificacdo de B.cereus é realizada através de provas morfolégicas e
bioquimicas, cujas caracteristicas observadas sao: bastonete gram positivo produtor de
lecitinase, negativo para fermentacdo de manitol em agar MYP (Mannitol Yolk
Polymixin), capaz de utilizar glicose anaerobicamente, redutor de nitrato a nitrito,
produtor de acetilmetilcarbinol, capaz de decompor L-tirosina e de crescer na presenca
de 0,001% de lisozima, mével, produtor de hemdlise, ndo produtor de cristais de

endotoxina e negativo para crescimento rizéide (BENNET; BELAY, 2001).

As espécies de Bacillus do Grupo IA apresentam alta similaridade nas suas
caracteristicas, podendo causar duvidas na identificacdo (Tabela 3). Portanto, varias
técnicas baseadas em biologia molecular tém sido desenvolvidas e aplicadas para a
caracterizacao tanto das enterotoxinas quanto para diferenciacao dessas espécies de
Bacillus. Estas técnicas, como por exemplo, fagotipagem, amplificacdo randémica do
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DNA polimérfico (RAPD) e reacdo da polimerase em cadeia (PCR), tem sido
importantes instrumentos para o  estudo e diferenciagdo  destes
microrganismos(GUELARDI et al., 2002) .

Tabela 3. Caracteristicas diferenciais das espécies de Bacillus spp.
pertencentes ao Grupo | A.

Espécies de Bacillus

L. cereus thuringensis mycoides anthracis  megaterium
Caracteristicas
Motilidade +/-2 +/-2 -2 - +/-
Hemolise + + +° P -
Crescimento - - + - -
rizide
Producéo de - + - : -

cristais toxicos

450 a 90 % das cepas sdo positivas
®a maioria das cepas é negativa

®a maioria das cepas é fracamente positiva

A maioria das cepas de B. cereus é capaz de produzir uma série de metabdlitos
extracelulares, dos quais alguns estao relacionados com seu mecanismo de viruléncia
(FRANCO; LANDGRAF, 2002; ICMSF, 1998).

A patogenicidade do B. cereus ainda nao é muito bem definida. Este
microrganismo produz uma série de fatores de viruléncia, incluindo multiplas
hemolisinas, fosfolipases e proteases. Bacillus cereus causa dois tipos de doencas de
origem alimentar: a sindrome diarréica e a sindrome emética além de diversas
infeccdes localizadas ou sistémicas, como endocardites, meningites, periodontite,
infecgdes oculares, osteomelite e septcemia. Estas patologias sdo menos freqlientes se
comparadas as do trato gastrointestinal. Em geral, a gama de diversas toxinas e fatores
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de viruléncia de B. cereus, principalmente em infec¢des sistémicas, tém sido pouco
estudados (SCHOENI; WONG, 2005; GRANUM, 1994).

E necessario o desenvolvimento de ferramentas para detecgdo molecular que
permitam a rdpida caracterizacdo de mecanismos de viruléncia de isolados clinicos de
B. cereus (EHLING-SCHULZ et al., 2004).

O primeiro caso documentado de toxinfecgao alimentar causada por B. cereus foi
um surto diarréico, em 1950, pelo consumo de sobremesa de baunilha, onde foram
encontradas concentracdes de esporos acima de 10® UFC/g no amido de milho usado
para o preparo deste prato (ANDERSSON et al.,1995).

A sindrome diarréica é caracterizada por diarréia intensa e dores abdominais,
raramente ocorrendo nauseas ou vémitos. A duracdo da doenca é de 12a 24 he o
periodo de incubacao varia de 8 a 16 h. Os sintomas provocados sao similares aos
causados por Clostridium perfringens (GRANUM, 1994; INTERNATIONAL DAIRY
FEDERATION, 1993).

Diversos termos tém sido empregados para caracterizar a toxina diarréica:
agente diarréico, fator de acumulo de fluidos, fator de permeabilidade vascular ou
simplesmente enterotoxina. Estes termos se referem a uma proteina, produzida durante
a fase exponencial de crescimento de B. cereus, em pH variando de 6,0 a 8,5, sendo
6tima na faixa de 7,0 a 7,5 e temperatura entre 18 a 43 °C. Esta proteina é termolabil,
sendo destruida a 55 °C por 20 minutos (GRANUM, 1994).

Varias pesquisas tém sido realizadas a fim de se isolar e caracterizar as
enterotoxinas. Entretanto, ainda permanecem duvidas quanto a estrutura, tamanho e
nimero de componentes dos fatores toxicos (GUINEBRETIERE et al., 2002; HANSEN
et al. 2001; SVENSSON et al.,, 1999; GIFFEL et al.,, 1997; LUND; GRANUM, 1996,
ANDERSON et al., 1995; DUFRENNE et al., 1994).

Atualmente, sdo conhecidas quatro enterotoxinas produzidas por B. cereus: a
hemolisina BL (HBL), a enterotoxina ndao-hemolitica (NHE), a enterotoxina K (CytK) e
enterotoxina T (BceT). As trés primeiras ja foram identificadas em surtos alimentares. O
complexo HBL é formado por trés componentes denominados B, L; e L, com pesos
moleculares de 35, 36 e 45 kDa, respectivamente. Este complexo requer os trés
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componentes para tornar maximas as atividades hemoliticas, citotdxicas e
dermonecréticas, a acdo de permeabilidade vascular e acumulo de fluido em algas
intestinais de coelho (SCHOENI; WONG, 2005, GUINEBRETIERE, 2002).

O complexo NHE (nonhemolitic enterotoxin) é composto por trés proteinas
denominadas nheA, nheB e nheC, com pesos moleculares de 39, 45 e 105 kDa,
respectivamente. As trés proteinas sao necessarias para a maxima atividade citotéxica,
embora a combinacdo de duas delas em elevados niveis, jA seja suficiente para
promover a atividade citotéxica (SCHOENI;WONG,2005; LUND, GRANUM,1996).

A habilidade do B. cereus em produzir NHE é mais comum, com 92 a 100% dos
isolados com capacidade de produzi-lo (SCHOENI; WONG, 2005).

Em geral as cepas de B. cereus sdo capazes de produzir NHE; entretanto,
apenas cerca de 50% de HBL sao detectados (HANSEN; HENDRIKSEN, 2001)

Os alimentos associados aos surtos diarréicos por B. cereus normalmente sao
ricos em proteinas, como produtos carneos, sopas, vegetais leites e produtos lacteos,
com contagens entre 10° e 10’ células ou esporos /g ou ml. A outra doenca de origem
alimentar causada por cepas de B. cereus, é a sindrome emética que é caracterizada
por nauseas e vomitos. Sua duragcao é de 6 a 24 h e o periodo de incubacao varia de
0,5 a 5 h, provocando sintomas similares aos causados por Staphylococcus aureus
(GRANUM, 1994; IDF, 1993).

A toxina emética foi identificada pela primeira vez no Reino Unido nos anos 70,
depois da ocorréncia de varios incidentes associados ao consumo de arroz de
restaurantes chineses (KRAMER; GILBERT, 1989). Ela € pouco estudada se

comparada a toxina diarréica.

A toxicidade tem sido atribuida a um peptideo ciclico, o cereulideo, que possui
alta estabilidade a temperatura, enzimas proteoliticas e variacoes de pH. A dose
infectante na sindrome emética é de 10°-10° células/g. A toxina é formada no alimento
final da fase estacionaria (KOTIRANTA et al., 2000; GRANUM;LUND 1997).
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Segundo Kramer e Gilbert (1989), o nivel de contaminagdo necessario a
produgdo de toxina, em teores suficientes para provocar vémitos, causaria a

deterioragao visivel deste alimento.

Dois kits comerciais foram desenvolvidos para deteccdao de enterotoxinas de B.
cereus. O kit BCET-RPLA (Oxoid,Denka Seiken Ltd., Tokio, Japan) é um teste semi
quantitativo, que detecta o componente L, do complexo HBL, utilizando a técnica de
aglutinacéo passiva reversa em latex, e com limite de detec¢do de 1ng/mL (SHOENI;
WONG, 2005; IDF,1983); e também o kit “Bacillus diarrhoeal enterotoxin-visual
immunoassay” BDE-VIA da Tecra™ (Bioenterprises Pty.Ltd.Roseville,NSW, Australia),
que € um teste de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) que detecta a proteina
40-45 kDa do complexo NHE, com limite de deteccdo de 1ng/ml (SHOENI; WONG,
2005; IDF, 1993).

Algumas das cepas psicrotréficas podem produzir enterotoxinas, o que causa
preocupacao entre as industrias de alimentos prontos para o consumo e outros de
produtos refrigerados (DUFRENNE et al., 1995).

Dufrenne et al. (1994) pesquisando 31 cepas de B. cereus encontrados em
varias fontes como leite, arroz, produtos derivados de ovos e batatas, constataram que
17% eram capazes de crescer a temperatura < 7 °C e que estas foram produtoras de
enterotoxinas pelo teste BDE-VIA.

2.4.6 Bolores e Leveduras

Os fungos sao microrganismos largamente distribuidos no meio ambiente,
incluindo o ar, a agua e solo. Como consequéncia, os alimentos podem ser
contaminados por uma ampla variedade de espécies fungicas, originarias dessas fontes
ambientais. Sob condicoes favoraveis, eles podem multiplicar-se nos alimentos e
provocar deterioracoes. Os fungos apresentam grande versatilidade para crescer em
condicoes desfavoraveis a outros microrganismos, crescem em atividade de agua de
0,65 até 0,99, pH de 2,0 a 9,0 e temperatura < 0 a 40 °C. Eles utilizam uma grande

variedade de substratos como fontes de carbono, nitrogénio e energia. Alguns possuem
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capacidade de esporulagdo como forma de reproducao sexuada e disseminagcdo em
diferentes condicées (TANIWAKI; SILVA, 2001).

No seu aspecto positivo, os fungos podem colaborar no desenvolvimento do
sabor durante a maturacdo de alguns queijos. Além disso, enzimas utilizadas na
elaboracao de alimentos processados sao derivadas do metabolismo de fungos. No seu
aspecto negativo, eles sdo deteriorantes, o que reduz a vida de prateleira de varios
produtos. Se o crescimento fungico for retardado ou prevenido, pode-se evitar perdas
significativas na producao, estocagem e distribuicao de alimentos, além de alteracdes
nas caracteristicas organolépticas, valor nutricional e risco potencial para a saude do
consumidor, devido a producao de micotoxinas. Quanto aos queijos, apesar de
constituirem um excelente substrato para crescimento fangico, possuem moderado
risco de contaminacdo por micotoxinas (FRANCO; LANDGRAF, 2002; TANIWAKI;
SILVA, 2001).

As superficies de equipamentos, maos, aventais de manipuladores, salmouras e
ambientes sdo as principais fontes de contaminacdo por estes microrganismos
(VILUOEN; WELTHAGEN, 1998).

A presenca de bolores e leveduras em indice muito elevado de contaminacao no
ar e em alimentos pode fornecer varias informagdes, tais como, condigdes higiénicas
deficientes de equipamentos, multiplicacdo no produto em decorréncia de falhas no
processamento e/ou estocagem e matéria-prima com contaminacdo excessiva
(VILJOEN, 2001).

Viljoen e Welthagen (1998) pesquisaram o processamento de queijo Gouda e
detectaram elevadas contagens de leveduras, tendo como fontes de contaminacéo de
superficies de equipamentos, ar, chdo, maos de manipuladores e em especial a
salmoura. Uma diversidade de 23 espécies de leveduras, representando 13 géneros

foram caracterizadas no ambiente da industria.
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3 Material e métodos

3.1 Material

3.1.1 Amostras

Foram coletadas 45 amostras de ricota, sendo 15 marcas comerciais diferentes
com registro no Servico de Inspecao Federal (SIF) ou no Servico de Inspeg¢do no
Estado de Séo Paulo (SISP), no varejo do municipio de Campinas-SP em trés periodos
diferentes do ano, apresentando de 10 a 15 dias de fabricacao.

3.2 Meétodos

As amostras foram analisadas para determinagao dos seguintes microrganismos:
coliformes termotolerantes (45°C), estafilococos coagulase positiva, Salmonella e
Listeria monocytogenes; conforme estabelece a Resolugdo RDC n° 12 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001a).

Além dos parametros microbiologicos definidos pela legislagcéo, foi pesquisada a
presenca de: Bacillus cereus mesofilos e psicrotréficos, estafilococos coagulase
negativa, bolores e leveduras.

Andlises fisico-quimicas para determinacao de pH, acidez titulavel, teor de sal,
cinzas, teor de gordura (gordura no extrato seco total), teor de umidade (extrato seco

total) e proteina total também foram realizadas.

3.2.1 Amostragem

O procedimento de amostragem foi iniciado com a anotacao dos dados descritos
nos roétulos dos produtos, relativos a procedéncia, marca, numero de SIF ou SISP,
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ingredientes, data de fabricagdo, prazo de validade e informacao nutricional. As
amostras de ricota foram retiradas de sua embalagem, ap6s prévia desinfeccdo com
alcool 70% sob condicbes assépticas, na capela de fluxo laminar. Cada unidade
amostral foi homogeneizada e entdo subdividida para a realizacdo dos ensaios

microbioldgicos e fisico-quimicos.

Vinte e cinco gramas de amostra foram pesados em balan¢a semi-analitica, para
posterior homogeneizacdo em equipamento tipo “stomacher” com os diluentes
especificos para cada microrganismo investigado. Para avaliacao de coliformes
termotolerantes, bolores e leveduras, estafilococos e Bacillus cereus, foi utilizado o
mesmo diluente: 225 ml de solucdo de citrato de sédio a 2 % (Merck) para 25 g das
amostras, que apos serem homogeneizados foram diluidos em série decimal, com este

mesmo diluente. Todas as determinacdes foram realizadas em duplicata.

3.2.3 Analises Fisico-Quimicas:

As determinagdes foram realizadas em triplicata, com excecdo do teor de
umidade que foi realizado em quadruplicata.

O teste para verificar diferencas entre as médias foi o de Tukey e analise de
variancia ANOVA.

3.2.2.2 pH

O pH dos queijos foi determinado, por meio de método potenciométrico,
utilizando-se pH-metro Marca Micronal, Modelo B374, conforme AOAC (1995)

3.2.2.2. Teor de Umidade e Extrato Seco Total (EST)

O extrato seco total e o teor de umidade do queijo foram determinados segundo
o método de secagem até peso constante, em estufa a 105°C (AOAC 1995).

3.2.2.3 Teor de Gordura e Gordura no Extrato Seco
O teor de gordura do queijo foi determinado utilizando-se o método de Gerber

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).
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O teor de gordura no extrato seco (GES) foi calculado utilizando-se a formula da
AOAC (1995), na qual:

GES= % de gordura x 100 / % de extrato seco total.
3.2.2.4 Acidez titulavel

A acidez foi determinada por titulacdo com solucao de NAOH 0,1 N conforme o
método descrito pela AOAC (1995), adaptado por Yun e Barbano (1995) e expresso em
% de acido latico.

3.2.2.5 Teor de Nitrogénio Total

A quantidade de nitrogénio total nas amostras foi determinada utilizando-se o
método oficial de Kjeldahl (IDF, 1962) e um fator de 6,38 para obter o teor de proteina
total segundo a AOAC (1995).

3.2.2.6 Teor de sal

O teor de sal no queijo foi determinado utilizando-se o método de Volhard (IDF,
1979).

3.2.27 Teor de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado utilizando-se 0 método recomendado pela
AOAC (1995)

3.2.3 Analises microbioldgicas

Determinacao de coliformes termotolerantes (452C)

A contagem foi realizada utilizando-se a técnica do Numero Mais Provavel-NMP-
de trés tubos, segundo recomendacdo da American Public Health Association -APHA
(KORNACKI;JOHNSON,2001), inoculando-se as diluicdes da amostra em caldo Lauryl
Sulfate Tryptose (Merck)- LST. As culturas dos tubos com resultados presuntivo positivo
(producao de gas) ap6s 24 e 48h de incubacao a 35°C foram transferidas para o caldo
Escherichia Coli (Merck) -EC e incubados a 45°C para a confirmacao da presenca de

coliformes termotolerantes.
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3.2.3.2 Determinacao de estafilococos coagulase positiva e

negativa

A determinacédo foi realizada utilizando-se o0 método recomendado pela APHA
(BENNET; LANCETTE, 2001). As diluigbes das amostras foram semeadas na superficie
do agar Baird Parker —BP (Difco) e as placas foram incubadas a 35°C por 48h.
Procedeu-se uma contagem presuntiva das Unidades Formadoras de Colénias-UFC.

Cinco colbnias suspeitas de cada placa foram selecionadas e transferidas
para agar BHI, seguido de incubacao a 35°C por 24h para confirmacao, através da
caracterizacao morfolégica por coloracdo de Gram e dos testes bioquimicos de

catalase e coagulase.

3.2.3.3 Deteccao de Salmonella spp

A determinacdo de Salmonella foi realizada segundo recomendacao da APHA
(ANDREWS et al., 2001). Cada unidade de 25g de amostra foi homogeneizada com
225ml de Caldo Lactosado (Oxoid)- CL durante 2 minutos, permanecendo a
temperatura ambiente por 60 minutos com controle e ajuste do pH (6,8 £0,2), quando
necessario. Apds incubagdo por 24h a 35°C, 0,1 e 1,0 ml do caldo lactosado foi
transferido para 10ml de caldo Rappaport-Vassiliardis (Oxoid)- RV, incubado a 42°C e
10 ml de Caldo Tetrationato (Oxoid)- TT, incubado a 43°C, respectivamente, ambos em
banho-maria. Uma al¢cada destes caldos foram estriados em &agar Xylose Lysine
Desoxycholate (Merck)- XLD, agar Bismuto Sulfito (Difco)- BS e agar Hektoen Enteric
(Oxoid)- HE e incubados a 35°C por 24h.

De duas a cinco col6nias tipicas foram isoladas de cada placa de agar HE
(colénias verde azuladas, com ou sem centro negro), de BS (colbnias pretas, cinzas e
marrons) e de XLD (colénias réseo escuro, com ou sem centro preto), sendo

transferidas para o TSI e LIA, os quais foram incubados a 35°C/24h.

Os isolados, com reacbes caracteristicas de Salmonella no TSI ou LIA, foram
submetidos ao teste de aglutinacdo com antisoro Salmonella polivalente somatico. Os
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isolados com resultado positivo no teste de aglutinacao foram transferidos para o caldo
uréia, e as culturas urease negativas foram mantidas em agar Triptona de Soja (Oxoid)-
TSA para a realizagdo da sua identificacdo com o auxilio do kit de identificagéo rapido
API 20 E (Biomerieux®), conforme instrucao do fabricante.

3.2.3.4 Deteccao de Listeria monocytogenes:

As andlises foram realizadas segundo o método recomendado pelo Canadian
Health Product and Food Branch (PAGOTTO et al., 2001). Cada unidade de 25 g de
amostra foi homogeneizada com 225 ml de caldo LEB em stomacher e incubada a
30°C. Apoés 24h e 48h de incubacao, 0,1 ml do caldo LEB foi inoculado em 10 ml de
caldo Fraiser Modificado (Difco)-MFB, sendo incubado a 35°C/48h. Os tubos positivos
de MFB (coloracdo escura) de 24 e 48h, assim como o0s tubos negativos (sem
escurecimento), foram semeados por estrias em agar MOX e LPM, sendo as placas
incubadas a 35 e 30°C por 48h, respectivamente.

Cinco colbnias tipicas de cada placa de agar Cloreto de Litio Feniletanol
Moxalactam (Difco), suplementado com 20 mg/l de moxalactam (Sigma)- LPM (colénias
azul esverdeado sob luz transmitida), e de agar Oxoid (Oxoid), suplementado com
suplemento seletivo (Oxoid) -OXA (colénias pretas com halo escuro), foram purificadas

e mantidas em TSA-YE até sua identificagao.

A identificacao foi realizada através de caracterizagcdo morfoldgica (coloracao
de gram), e bioquimica pelos testes de producado de catalase, B hemdlise em agar
sangue de cavalo, motilidade a 25°C em meio SIM e producédo de acido a partir da
utilizagdo da ramnose, manitol e xilose. O kit API Listeria (Biomerieux®) também foi
utiizado para identificacdo de alguns isolados, sendo este utilizado conforme
instrugdes do fabricante.

3.2.3.5 Determinacao de bolores e leveduras:
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A determinacdo de bolores e leveduras foi realizada conforme metodologia
recomendada pela APHA (BEUCHAT; COUSIN, 2001) em que 0,1 ml das diluices
seriadas foram semeadas na superficie do agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (Oxoid)-DRBC, suplementado com cloranfenicol suplemento seletivo
(Oxoid), e incubadas a 25°C por 5 dias. Posteriormente, realizou-se a contagem das
Unidades Formadoras de Col6nias-UFC/g.

3.2.3.6 Determinacao de Bacillus cereus mesofilo e
psicrotréfico:

A determinagdo desses microrganismos foi realizada utilizando-se o método
recomendado pela APHA (BENNETT; BELAY, 2001).

As diluicbes decimais foram inoculadas na superficie do agar Manitol-Gema de
Ovo-Polimixina (Difco)- MYP e incubadas a 30°C por 24h (para verificacdo de cepas
mesofilas) e 7°C por 10 dias (para verificacao de cepas psicrotréficas). Apdés contagem
das UFC de colbnias tipicas, cinco ou mais colénias foram estriadas em agar nutriente e
incubadas a 30°C por 24h, para confirmacgao e identificacao através da coloracao de
gram, reacao de catalase, fermentacao anaerdbia da glicose, decomposicao da tirosina,
resisténcia a lisozima, teste de motilidade, crescimento rizdide, atividade hemolitica e
detecgdo de cristais de toxinas, esta realizada segundo metodologia descrita por
SHARIF e ALAEDDINOGLU (1998).

3.2.4 Avaliacao de caracteristicas de patogenicidade

3.24.1 Deteccdao de enterotoxina estafilocécica pré formada nas

ricotas comerciais:

Foram analisados 20 gramas de ricota utilizando-se o sistema automatizado

mini-VIDAS (Biomerieux®), conforme instrugcdo do fabricante, disponibilizado pelo
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Laboratério de Toxinas Microbianas do Departamento de Ciéncias de Alimentos — FEA
— UNICAMP. O Sistema utiliza a metodologia ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay), um ensaio imunoenzimatico, similar ao ELISA (Enzyme Linked Imunno Assay),
apresentando como diferenca o substrato (4 MUP) 4 METIL UMBELIFERIL FOSFATO
que, ap6s ser hidrolisado pela enzima fosfatase alcalina, se transforma em
umbeliferona, emitindo fluorescéncia a 450 nm quando excitadas a 370 nm. A
intensidade de fluorescéncia liberada é medida e determinado o resultado, permitindo a
deteccao de enterotoxinas de estafilococos (SEA, SEB, SECi.3 SED e SEE)
(APENDICE B).

3.24.2 Avaliacao da capacidade de producao de enterotoxinas pelas
linhagens de estafilococos coagulase positiva e negativa isoladas

das ricotas comerciais:

Antes da realizacao dos testes para avaliagdo da capacidade de producao de
enterotoxinas nas culturas, foi realizado o teste da Furazolidona, segundo Rheinbaben

e Hadlok (1981), para diferenciagéo de estafilococos e micrococos.

Para o teste de avaliagdo da capacidade de produgédo de enterotoxinas em meio
de cultura liquido, as cepas de estafilococos foram ativadas em caldo BHI a 35°C por 24
h, de onde foi retirada uma aliquota de 2ml e adicionado a 200ml de caldo tripticase de
soja (TSB), incubando-se em estufa com agitacao a 36°C por 48h (NETO et al., 2002;
CHOU e CHEN, 1997). A cultura foi entdo centrifugada a 3000 rpm por 15min a
temperatura de 4°C e uma aliquota de 500ul do sobrenadante foi retirada e submetida
ao teste do kit VIDAS SET “Staph enterotoxin”, conforme instru¢des do fabricante.

3.24.3 Deteccao da producao de enterotoxina diarréica por cepas de

Bacillus cereus

Quarenta e dois isolados, com perfil classico de B. cereus frente aos testes
bioquimicos e morfolégicos de identificacdo, representando no minimo 3 isolados de
cada marca comercial com contagem, foram avaliados quanto a producdo de
enterotoxinas. Uma cepa padrao (B. cereus ATCC 14579) foi utilizada como controle.
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Antes do inicio dos testes, os isolados foram ativados por estrias em agar infuséo
de cérebro e coracao (BHI) e incubados a 30°C durante 24h.

Para a deteccdo da producdo de enterotoxinas foi utilizado o Kit Bacillus
Diarrhoeal Visual Immunoassay (kit BDE-VIA, lote 14205012 ;Tecra, Roseville New
South Wales, Australia). O teste detecta a proteina 45 kDa do complexo NHE,
através do teste ELISA (APENDICE C). Uma alcada da cultura proveniente do agar
BHI foi inoculada em 10 ml de caldo BHI, suplementado com 0,1% de glicose, e
incubado por 30°C durante 18 horas. O teste foi realizado conforme instrugdes do
fabricante. Os isolados psicotroficos foram testados tanto a 30° C por 18 h quanto a 7
°C por 10 dias.

3.24.4 Avaliacao dos genes que codificam os complexos HBL e NHE
de Bacillus cereus:

Para determinar a presenca dos genes que codificam os complexos HBL e NHE
utilizou-se a técnica da PCR (Reagdo em cadeia da polimerase). Os primers
(iniciadores) utilizados para a amplificacdo dos genes associados a producdo de
enterotoxinas estéo listados na Tabela 4.

3.2.4.4.1 Extracao do DNA ( KABUKI et al,. 2005)

Uma algada da cultura proveniente do agar BHI foi inoculado em 10 ml de
caldo BHI suplementado com 1% de glicose e incubado a 32 °C durante 18 horas
sob agitacdo a 200 rpm. Uma aliquota de 250 ul deste caldo foi transferida para um
tubo Eppendorf® e centrifugada a 13000xg/10min. O sobrenadante foi descartado e
ao pellet depositado no fundo do tubo foram adicionados 100 ul de tampao TE (Tris,
EDTA) pH 7, 5 (Invitrogen®). As células bacterianas foram entéo lisadas atravées da
incubacdo a 100°C por 10 minutos e o DNA foi separado por centrifugacdo a

13.000xg por 3 min. O sobrenadante com o DNA bacteriano foi estocado a -20°C.
3.2.4.4.2 Reacao em cadeia da Polimerase

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador Mastercycler epgradients
534 (Eppendorf) utilizando-se 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 45 s, anelamento a

50-55° C por 45 s e extensao a 72 °C por 1 min. Para cada reacgao de amplificacao foi
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preparado um volume total de 24 ul, contendo 0,2 ul da enzima Taq polimerase( 1U/ul);
2,5 ul de tampao 10 X(200mM Tris-HCI- pH 8,0; 500 mM de KCI); 1,5 ul de MgCI2 25
mM ; 0,5 ul de dNTPs 10 mM; 1 ul (12,5 mM) de cada um dos primers, 1 ul do DNA
extraido e agua MIi-Q esterelizada (g.s.p 24 ul) (KABUKI et al., 2005).

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2,0% através do
sistema de eletroforese horizontal submersa, utilizando o corante Syber Safe® por 15
minutos para visualizagdo do produto da PCR pela UV transiluminacdo. Marcadores de

peso molecular foram incluidos em cada gel (100bp DNA ladder; Invitrogen).

Tabela 4. Primers utilizados para a caracterizacao de isolados de B. cereus.

Gene Sequéncia (5°-3") Produto Referéncia
(bp)

HblA CTG CAG ATG TTG ATG CCG AT 300 Hansen; Hendriksen, 2001.
ATG CCA CTG GGA CAT AT

HblD AAT CAA CAG CTG TCA CGA AT 410 Hansen; Hendriksen, 2001.
CAC CAATTG ACC ATG CTAAT

HblC AAT GGT CAT CGG AAC TCT AT 730 Hansen; Hendriksen, 2001.
CTCGCTGTTCTGCTG TTAAT

NheA TAC GCT AAG GAG GGG CA 479 Granum et al., 1999;
GTTTTTATT GCT TCATCG GCT .

NheB CTA TCA GCACTTATG GCAG 753 Granum et al., 1999;
ACT CCT AGC GGT GTT CC

NheC CGG TAGTGATTG CTG GG 563 Granum et al., 1999;
CAGCATTCGTACTTGCCAA

3.2.4.5 Subtipagem das culturas isoladas de L. monocytogenes

Dos 135 isolados de Listeria sp provenientes dos meios de cultura (OXA e LPM),
treze anteriormente identificadas como L. monocytogenes pelo kit API Listeria foram
subtipadas utilizando-se a anadlise alélica dos genes de viruléncia actA e hly. O
polimorfismo alélico da actA foi verificado por PCR e hly-A por PCR-RFLP
(Polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo) utilizando as enzimas de
restricdo Hhal e Hpall (WIELDMAN et al., 1997).
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3.2.4.5.1 Extracao do DNA

Os isolados de L. monocytogenes foram ativados por estrias em agar infusao
de cérebro e coracao (BHI) e incubados a 35°C por 24 horas. Uma colénia foi entao
inoculada em 5ml de caldo BHI e incubada a 37°C sob agitagdo a 250 rpm por 18 h.
Duzentos e cinquenta pl desta cultura foram entado centrifugados a 13.000 x g por
10min. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 95 pl de 1x
tampao PCR, tratadas com 4 pl de lisozima ([50mg/ml]) a temperatura ambiente por
15 min e entao digeridas com 1pl de proteinase K ([20mg/l]) a 60°C por 60 min,
seguida de fervura por 8 min. Em seguida, fez-se a centifugacao a 13.000 x g por 5
segundos e entdo apos a lise celular, procedeu-se a técnica de PCR.

3.2.4.5.2 Reacao em Cadeia da Polimerase
Os primers utilizados estao relacionados na Tabela 5.

A amplificacdto do DNA foi realizada em termociclador Mastercycler
epgradients 534 (Eppendorf) utilizando-se um ciclo inicial a 94°C/2min; 35 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento a 50 °C por 1min e extensao a 72°C por
1min e ciclo final a 72°C/5min. Para cada reagdo de amplificacado foi preparado um
volume total de 49 ul contendo 0,4 ul da enzima Tag-polimerase(1U/ul); 5,0 ul de
tampao 10 X (200mM Tris-HCI- pH 8,0; 500 mM de KCI); 3,0 ul de MgCI2 25 mM; 2,5
ul de dNTPs 10 mM; 2 ul (12,5 mM) de cada um dos primers, 1 ul do DNA extraido e
agua MIi-Q esterelizada (qg.s.p 49 ul). Os produtos da PCR foram visualizados em gel
de agarose a 1,5%, utilizando-se o corante Syber Safe® por 15 minutos para
visualizacdo do produto da PCR pela transiluminacao UV. Marcadores de peso
molecular foram incluidos em cada gel (1 Kb DNA ladder; Invitrogen). Os tipos
alélicos 3 e 4 foram determinados baseando-se nos diferentes tamanhos dos
produtos da PCR.
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3.2.4.5.3 Reacdao em cadeia da Polimerase com Polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricao para hlyA

A reacédo de PCR-RFLP foi realizada primeiramente detectando o gene hlyA.

Para cada reacdao de amplificacdo foi preparado um volume total de 49 ul,
contendo 0,4 ul da enzima Tag-platinum polimerase; 5,0 ul da tampéao 1 X; 3,0 ul de
MgCI2 25 mM; 2,5 ul de dNTPs (1 mM); 2 ul (12,5 mM) de hly-R e hly-F, 1 ul do DNA
extraido e agua ultra pura (g.s.p 50 ul). Ap6s verificacdo da presenca do gene hly
através da eletroforese em gel agarose 1,5%, foi realizada a digestao utilizando-se as
enzimas de restricdo Hhal e Hpall, a 37°C/3h em banho maria, resultando em um perfil
de DNA e determinando-se as linhagens genéticas (I, Il e Ill) dos isolados conforme
WIEDMANN et al. (1997).

Tabela 5. Primers utilizados na subtipagem dos isolados de L. monocytogenes.

Gene Sequéncia (5°-3") Referéncia
hlyA TGC GTT TCATCT TTA GAA GC Wiedmann et al, 1997.
AAG CCTGTTTCTACATTCTTCA
actA TAA AAG TGC AGG GTT ATT Wiedmann et al, 1997.

GGATTACTG GTAGGC TCG G
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas de ricotas

comercializadas no municipio de Campinas-SP e da conformidade das

informacoes nutricionais

4.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas das ricotas

A Tabela 6 apresenta a composicdo média das quinze marcas de ricota
avaliadas e revela que houve diferenca significativa para todos os componentes
analisados. O paradmetro que menos variou foi o pH e o de maior variagdo entre as
marcas foram os teores de gordura e umidade.

Os resultados das anadlises fisico-quimicas das 45 amostras de ricotas, séo
apresentados na Tabela 7 onde pode ser visualizado as diferencas entre os lotes de
uma mesma marca. Essa variabilidade em principio seria funcdo da falta de
padronizagado no processamento por parte das empresas, pela variagdo na composi¢ao
e quantidade dos ingredientes, além da inexisténcia, na legislacao brasileira, de um
Padrao de Identidade e Qualidade (PIQ) especifico para ricota.

4.1.2 Teor de Umidade:

Os teores de umidade das amostras de ricotas, conforme Tabela 7, variaram de
58,49 a 77,45%. A partir destes dados, e segundo a Portaria n® 146/96 do MAARA
(Brasil, 1996), todas as amostras de ricota analisadas receberiam a classificacdo de
queijo de “muita alta umidade” por apresentar teor de umidade acima de 55%.

A analise comparativa entre as diversas marcas mostra que os valores de

umidade encontrados apresentaram diferencga significativa (p<0,05) entre si (Tabela 6).

Estes resultados ndo diferem muito daqueles apresentados por Souza et al.
(2000) que ao avaliarem 30 amostras de ricotas, de cinco marcas diferentes,
comercializadas na cidade de Belo Horizonte-MG, mostraram que 93,34% das amostras
se enquadrariam na classificagdo de queijo de muita alta umidade e apenas 3,33%
como queijo de “média umidade” e 3,33% de “alta umidade”.
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Tabela 6. Composicdo média das trés amostras de quinze marcas comerciais de

ricota
Gordura
Marca Umidade Gordura DPa%€ proteina Sal S/U' Cinzas Acidez pH
(%) seoca total (%) (%) (%) titulavel
(%) (%) (%ac.lactico)
ecd fe ed ba f fhg g de 5,07tgh
A 69,68 13,28 43,72 13,17 0,20 0,29 0,59 0,25
a
B 77,08° 5,89" 25,709 10,99°%° 1,212 1,6 2,48 0,22% 6,26
edf dc cb edc f hg g de 5,91 bac
C 68,62 16,83 53,95 10,90 0,18 0,26 0,84 0,30
ab h fg ba ed feg of de 5’96bac
D 74,57 8,30 32,59 12,85 0,31 0,41 0,94 0,21
h de ced a f fhg cbd cde 5,75
E 62,22 17,94 47,36 13,73 0,19 0,30 2,13 0,33
h be chd bac d de gfed de 5,84°%
F 62,79 18,61 50,06 12,61 0,41 0,65 1,29 0,30
bc f ed edf ed fe b cb 5,46fde
G 72,07 12,00 43,36 10,01 0,31 0,43 2,72 0,54
efg fe fe a ef feg cfed de 6,03ba
H 67,73 13,05 39,60 13,25 0,26 0,39 1,79 0,30
h ba b bac b b ced de 5,869
| 63,13 21,55 58,20 12,54 0,88 1,40 1,79 0,30
a h fg ed d de cb cd 5,61%°
J 76,15 7,44 31,23 10,59 0,39 0,50 2,43 0,40
be fe cbd of f hg gfe b 4,95"
K 72,44 13,72 49,73 9,67 0,19 0,27 1,06 0,63
ba fg ed bdc f h g de 5,91 "
L 74,32 11,61 45,10 11,49 0,17 0,24 0,56 0,18
fg de ced edc c c b b 5s37 feg
M 66,47 15,11 45,42 10,93 0,54 0,80 2,97 0,63
hg a a f ef feg g e 5,41feg
N 65,17 24,22 69,79 8,78 0,20 0,31 0,46 0,14
bed hg g edc ef fhg a a 5,03hg
(o) 71,62 8,83 31,02 10,94 0,22 0,30 3,84 0,98

Médias com letras em comum na mesma coluna nao diferem entre si significativamente (p >0,05),
segundo o teste de Tukey.

! Relagdo Sal/umidade
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Tabela 7 Composicao fisico-quimica das 45 amostras de ricotas

Gordura Acidez
Amostra  proteina base seca Umidade  Gordura Cinzas Sal titulavel Sal/Umidade pH
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
A1 12,6 47,90 68,74 15,00 0,47 0,23 0,19 0,33 5,12
A2 13,84 40,32 70,23 12,00 0,56 0,20 0,31 0,29 4,67
A3 13,05 42,95 70,05 12,83 0,73 0,19 0,26 0,27 5,47
B1 11,64 24,28 77,45 5,50 2,53 1,26 0,27 1,62 6,23
B2 10,37 28,33 77,01 6,50 2,30 1,27 0,24 1,65 6,48
B3 10,98 24,48 76,84 5,67 2,62 1,24 0,16 1,62 6,08
C1 10,93 48,47 66,38 16,50 0,71 0,23 0,26 0,35 6,36
C2 10,25 50,45 71,24 14,50 0,84 0,14 0,37 0,19 5,96
C3 11,51 62,91 68,98 19,50 0,97 0,20 0,28 0,30 5,43
D1 12,39 35,32 74,27 9,23 0,62 0,23 0,19 0,31 5,76
D2 12,53 31,76 74,33 8,17 0,96 0,33 0,22 0,44 6,19
D3 13,64 30,71 75,53 7,50 1,23 0,41 0,22 0,55 5,93
E1 13,48 43,95 64,84 15,50 2,11 0,25 0,47 0,39 5,94
E2 14,75 48,00 62,47 18,00 1,92 0,17 0,28 0,27 5,97
E3 12,97 50,13 59,48 20,33 2,35 0,18 0,35 0,31 5,36
F1 12,23 50,15 64,18 18,00 1,42 0,40 0,43 0,62 5,92
F2 12,46 49,14 60,41 19,50 1,14 0,47 0,23 0,78 5,54
F3 13,14 50,89 64,10 18,33 1,31 0,40 0,25 0,62 5,39
G1 9,68 42,36 71,76 11,83 2,60 0,32 0,83 0,45 5,20
G2 10,51 41,10 71,42 11,67 2,75 0,37 0,29 0,52 5,81
G3 9,85 46,63 72,28 12,50 2,80 0,26 0,50 0,36 6,15
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10,62
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11,15
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59,81
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29,79
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52,48
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45,71

45,11

44,31

42,13

49,81
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74,64
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50,51
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19,59

64,06

69,34

69,73

64,28

62,49

62,15
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75,19

76,55
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17,00

12,00
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21,00

21,00

22,67

6,67

8,67
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14,33

15,00

11,83

12,00

11,50
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15,50

16,50
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23,00

26,67

23,00

14,50
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5,50

1,60

1,72

2,04

1,79

1,64

1,96

2,56

2,71

2,02

0,61

0,98

1,59

0,52

0,55

0,62

3,02

2,98

2,91

0,52

0,41

0,44

1,22

5,07

5,24

0,21

0,35

0,26

0,98

0,75

1,04

0,40

0,43

0,38

0,22

0,20

0,25

0,20

0,09

0,25

0,54

0,63

0,51

0,17

0,17

0,29

0,37

0,17

0,14

0,35

0,30

0,24

0,40

0,28

0,24

0,18

0,35

0,67

0,41

0,64

0,85

0,19

0,16

0,19

0,53

0,59

0,78

0,17

0,13

0,13

0,66

1,04

1,25

0,33

0,51

0,37

1,53

1,20

1,67

0,53

0,57

0,50

0,31

0,27

0,34

0,27

0,12

0,34

0,84

0,92

0,76

0,26

0,26

0,43

0,52

0,24

0,19

6,14

5,94

6,01

5,92

5,62

6,05

6,29

5,37

5,19

6,07

4,91

4,83

5,10

5,90

5,77

5,70

5,39

5,03

5,63

5,25

5,37

4,90

5,19

5,00
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4.1.3 Teor de Gordura:

Os teores de gordura nas amostras de ricotas avaliadas variaram ainda mais que
os teores de umidade, observando-se valores da ordem de 5,50 a 26,67% (Tabela 7).

Considerando-se o conteudo de matéria gorda no extrato seco, segundo a
classificacdo para queijos em geral estabelecida pela Portaria n® 146/96 do MAARA
(Brasil, 1996), a distribuicdo das amostras neste trabalho seria a seguinte 8,89% (4/45)
qgueijo magro, 42,22% (19/45) queijo semi-gordo; 40,00% (18/30) queijo gordo e 8,89%
(4/45) - queijo extra gordo, conforme mostra a Figura 1.

B queijo magro(10-24,9%)
@ queijo semi gordo(25-44,9%)
8.89% 8.89% B queijo gordo(45-59,9%)

@ queijo extragordo(no
min.60%)

42,22%

40,00%

Figura 1. Classificacdo das amostras de ricota em relagao ao teor de gordura (extrato
seco), segundo a Portaria n® 146/96 do MAARA (Brasil, 1996).

A variabilidade do teor de gordura em ricotas também foi verificado por Souza et
al. (2000) que do total de 30 amostras, classificaram 16,7% das ricotas como “queijo
magro”, 23,3% como “queijo semi-gordo” e 60,0% “queijo gordo”.

Souza et al. (2002) avaliaram 20 amostras de queijo Minas frescal, destas, 35%
(7/20) e 65%(13/20) foram classificadas como queijo semi-gordo e queijo gordo

respectivamente.

Estes dados com tamanha variagdo podem ser atribuidos, principalmente, a
porcentagem de leite adicionado ao soro, visando melhorar o rendimento, o sabor e a
textura da ricota além, da auséncia de padronizacéo do teor de gordura no leite.

41



A disposicéo a venda de produtos como a ricota, apresentando uma variagao tao
elevada na sua composi¢cao € preocupante, pois a ricota normalmente é apresentada e
associada a produtos de baixo teor de gordura, sendo mais utilizada por pessoas com
restricdo alimentar (dietas hipocaléricas, doencas cardiovasculares, colesterol e
triglicérides elevados).

4.1.4 Teor de proteinas

Um dos principais componentes da ricota, sdo as proteinas cujos resultados
revelam uma grande variacao (8,84 a 16,35 %). Esta variacdo esta provavelmente,
associada a porcentagem de leite adicionado ao soro. Segundo Guinnee et al. (1993) o
teor de proteina da ricota variaria de 11,5 a 12%.

4.1.5 Teor de sal

Houve grande variacao no valor de sal (0,14 a 1,27 %). A literatura indica valores
de 0,2% a auséncia de sal neste tipo de queijo (FOX, 2000;
KOSIKOWSKI,MISTRY,1999).

Os valores de sal acima do esperado, provavelmente, seja devido, em alguns
casos, a presenca de outros tipos de sais, além do cloreto de sédio, como o cloreto de

calcio que é utilizado como agente de firmeza por algumas empresas produtoras

4.1.6 .Teor de cinzas:

Cinza de um alimento é o residuo inorganico que permanece apds a queima da
matéria organica, que € transformada em CO, H>O, NO, A cinza é constituida
principalmente de grandes quantidades de K, Na, Ca e Mg; pequenas quantidades de
Al, Fe, Cu, Mn e Zn; tracos de Ar,l e F e outros, dependendo da natureza do alimento.
Os produtos lacteos séo ricos em, Ca e P. O conteudo de cinzas totais nos produtos
lacteos varia de 0,7% a 6,0% (CHECCHI, 2003). Sua determinacao € necessaria, para
o calculo do teor de carboidratos, por diferenca. O teor de cinza das amostras de ricotas
avaliadas variou de 0,41 a 5,24 %.
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4.1.7 Acidez titulavel e pH:

A acidez titulavel apresentou grande variagdo. O maior teor de acidez titulavel
(1,25%) foi o da amostra O3, com pH 5,00, o menor teor de acidez foi o da amostra N2
e N3 com teor de acidez de 0,13% e pH 5,25 e 5,37, respectivamente. O pH e o teor de
acidez titulavel via de regra se correlacionam, de forma inversa, fato este que nao foi
observado na comparacéo entre os dados das 45 amostras (R < 0,5). H4 amostras com
acidez alta e pH néao tao baixo, fato este talvez justificado para algumas amostras, pela
adicao de cloreto de calcio, que pode ter aumentado a acidez aparente e por efeito

tampé&o nao ter alterado significativamente o pH.

Carvalho (2003) analisando queijos Minas frescal, observou valores de pH
variando de 4,93 a 6,45 para queijos produzidos por acidificacéo direta, pH de 5,07 a
6,33 para queijos produzido por adicao de cultura latica e, para queijos produzidos por

ultrafiltracdo, variacédo de 6,35 a 6,70.

4.1.8 Conformidade de algumas informac¢o6es nutricionais declaradas
na rotulagem com a legislacao.

A conformidade da informacao nutricional declarada nos rétulos das quinze
marcas de ricotas com o estabelecido pela Resolugéo da Diretoria Colegiada RDC n®
360/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003a) foi avaliada bem como a variagdo entre os
valores declarados e aqueles obtidos por analises laboratoriais.

Segundo a Resolucdo RDC n® 360/2003, a informacao nutricional contida no
rotulo deve conter, obrigatoriamente o valor energético total e a quantidade de:
carboidratos, proteinas, gordura total, gordura saturada , gordura trans, fibra alimentar e
sédio. Além dos itens obrigatérios, outros nutrientes podem ser declarados
opcionalmente, tais como vitaminas e sais minerais, desde que estejam presentes em
pelo menos 5% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR), por porcdo do alimento

indicada no rétulo.

A Resolugdo RDC n® 360/2003 orienta também como deve ser realizado o

calculo para obtencao do valor calérico de carboidratos e de proteinas. De acordo com
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esta resolugéo, a informacao nutricional do rétulo de um alimento deve apresentar o
conteudo dos seus componentes e a declaracdo da porcentagem do Valor Diario (%
VD) baseados em uma ingestao diaria pré-definida para cada nutriente e considerando
uma dieta de 2000 kcal. Apena 1 marca se adequou( marca B) As demais, mantendo
o valor de referéncia de 2500 Kcal estabelecida pela RDC n® 40 (Brasil, 2001),
revogada pela RDC n® 360/2003 (BRASIL, 2003a). As empresas tém o prazo até 31 de
julho de 2006 para se adequarem a RDC n ¢ 360/2003.

Um importante ponto que ndao € abordado claramente na Resolucdo RDC n®
360/2003 é a obtencao dos dados analiticos. Nao ha mencao se os dados podem ser
obtidos por meio de valores médios de dados de analise do produto ou por tabelas e
bancos de dados de composicdo de alimentos nacionais ou internacionais, conforme
orientava o regulamento anterior, a RDC n® 40/2001 (BRASIL, 2001b).

Tendo como referéncia a RDC n? 360/2003 em vigor, que permite uma variacao
de nutrientes com limite de tolerancia de + 20%, foram analisados o teor de gordura,
proteina e valor energético total (Tabela 8). As analises de gordura mostraram que
66,67% (10/15) dos valores rotulados estavam em desacordo com a legislacao, sendo
20% (3/15) com valores acima do limite superior e 46,67% (7/15) abaixo da faixa de
tolerancia permitida.

Para os teores de proteina, 60% (9/15) estavam fora da variacdo de + 20% ,
sendo que 53,3% (8/15) apresentavam valores abaixo do limite inferior e 6,70% (1/15)

apresentaram valores acima do limite superior.

Em relagdo ao valor energético total, 60% (9/15) das amostras estavam fora da
faixa de variacdo permitida, sendo 20% (3/15) acima do limite superior e 40% (6/15)

abaixo do limite inferior.

Os resultados revelam o ndo cumprimento da legislacao relativa a informacao
nutricional bem como o consequente prejuizo do consumidor que adquire, em geral,
produtos cujos rétulos apresentam informac¢des com variacdo superior ou inferior a 20%
ao valor declarado, e a necessidade de uma maior fiscalizacdo por parte dos 6rgaos

governamentais.
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Tabela 8. Distribuicido das marcas em fungao das diferencas entre valores experimentais
e declarados nos roétulos de ricotas

Amostras dentro da  Amostras com Amostras com
Informacao

variacdo permitida * valores abaixo do valores acima do
nutricional

(+20%) limite inferior limite superior
Proteina 6 8 1
Gordura 5 7 3
Valor Energético 6 6 3
Total

¥ a variagao permitida de + 20% é estabelecida na Resolugdo RDC n? 360/2003.
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4.2 Avaliacao da Qualidade Microbioldgica de Ricotas

4.2.1 Conformidade com os Padroes Legais

As amostras de ricota comerciais foram submetidas as andlises microbiolégicas
segundo os padrdes estabelecidos pela Resolucao RDC 12/2001 da ANVISA (BRASIL,

2001), complementados pela avaliacdo de B. cereus, bolores e leveduras.

A partir dos resultados experimentais apresentados no item 4.1.2, deste trabalho,
onde a totalidade das amostras de ricota foi classificada como “queijo de muita alta
umidade (=55%)”, foram utilizados os critérios microbiolégicos descritos no Tabela 9.

Tabela 9. Padrées microbioldgicos para queijo de muita alta umidade

Parametros Critérios
Coliformes a 45°C 5 x 102 UFC ou NMP/g
Estafilococos coagulase positiva / g 5 x 102 UFC ou NMP/g
Salmonella sp Auséncia em 25¢g
Listeria monocytogenes Auséncia em 25¢g

Fonte: Resolugao RDC 12/2001 (Brasil, 2001)

Os resultados das analises microbiolégicas das ricotas, segundo os padrdes
estabelecidos pela RDC 12/2001 sdo apresentados na Tabela 10, onde sao destacadas
as amostras nas quais foram obtidos valores em desacordo com o padréo estabelecido.

Do total de 45 amostras avaliadas, conforme mostra a Figura 2, 46,7% (21/45)
apresentaram-se em desacordo com o padréao regulamentar vigente e em todas os
limites maximos permitidos para coliformes termotolerantes foram superados. Apenas
2,2% (1/45) das amostras apresentaram contagens de estafilococos coagulase positiva
acima do limite e em 6,7% (3/45) foi observada a presenca de Listeria monocytogenes.
No entanto, em nenhuma amostra foi detectada a presenca de Salmonella.
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Em relagdo as empresas processadoras, 60,0% (9/15) apresentaram produtos
em desacordo. Dentre elas, apenas uma empresa se caracterizou por apresentar uma
amostra fora do padrao para estafilococos coagulase positiva e duas outras empresas

por apresentarem amostras com presencga de Listeria monocytogenes.

50,00%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00% Sal |
15,00% 220 0O Salmonella
10,00%

5,00%

0,00%

@ coliformes
E L. mono
O Esta.coag pos

Figura 2. Porcentagem de amostras em desacordo com os limites estabelecidos
pela Resolugdo RDC 12/2001.
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Tabela 10. Avaliacao microbioldgica de ricotas comerciais de acordo com os padrdes
da Resolucdo RDC n® 12/2001.

Estafilococos Coliformes Listeria Salmonella
Amostra  Coagulase  termotolerantes monocytogenes em25g
positiva (NMP/qg) em25¢g
(UFC/qg)
A1 <10° <3 Auséncia Auséncia
A2 <10%? <3 Auséncia Auséncia
A3 2,8x10° <3 Auséncia Auséncia
B1 <10° <3 Auséncia Auséncia
B2 <10%? 4,3 Auséncia Auséncia
B3 <107 <3 Auséncia Auséncia
C1 <10° <3 Auséncia Auséncia
c2 <10%? <3 Auséncia Auséncia
c3 <107 <3 Auséncia Auséncia
D1 <10° <3 Auséncia Auséncia
D2 <10%? <3 Auséncia Auséncia
D3 <10° <3 Auséncia Auséncia
E1 <10° 4,6 x 10° Auséncia Auséncia
E2 <10%2 2,4x10* Auséncia Auséncia
E3 <10° 2,4 x10* Auséncia Auséncia
F1 <10° <3 Auséncia Auséncia
F2 <10%2 <3 Auséncia Auséncia
F3 <10°? 4 Auséncia Auséncia
G1 <10° 2,4x10° Auséncia Auséncia
G2 <10%2 2,4x10° Auséncia Auséncia
G3 <102 43 Auséncia Auséncia
H1 <10° 2,4x10° Auséncia Auséncia
H2 <10%2 4,6 x 10* Auséncia Auséncia
H3 <102 2,4x10° Presenca Auséncia
11 <10° 2,4x10° Auséncia Auséncia
12 <10%2 2,4x10* Auséncia Auséncia
13 <102 4,6 x 10° Auséncia Auséncia
J1 <10° 2,4x10° Auséncia Auséncia
J2 <10%2 2,4 x 10° Auséncia Auséncia
J3 <102 46 x10° Auséncia Auséncia
K1 <10° <3 Auséncia Auséncia
K2 <10%2 1,1 x 10* Auséncia Auséncia
K3 <102 4,6 x 10° Auséncia Auséncia
L1 <10° <3 Auséncia Auséncia
L2 <10°% <3 Auséncia Auséncia
L3 <10° <3 Auséncia Auséncia
M1 <10° 2,4x10° Auséncia Auséncia
M2 <10°? 1,1 x 10° Auséncia Auséncia
M3 <10° 2.4 x10° Auséncia Auséncia
N1 <10° <3 Auséncia Auséncia
N2 4,7x10° 4,6 x 10° Auséncia Auséncia
N3 <10° <3 Auséncia Auséncia
o1 <10° 2,4x10° Presenca Auséncia
02 <10°% 2,4x10° Auséncia Auséncia
03 <102 4,6 x 10° Presenca Auséncia
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4.2.1.1 Coliformes termotolerantes

A presencga e o elevado nivel de coliformes termotolerantes tém sido relatados
em outros trabalhos cientificos (ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, 2002; CARVALHO,
2003; LOUGUERCIO; ALEIXO, 2001; MENENDEZ et al., 2001) envolvendo a producéao

de queijos a partir de leite cru ou que utilizam tratamentos térmicos mais brandos.

Embora a utilizacao de leite pasteurizado e a temperatura mais elevada na
coagulacao da massa (~90°C) utilizada no processamento de ricota criasse a
expectativa de produtos com menor grau de contaminagao, neste trabalho observou-se
uma elevada incidéncia de coliformes termotolerantes nas amostras, aonde 46,7%
(21/45) estavam acima do limite tolerado (5x10% NMP/g).

Os resultados aqui obtidos atestam a qualidade insatisfatéria das ricotas
comercializadas, fato este, ja evidenciado anteriormente por Raimundo (2004) que
detectou 83,3% de ricotas fora do padrao para coliformes termotolerantes e também por
Tebaldi et al. (2005) onde todas as trés marcas de ricota se apresentavam fora do
padrao legal. Isso evidencia a deficiéncia nas condicdes higiénico-sanitarias dos
estabelecimentos nacionais envolvidos na producgéo de ricotas e a necessidade de uma

atencao maior com as operacoes e condi¢coes pos-processamento térmico.
4.2.1.1 Estafilococos coagulase positiva

A presencga de estafilococos coagulase positiva nas amostras de ricotas foi
relativamente baixa (4,4%; 2/45) e apenas uma delas (1/45) fora do padrao legal, com
contagem de 4,7 X 103 UFC/qg.

Normano et al. (2005) analisaram 194 amostras de ricotas e destas 24,2 %
(47/194) estavam contaminadas com estafilococos coagulase positiva, sendo 6
identificada como S. aureus e 5 destas (83,3%; 5/6) foram produtoras das
enterotoxinas SEA e SED. Segundo o autor a contaminacgao se devia as condicdes
pds-processamento.
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4.2.1.3 Salmonella

Nas amostras analisadas, apesar dos elevados indices de coliformes
termotolerantes, verificou-se auséncia de Salmonella em 100% (45/45) das amostras.

Estes resultados corroboram com os obtidos por Raimundo (2004) e Cossendu

et al. (1997), que nao detectaram a presencga de Salmonella spp nas ricotas analisadas.

Tebaldi et al. (2005) detectaram Salmonella sp em uma das trés marcas de ricota
analisadas, sendo que esta também estava fora do padrao microbiol6gico para

coliformes termotolerantes.

Para sete amostras que apresentaram coldnias suspeitas, com reag¢ao positiva
nos testes bioquimicos preliminares em TSI e LIA, foi realizada identificagéo das
coldnias isoladas, através do Kit de identificacado rapida API-20E (Biomerieux®) sendo
identificado outros géneros da familia Enterobacteriaceae como Citrobacter, Serratia

marcenses e Escherichia coli.

Alguns fatores como a possivel competicao entre as diversas espécies
microbianas presente e o estresse gerado durante o processamento e estocagem do
produto podem justificar, em parte, o baixo potencial deste alimento para o crescimento
de Salmonella sp. (ROITMAM apud BARROS et al., 2004).

4.2.1.4 Listeria monocytogenes

Das 45 amostras de ricotas analisadas, 20% (9/45) foram positivas para Listeria
sp., compreendendo 6 estabelecimentos diferentes.

Foram isoladas 118 cepas tipicas de Listeria sp. referentes a 9 amostras e dentre
as espécies identificadas encontraram-se: L. monocytogenes em 6,7% das amostras
(3/45), L. grayi 2,2% (1/45), L. innocua 13,3% (6/45) , L. seeligeri 2,2%(1/45) e L.
welshimeri 6,7% (3/45) conforme mostra na Tabela 11.

A presenca de L. monocytogenes em 6,7% das amostras é um fato preocupante,
ja que este produto é consumido muitas vezes sem qualquer tipo de tratamento térmico,
em sanduiches naturais e patés, podendo causar surtos como aqueles descritos por
Makino et al. (2005), Linnan et al.(1988) e Gaulin et al. (2003) envolvendo o consumo

de produtos lacteos.
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Tabela 11- Espécies de Listeria isoladas de ricotas e sua distribuicao entre as
amostras analisadas.

Espécie isolada Amostras positivas % de isolados*

L. innocua F2, H1, H2, H3, K2 e N1 92/118
13,3% (78,0%)

L. monocytogenes H3, O1 e O3 13/118
6,7% (11,0%)

L. welshimeri F2, H2 e O1 6/118
(6,7%) (5,1%)

L. grayi O1 2/118
(2,2%) (1,7%)

L. seeligeri B2 5/118
(2,2%) (4,2%)

e n%de isolados / n? total de isolados de Listeria

A presenca de outras espécies de Listeria, como L. grayi, L. welshimeri,
L.seeligeri e L. innocua, também é preocupante pois revela que ha condi¢cdes potenciais
de instalacao e desenvolvimento de L. monocytogenes nestes produtos.

Segundo Tompikin (2002) ha a necessidade de uma resposta a presenca de
qualquer espécie de Listeria com o mesmo rigor dispensado a L. monocytogenes
através de procedimentos efetivos de higienizacdo para garantir o controle eficaz
desses microrganismos. A contaminagdo por listeria parece estar relacionada a
contaminacdao ambiental na industria pela ndo aplicacdo de um programa efetivo de
boas praticas de manufatura.

Kabuki (2004) rastreou Listeria em plantas de producdo de queijos frescos,
detectando elevada contaminacao por L. monocytogenes em pisos e drenos, com 30%
e 20,6% , respectivamente, de amostras positivas.

Rocha (2004) analisou 120 amostras de superficies de ambientes e
equipamentos de laticinio produtor de queijo Minas frescal, e verificou que 17,5% delas
apresentaram resultados positivos para Listeria. As seguintes espécies foram
encontradas: L. grayi (drenos); L. welshimeri (piso e bomba de transporte de soro); L
.Innocua (piso e mesa da sala de coagulacdo e piso da camara fria) e L. seeligeri

(dreno, piso, tanque de coagulagao e piso da camara fria).
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4.2.2 Avaliacao microbiolégica complementar

Além dos parametros microbiolégicos definidos pela Resolugcdo RDC n®12/2001,
no presente trabalho pesquisou-se também outros microrganismos que pudessem
servir como parametro de avaliacdo das condigdes higiénicas no processamento de
ricota, como os bolores, leveduras e Bacillus cereus. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 12.

4.2.2.1 Bolores e leveduras

Os resultados da contagem de bolores e leveduras, conforme mostra a Tabela
12, revelam além da elevada ocorréncia - 47,5%(19/40) das amostras contaminadas por
bolores e 97,5% (39/40) por leveduras — o0 elevado grau de contaminagao- (97,5%) das
amostras com contagens acima de 2,3 x 10° UFC/g (Figura 3 e Figura 4)

Embora a presenca de leveduras possa representar uma contribuicao positiva no
desenvolvimento do sabor durante a maturacdo de alguns queijos, em outros, pode
atuar negativamente ao favorecer a deterioracdo, causar produgdo excessiva de gas,

aumentar a acidez, promover mudancas na textura e sabor amargo e de ranco.
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Tabela 12 Resultados obtidos nas determinag¢des microbiolégicas complementares a
Resolucao RDC n®12/2001.

Contagem (UFC/g)

Estafilococos

Amostra
Bolores Leveduras B .cereus coagulase
negativa
A1 - - <10° <10°
A2 3,0x10°% 22x10° <10°% <10°%
A3 <10°? 3,8x10° 1,2 x10* <10°%
B1 - - <10°% 6,3x10°
B2 40x10°2 30x10° 20x102 <10°%
B3 <10°? 37x10° 3,0x10°2 <10°%
C1 - - 5,3x 10 °(1,3 x10°%)? 22x10°
c2 40x10° 1,4x10° 24x10° 2,5x10°
Cc3 <10°% 41x10° L3x125 5,3x196
D1 - - <10 <10
D2 <10°% 75x10° <10°% <10°%
D3 <10°? <10°% 1,0x10°% <10°%
E1 - - 3,4x10° 6,3 x 10*
E2 6,6 x10° 55x10° 1,0x10°% 1,9x10°
E3 30x10° 1,5x10" <10°% 1,3x10°
F1 16x10* 1,8x10° 6,4x10° 22x10°
F2 <10°? 1,6x10° <10°% 6,2x10*
F3 <10°? 36x10° 1,0x10°2 1,3x10*
G1 46x10° 1,9x10° <10°% <10°%
G2 <10°? 30x10° 6,7x10* 4x10*
G3 25x10° 36x10° <1072 <10°%
H1 51x10° 81x10° 6,0x10°2 78x10°
H2 20x10* 1,5x10° <10°% <10°%
H3 1,0x10* 73x10° <10°% 1,4x10°
1 6,0x10* 80x10° 40x10° 8,4 x 10"
12 2610 1,4x10° 49x10* <10°%
13 <10°? 43x10° 1,5x10* 26x10°
J1 40x10* 35x10° 43x10° 26x10*
J2 20x10°% 1,3x10° <10°% 88x10*
J3 <102 1,5x10° <10°% <10°%
K1 51x10° 2,4x10" <10°% <10°%
K2 <10°% 1,8x10° <10°? 81x10°
K3 1,7x10° 9,0x10’ <10°% <10°%
L1 1,0x 1072 1,0x 10" <10°% <10°%
L2 <10°% 23x10° <10°% <10°%
L3 <10°? 75x10° <10°? 47x10°
M1 53x10° 28x10* 8,4x10° 1,9x10°
M2 <10°? 70x107 1,2x10° 30x10°
M3 <10°% 30x10* <10°% 6,6x10°
N1 <10°? 28x10° 1,0x102 <10°?
N2 <10°? 4,0x10* <10°? <10°?
N3 <10°? 31x10° 27x10° 1,6x10°
01 <10°% 36x10* <10°? <10°%
02 <10°% 37x10* 1,4x10* <10°%
03 <102 6,7x10° 1,0x 1072 <10°%

2 entre parénteses, resultado da determinacao de B. cereus psicrotrofico.
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Figura 3 — Distribuicdo da contagem de bolores em 40 amostras de ricotas
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Figura 4 - Distribuigcdo da contagem de leveduras em 40 amostras de ricotas.

No caso especifico da ricota, altas contagens destes microrganismos sao

criticas para a estabilidade e vida de prateleira, e indicam falta de higiene na
fabricagéo.
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Raimundo (2004) constatou que 100% (6/6) das amostras de ricotas analisadas
continham fungos filamentosos e leveduras, tanto na data de fabricagdo como no
término da vida Gtil do produto, com contagens variando de 9,0 x 10° UFC/ g a 5,4 x 10®
UFC/g.

4.2.2.2 Bacillus cereus

A contagem de B. cereus em amostras de ricotas pode ser observado na Tabela
12. Do total de amostras analisadas, 51,1% (23/45) delas apresentaram-se positivas

para o microrganismo, correspondendo a 13 diferentes marcas.

Foram isoladas 134 colbnias tipicas de Bacillus cereus englobando tanto as
mesofilas quanto as psicrotréficas. Apds os testes, conforme descrito por Bennet e
Belay (2001), para a confirmagao de inclusdo no grupo de B. cereus, 79,1% (106/134)
das col6nias foram confirmadas como sendo de B. cereus; totalizando 51,1% (23/45) de
amostras positivas para B. cereus mesofilo, representando 13 marcas diferentes e 1
amostra (2,2%) positiva para B.cereus psicrotrofico.

Conforme pode ser visualizado na Figura 5 as contagens variaram de 10%a 10°
UFC/g, sendo que 28,9% (13/45) encontraram-se entre 10* & 10° UFC/g, fato este
preocupante, pois os alimentos associados aos surtos diarréicos por B. cereus
normalmente sdo ricos em proteinas, como produtos lacteos, com contagens entre 10°

e 10’ células ou esporos /g ou ml .

Cosseddu (1997), analisou 32 amostras de ricotas na Italia, detectando B. cereus
em 6,25% (2/32) das amostras.

A presenca de B. cereus em ricotas pode ocorrer devido a diversos fatores, como
elevada resisténcia térmica dos esporos ao calor, estocagem do alimento em
temperatura inadequada, e contaminagao do leite utilizado na fabricagédo e do ambiente

onde o queijo é processado.
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Figura 5: Faixas de contagens de B. cereus nas 45 amostras analisadas

Rocha (2004) encontrou B. cereus em superficies de ambientes (plataforma de
recepcao, sala de tanques, camaras frias), equipamentos (bombas de transporte de
soro) e utensilios (liras de inox, formas de queijo, bandejas, caixas de expedigdo) em
industria processadora de queijo Minas frescal e enfatizou a importancia da
higienizacdo da bomba de transporte de soro que serviria justamente a fabricacdo de
ricota.

Lin et al. (1998) pesquisou B.cereus em leite pasteurizado e no ambiente do
laticinio e, concluiu que embora 0 ambiente fosse uma fonte potencial de contaminagéo,
a principal causa da presenca de B. cereus no produto final era devido a contaminacao
inicial do leite cru.

Apesar da literatura apresentar poucas pesquisas envolvendo B. cereus com
caracteristica psicrotréfica, acreditamos que deveria existir uma preocupagdo maior por
parte da industria de alimentos, principalmente em relacdo aos pratos prontos para

consumo e outros produtos que séo estocados a temperatura de refrigeragéo.

Em nosso trabalho, apenas uma cepa de B. cereus foi capaz de crescer a
temperatura de 7°C, atigindo uma contagem elevada (1,3x10° UFC/g).
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Dufrenne et al. (1994) pesquisando 31 cepas de B. cereus isolados de varias
fontes como leite, arroz, produtos derivados de ovos e batatas, constataram que 17%

eram capazes de crescer a temperatura <7°C e produzir enterotoxinas.

Dufrenne et al. (1995) isolaram doze cepas de B.cereus, diferentes produtos
como leite, envolvidos em surtos alimentares, e capazes de crescer a 7 °C. O tempo de
geracao a 7° C, variou de 9,4 a 75,2 h em leite e caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth),
demonstrando o potencial desses microrganismos psicrotréficos crescerem
rapidamente a temperatura de refrigeracao. Estas mesmas cepas foram 100% positivas

para producao de enterotoxinas diarréica em caldo BHI.

Van Netten et al. (1990) pesquisaram cepas relacionadas a surtos devido a B.
cereus na Espanha e Holanda e verificaram que as mesmas produziam enterotoxinas
em 24 dias quando incubadas a 4 °C, 12diasa7°C e 48 ha 17 °C.

A completa eliminacdo de B. cereus de ambientes onde se processam produtos
lacteos € muito dificil, pois esta bactéria, tanto na forma vegetativa quanto esporulada,
encontra-se amplamente disseminada no ambiente. Além disso, 0s esporos s&o
hidrofébicos, com capacidade de adesao as superficies que contatam o alimento; ha a
formacao de biofilmes de dificil remocao e também pasteurizagdo do leite (o qual € uma
das fontes de contaminagdo da ricota) é insuficiente para destruicdo dos esporos que
ali permanecem (PENG et al., 2002; LIN et al.,1998; PIIRTTIJARVI et al., 1998;
ANDERSSON et al.,1995).

A estocagem a baixas temperaturas (<4°C), a higienizacdo criteriosa dos
equipamentos, utensilios e ambiente e o controle da matéria-prima (leite) séo
essenciais para impedir que estes microrganismos alcancem niveis suficientes (dose
infectiva) para causar doencas . Portanto a qualidade microbioldgica deste produto,
esta diretamente relacionada as Boas Praticas de Fabricacdo, desde a obtencao da
matéria prima, passando pelas diversas etapas de processamento e distribuicao.

Na legislagéo brasileira (RDC 12/2001), a definigdo de B. cereus como critério
microbiolégico é restrito a algumas classes de alimentos principalmente a base de

cereais e derivados com limites variando de 5x10% a 5x10° UFC/g. Assim, em fungao
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dos resultados e da discussao apresentados neste trabalho fica a sugestéo para que B.
cereus seja definido como critério microbiologico para leites pasteurizados e derivados.

4.2.2.3 Estafilococos coagulase negativa

Apesar da incidéncia de estafilococos coagulase positiva ter sido relativamente
baixa, uma analise complementar revela um fato preocupante, que foi a constatagao de
um elevado indice de amostras (51,1%; 23/45) com a presenca de estafilococos
coagulase negativa (Tabela 12). A importancia deste dado estd relacionada a
capacidade potencial destas cepas em produzir toxinas, as quais ja foram

correlacionadas a surtos de intoxicagdo alimentar (PEREIRA, PEREIRA, 2005).

Segundo Rozand et al. (1996), onze de 187 cepas de estafilococos coagulase
negativa isoladas de queijos, soro e leite de cabra eram enterotoxigénicas. Chou e
Chen (1997) observaram que S. warnei CCR 12929, uma cepa coagulase negativa,

apresentou capacidade de producao das toxinas SEA e SED.

4.2.2.4 Relacao entre prazo de validade, condicoes de estocagem e
qualidade microbioldgica

O panorama global da qualidade microbiolégica das amostras de ricotas em
nosso trabalho, mostrando o quadro preocupante em que o0s produtos sao
apresentados ao consumidor nos conduz a uma reflexdo sobre as informagbes
obrigatérias dos rétulos, em particular aquelas relativas aos prazos de validade e

condicdes de estocagem dos produtos.

Neste trabalho, as andlises microbioldgicas foram realizadas apds 9 a 15 dias da
data de fabricacdo conforme descricdo aposta nos rotulos dos produtos. Nestas
condi¢Oes, os resultados apresentados na Tabela 10 revelaram porcentagem muito
elevada de amostras (46,7%) em desacordo, com a Resolucao RDC 12/2001 (BRASIL,
2001a) que trata dos padrbées microbiolégicos.

Esse quadro é preocupante tendo em vista que nos rétulos das amostras de
ricotas avaliadas, os prazos de validade variavam de 17 a 60 dias e a temperatura de

estocagem recomendada situava-se entre 8 a 10 °C (Tabela 13); também foi observado
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a falta de uniformidade nos prazos de validade entre amostras de uma mesma marca
(amostras B, C, E, G, |, K). Estes parametros sdo determinados pelas proprias
industrias produtoras e em alguns casos definidos por critérios préprios, como tempo
necessario de transporte a outras localidades, que nao refletem critérios técnicos de
qualidade e seguranca dos alimentos.

Os prazos de validade fixados pelos produtores em geral estdo acima da
durabilidade média relatada, assim como a temperatura de estocagem. Carminatti et al.
(2002), utilizaram onze amostras provenientes de trés industrias diferentes e avaliaram
a vida de prateleira das ricotas a 4 °C, 8°C e 12 °C, estas duas ultimas consideradas
como temperatura de abuso. As analises microbiolégicas (coliformes, micrococos,
enterococos, leveduras, bactérias psicrotroficas e Listeria), mostraram que a ricota €
altamente perecivel a temperatura acima de 4 °C e apenas ricota com alta qualidade
microbiolégica poéde suportar 7 dias a 4 °C; quanto as amostras estocadas a 8 e 12 °C,
a vida de prateleira foi reduzida a 2 dias. Modler e Emmons (2001) preconizaram uma
vida de prateleira para ricota de duas a quatro semanas, pela sua alta perecibilidade.
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Tabela 13 Prazo de validade e temperatura de
estocagem descritos nos rotulos das amostras de ricotas.

Amostra IFA?® Prazo de Temperatura
validade recomendada
Al 15 45 Até 10° C
A2 14 45 Até 10° C
A3 14 45 Até 10 °C
B1 9 20 Até 8°C
B2 8 20 Até 8°C
B3 8 30 Até 8° C
C1 9 19 Até 8°C
c2 9 19 Até 8°C
C3 14 25 Até 8° C
D1 11 29 Até 10° C
D2 14 29 Até 10° C
D3 9 29 Até 10° C
E1 11 18 Até 8 °C
E2 15 20 Até 8°C
E3 14 21 Até 8° C
F1 12 45 Até 8°C
F2 11 49 Até 8°C
F3 13 45 Até 82 C
G1 14 60 Até 8°C
G2 8 30 Até 8°C
G3 15 61 Até 82 C
H1 10 30 Até 82 C
H2 14 30 Até 8°C
H3 15 30 Até 8°C
1 12 28 Até 10° C
12 13 30 Até 10° C
13 7 31 Até 10° C
J1 11 20 Até 8°C
J2 9 20 Até 8°C
J3 15 20 Até 8°C
K1 12 18 Até 8°C
K2 9 19 Até 82 C
K3 15 23 Até 8° C
L1 12 17 Até 82 C
L2 12 17 Até 82 C
L3 14 17 Até 8° C
M1 10 60 Até 10° C
M2 14 60 Até 10° C
M3 13 60 Até 10° C
N1 10 46 Até 82 C
N2 14 46 Até 82 C
N3 12 46 Até 8° C
O1 11 30 Até 82 C
02 11 30 Até 82 C
03 10 29 Até 8° C

?Intervalo de tempo (dias) entre a fabricagdo e a andlise das amostras.
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4.3 AVALIACAO DE FATORES DE RISCOS ASSOCIADOS AS
AMOSTRAS DE RICOTAS COMERCIAIS

4.3.1 Enterotoxina estafilocdcica pré-formada nas ricotas

comercias

Foram analisadas 45 amostras de ricotas comerciais, quanto a presenca de
enterotoxinas estafilococicas pré-formadas e em 100% (45/45) os resultados dos testes
foram negativos. As contagens de estafilococos variaram de 102 a 10° UFC/g (Tabela
10 e Tabela 12), sendo assim com o decorrer da vida de prateleira dos produtos, uma
populacdo na ordem de 10° ou mais UFC de estafilococos enterotoxigénico por grama
de alimento poderia ser atingida e, portanto chegar a produzir toxinas em niveis
detectaveis e suficiente para causar intoxicagdo (BENNETT; LANCETTE, 2001).

A temperatura de refrigeracdo € um fator limitante para a producdao destas
toxinas, com maior producdo a 37°C (OLIVEIRA, 1999). Este fato reforca a importancia
da conservacao a temperaturas abaixo de 4 °C e o perigo da utilizagdo deste produto
na preparacao de pratos que podem permanecer expostos durante longos periodos a

temperatura ambiente, tais como patés.

4.3.2 Producdao de enterotoxinas por isolados de estafilococos
coagulase positiva e negativa

Em uma primeira etapa, foram selecionados 147 isolados presuntivos de
estafilococos, de 34 amostras que foram submetidas ao teste de crescimento em agar
Furazolidona para diferenciacdo entre cepas de estafilococos e de micrococos, ja que
as demais provas, como coloracdo de gram, teste de catalase e coagulase, ndo eram

conclusivas na diferenciacdo das mesmas.

Do total de isolados, 62,6% (92/147), representando 30 amostras, foram
classificados como micrococos e 37,4% ,(55/147), como estafilococos, representando
21 amostras. Estes resultados demonstram a importancia da diferenciacéo entre estes
dois géneros muito similares, e que poderia resultar em uma falsa identificacdo e

contagem.
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Num segundo momento, os 55 isolados de estafilococos coagulase positiva e
negativa foram testados quanto a producéo de enterotoxinas, e destes, 23,64% (13/55),
representando 11 amostras foram positivos ao kit VIDAS SET "Staph enterotoxin”
(Biomerieux). Dentre os 13 isolados positivos, quatro eram coagulase positiva e 9

coagulase negativa (Tabela 14).

Até o momento, na epidemiologia dos surtos de intoxicag¢ao estafilococica, pouca
importancia tem sido dada as espécies coagulase negativa, embora haja dados na
literatura relatando tanto cepas produtoras de enterotoxinas, quanto surtos de
intoxicacdo alimentar, causadas por estafilococos coagulase negativa, que reforca o
perigo que estes microrganismos representam para a populagédo (PEREIRA, PEREIRA,
2005).

Outra observacao importante que se pode ressaltar € que quatro isolados
coagulase positiva e seis isolados coagulase negativa apresentaram resultados
negativos ao teste de lecitinase, cuja reacao é caracteristica dos estafilococos; além
disso, as colénias ndao apresentaram dimensdes caracteristicas (2-3 mm). Este dado é
preocupante, pois a ndo observacao do halo de lecitinase e do tamanho caracteristico
da col6nia, pode conduzir a leitura como pertencente a uma colbénia atipica, sendo
entdo desconsiderada na contagem ou na sequéncia das provas bioquimicas e/ou de
producédo de enterotoxinas. Isto demonstra que a analise de rotina, na determinacgéo de
estafilococos coagulase positiva é deficiente, podendo ser descartados microrganismos

potencialmente produtores de enterotoxinas

Oliveira (1995) constatou que alguns isolados do género Staphylococcus
apresentaram reacdo negativa ao teste de catalase e foram produtores de
enterotoxinas. As bactérias do género Staphylococcus sao catalase positiva.
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Tabela 14. Caracteristicas dos estafilococos produtores de enterotoxinas isolados de
amostras de ricotas.

Isolados Amostra Contagem Teste de Teste de kit ViDAS

(UFC/g) Catalase Coagulase SET”(vt)®
1 A3 2,8 X 102 positiva positiva positivo (1.55)
2 A3 2,8 X 10? positiva positiva positivo (1.55)
3 A3 2,8 X 10? positiva positiva positivo (1.95)
4 E2 4,7 x10° positiva negativa positivo (1.56)
5 F3 1,24 x 10° positiva negativa positivo (2.00)
6 H3 2,33 x 10° positiva negativa positivo (2.01)
7 11 8,4 x 10° positiva negativa positivo(2.03)
8 13 1,07 x 10° positiva negativa positivo(2.07)
9 J1 2,9 x10* positiva negativa positivo (2.00)
10 J2 8,8 x 10° positiva negativa positivo (1.54)
11 K2 8,1 x 10* positiva negativa positivo (1.99)
12 K3 1,35 x 10° positiva negativa positivo (2.00)
13 N2 4,7 x10° positiva positiva positivo (2.01)

& valores do teste (vt) > 0.13, considerado positivo para a presenca de enterotoxina
(VIDAS Staph Enterotoxin ; Biomerieux®)
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Segundo Bennet (1996), sete colbnias de estafilococos, atipicas em agar BP,
foram produtoras de enterotoxinas dos tipos A, B e C, e algumas destas, também foram
coagulase, lisozima e Tnase negativa, 0 que demonstra que o comportamento
metabdlico destes microrganismos pode variar, mas mesmo assim, continuam com a

capacidade de producéo de enterotoxinas.

A técnica de isolamento em Baird Parker (BP) nem sempre detecta células
injuriadas pelo tratamento térmico, freqlentemente utilizado no processamento dos
alimentos (BERGDOLL,1990 apud SANCHEZ et al, 2003).

A deteccao de enterotoxinas pré-formadas nos alimentos e a capacidade dos
isolados produzirem estas toxinas seria o ideal para prevenir e controlar as intoxicagoes
alimentares causadas por estas toxinas. Os métodos de deteccao de enterotoxinas
estdo em constante desenvolvimento, sendo os mais freqientemente utilizados os de
imunodifusdo, imunoaglutinacdo, radioimunoensaio e a técnica de ensaio enzimatico
(EIA). Entre os varios métodos utilizados, o método ELISA tem sido largamente
empregado, em kits rapidos, mas sdo importados e de valor considerado inacessivel
para os laboratérios de controle de alimentos, assim como as técnicas baseadas na
manipulagdo do material genético (DNA e RNA) que também tem sido uma alternativa
desenvolvida e aprimorada para os estafilococos (SANCHEZ et al., 2003; TAMAPURU
et al., 2001). Entretanto, em geral, o diagnédstico de intoxicacédo estafilocécica continua
sendo realizado através da contagem de colbnias e identificacao bioquimica das cepas
isoladas dos alimentos suspeitos.
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4.3.3 Enterotoxinas e perfil toxigénico de Bacillus cereus isolados

de amostras comerciais de ricotas

Foram isoladas 134 colénias presuntivas de B .cereus a partir de amostras de
ricotas comerciais, sendo estas submetidas a testes de confirmacao e identificacao,

onde, 106 colbnias foram identificadas como pertencentes a B. cereus.

Na avaliacdo de Bacillus cereus mesofilo, 53,3% das amostras (24/45),
provenientes de 13 marcas diferentes, apresentaram este microrganismo enquanto que,

o Bacillus cereus psicrotrofico, apresentou-se em 2,2% das amostras (1/45).

Destes isolados, 42 (39 mesdfilos e 3 psicrotréficos) foram analisados
quanto ao potencial enterotoxigénico através do kit Tecra BDE-VIA e da pesquisa de
genes codificadores de enterotoxinas pela PCR (Tabela 15).

Os trés genes que codificam a hemolisina BL (hblA, hblD e hbIC) foram
detectados em 26,2% (11/42) dos isolados; 45,22% (19/42) apresentaram um ou dois
genes e nenhum dos trés genes foram detectados em 28,58% (12/42) dos isolados.

Varios estudos publicados ao longo dos anos tém demonstrado que a
maior parte das cepas de B. cereus sao capazes de produzir NHE; embora, apenas
cerca de 50% de HBL sao detectados (HANSEN, HENDRIKSEN,2001; VELD et
al.,2001).

Borge et al. (2001) constataram que duas cepas isoladas de surtos alimentares
eram HBL negativo.

Os trés genes que codificam o complexo NHE (nheA, nheB, nheC) foram
detectados em 80,9% (34/42) dos isolados e 19,1% (8/42) apresentaram um ou dois

desses genes que codificam o complexo.

As trés proteinas do complexo NHE sdo necessarias para a maxima
atividade citotéxica, embora a combinagcédo de duas delas em elevados niveis, ja seja
suficiente para promover a atividade citotéxica (GRANUM; LUND, 1997).
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Tabela 15 . Perfil toxigénico de cepas de B. cereus isoladas de ricotas

Complexo genético Teste
Perfil Ne de HBL® NHE? ELISA®
isolados hblA  hbID  hbIC nheA nheB nheC Positivo
(marcas) N®
Perfil | 10 - + - + + + 6
(IL,M,C,G,0,D)
Perfil Il 11 + + + + + + 10
(F,C,A,0,])
Perfil 1l 8 - - - + + + 8
(H,B,G,N)
Perfil IV 3 - - - - + + 3
(N,C)
Perfil V 1 + - - + + + 1
(B)
Perfil VI 2 - + + + + + 1
( CE)
Perfil VII 1 - - - + - + 1
(J)
Perfil VIII 1 - + - - + + 1
(G)
Perfil I1X 2 - + + - + + 2
(J;M)
Perfil X 2 + + - + + + 2
(M, N)
Perfil XI 1 + + - - + + 1
(N)
2 + : foi observado produto com peso esperado; -: ndo foi observado produto do PCR com peso
esperado.

*KIT Tecra BDE-VIA. Resultados obtidos conforme instru¢des do fabricante.
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A pesquisa para caracterizagdo molecular de 42 cepas de B. cereus, atrav[es da
técnica PCR, dos complexos NHE e HBL resultou na identificacdo de 11 perfis
toxigénicos distintos. Dentre eles os isolados psicrotroficos apresentaram os perfis | e
VI. A heterogeneidade das cepas de B. cereus quanto a presenca de fatores de
viruléncia atesta o dinamismo da sua ecologia e o alto potencial enterotoxigénico dos
isolados

Os ensaios com o kit Tecra BDE-VIA, que detecta a proteina codificada
pelo gene nheA(45 KDa) do complexo NHE (Lund; Granum, 1996), revelaram que
85,7% (36/42) dos isolados de B.cereus produzem esta toxina. Nenhuma das cepas
psicrotroficas apresentou resultado positivo neste teste, apesar do gene nheA ter sido
detectado nestes isolados pela PCR. O mesmo ocorreu com 3 outros isolados
mesofilos. O kit BDE detecta a presenca de enterotoxinas em concentracées de até
ing por ml, segundo o fabricante, e pode nao ter sido sensivel o suficiente para
detectar a quantidade de proteina (nheA) nas cepas psicrotroéficas.

Em contrapartida, o gene nheA né&o foi detectado em 7 dos 36 isolados
positivos para o teste Tecra BDE-VIA (Tabela 15). Este teste, detecta, além da proteina
45 kDa, o componente protéico 105 kDa do complexo NHE, embora com sensibilidade
dez vezes menor (LUND; GRANUM, 1996). O gene nheC, que codifica esse
componente, foi detectado nesses isolados que se apresentaram positivos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Soares (2004), que dos 61,4%
dos isolados de B. cereus produtores de enterotoxinas segundo teste positivo pelo kit
Tecra BDE-VIA, em oito deles n&o foi isolado o gene nheA.

Guinebretiere et al. (2002) avaliaram o perfil toxigénico de 51 cepas de B. cereus
(isoladas de casos de toxinfeccoes alimentares), das quais onze isolados também

foram negativos para o teste, apesar do gene nheA ter sido detectado.

Dufrenne et al. (1994) pesquisando 31 cepas de B. cereus obtidas de varias
fontes como leite, arroz, produtos derivados de ovos e batatas, constataram que 17%
eram capazes de crescer a temperatura < 7° C e estas foram produtoras de

enterotoxinas pelo teste Tecra BDE-VIA.
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Tabela 16. Comparacao entre os resultados obtidos através da técnica PCR para o gene
nheA e o imunoensaio Tecra BDE-VIA para B. cereus

Relacao N¢ de isolados %
nheA + / Tecra - 6 14,3%
nheA -/ Tecra + 7 16,7%
nheA +/ Tecra + 29 69,0%

Total 42 100%

Um fato preocupante é que 78,6%% (33/42) dos isolados aqui analisados eram
provenientes de amostras de ricotas cuja contaminagao por B. cereus encontravam-se
na faixa de 10* a 10° UFC/g, condicdo esta muito préxima & surtos diarréicos por B.
cereus ja relatados envolvendo alimentos ricos em proteinas, como produtos lacteos e

que apresentavam com contagens entre 10° e 10’ células ou esporos /g ou ml.

Conforme ja discutido anteriormente uma das alternativas para o controle efetivo
da contaminacao por B. cereus seria a adocao das BPF e particularmente o emprego
de temperaturas de estocagem < a 4 ° C, o que evitaria também a germinacado dos
esporos e producdo de enterotoxinas (RUSUL;YAACOB,1995, Van NETTEN et al.
1990).
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4.3.4 Patogenicidade das cepas isoladas de Listeria

monocytogenes

Das 135 cepas de Listeria spp, isoladas de 9 amostras de ricota, 30 foram
analisadas pelo KIT API Listeria (Biomerieux ®), e 105 pelas provas bioquimicas
recomendadas pelo Health Products Food Brand, do Canada (PAGOTTO et al., 2001).

Treze isolados foram positivos para Listeria monocytogenes pelo kit API
Listeria®. Estes, foram subtipados utilizando a andlise alélica dos genes de viruléncia
actA e hly por PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento do fragmento de restrigao).

O gene actA tipo 4 foi encontrado em todos os isolados, ndo sendo encontrado
o tipo 3. O gene hly encontrado foi sempre do tipo 1. A andlises dos tipos de actA e hly
nos permite separar a L. monocytogenes em trés linhagens. Os isolados de Listeria
monocytogenes apresentaram-se como pertencentes a linhagem | (Tabela 17).

Os estudos de polimorfismo alélico dos genes de viruléncia (WIEDMANN et
al.,1997; MORIISH et al.,1998) revelaram que o gene actA apresenta 2 alelos
denominados tipos 3 e 4.

Segundo Wiedman et al. (1997) a linhagem | contém cepas dos sorotipos 1/2b,
3b, 3c e 4b, associados a ocorréncia de surtos e casos de listeriose em humanos,
sugerindo um maior potencial patogénico ao homem quando comparado as outras
linhagens.

Jeffers et al. (2001) ao avaliar 195 isolados (humanos, animal, ambiente e
alimento), encontrou os alelos de hly tipo 1 € 2 sendo os mais comuns. O alelo hly
tipo 1 representou 64,7% dos isolados humanos. Entre os tipos alélicos de actA, nao
houve diferencas na distribuicdo entre os isolados.

Kabuki (2004) ao analisar 36 isolados de L. monocytogenes de amostras de
plantas de processamento de queijo fresco tipo latino, encontrou que 24 pertenciam a
linhagem | ( actA tipo 4 e hly tipo 1).
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Tabela 17. Subtipagem dos treze isolados de Listeria monocytogenes

Isolados actA hly Linhagem

(Amostra) tipo tipo
1(01) 4 1 |
2 (01) 4 1 |
3(01) 4 1 I
4 (01) 4 1 |
5 (01) 4 1 |
6( O1) 4 1 I
7 (H3) 4 1 |
8 (H3) 4 1 I
9 (03) 4 1 |
10 (03) 4 1 |
11 (03) 4 1 |
12 (03) 4 1 |

13 (03) 4 1 |
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APENDICE A

Lista de ingredientes e informacao nutricional das 15 marcas de ricotas

analisadas.

Marca A - ingr.: soro de queijo, leite pasteurizado e acidulante &cido citrico

Porcéo — 50g
Valor calérico 100kcal (4% VD)
carboidrato 0g (0% VD)
Proteina 79 (14% VD)
Gordura total 11g (14% VD)
Gordura saturada 79 (28% VD)
Colesterol 40mg (13% VD)
Fibra Og (0% VD)
Célcio 310mg (40% VD)
Ferro Og (0% VD)
Sddio 160mg (6% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.

Marca B — .: soro de queijo leite pasteurizado, acido acético glacial

Porcéo — 30g
Valor calérico 35kcal (2% VD)
carboidrato Og (0% VD)
Proteina 4,0g (5% VD)
Gordura total 2,09 (4% VD)
Gordura saturada 1,09 (5% VD)
Gordura trans - -
Fibra alimentar Og (0% VD)
Sdédio 161mg (7% VD)

VD — referéncia em 2.000kcal.

Marca C - ingr.: soro de queijo leite pasteurizado, 4cido latico (acidulante), cloreto de
célcio e clorofila.

Porcédo — 50g

Valor calérico 100kcal (4% VD)
carboidrato Og (0% VD)
Proteina 79 (14% VD)
Gordura total 11g (14% VD)
Gordura saturada 79 (28% VD)
Colesterol 40mg (13% VD)
Fibra Og (0% VD)
Célcio 310mg (40% VD)

Ferro Og -
Sddio 160mg (7% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.
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Marca D - ingr.: soro fresco, leite pasteurizado desnatado, acido latico, sorbato potassio
Porcédo — 50g

Valor calérico 75kcal (3% VD)
carboidrato Og -
Proteina 79 (14% VD)
Gordura total 59 (6% VD)
Gordura saturada 39 (12% VD)
Colesterol 26mg (9% VD)
Fibra Og -
Calcio 111mg (14% VD)
Ferro Og -
Sodio 71mg (3% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.

Marca E - ingr.: leite, fermento latico, coalho e sal

Porcéo — 30g

Valor calérico 96kcal (13,84% VD)

carboidrato Og -

Proteina 7,5 kcal (15% VD)

Gordura total 7,5 kcal (9,37% VD)
Gordura saturada 4,89 (19,2% VD)
Colesterol 31,50mg (10,5% VD)

Fibra - -
Célcio 237mg (23,62% VD)
Ferro Menor que 1 Menor que 1
Sédio 258,62mg (10,77% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.

Marca F - ingr.: soro fresco de leite, leite integral pasteurizado, cloreto de sodio e acido
citrico

Porcao — 50g

Valor calérico 100kcal (4% VD)

carboidrato Og -
Proteina 79 (14% VD)
Gordura total 119 (14% VD)
Gordura saturada 79 (28% VD)
Colesterol 40mg (13% VD)

Fibra - -
Célcio 910mg (40% VD)

Ferro Og -
Saodio 180mg (7% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.
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Marca G - ingr.: soro de queijo, leite pasteurizado, sal, acido latico, hidréxido de calcio

Porcédo — 50g
Valor calérico 80Kcal (4% VD)
carboidrato 2,09 (0,5% VD)
Proteina 6,59 (13% VD)
Gordura total 5,59 (7% VD)
Colesterol - (0% VD)
Fibra Og -
Célcio 100mg (15% VD)
Ferro 0mg (0% VD)
VD - referéncia em 2.500kcal.
Marca H - ingr.: soro de leite, leite integral, sal e acido latico.
Porcédo — 30g
Valor calérico 90kcal (4% VD)
carboidrato 29 (1% VD)
Proteina 69 (12% VD)
Gordura total 69 (7% VD)
Gordura saturada 49 (16% VD)
Colesterol 25mg (8% VD)
Fibra Og -
Célcio 103mg (13% VD)
Ferro 0,2mg (1% VD)
Sdédio 45mg (2% VD)
Outros minerais img -
Vitaminas 1mg -

VD — referéncia em 2.500kcal.

Marca | - ingr.: soro de leite, leite pasteurizado e acidulante HlI

Porcéo — 100g

Valor calérico 140kcal
Proteina 12,59
Gordura 109
Outros minerais 3,69

VD - referéncia em 2.500kcal.
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Marca J - ingr.: soro de leite, leite e acidulante H VIII

Porcédo — 30g
Valor calérico 100kcal (4% VD)
carboidrato 0g -
Proteina 79 (14% VD)
Gordura total 11g (14% VD)
Gordura saturada 79 (28% VD)
Colesterol 40mg (13% VD)
Fibra Og -
Célcio 310mg (40% VD)
Ferro Og -
Sodio 160mg (7% VD)
VD — referéncia em 2.500kcal.
Marca K - ingr.: leite pasteurizado e soro
Porcédo — 30g
Valor calérico 40kcal
carboidrato <1g
Proteina 49
Gordura total 39
Gordura saturada -
Colesterol -
Fibra -
Calcio 90mg
Ferro -
Sodio 140mg
VD - referéncia em 2.500kcal.
Marca L - ingr.: soro de leite, leite pasteurizado e acido latico.
Porcao — 50g
Valor calérico 100kcal (4% VD)
carboidrato Og -
Proteina 79 (14% VD)
Gordura total 119 (14% VD)
Gordura saturada 79 (28% VD)
Colesterol 40mg (13% VD)
Fibra Og -
Célcio 310mg (40% VD)
Ferro Og -
Saodio 160mg (7% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.
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Marca M - ingr.: soro de leite, leite pasteurizado e sal.

Porcéo — 30 gr

Valor calérico 85kcal (4% VD)
carboidrato 29 (0% VD)
Proteina 69 (7% VD)
Gordura total 49 (15% VD)
Gordura saturada 69 (13% VD)
Colesterol 25mg (8% VD)
Fibra Og -
Calcio 102mg (13% VD)
Ferro 0,2mg (1% VD)
Sddio 45mg (2% VD)
VD - referéncia em 2.500kcal.
Marca N - ingr.: soro de leite, leite desnatado e acido latico.
Porcdo — 100 gr
Valor calérico 230kcal (9% VD)
carboidrato 109 (3% VD)
Proteina 99 (12% VD)
Gordura total 23¢g (29% VD)
Gordura saturada 109 (40% VD)
Colesterol 150mg (50% VD)
Fibra 0,79 -
Calcio 150mg (13% VD)
Ferro 0,7mg -
Sodio 40mg (2% VD)

VD — referéncia em 2.500kcal.

Marca O - ingr.: soro de queijo, leite desnatado, acido latico, agente de firmeza cloreto

de calcio.
Porcao — 50g
Valor calérico 50kcal (4% VD)
carboidrato 1g -
Proteina 39 (4% VD)
Gordura total 3,59 (13% VD)
Gordura saturada 2,0g (28% VD)
Colesterol 30,0mg (10% VD)
Fibra Og -
Célcio 85mg (11% VD)
Ferro 0 -
Sdédio 0 -

VD — referéncia em 2.500kcal.
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APENDICE B

Esquema método ELFA

Aspiragio & Aspiracio e
Refluxe Refluxp

Conjugado Imunacomplexo

N 7 Q‘i\@ )
UMBELIFERONA o,
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APENDICE C

Esquema teste BDE-VIA (TECRA)

Tecra BDE é um teste de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) no

formato de configuracao “sandwich”, sendo a leitura dos resultados feita visualmente.

1 2 3

1- Anticorpos de alta afinidade para BDE estdo adsorvidos nas cavidade
removiveis, se houver a presenca de antigenos de BDE. Presentes nas amostras
previamente enriquecidas, estes serdo capturados pelos anticorpos. Todo material da

amostra serd eliminado na lavagem.

2- O sandwich é completado com a adicao de enzimas ligadas a anticorpos

especificos para BDE (conjugado).

3- A presenca de BDE é indicada quando o conjugado converte o substrato

adicionado a uma coloragéo verde. Na auséncia de BDE, ndo havera coloragéo verde.

Read results

+Visually using |
Card 2 ! Color compamtor for TECRA® Yisual

Immunosssays. nchuding Immenocapture™

colour card N i i Sl
% Hepainm Heaiter

Ja327.It Slele] I
o i o i el 0% i
o - 2..—.,- i gl i

Fonte: Madasa do Brasil, 2005
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APENDICE D

Foto do gel de eletroforese da PCR de alguns genes codificadores de
enterotoxinas de B. cereus

M1 23 4 567

Coluna M : marcador de peso
molecular 100bp.

479 1,controle positivo; 2, 3,5,6 e 7
isolados positivos;
4: isolado negativo
gene nheA
M 1 2 3 4 5
Coluna M: marcador de
peso molecular 100 bp, 1
753 controle positivo; 2 :

isolado negativo; 3,4e 5
isolados positivos.
gene nhe B

M 1234 5 6 7 8

Coluna M: marcador
de peso molecular 100
bp, 1 controle positivo;
2,3,4, 5,6 e 7 isolados
positivos, 8 isolado
negativo

gene nhe C

563
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M1 23 456 7 829

Colunas: M marcador de peso
molecular 100 bp; 9 controle
positivo, 1,4,5,6, e 8 isolados
negativos; 2,3 e 7 isolados
positivos.

gene hblA

300

M12 34 5 6 7

Colunas: M marcador de
peso molecular 100 bp;
1,2,4,6 e 7 isolados
negativos; 3 e 5 isolados
positivos.

gene hblD

410

Colunas: M marcador de peso
molecular 100 bp; 1controle
positivo; 2 e 4 isolados
negativos; 3 isolado positivo.
gene hblC
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APENDICE E

Foto do gel de eletroforese do polimorfismo alélico do hlyA apés digestao
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Gel de eletroforese do
polimorfismo alélico do hlyA
apoés digestao
enzimatica.Colunas de niumero
par, digestdo com Hhal,
colunas de numero impar,
digestao com Hpa Il .Coluna M
marcador 1Kb Plus DNA
ladder



