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“Se sonha, cuida!

Cuida que seu sonho
Seja expedicéo venturosa,
Mesmo que seja surreal

como todo sonho é.

Quando sonha, cuida!
Cuida para que seu sonho

Seja 0 passo primeiro

No principio da jornada
Que nao se perde no tempo.

Porgque sonha, cuida!
Preserve para o adiante
O que comecga no hoje.
Assim € a vida de estradeiro:
Construir caminhos
Para perseguir sonhos!”

(Paulo Pazz)
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VIABILIDADE E EXPRESSAO DE TRANSCRITOS DE VIRULENCI AEM
Campylobacter jejuni EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS EM QUEIJOS
MINAS FRESCAL

RESUMO - Este estudo avaliou a viabilidade e a capacidade de transcricao
dos genes ciaB, dnald, pl9, sodB por duas cepas de Campylobacter jejuni
(NCTC 11351 e IAL 2383) recuperadas de queijos Minas Frescal, fabricados
com leite pasteurizado inoculado experimentalmente com o micro-organismo.
Os queijos foram armazenados a 4C por 10 dias e av aliados periodicamente
gquanto a presenga/quantificacdo do grupo coliforme, Staphylococcus
coagulase positiva, Campylobacter jejuni, além da acidez, pH, umidade e
cloreto de sédio. Os isolados de Campylobacter recuperados dos queijos
foram avaliados pela técnica do RT-PCR para verificar se houve mudanca em
seus transcriptomas. O armazenamento a 4° C reduziu as contagens de C.
jejuni do primeiro para o quarto dia e levou a nivel ndo detectavel a partir do
sétimo dia. O decréscimo da umidade e pH e aumento da acidez nos queijos
Minas Frescal apresentaram correlacdo com a diminuicao da viabilidade de C.
jejuni. Houve reducado na producéo de transcritos dos quatro genes testados,
mais acentuada no quarto dia de armazenamento, quando os transcritos de
pl9 e sodB ja ndo foram mais encontrados. O consumo de queijo Minas
Frescal contaminado com Campylobacter oferece risco de infeccdo aos

humanos quando consumido até quatro dias apds sua fabricacgéo.

Palavras-chave: = Campilobacteriose, in6culo experimental, viabilidade,

seguranca alimentar, viruléncia.
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VIABILITY AND EXPRESSION OF VIRULENCE TRANSCRIPTS O F
Campylobacter jejuni EXPERIMENTALLY INOCULATED IN MINAS FRESCAL
CHEESES

ABSTRACT - This study evaluated the viability and capability of transcription
of genes ciaB, dnaJ, p19, sodB by two strains of Campylobacter jejuni (NCTC
11351 and IAL 2383) retrieved from Minas Frescal cheeses, made with
pasteurized milk experimentally inoculated with the micro-organism. The
cheeses were stored at 4 T for 10 days and periodi cally evaluated for the
presence/quantify of coliform group, Staphylococcus coagulase positive,
Campylobacter jejuni, besides acidity, pH, umidity and sodium chloride. The
Campylobacter isolates recovered from cheeses were evaluated by RT-PCR
technique to check if there was a change in their transcriptomes. Storage at 4°
C reduced the counts of C. jejuni from the first to the fourth day and led to
undetectable levels after the seventh day. The decrease of umidity and pH and
the increasing of acidity in Minas Frescal was correlated with the decrease in
viability of C. jejuni. There was a reduction in the production of transcripts of
the four genes tested, more pronounced on the fourth day of storage, when
pl9 and sodB transcripts have not been found anymore. The consumption of
Minas Frescal cheese contaminated with Campylobacter can be threatening to

infect humans when consumed up to four days after its manufacture.

Keywords:  Campylobacteriosis, experimental inoculum, viability, food

protection,virulence.



1. INTRODUCAO

Um dos pilares para se garantir a seguranca dos alimentos oferecidos a
populacdo € o monitoramento de sua qualidade microbioldgica. Dentro dos conceitos
de seguranca alimentar € também importante entender o risco do consumo de cada
um dos alimentos, quando contaminados por determinado micro-organismo. Sabe-se
que surtos causados por toxi-infeccdes alimentares causam prejuizos diretos e
indiretos, pois coloca em risco a saude do consumidor e também gera impacto
econdmico (EFSA, 2010).

Campylobacter sdo bactérias Gram negativas, pertencentes a familia
Campylobacteriaceae (DAMAS et al. 2010). S&o classificadas como termotolerantes
por apresentar temperatura 6tima de crescimento entre 42C a 43T e ndo crescem
em temperaturas inferiores a 30C (DAMAS et al. 2010), porém suportam baixas
temperaturas, por meio de mecanismos adaptativos. E atualmente o agente
etiologico bacteriano mais envolvido nos casos de enterite humana na Europa e nos
EUA (Estados Unidos), sendo a espécie C. jejuni a mais prevalente (EFSA, 2011;
CDC, 2011; WHO, 2011). No Brasil ainda ndo ha uma legislacao vigente que inclui o
género Campylobacter, consequentemente os estudos ainda sdo escassos.

N&o ha obrigatoriedade para a analise de Campylobacter em alimentos por
parte do Ministério da Saude e Ministério da Agricultura, mas a analise deste micro-
organismo é exigida por alguns importadores (ACMSF, 2005).

A campilobacteriose € uma zoonose, que é geralmente assintomatica nos
animais, mas em humanos infectados pode provocar diarréia, febre, dor abdominal,
nausea, vomito, dor de cabeca e dores musculares. As complicacbes sao
consideradas raras, mas pode ocorrer meningite, colite recorrente, colicistite aguda,
SGB (Sindrome de Guillain-Barré) e outras neuropatias (ESTEVES et al., 2011).

Além de aves e suinos, um importante reservatorio das espécies de
Campylobacer € o bovino. Dessa forma, o leite, bem como seus subprodutos podem
se contaminar, e quando ingeridos, infectar os humanos (ESTEVES et al. 2011).
Diversos autores citam o consumo de leite ndo pasteurizado contaminado como
causa de campilobacteriose em humanos (CEBBALLOS-BARONA et al., 2007;
GERMANO e GERMANO, 2008; RAMOS et al., 2008; BROUGH et al., 2011;
KOBAYASHI, 2012). Sabe-se que o leite e seus subprodutos podem se contaminar
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apos o beneficiamento, no entanto, pouco se conhece ou é discutido sobre o papel
deste grupo de alimentos como veiculadores deste micro-organismos.

Dentre os subprodutos lacteos, um dos que apresenta grande consumo pela
populacao é o queijo Minas Frescal. Esta variedade possui elevado teor de umidade
e é um produto altamente perecivel, além disso, dependendo da tecnologia
empregada, passa por consideravel manipulacdo, apresentando condi¢des propicias
para contaminacdo, sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana, incluindo espécies
patogénicas aos seres humanos (CAMARA et al., 2002). Dentre o0s possiveis
contaminantes, esta C. jejuni, poréem ndo ha estudos sobre C. jejuni e ndo se
conhece se o microambiente desta matriz alimentar é favoravel para permitir, quando
presente, a viabilidade destes micro-organismos.

Existem dados que comprovam que C. jejuni é capaz de sobreviver, em
namero suficiente para causar infeccdo (400-500 células), em leite UHT e
pasteurizado experimentalmente contaminados e mantidos sob refrigeracao por 48
horas (MONTEIRO, 2011). A capacidade de sobrevivéncia de Campylobacter
durante os processos de manipulacdo do leite e produtos lacteos pode estar
relacionada a mecanismos adaptativos desse agente as condi¢cbes de estresse
ambiental (XIE et al., 2011).

Considerando que o consumo de leite cru e seus derivados representam risco
para a infeccao de humanos por Campylobacter (FDA, 2008), e que poucos estudos
discutem a sobrevivéncia de C. jejuni no leite e nos seus subprodutos lacteos, ha
dificuldade na compreensdo dos riscos que estes alimentos, se contaminados,
podem representar. Também n&o esta estabelecido se condi¢bes de estresse ao frio
a que estes micro-organismos sao submetidos durante o armazenamento, como as
usadas na conservacado de produtos lacteos influenciam na transcricdo de seus
genes de viruléncia.

Dessa forma, € importante avaliar a viabilidade e a capacidade deste micro-
organismo expressar seus genes de viruléncia frente a condi¢cdes de injuria como:
manutencdo a baixas temperaturas, na presenca de competidores e outras
situacOes de estresse. Este conhecimento pode subsidiar estudos de avaliacdo de
risco, implementacdo de medidas de controle e campanhas educativas que visem

garantir a seguranca do alimento consumido pela populacéo.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. GERAL

Determinar a viabilidade e a capacidade de expressar transcritos de
viruléncia de Campylobacter jejuni recuperadas de queijo Minas Frescal apos

armazenamento refrigerado.

1.1.2. ESPECIFICOS

Determinar em queijos Minas Frescal fabricados com leites experimentalmente

contaminados com Campylobacter jejuni NCTC 11351 e IAL 2383.

2. O numero de células viaveis de Campylobacter jejuni nos queijos
mantidos sob refrigeracdo apos 1, 4, 7 e 10 dias dias de fabricacao.

3. Se ha correlacdo entre o numero e tipo de micro-organismos
bioindicadores presentes no leite, com a viabilidade de C. jejuni.

4. Se as mudancas na composicdo fisico-quimicas dos queijos durante o
armazenamento (umidade, pH, acidez e o teor de sal) podem ser
correlacionadas a viabilidade de Campylobacter jejuni.

5. Utilizar a técnica de RT-PCR para verificar se ha mudancas na producao
de transcritos dos genes dnaJ, ciaB, sodB e pl19 pelos micro-organismos
recuperados dos queijos apds 0 processamento e armazenamento
refrigerado.

6. Utilizar os resultados obtidos para estimar o perigo de infeccdo por C.

jejuni pelo consumo de queijo Minas Frescal contaminado.



2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Campylobacter s pp.

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae, sendo que as
principais espécies implicadas em doencas gastroentéricas no homem sao: C. jejuni,
C. coli e C. lari. Este micro-organismo é um bacilo gram-negativo, microaerdfilo e
termofilico que possui morfologia vibridide ou em asa de gaivota (CRUSHELL et al.,
2004). Sua estrutura € delgada com 0,2-0,5um de largura e 0,5-5,0um de
comprimento, e se movimenta por meio de flagelos que podem estar localizados na
regido polar ou em ambas as extremidades (NACHAMKIN, 1998).

As colbnias de Campylobacter nos diversos meios de cultura sao
semelhantes, podendo apresentar-se lisas, convexas e brilhantes, com bordas
perfeitas, ou planas, translicidas e lustrosas, com bordas irregulares e espalhadas
(GODOI; GANDRA; GANDRA, 2010). Geralmente sé&o incolores, podendo ser
levemente creme ou acinzentadas, podem também apresentar brilho d’agua ao
refletir a luz ambiental (QUINN et al., 2005).

Em cultivos acima de trés dias, as células de Campylobacter passam a se
degenerar em formas esféricas ou ovdides com perda de sua capacidade de
multiplicacdo em meios de cultura, o que torna dificil seu cultivo em laboratorio
(DEBRUYNE et al., 2008). Segundo HAZELEGER et al. (1994), quando perdem sua
capacidade de multiplicagdo em meios de cultivos inertes sado consideradas formas
viaveis e nao cultivaveis (VNC). ROWE et al. (1998) citam que formas VNC de
Campylobacter spp. sao induzidas pelo estresse causado pela escassez de
nutrientes no meio, dentre outros fatores que levam a injuria, o que representa uma
estratégia de sobrevivéncia desse agente.

Germano & Germano (2001) afirmam que Campylobacter spp. pode
sobreviver durante quatro semanas ou mais em agua a 4TC. De acordo com
STINTZI & WHITWORTH (2003), em geral, a expressao de cerca de 13% do
genoma bacteriano é significativamente alterado no choque frio. Estes mesmos
autores afirmam que, apesar disso, Campylobacter apresenta mecanismos de
tolerancia e adaptacdo as baixas temperaturas que incluem a aquisicdo ou a

biossintese de moléculas crioprotetoras, levando a alteracbes da composicao



lipidica da membrana de forma a manté-la vidvel nessas condicoes.

C. jejuni é capaz de se adaptar e sobreviver a uma vasta gama de condicdes
ambientais, de forma ubiqua e persistente, apesar de ter um genoma relativamente
pequeno, uma temperatura 6tima elevada para seu crescimento, sensibilidade para
0s niveis altos de oxigénio atmosférico e necessidade de meios enriquecidos e
seletivos para seu crescimento (PARK, 2000). Portanto, € essencial para C. jejuni
possuir a capacidade para responder rapidamente as mudancas nas condi¢cfes
ambientais por meio de uma série de sistemas especializados. Estes sistemas
funcionam promovendo um ajuste de seu transcriptoma de forma a modificar e
facilitar uma resposta a condicdo submetida que se traduz em mudanca fisica
(LODGE, 2007).

A resposta de C. jejuni as mudancas de temperatura € talvez o tema mais
investigado quanto ao seu sistema regulatorio. Campylobacter pode ser encontrada
em uma vasta gama de temperaturas ambientais desde alimentos
congelados/refrigerados (-20C/4<C) até o trato gas trointestinal das aves (42<C). Por
conseguinte, € evidente supor que C. jejuni possui ambos os mecanismos de defesa
ao frio e a altas temperaturas. Varias proteinas de tolerdncia as variagfes de
temperatura foram identificadas em C. jejuni, porém ndo ha homologia com as
mesmas encontradas em outras enterobactérias, como E. coli (RATH & JAWALLI,
2006).

Além do frio, o pH também pode ser um fator limitante para a viabilidade de
Campylobacter spp., ja que o micro-organismo ndo se multiplica em pH abaixo de
4,9, com crescimento na faixa de pH entre 4,9 a 9,0, com valores 6timos 6,5 a 7,5
(HAZELEGER et al., 1994).

Ha alguns anos pensava-se que Campylobacter ndo era capaz de se
multiplicar em alimentos durante o processamento ou armazenamento devido
principalmente a crenca de que a bactéria era muito sensivel a dessecacgédo e
concentracdes de cloreto de sédio iguais ou maiores que 2% (PARK, 2002).

Acreditava-se também que 0 micro-organismo nao era capaz de
sobreviver em superficies secas, mas isso vem mudando com estudos relacionados
a capacidade de formacéao de biofilmes por Campylobacter spp. Estudos de Bruswell
(1998), Zimmer (2003) e seus colaboradores demonstraram a formacao de biofilmes

nas fontes de agua, sistemas de canalizacdo, em criadouros animais e plantas de
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abate. Biofilme pode ser uma fonte continua de infecgdo para animais domeésticos e
contaminagao de alimentos nas plantas beneficiadoras, podendo assim, favorecer a

infeccdo de humanos.

2.2. MANIFESTACOES CLINICAS E SAUDE PUBLICA

Campylobacter spp. é o agente etiolégico mais prevalente em gastrenterites
de causa alimentar na Europa e Estados Unidos e C. jejuni é reconhecido como o
primeiro agente de diarréia nos paises industrializados, ja tendo superado a
Salmonella como responsavel por casos de diarréia (EFSA, 2011; CDC, 2011; WHO,
2011). Os Estados Unidos, por exemplo, possuem cerca de 1% da sua populacdo
atingida pela campilobacteriose (MOORE et al., 2005; FDA, 2008; EFSA, 2010).

A seguranca alimentar € uma questdo de saude publica que tem merecido
atencdo especial tanto por parte de governos como das industrias produtoras de
alimentos. Desta forma, governos de muitos paises tém intensificado esfor¢os para
garantir a seguranca dos alimentos oferecidos a populacdo. Nos ultimos anos,
paises europeus, Africa do Sul e Jap&o vém apresentando grande preocupacio com
as doencas alimentares, incluindo as associadas a presenca de Campylobacter.

Os esforgcos ocorrem em resposta aos riscos da ingestdo de alimentos
contaminados e as exigéncias crescentes dos consumidores internos e
importadores. Segundo a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO, 2009), o monitoramento e a vigilancia demonstram que a
principal causa de enfermidades transmitidas por alimentos é devido a patdégenos
zoonoticos. Consideram essencial sua prevencao, que deve incluir o monitoramento,
analise de risco, o controle de enfermidades dos animais e as condi¢cbes de preparo
dos alimentos.

C. jejuni é a espécie mais prevalente em doencas gastroentéricas, chegando
a representar aproximadamente 95% dos casos atribuidos ao género
Campylobacter. Embora qualquer pessoa possa ser infectada por C. jejuni, criancas
de até cinco anos de idade, idosos e imunodeprimidos, sdo mais frequentemente
afetados (FDA, 2008). Embora seja autolimitante em adultos saudaveis, nos grupos
de risco, pode se tornar uma doenca severa requerendo terapia antibiotica. Porém,

na maioria dos casos ocorrem infec¢des individuais esporadicas (COX, 2002).
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Em paises desenvolvidos, as campilobacterioses transmitidas por fontes
alimentares infectam com maior frequéncia os adultos que ndo tiveram contato
prévio com o micro-organismo. Ja em paises em desenvolvimento € mais comum a
ocorréncia de infecgbes alimentares por C. jejuni em pessoas com idade inferior a
cinco anos (FDA, 2008).

Campylobacter tem sido isolado como patégeno entérico em praticamente
todos os paises latino-americanos, com frequéncias variaveis (México 5,3%,
Argentina 6,1%, Venezuela 9,2%, Chile 5,7-14,1%, Brasil 7,3-18,5%, Panama 11,7%,
Peru 15-23% e Equador 23%). Possivelmente, as variagcdes observadas sao devido
a condicdes ecoldgicas proprias de cada lugar, que intervém no ciclo epidemiolégico
do C. jejuni (FERNANDEZ et al., 2005).

Espécies de Campylobacter sdo encontradas principalmente no trato
gastrointestinal - TGl - de animais, como 0s bovinos e as aves, sendo também
detectadas em alimentos provenientes destes animais. Portanto, os humanos
infectam-se por contato direto com animais portadores ou pela ingestdo de carne
crua ou mal processada de aves, suinos e bovinos ou, ainda, pela ingestao de leite
nao pasteurizado, seus subprodutos e agua nao tratada e contaminada (FDA, 2008;
SILVA et al., 2010; ESTEVES et al., 2011).

A principal caracteristica da campilobacteriose € a diarréia liquida, com muco
contendo sangue (geralmente oculto) e leucdcitos fecais. Outros sinais e sintomas
sao: febre, dor abdominal, nausea, dor de cabeca e dores musculares. A maior parte
das infec¢cbes sdo autolimitantes e ndo necessita de tratamento com antibiético
(WHO, 2000).

Entre as complicacbes causadas pela campilobacteriose, destacam-se a
Sindrome de Guillain-Barré, que é uma desordem dos nervos periféricos
caracterizada por paralisia e a artrite reativa, que é uma inflamacdo asséptica das
membranas sinoviais (BIASI, 2010), a Sindrome de Fisher e a Sindrome de Reiter,
responsavel pela ocorréncia de artrite reativa (DORREL; WREN, 2008). Estima-se
que cerca de uma em cada 1000 infec¢Ges por Campylobacter leve a SGB (POPE et
al., 2007; RABINSTEIN, 2007).

E provavel que um fator determinante para a grande frequéncia dos surtos de
campilobacteriose seja o fato de a dose infectante ser considerada baixa. A ingestéao

de apenas 500 micro-organismos, facilmente presentes em uma gota de agua de



degelo € o suficiente para gerar um quadro de infecgdo (ACMSF, 2005).

A caracterizacdo genética de Campylobacter aliada a genotipagem molecular
tem fornecido importantes informacdes a respeito das fontes de contaminacdo dos
alimentos, fato este que contribui na aplicacdo de medidas de controle (COLLES et
al., 2008; HUNTER et al., 2009). Além disso, essas informacdes genéticas sdo
importantes na determinagdo das habilidades de gendtipos especificos para
colonizar, causar a doenca e sobreviver em condi¢cdes adversas (HUNTER et al.,
2009).

2.3. Campylobacter spp. EM LEITE E DERIVADOS

Os principais alimentos implicados nos surtos humanos de campilobacteriose séo:
leite cru, figado e carne de bovinos, mariscos crus, vegetais, agua, carne de frango
insuficientemente cozida, leite pasteurizado contaminado e hamburguer cru (BRYAN,
1982; DOYLE et al., 1992; ALTEKRUSE et al., 1994;).

Sabe-se que o leite utilizado na producdo de queijo Minas Frescal nas
indUstrias passa por processo de pasteurizacdo, que € suficiente para eliminar C.
jejuni. No entanto, pode ocorrer contaminacéo posterior ao beneficiamento, devido a
manipulagdo e armazenamento inadequados ou contaminacdo cruzada. No
ambiente domeéstico, a cozinha oferece diferentes oportunidades para a
contaminacgao cruzada dos alimentos e pode contribuir para o aumento de doencas
transmitidas por alimentos (GORMAN et al., 2002).

O leite apresenta propriedades que auxiliam na sobrevivéncia de C. jejuni,
sendo utilizado até como crioprotetor, ja que mantém ou auxilia na viabilidade do
micro-organismo (MOURA, 2013). O efeito protetor do leite pode ser devido a
alteracdo na fluidez da membranda da célula (ANNOUS et al., 1999; CARVALHO et
al., 2004) ou pela contribuicdo do célcio na estabilidade das enzimas celulares
(BARACH et al., 1976).

Estudos revelam que a resisténcia de Salmonella aos tratamentos térmicos &
maior quando as mesmas estdo na presenca de gordura (DOYLE; MAZZOTTA,
2000; BOZIARIS; ADAMS, 2001; TAYLOR-ROBINSON et al., 2003). O mesmo pode
ocorrer para representantes do género Campylobacter em leite padronizado ou

integral, onde a gordura pode complementar a estabilidade celular.
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Além disso, o0 meio ideal para o crescimento de Campylobacter deve ser
composto por altos niveis de proteina e agUcares como glicose, frutose, lactose,
manose ou sorbitol, encontrados no leite (HAZELEGER et al., 1994; CARVALHO et
al., 2004).

O leite ndo pasteurizado é um dos principais alimentos implicados como fonte
de surtos de infeccdo por Campylobacter (WOOD et al., 1992). Em uma revisdo de
surtos ocorridos na década de 1980 nos Estados Unidos, foi verificado que 1.013
individuos foram infectados apds consumirem leite n&do pasteurizado, o0 que
correspondeu a uma taxa de 45% de infectados (WOOD et al., 1992). O leite nédo
pasteurizado, comercializado ou obtido diretamente de uma das propriedades foi
responsavel por 61% dos surtos de campilobacteriose ocorridos nos EUA entre os
anos de 1980 a 1982, o que correspondeu a 621 pessoas infectadas pelo micro-
organismo. E importante ressaltar que em quatro destes surtos, 107 criancas foram
infectadas por estes patdgenos ao realizarem visitas escolares em fazendas (SILVA
et al., 2007).

No Brasil também houve um surto de infeccdo alimentar por C. jejuni que foi
associado ao consumo de leite ndo pasteurizado e infectou estudantes que visitaram
uma fazenda produtora de leite no estado de Minas Gerais, resultando em 57,6% de
infectados entre os que consumiram o alimento. Nas fezes de alguns estudantes
foram isoladas amostras de C. jejuni invasivas em cultivo de células Hep-2 (SILVA et
al., 1998; SILVA et al., 2003).

Outro caso recente envolvendo C. jejuni ocorreu no estado do Alaska, nos
Estados Unidos, em marco de 2013, no qual foram notificados 24 casos de
campilobacteriose. Os casos foram associados ao consumo de leite cru produzido
por uma fazenda situada na Peninsula de Kenai que faz parte de uma cooperativa.
O setor de epidemiologia do Alasca esta realizando busca ativa de novos casos e a
investigacdo epidemioldgica ainda esta em curso (CIEVS, 2013).

O envolvimento do género Campylobacter em mastites € reconhecido como
uma das causas de contaminacao do leite. LOPES et al. (1994) e LANGONI (1997)
relataram o envolvimento de Campylobacter spp., inclusive C. jejuni, em mastites
bovinas no Brasil, 0 que refor¢ca o risco do consumo de leite ndo pasteurizado pela
populacao.

Estudo recente comprovou que 0 consumo de leite e seus derivados
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contaminados apdés a fabricagdo, podem ser potenciais veiculadores de
Campylobacter. Um trabalho experimental determinou que C. jejuni € capaz de se
manter viavel em leite e fOrmulas lacteas apOds 48 horas sob refrigeracao,
representando importantes fontes de infeccdo para humanos. O risco é maior,
quando a microbiota natural € destruida ou diminuida anteriormente a contaminacéo
por Campylobacter (PACHECO, 2013).

O leite e seus derivados séo alimentos de grande valor nutritivo, mas também
um excelente meio de cultura para bactérias. A falta de padronizacdo na fabricacao
de queijos artesanais, a utilizacdo de leite cru e a deficiéncia no sistema de
fiscalizagdo, sdo fatores que contribuem para o queijo causar toxinfecgoes
alimentares (FEITOSA et al., 2003; DORES, 2013)

O queijo Minas Frescal é um produto de massa crua, com alto teor de
umidade (46 a 55%), o que pode proporcionar melhores condicbes para
sobrevivéncia de micro-organismos como Campylobacter sp., ja que no processo de
beneficiamento ndo ha emprego de altas temperaturas. Os queijos de massa mole,
com pH alto e umidade elevada permitem o desenvolvimento de muitos micro-
organismos (VARNAN; SUTHERLAND, 1999).

Além disso, para fabricacdo do queijo Minas Frescal, a indUstria brasileira tem
utilizado para o processo de acidificacdo, o acido latico em substituicdo ao fermento
latico. Esse ingrediente gera maiores vantagens técnicas e econdmicas devido a
facilidade de emprego e a maior vida de prateleira, mas proporciona ao produto final,
menor acidez, maior pH e umidade (FURTADO, 1980; ROSSI, 1997).

As condi¢Bes encontradas no queijo Minas Frescal podem ser favoraveis a
viabilidade e multiplicacdo de Campylobacter spp. Essa matriz alimentar apresenta
alta umidade e faixa de pH que permite a sobrevivéncia e crescimento da
Campylobacter spp. (6,5-7,5), assim como, o teor de cloreto de sddio suportado pela
bactéria (até 2%) (HOFEMANN, 2001).

Durante o processo de fabricacdo, ha risco de contaminacao do queijo Minas
Frescal por Campylobacter spp. além de outros micro-organismos. S&o varias as
oportunidades, como: matéria-prima previamente contaminada, recontaminacdo do
leite pés-pasteurizacdo, temperaturas inadequadas de fabricacdo e de
armazenamento e contaminacgdo por manipulacdo (SANTOS; NOGUEIRA; CUNHA,

1995). Assim, as boas praticas de fabricacdo e as medidas de higienizacdo durante
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0 processamento sao cruciais para a garantia de um produto de qualidade e livre de
patdgenos (PICOLI et al., 2006).

Diante dos poucos estudos relacionados a viabilidade de C. jejuni em
produtos lacteos e das condi¢cdes favoraveis encontradas no processamento do
gueijo Minas Frescal, faz-se necessario compreender se ha risco de sobrevivéncia
desse agente ap6s o beneficiamento, e quando contaminados, se representam
ambiente adequado para a sobrevivéncia do agente, representando assim risco ao

consumidor.

2.4. VIRULENCIA

Estudos que objetivam conhecer as caracteristicas genotipicas das bactérias
sao muito importantes para inferir as habilidades de colonizagéo, seu potencial para
causar doencgas e sua sobrevivéncia em condi¢gdes adversas (HUNTER et al., 2009).
Os trés principais mecanismos de producdo de doencas das espécies de
Campylobacter spp. que causam gastroenterite sao: adesao, invasao e producgéo de
toxinas (BABAKRANI & JONES, 1993).

O interesse crescente na determinacdo dos efeitos ambientais sobre a
viruléncia e transcricdo de genes em patdégenos de origem alimentar tem sido o
objetivo de diversos pesquisadores (BERGHOLZ et al., 2009; OLESEN et al., 2009;
OLESEN & JESPERSEN, 2010; RIEU et al., 2010). Porém, muito pouco se sabe
sobre esses parametros em Campylobacter (PHONGSISAY et al., 2007; MA et al.,
2009; LIGOWSKA et al., 2011; XIE et al., 2011).

As espécies de Campylobacter habitam uma grande variedade de ambientes
com uma vasta gama de temperaturas, como agua a 25°C - 30°C, o alimento
refrigerado a 4 °C, intestino do frango a 42°C e o intestino humano a 37°C. Assim,
conclui-se que a bactéria deve regular a expressao génica em resposta ao choque
pelo frio e pelo calor e de seu potencial invasivo, para adaptar-se, sobreviver, e,
eventualmente, replicar nestas temperaturas diversas (STINTZI e WHITWORTH,
2003).

Segundo JAWETS et al. (1998), as espécies de Campylobacter possuem
lipopolissacaridios (LPS) e flagelos que atuam como estruturas de aderéncia e

invasdo sendo capazes de produzir citotoxinas e enterotoxinas. Os micro-
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organismos multiplicam-se no intestino delgado, invadem o epitélio e provocam
inflamacdo. Eventualmente, a corrente sanguinea é invadida e se observa
desenvolvimento de febre entérica.

Havendo sucesso da fixacao e internalizagdo, Campylobacter spp. coloniza as
células epiteliais por alguns mecanismos que incluem: invasdo (RUSSEL et al.,
1993), producao de toxinas (WHITEHOUSE et al.,, 1998) e apoptose (RUSSEL et
al.,1993). Campylobacter spp. pode evitar o ataque pelos fagdcitos e entrar no
sistema circulatorio, principalmente em pacientes imunodeprimidos (WALLIS, 1994).
O ataque pelos fagocitos pode envolver fagocitose, liberacdo de reacdes
intermediarias e liberagdo de citotoxinas (JONES et al., 1999).

Campylobacter spp. ndo possui fimbrias, porém, foi demonstrado que o
flagelo e o lipopolissacarideo (LPS) atuam como adesinas, que permitem a adesao
da bactéria a célula epitelial e ao muco intestinal. A forma curva-espiralada e o
movimento tipico em “saca-rolha” de Campylobacter jejuni, assim como, a atracao
quimiotatica que o muco intestinal exerce sobre a bactéria, facilitam o contato desta
com o epitélio do intestino. A adesdo pode ser inibida experimentalmente por
anticorpos especificos antiflagelos (FERNANDEZ, 2005).

Véarios estudos tém revelado que tanto a adesdao quanto a invasao de
Campylobacter na porcao intestinal sdo dependentes de multiplos fatores (HANEL et
al., 2004; FRIIS et al., 2005; GILBERT,; SLAVIK, 2005; VAN DEUN et al., 2008), que
envolvem a motilidade, a quimiotaxia, a colonizacdo, a aquisicdo de ferro e a
formacéo de toxinas (KETLEY, 1997; WASSENAAR; BLASER, 1999).

Dados de sequenciamento gendmico de varias cepas revelaram que
Campylobacter ndo possui mecanismos homélogos aos classicos encontrados em
bactérias entéricas, como: os de enterotoxinas, adesinas, invasinas e sistemas de
secrec¢do de proteinas do tipo Il (HU & KOPECKO, 2008). No entanto, varios fatores
de viruléncia foram identificados, como genes associados a aderéncia e a invaséo
(HANEL et al.,, 2004; ZHENG et al., 2006; HU & KOPECKO, 2008), além de
diferencas na capacidade de aderéncia e de invasdo nas diferentes fases de
crescimento (GANAN et al., 2010).

Os genes ciaB, dnaJ, sodB e pl9, estdo relacionados aos mecanismos de
patogenicidade e de adaptacdo da C. jejuni (STINTZI; WHITWORTH, 2003;
PALYADA, 2004; ZHENG et al., 2006). Esses genes codificam proteinas envolvidas
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na capacidade invasiva e de adaptacdo ambiental de Campylobacter jejuni e sao,
portanto, considerados como possiveis fatores de viruléncia desta espécie.

A presenca dos transcritos do gene dnalJ indica que a cepa codifica uma
proteina do choque térmico, que permite a bactéria crescimento em temperatura
superiores a 40C e seja termotolerante (KONKEL et al., 1998). As proteinas
oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante funcdo na superacdo de
variacfes bruscas de temperatura, de forma que o0 micro-organismo se torne capaz
de sobreviver e adaptar-se a nova temperatura (STINTZI, WHITWORTH, 2003). A
resposta ao choque térmico esta associada ao desempenho na coloniza¢éo do trato
intestinal e a sobrevivéncia bacteriana a altas temperaturas (KONKEL et al., 1998).

A presencga dos transcritos do gene ciaB é importante j& que a secrecao da
proteina ciaB € relevante para a invasdo tanto em células epiteliais como na mucosa
intestinal (KONKEL et al., 1999; ZIPRIN et al., 2001). O gene ciaB codifica a proteina
CiaB de 73-kD que estd associada ao mecanismo de exportacdo da flagelina. Essa
proteina estd ligada a destruicio de microtubulos promovendo a entrada e
permitindo a mobilidade da bactéria no interior da célula hospedeira. O mecanismo
de invasao produzido por ciaB induz a desestruturacdo de microtibulos motores e
microfilamentos celulares, além da fosforilacdo de proteinas tirosina citoplasmaticas,
que sdo sinalizadoras de reagBes em cascata, promovendo disturbios celulares de
forma a potencializar a motilidade intracitoplasmatica sem restricdes (RIVERA-
AMILL et al., 2001).

Melo e colaboradores (2013) avaliaram a presenca de transcritos de viruléncia
dos genes ciaB e dnaJ em cepas de C. jejuni, C. coli e Campylobacter spp. isoladas
de carcacas de frango resfriadas e congeladas 57,1% das cepas apresentaram a
capacidade de produzir transcritos de viruléncia. Os autores argumentaram que o
fato de algumas cepas ndo expressarem transcritos para os genes ciaB e/ou dnal
pode estar relacionado a particularidades da cepas que podem assumir diversas
propriedades para modular sua viruléncia. Além disso, afirmam que algumas cepas
podem ser mais patogénicas do que outras dependendo da situacdo que sao
submetidas, portanto, possuem capacidades diversas para causar doenca e lidar
com o estresse.

Os genes sodB, pl9 também estdo relacionados aos mecanismos de
patogenicidade e de adaptacdo da C. jejuni (STINTZI, WHITWORTH, 2003;
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PALYADA, 2004; ZHENG et al., 2006). Esses genes codificam proteinas envolvidas
na capacidade de adaptagdo ambiental relacionada a baixas temperaturas por
Campylobacter jejuni e sdo, portanto, considerados como possiveis fatores de
viruléncia desta espécie.

O estresse oxidativo tem sido implicado como um mecanismo que contribui na
injuria de Campylobacter apds o processo de congelamento e descongelamento,
uma vez que oxidacdo ocorre ap6s o descongelamento. A producdo de enzimas
como as superéxido dismutase (SODs) demonstrou ser importante fator de viruléncia
em varios agentes patogénicos bacterianos incluindo Campylobacter coli e C. jejuni
(PESCI, et al., 1994; PURDY, et al., 1999). Trés tipos de SODs foram descritos: 0s
cofatores que contém ferro (sodB ou FeSOD), manganés (sodA ou MnSOD), e cobre
e zinco (sodC ou CuzZnSOD). Estas enzimas catalisam a quebra das moléculas de
superéxido em peréxido de hidrogénio e de dioxigénio, e constituem, assim, um dos
principais mecanismos de defesa da célula contra o estresse oxidativo (HASSAN,
1988).

Stintzi e Whitworth (2003) obsevaram um aumento na transcricdo do gene
sodB mediante um choque ao frio, sugerindo, que o estresse oxidativo é um
componente da resposta ao estresse pelo frio em Campylobacter. Além disso, os
genes sodB e pl9, protegem especificamente os componentes celulares, incluindo
varias enzimas citoplasmaticas, DNA, e os fatores de membrana, contra danos
causados por radicais livres de oxigénio (STEINMAN, 1985; HOPKIN et al., 1992).

A biodisponibilidade do ferro no interior do hospedeiro mamifero é
extremamente limitada, em contraste com o ambiente externo (LITWIN &
CALDERWOOK, 1993). Isto parece ser um sinal chave para os agentes patogénicos,
tais como Campylobacter, para “sentir” que invadiram um hospedeiro e comecgar a
expressar determinantes de viruléncia (OTTO et al, 1992; LITWIN &
CALDERWOOK, 1993; VASIL & OCHSNER, 1999). O gene pl9 codifica uma
proteina periplasmatica ferro-dependente cuja funcdo € o transporte de ferro
(PALYADA, 2004) e a regulacao desta proteina indica uma maneira de controlar o
nivel de ferro intracelular durante o estresse (BIRK, 2012).

A capacidade de um micro-organismo causar doenca € denominada
patogenicidade. A diferenca entre micro-organismos patogénicos e ndo patogénicos

€ que 0s primeiros expressam genes que codificam fatores de viruléncia
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responsaveis por colonizar e desencadear eventos que alteram a fisiologia do
hospedeiro aparecendo assim, a doenca (BONITA et al., 2010). Estudos tem
relatado a presenca desses genes em cepas de Campylobacter jejuni isoladas de
humanos independentemente da origem e da capacidade de adeséo e invasao

(ZHENG et al., 2006; GANAN et al., 2010).
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Foram realizadas no leite pasteurizado padronizado analises microbioldgicas
(quantificacdo de bactérias mesofilas, coliformes totais, termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva) e presenca/auséncia de Campylobacter spp., e
fisico-quimicas (peroxidase, fosfatase e residuos de antibidticos). Em seguida, o leite
foi contaminado experimentalmente com duas cepas de C. jejuni (NCTC 11351 e IAL
2833) e utilizado na fabricacdo dos queijos Minas Frescal, que foram mantidos
armazenadas sob refrigeracdo por até dez dias.

Apoés periodos pré-determinados (1, 4, 7 e 10 dias), as amostras foram
avaliadas quanto aos aspectos microbiolégicos (bioindicadores, Staphylococcus
coagulase positiva e Campylobacter spp.) e fisico-quimicos (pH, acidez, umidade e
cloreto de sédio) a fim de correlacionar os resultados com a viabilidade de C. jejuni
e a alteragcdes em seu transcriptoma em relacdo aos genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB.

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

3.2. Processamento das cepas e preparo do inéculo

Para a inoculacdo experimental foi utilizada a cepa de C. jejuni NCTC 11351
(Microbiologics®), que é uma estirpe de referéncia e a cepa IAL 2383 (Instituto
Adolfo Lutz — SP — Brasil). A cepa IAL 2383 é um isolado de amostra de paciente
humano durante um surto, catalogada e depositada no IAL, Brasil.

No experimento foram utilizadas cepas em primeiro repique apds a aquisicao.
A reativacdo da cepa-padrao NCTC 11351 (Microbiologics®) foi realizada conforme
descrito pelo fornecedor, com a adicdo do caldo hidratante a ampola contendo a
cultura liofilizada. Ap6s homogeneizacdo, a cepa foi semeada em agar
Campylobacter Blood-Free Selective Medium (m-CCDA) (Oxoid®) com auxilio de
swab estéril e as placas incubadas a 37°C por 44 horas + 4 horas em atmosfera de
microaerofilia (Probac do Brasil®).

Para a cepa IAL 2383 (Instituto Adolfo Lutz) a reativacao foi feita por meio de
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pré-enriquecimento da cultura em caldo Bolton (Ox0id®) suplementado com 5% de
sangue equino hemolisado. Apo6s incubacdo em atmosfera de microaerofilia (5% a
15% de oxigénio e 10% de gas carbdnico) (Probac do Brasil®) a 37°C por 44 horas *
4 horas, a cepa foi semeada na superficie de agar m-CCDA (Oxo0id®) e incubada a
37° C por 44 horas * 4 horas em atmosfera microaerofilia.

As colbnias isoladas e puras crescidas em agar m-CCDA foram transferidas
para tubos contendo 10mL de solucdo de NaCl 0,85% estéril e submetidas a
diluicdes seriadas para determinar o niimero de 10° UFC.mL™. Estes cultivos foram

utilizados para as inoculagdes experimentais.

3.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial. A avaliacdo transcricional das cepas em todas as amostras de
queijo Minas Frescal foi realizada antes da inoculacdo e ap0s a recuperacao dos
queijos. Todas as analises foram determinadas em triplicata.

Para cada uma das duas cepas utilizadas foram realizadas trés repeticbes
(lotes) de queijo minas frescal em dias diferentes. Em cada lote foram produzidos
trés queijos, utilizando uma concentracdo de inéculo (10° UFC.mL™) e quatro
periodos de armazenamento (1, 4, 7 e 10 dias), totalizando 72 parcelas, sendo 36
para cada cepa. Um esquema da conducdo do experimento pode ser observado na

Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma representativo dos procedimentos experimentais e andlises realizadas.

3.4. Fabricacdo dos queijos

Foi utilizado em cada lote, 20L de leite pasteurizado padronizado com teor

de gordura em 3%, obtido em estabelecimento sob Inspec¢éo Federal.

As condicbes da fabricacdo foram as descritas por ROSSI (1997), usando

acido latico em substituicdo ao fermento latico e salga no leite, porém com adicao de

1% de cloreto de sédio (Cisne). Em cada lote, apos a adigdo do indculo ao leite na

temperatura de 40°C e homogeneizacéo foram utilizados 4,7mL de acido latico 85%
(Flex ®), 10mL de cloreto de calcio 50% (Labsynth ®) e 16mL de coalho liquido (Ha-

La). Em cada uma das repeticdbes foram produzidas trés unidades de queijo de

aproximadamente 0,5 Kg.

Apbs a fabricacdo, os queijos foram embalados em sacos plasticos estéreis,

armazenados em refrigerador (4°C a 7°C) e analisados ap6s 1, 4, 7 e 10 dias.
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3.5. Analises fisico-quimicas

A determinacdo das enzimas fosfatase e peroxidase, assim como, de residuos
de antibidticos betalactamicos e de tetraciclina no leite usado para a fabricacdo dos
gueijos foram realizados por meio de kits de andlises comerciais. Para as enzimas
foram usados kits imunoenzimaticos da Laborclin® e para residuos de antibidticos
kits SNAP (ldexx Laboratories®). Ambos realizados conforme recomendacdo do
fabricante.

As medidas de pH foram determinadas com o auxilio de pH-metro da marca
Tecnal e modelo Tec-3MP, previamente calibrado, com imersdo direta do
potencidmetro na amostra diluida em agua.

Para determinacdo da umidade foi utilizado o método gravimétrico e a
concentracéo de cloreto de sédio nos queijos foi realizada por meio da titulagdo com
nitrato de prata seguindo a recomendacdes da IN n°68 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2006).

3.6. Analises microbiolégicas

Para as analises microbioldgicas, 25g dos queijos foram previamente diluidos
em solucdo de citrato de sédio 2% (Synth®). Em seguida, foram submetidas a
diluicdes decimais seriadas em 9mL de &4gua peptonada 0,1% (Difco™).

A quantificacdo de bactérias heterotroficas mesofilas foi realizada pelo
método pour plate, com o uso de PCA - agar padrdo para meséfilas (Difco™). Para a
quantificacdo de coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a técnica do niumero
mais provavel (NMP) com pré-enriguecimento em caldo Lauril sulfato de sédio
(Difco™) e confirmac&o em caldo verde bile brilhante lactose e caldo E.C. (Difco™).
Os procedimentos foram realizados conforme recomendacfes de SILVA et al.
(2007).

A presenca/auséncia de Campylobacter spp. foi realizada com o pré-
enriquecimento realizado em caldo Bolton (Oxoid®) a 37°C por 4 a 6 horas e 41,5°C
por 44 horas * 4 horas, seguido do cultivo tradicional em placas de Campylobacter
Blood-Free Selective Agar Base (m-CCDA) (Oxoid®) a 41,5°C por 44 horas + 4
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horas horas, ambos incubados em atmosfera de microaerofilia (5% a 15% de
oxigénio e 10% de géas carbbnico) (Probac do Brasil®) (ISO, 2006). A contagem de
Campylobacter spp. foi realizada em paralelo a técnica da presenca/auséncia com o
uso da técnica recomendada pela 1SO 10272-18 (ISO, 2006), utilizando o agar
seletivo CCDA Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base — m-CCDA
(OXOID®), suplementado com antibiéticos (OXOID®), incubado a 41,5 °C por 44
horast4 horas em jarras de anaerobiose em condi¢bes de microaerofilia (Probac do
Brasil®).

3.7. Identificacdo de Campylobacter jejuni.

As colonias foram confirmadas pela coloracdo de Gram modificada (uso da
carboxifuccina substituindo a safranina) e teste da catalase.

A identificacdo genotipica de C. jejuni foi realizada por PCR multiplex,
utilizando a técnica descrita por Harmon et al. (1997). Para a extracdo do DNA e a
realizacdo do PCR foi utilizado o kit DuPont™ PCR Reagent, que contém reagentes
para extracdo do DNA (tampé&o fosfato e protease) e para a amplificacdo da
seqUéncia alvo do DNA (microtubos contendo tabletes com o MgCl2, DNTPs e Tag-
DNA polimerase). Os procedimentos foram realizados de acordo as orientagdes do
fabricante.

ApOs o isolamento das cepas retirou-se dez colbnias tipicas de cada amostra
e estas foram colocadas em tubos contendo 2mL de solugédo de NaCl 0,85%
(Synth®). Apdés homogeneizacdo em vortex (Phoenix®) por dois minutos, uma
aliquota de 5uL da amostra foi transferida para microtubos (Bioexpress, USA),
adicionado de 200uL de solucdo de protease em tampéao fosfato (DuPonttm PCR
Reagent) e a mistura foi aquecida a 37°C por 20 minutos. Posteriormente, a mistura
foi aquecida a 95°C por 10 minutos em termociclador (Eppendorff®) transferida para
bloco de resfriamento (2°C a 8°C) durante 5 minutos, para obtencdo do DNA.

O preparo da reacdo PCR constou de 19uL do tamp&o fosfato (DuPont™
PCR Reagent); 20 picomoles do primer C1 e C4 (Invitrogen®) e 40 picomoles de
pg3 e pg50 (Invitrogen®) e 25uL do DNA, que foram transferidos para os tubos de
PCR contendo dNTPs, a Tag-DNA polimerase e demais reagentes necessarios para
a PCR (DuPonttv PCR Reagent).
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Os tubos foram transferidos para o termociclador (Eppendorf®) para
amplificacdo, obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a
94°C por 4 minutos; 25 ciclos de amplificacdo, constituidos de 3 etapas:
desnaturacdao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 47°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 1 minuto; completando com mais 1 ciclo de extenséo final a 72°C por 7
minutos (HARMON et al., 1997).

Os produtos amplificados (8uL) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, utilizando o tampéo de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como
padrdo de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®). Os géis de agarose
(Afllymetrix®) foram corados pela solucdo de SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) e visualizados sob luz UV, no transluminador (Loccus Biotecnologia)
apos 90 minutos de corrida do gel a 100W de poténcia , 100V de voltagem e 100A
de corrente elétrica.

Em paralelo a prova genotipica, foi realizada a confirmacao fenotipica
de Campylobacter jejuni por meio da prova da hidrélise do hipurato de sodio (SILVA
et al., 2007). Uma alcada com in6culo pesado da cultura foi adicionada a 0,4 mL de
solucdo de hipurato de sédio (Inlab®) e a mistura incubada a 37 por 4 horas em
estufa e depois adicionada de 0,2 mL de solugcdo de ninidrina (Nuclear®). Ap6s
reincubacao por 10 minutos foi realizada a leitura. C. jejuni € capaz de hidrolisar o

hipurato.

3.8. Presenca de transcritos de viruléncia

Para estas analises foi utilizada a técnica do RT-PCR (reverse transcription-
polymerase chain reaction). A extracdo do RNA foi realizada conforme LI et al.
(2008) em coldnias isoladas e puras crescidas em agar CCDA e transferidas para
microtubos contendo 2mL de solucdo NaCl 0,85% (Synth®). A mistura foi
centrifugada a 12.000g por dez minutos a 4°C.

Ao pellet obtido foi adicionado 1mL de trizol (Invitrogen®) e homogeneizado
em vortex até ocorrer sua dispersdo na solucdo. Em seguida, foi adicionado 200uL
de cloroférmio (Isofar®), e feita a homogeneizacdo em vortex e centrifugacéo
(Cientec®) a 12.000g por 15 minutos a 4°C. A parte aquosa formada foi transferida

para um novo microtubo, que foi adicionado de 500uL de isopropanol (Dinamica®),
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novamente homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 10 minutos a 4°C. Ao pellet
formado foi adicionado 1mL de etanol 75% (Dinamica®) e apdés homogeneizacéo e
centrifugacéo a 7.500g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado.

Os pellets de RNA foram secados a temperatura ambiente para serem
diluidos em 20uL de &gua DEPC (Invitrogen®). Para a quantificacdo do RNA foi
utilizado o espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific®), em comprimento de
onda de 230nm, observando sempre a relacdo 260/280 verificando a integridade do
RNA (relacdo entre 1,8-2,0).

Para a transcricao reversa realizada para cada amostra, utilizou-se 1ug de
RNA total (200ng/uL), 10 U de inibidor de RNase, 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampao da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 yM de
dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP), 126 pmoles de oligonucleotideos hexameros
como primers randémicos (Invitrogen®) e 20 uL com agua DEPC (Invitrogen®).

A solucéo foi colocada em eppendorf a 37<C por uma hora. Posteriormente 3
ML do cDNA foi utilizado para a reacdo de amplificacdo de 25uL, composto por:
0,625U de Tag DNA polimerase, 5 mM MgCI2, 200 uM dNTPs e 4 picomoles de cada
primer (Invitrogen®). O controle positivo, C. jejuni NCTC 11351 foi utilizado em todas
as reacoes de amplificacdo e o controle negativo foi composto de agua ultrapura
estéril, adicionada a mistura de reacdo, em substituicido ao DNA alvo.

Os genes avaliados neste estudo foram ciaB, que esta relacionado ao poder
de invasao da bactéria, dnaJ, que estéa ligado a capacidade de termotolerancia, p19,
que regula o transporte de ferro e sodB, que esta associado a mecanismos de
defesa ao estresse oxidativo. Para avaliagdo do transcriptoma destes genes foi
utilizado o protocolo de LI et. al (2008)

A sequéncia dos primers (5" — 3’) para determinar a transcricdo de genes de
viruléncia foi:

Primer ciaB (ATATTTGCTAGCAGCGAAGAG / ATGTCCCACTTGTAAAGGTG) — 157pb
Primer dnaJ (AGTGTCGAGCTTAATATCCC /| GGCGATGATCTTAACATACA) — 117pb
Primer p19 (GATGATGGTCCTCACTATGG / CATTTTGGCGTGCCTGTGTA) — 206pb
Primer sodB (TATCAAAACTTCAAATGGGG / TTTTCTAAAGATCCAAATTCT) — 170pb

A amplificacéo foi realizada em termociclador, obedecendo aos ciclos:
1 ciclo inicial a 94C por 3 minutos; 45 ciclos de amplificacdo em 3 etapas:
desnaturacdo a 94T por 15 segundos, anelamento a 51 por 20 segundos e
extensao a 72T por 20 segundos; completando com ma s 1 ciclo de extensao final a
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72T por 3 minutos. A separacéo dos produtos amplif icados foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampéo de corrida
TBE 0,5x 30 (Invitrogen®) e como padrdo de massa molecular o marcador de 50pb
(Invitrogen®). A visualizacdo das bandas formadas foi possivel através de

transiluminador (Loccus Biotecnologia®).

3.9. Andlises Estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
Minitab®.

Inicialmente foi verificada a distribuicdo dos dados para determinar a
normalidade dos mesmos. Apds, os resultados das analises microbioldgicas, fisico-
guimicas e moleculares foram realizados por meio da estatistica descritiva e pela
comparacgao entre os resultados obtidos nas trés repeticdes e duas cepas inoculadas
para verificar diferencas significativas entre eles. O teste t pareado (por producao e
dia) e ndo pareado foi utilizado para verificar diferencas entre as meédias das
analises fisico-quimicas entre as cepas considerando 95% de probabilidade.

O teste de Pearson foi utilizado para verificar correlagdo entre os diferentes
parametros microbiologicos e fisico-quimicos analisados e a sobrevivéncia de
Campylobacter nos queijos. A associagado entre a cepa e a capacidade de produzir

transcritos foi avaliada pelo teste do chi-quadrado (X?).

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Andlises microbioldgicas e fisico-quimicas do leite

Os resultados das analises microbiologicas e fisico-quimicas (Tabela 1)
mostraram que o leite utilizado para a fabricacdo dos queijos em todas as etapas
atenderam os limites preconizados pela Instrucdo Normativa n° 62 de dezembro de
2011 (BRASIL, 2011). O padrdo maximo permitido para coliformes totais e
termotolerantes no leite é de 4,0 e 2,0 NMP.mL™, respectivamente, e o de bactérias

heterotroficas mesofilas é de 8,0 x 10* UFC.mL™.

Tabela 1. Andlises microbiolégicas e fl'sico-quimical realizadas nos leites pasteurizados utilizados para as
fabricagfes dos queijos Minas Frescal antes da inoculagdo experimental com C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383.

Cepa de C. jejuni inoculada

NCTC 11351 IAL 2383

Parametro avaliado Producdo Producdo Producdo Producdo Producdo Produgéo

1 2 3 1 2

Coliformes 35°C (NMP.mL'l) 0,36 1,1 1,5 0,92 2,0 1,5

Coliformes 45°C (NMP.mL™) 0,36 0,74 1,1 0,74 15 0,74

Mesofilas (UFC.mL™) 34x10° 26x10° 56x10° 4,7x10° 12x10" 41x10°
Staphylococcus (UFC.mL™) auséncia  Auséncia  auséncia  auséncia  auséncia  auséncia
Campylobacter spp. em 25mL auséncia  Auséncia auséncia  auséncia  auséncia  auséncia
Residuos de betalactamicos negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
Residuos de tetraciclinas negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
Enzima peroxidase positiva Positiva positiva positiva positiva positiva
Enzima fosfatase negativa Negativa negativa negativa negativa negativa

' determinagées em triplicata

N&o foi observada a presenca de Staphylococcus coagulase positiva e
Campylobacter spp. em nenhuma das amostras, indicando que o leite utilizado nas
fabricacbes foi adequadamente beneficiado, manipulado e armazenado. A analise
destes ultimos micro-organismos ndo esta prevista na legislagdo vigente, porém o
fato de Staphylococcus coagulase positiva ser indicador de manipulacéo inadequada
torna importante sua pesquisa. No caso de Campylobacter jejuni foi necessario
comprovar sua auséncia no leite, para garantir que as C. jejuni isoladas nos queijos

foram provenientes exclusivamente do inoculo experimental e ndo vinculada a
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contaminacgdo prévia da matéria-prima.

Gorman e colaboradores (2002) afirmam que o0 processo de pasteurizacao
deve garantir a inocuidade do leite utilizado na producdo de queijo Minas Frescal
nas industrias. Este tratamento € suficiente para eliminar micro-organismos
patogénicos, tais como C. jejuni, além de diminuir o nimero de bactérias saprofitas a
niveis aceitaveis pela legislacéo.

Porém, na literatura ha relatos de contaminagédo por Campylobacter posterior
ao beneficiamento do leite, devido a manipulacdo e armazenamento inadequados ou
por meio de contaminagcdo cruzada (CDC, 2012). Tanto o ambiente doméstico
quanto o industrial, oferecem diferentes oportunidades para a contaminacao cruzada
dos alimentos e podem contribuir para o aumento de doencas transmitidas por
alimentos (MADALOZZO et. al, 2007).

As enzimas fosfatase e peroxidase sao usualmente utilizadas para a
comprovacéo da aplicacéo correta do processo de pasteurizacdo e seus resultados
devem ser respectivamente, negativa e positiva (BRASIL, 2011). Os resultados
obtidos neste estudo foram compativeis com o esperado em todas as fabricacdes.
Estes resultados aliados aos obtidos nas anélises microbiologicas permitem afirmar
que o processo de pasteurizagéo foi adequado.

O leite utilizado em todas as fabricagbes apresentava-se livre de residuos de
antibioticos betalactamicos e do grupo das tetraciclinas, garantindo que os micro-
organismos experimentalmente inoculados néo sofreram injuria ou inibicdo devido a
presenca de residuos de antibidticos.

A contagem média de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 no leite apds a
inoculacdo experimental foi de 3,0 x 10° UFC.mL®, ndo havendo diferenca
significativa entre as contagens nas diferentes fabricacées. Os micro-organismos
inoculados também foram detectados no soro obtido durante a fabricacdo dos
queijos. As contagens no soro variaram de 10° UFC.mL* a 10* UFC.mL™,
demonstrando que o micro-organismo permaneceu viavel durante o processamento.

A presenca de C. jejuni no soro demonstra que caso 0 queijo seja produzido
com leite contaminado, este pode se tornar uma fonte de contaminagdo das
instalagbes. A contagem dos micro-organismos no soro, em comparagdo com O
namero inicialmente detectado no leite, mostra que a reducdo neste subproduto foi

de somente 1 ou 2 ciclos log, dependendo da fabricacdo (dados ndo mostrados). O
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soro pode também contaminar de forma cruzada outros produtos lacteos dentro da
planta, dependendo do fluxograma de producdo e da distribuicdo dos locais de

producao dos diferentes subprodutos dentro do laticinio.

4.2. Andlises microbioldgicas e viabilidade de C. jejuni em queijos Minas

Frescal

Houve um decréscimo significativo (P<0,001) no numero de Campylobacter
jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 ao longo do armazenamento refrigerado por 10 dias
em todas as amostras analisadas (Tabela 2). A partir de sete dias de
armazenamento, o micro-organismo nao foi mais recuperado dos queijos em sua

forma viavel e cultivavel.

Tabela 2. Campylobacter jejuni SUFC.g'l) recuperados de queijos Minas Frescal fabricados com leite
experimentalmente contaminado™ apds armazenamento a 4°C por 10 dias

Cepa de C. jejuni inoculada *

Producéo 1 2 3
Armazenamen to NCTC IAL NCTC IAL NCTC IAL
(Dias) 11351 2383 11351 2383 11351 2383
1 >2,1x10° >2,1x10° >3,0x10° >2,1x10° >2,1x10° >3,0x10°
4 >1,2x10°  >1,2x10° >3,0x10° >1,2x10° >3,0x10° >1,2x10°
7 <1,0x10™* <1,0x10™* <1,0x10™ <1,0x10™ <1,0x10™ <1,0x 10™*
10 <1,0x10™* <1,0x10™* <1,0x10™ <1,0x10™ <1,0x10™ <1,0x 10™*

110° UFC.mL™ de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 no leite. Média de trés amostras em triplicata.
* Limite de deteccéo do teste.

A comparacdo entre o numero de células recuperadas dos queijos de cada
uma das cepas estudadas ndo apresentou diferenca. Isto indica que as condicdes de
injuria que determinaram a diminui¢do de células viaveis no armazenamento nao foi
cepa dependente.

Do total de queijos analisados nos quatro periodos de armazenamento
refrigerado, trés repeticdes (fabricacdes) e trés amostras distintas por cada periodo e
duas cepas, 36/72 (50,0%) das amostras apresentou crescimento de C. jejuni. O

namero de amostras em que o micro-organismo foi recuperado foi idéntico para
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ambas as cepas.

SILVA (2008) coletou no comércio de Bocailuva (MG), dezoito queijos Minas
Frescal fabricados artesanalmente (leite cru) no comércio local e os avaliou quanto a
presenca de Campylobacter spp., e obteve positividade em 80% das amostras
analisadas, resultado mais elevado ao encontrado neste estudo. O maior indice
deve-se possivelmente ao fato destes queijos terem sido fabricados com leite cru.
No presente estudo, apesar de ter sido utilizado leite pasteurizado, o mesmo foi
contaminado experimentalmente com C. jejuni, e ainda assim, o niumero de isolados
foi menor.

Fazendo um paralelo entre esta pesquisa e a de Silva (2008), era esperado
que o indice de positividade desta fosse semelhante ou superior aos 80%
encontrados pela autora. O leite pasteurizado tem sua carga microbiana natural
diminuida em relagcdo ao leite cru, e isso representaria menor exclusdo por
competitividade com a C. jejuni inoculada. Porém, nado foi este o resultado
observado. Deve-se ressaltar, entretanto, que Silva (2008) ndo especificou o tempo
decorrido entre a fabricacdo e a analise, o que pode explicar o maior percentual de
isolamento naquele estudo.

SALOTTI (2006) também realizou estudo da qualidade microbioldgica de 60
queijos Minas Frescal na cidade de Jaboticabal (SP), sendo 30 de producgéo
artesanal (leite cru) e 30 industriais (leite pasteurizado). Apesar de o autor ter obtidos
resultados acima dos permitidos para coliformes em ambos os tipo de fabricacao,
80% e 60%, para queijos artesanais e industriais, respectivamente, ndao houve
isolamento de Campylobacter spp. em nenhuma das amostras.

O numero de colbénias de C. jejuni nos dois tratamentos (cepas inoculadas) e
recuperados das amostras de queijo em todos os periodos de armazenamento
refrigerado, incluindo o primeiro dia, foi estimado em todas as amostras. A
estimativa do numero de células viaveis foi realizada pelo crescimento de colbnias
na maior diluicdo usada.

A determinacédo exata do nimero de UFC.g™* nao foi possivel, pois ndo foram
visualizadas colonias individualizadas, sendo o crescimento caracterizado por uma
massa confluente na placa contendo o meio de cultura seletivo. A dificuldade de
quantificacdo de Campylobacter em condi¢cdes de injuria também foi relatada por

Moura (2013). A autora testou métodos alternativos para manutencédo de cepas de
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Campylobacter congeladas em laboratorio em diferentes crioprotetores e tambéem
observou apés o0 armazenamento que as cepas recuperadas nos meios de cultura
tinham uma aparéncia de filme, ndo sendo observadas coldnias isoladas.

Neste estudo, além da nao visualizacdo de coldnias individualizadas, quando
foi realizada a confirmagédo do género, foi observado nas amostras recuperadas
desde o primeiro dia de armazenamento, dois tipos de morfologicos distintos nas
laminas: bacilos curvos, caracteristicos do género e cocos, caracteristica observada
em espéecimes do género em situacao de injuria. O nimero de cocos nas laminas foi
se acentuando de acordo com o tempo de armazenamento.

O polimorfismo e a degeneragédo para formas vidveis, mas ndo cultivaveis é
descrita eventualmente para varias espécies bacterianas patogénicas que
contaminam alimentos, como salmonelas, como exemplo (BAFFONE et al., 2003).
Porém, € considerada como relativamente comum para espécies de Campylobacter,
e considerada para estes micro-organismos, como uma forma de adaptacdo e
sobrevivéncia em condi¢cdes adversas (ROWE et. al, 1998; BHAVSAR & KAPADNIS,
2007; DEYBRUYNE et. al, 2008).

Vale salientar que apesar do armazenamento em baixas temperaturas reduzir
0s numeros de Campylobacter spp. quando presente em alimentos, ndo os elimina
completamente, podendo a bactéria assumir formas viaveis, mas nao cultivaveis em
condicbes ambientais adversas (DIMITRAKI; VELONAKIS, 2007; HUMPHREY;
O'BRIEN; MADSEN, 2007).

Debruyne e colaboladores (2008) relataram que as bactérias do género
Campylobacter sdo capazes de mudar sua conformacao celular, alterando sua forma
tipica espiralada para cocos. Essa mudanca na morfologia das bactérias, de acordo
com Rowe e colaboradores (1998) € induzida pelo estresse causado pela escassez
de nutrientes no meio, dentre outros fatores que levam a injuria, 0 que representa
uma estratégia de sobrevivéncia desse agente.

A presenca das formas degenerativas em cocos foi mais frequente na cepa C.
jejuni NCTC 11351 em relacdo a cepa IAL 2383, sugerindo uma possivel maior
susceptibilidade da estirpe NCTC. Também houve uma maior presenca destas
formas cocodides a partir do quarto dia pos-fabricagdo dos queijos em relacdo ao
primeiro dia de analise para ambas as cepas.

O tempo de armazenamento influenciou tanto no nimero de células viaveis
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recuperadas dos queijos quanto no aumento da presenca das formas degenerativas.
E provavel que as condi¢cdes que causam estresse e injlria se acumulem ao longo
do tempo de armazenamento, incluindo as alteragdes no pH, metabdlitos de outros
micro-organismos, compostos resultantes da acdo microbiana nas proteinas e outros
nutrientes presentes, assim como, a permanéncia prolongada em temperatura néo
adequada ao crescimento e manutengdo do micro-organismo.

Aos sete e dez dias de armazenamento o0 micro-organismo nao foi mais
detectado na sua forma viavel e cultivavel nos queijos. Possivelmente, devido ao
aumento nas condigbes adversas neste microambiente como a acidificagéo e a
exclusdo competitiva com bioindicadores, aliados a baixa temperatura.
Staphylococcus coagulase positiva ndo foi determinada nos queijos, mas coliformes
totais e termotolerantes foram determinados em todos os periodos analisados
(Tabela 3). A auséncia de crescimento de Staphylococcus coagulase positiva nos
queijos indica que ndo houve contaminagdo durante a fabricagdo por uso de
eguipamentos e instrumentos contaminados ou via manipulador.

Apesar da presenca de coliformes, as contagens observadas estavam dentro
dos limites preconizados na Portaria numero 146 de 1996 (BRASIL, 1996).
Contagens de coliformes totais e termotolerantes eram esperadas nos queijos, pois
estes grupos de micro-organismos foram detectados nos leites utilizados em todas
as producdes, apesar de em numeros dentro dos limites permitidos pela legislacao
brasileira (BRASIL, 2011).

As maiores contagens de coliformes totais foram observadas nos queijos da
segunda fabricacdo e as de coliformes termotolerantes na primeira fabricacéo.
Também foi observada uma tendéncia de aumento nos numero de coliformes

durante o periodo de armazenamento refrigerado.

Tabela 3 Contagens médiage coliformes em queijos Minas Frescal fabricatos leite experimentalmente
contaminado corg. jejuniNCTC 11351 e IAL 2383 e armazenados por até 19Dali#PC
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NMP.g*
Producéo 1 2 3
Armazenamento NCTC IAL NCTC IAL NCTC IAL
(dias) / Micro- 11351 2383 11351 2383 11351 2383

organismo

Coliformes 51 (%) 212 1,9(¥) 0,32 54(%) 185 3,1(¥)0,70 3,1(¥)144 2,3(¥) 1,04
totais

! Coliformes 1,1 (#) 0,92 0,7(¥) 0,32 0,7(¥) 0,29 0,9(¥) 020 0,7 (%) 030 0,7 (¥) 0,30
termotolerantes
Coliformes 7,0 () 2,53 2,2(¥) 0,70 89 (¥) 550 35(¥) 0,75 3,5(%) 075 2,8 (%) 1,30
totais
4 Coliformes  1,5(*) 1,10 0,9 (¥) 0,20 0,9(¥) 0,60 1,1(¥) 0,40 0,9 (%) 0,10 0,8 (¥) 0,40
termotolerantes
Coliformes 10,6 (¥)3,92 2,8 () 0,75 12,6 (+) 7,33 4,0(¥) 050 51 (%) 212 2,8 (%) 1,30
totais
! Coliformes  1,9(¥) 1,43 1,0(3) 021 1,1(3) 0,40 15(¥) 054 1,1(¥) 040 1,2(¥) 0,30
termotolerantes
Coliformes 11,2 (+)3,30 3,3(¥) 1,11 151 (¥) 585 51 (%) 212 51(+) 212 3,8() 0,50
totais
10

Coliformes  2,0(#) 1,29 1,4(¥) 023 15(¥) 045 1,6(+)050 14(+) 063 1,4() 0,23
termotolerantes

! média e desvio padrdo das analises de trés queijos em triplicata.

A representacao grafica da andlise estatistica descritiva para os numeros de
coliformes totais e termotolerantes nos queijos em relagdo ao tempo de
armazenamento e diferentes fabricacdes pode ser visualizada na Figura 2.

Segundo Franco e Landgraf (1996), C. jejuni pode estar presente nos
alimentos em numero reduzido apods terem sidos submetidos a condi¢cdes adversas.
A presenca de coliformes nos queijos pode ser uma das condi¢cbes de estresse ao
qual Campylobacter foi submetida, e pode ter contribuido para a diminuicdo da sua
viabilidade. Coliformes séo bactérias altamente adaptadas a matriz lactea e entre os
produtos resultantes da sua acéo fermentativa destaca-se a producéo de acido latico
(AXELSSON, 2009). O acido latico é capaz de inibir a multiplicacdo de um grande
namero de patdgenos.

Outro fator que pode ter influenciado na menor sobrevivéncia de
Campylobacter sdo os mecanismos de exclusdo competitiva, ja que coliformes sdo
reconhecidamente bons competidores quando presentes em alimentos.
Campylobacter é considerado fragil e um mal competidor (MURAOKA & ZHANG,
2011).
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Figura 2. Coliformes totais e termotolerantes em queijos Minas Frescal experimentalmente

inoculados com duas cepas de C. jejuni e analisado por até 10 dias.

O fato de Campylobacter ser considerado um mal competidor, concorda com
SALOTTI (2006) que nao encontrou 0 micro-organismo em 60 amostras de queijo
Minas que apresentavam em sua maioria contagens de coliformes maiores que as
permitidas.

Apesar destas especulacfes, outros fatores parecem ser determinantes na
viabilidade de Campylobacter em queijo Minas Frescal, ja que SILVA (2008) verificou
a presenca de Campylobacter em 80% das amostras desse queijo produzidas com
leite cru. Porém, a autora ndo analisou em sua pesquisa a presenca de
bioindicadores, dificultando estabelecer uma correlacdo mais precisa entre 0s

estudos.

4.3. Analises fisico-quimicas dos queijos e viabili  dade de C. jejuni em queijos

Minas Frescal

Outros fatores que podem significar situacdo de injuria e influenciar na
sobrevivéncia de Campylobacter em queijo Minas Frescal sédo as alteracdes fisico-
guimicas que a matriz do queijo sofre durante o periodo de armazenamento.

Os resultados das analises fisico-quimicas realizadas estdo demonstrados na
Tabela 4.



32

Tabela 4. Andlises fisico-quimicas’ de queijos Minas Frescal fabricados com leite emmmtalmente
contaminado corf. jejuniNCTC 11351 e IAL 2383, armazenados por até 10al4iC.

Producao 2 3
Armazenamento NCTC IAL NCTC IAL NCTC IAL
(Dias) / Micro- 11351 2383 11351 2383 11351 2383
organismo analisado

pH 6,73(+)0,07 6,77(+x)0,06 6,52(+)0,05 6,71(+)0,03  6,67(+)0,10  6,70()0,03

1 Acidez 0,27(+)0,00 0,30(+)0,05 0,30(+)0,05 0,30(+)0,05 0,33(+)0,05 0,36(+)0,00
Umidade 66,86(+)1,7 65,20(+)0,8 65,40(+)1,15 66,92(+)0,09 66,70(+)0,62 65,66(+)0,4

Cloreto 0,68(+)0,01 0,74(+)0,04 0,67(+)0,04 0,78(+)0,01  0,69(+)0,03  0,76()0,02

pH 6,61(+)0,07 6,60(x)0,08 6,39(+)0,04 6,62(3)0,05 6,53 (¥)0,08 6,59(+)0,04

4 Acidez 0,42(+)0,05 0,48(+)0,05 0,42(+)0,05 0,42 (+)0,05 0,45(+)0,09 0,51(+)0,05
Umidade 66,10(+)1,7 63,84(+)0,5 63,80(+)0,9 65,19(+)0,06 64,87(+)0,28 64,00(+)0,21

Cloreto 0,66(+)0,01 0,78(+x)0,05 0,70(+)0,04 0,78(¥)0,02  0,70(+)0,04 0,76(+)0,03

pH 6,49(+)0,07 6,46(+)0,08 6,25(+)0,04 6,43(+)0,04  6,37(+)0,08  6,45()0,04

7 Acidez 0,57(¢)0,05 0,57(x)0,05 0,57(x)0,05 0,60(+)0,05 0,60(+)0,05 0,63(+)0,09
Umidade 65,24(¥)2,0 62,50(+)0,5 61,81(+)0,7 63,87(x)0,14 62,17(¥)0,25 62,59(+)0,50

Cloreto 0,64(¥)0,02 0,74(3)0,04 0,70(3)0,01 0,78(x)0,01  0,70(x)0,02  0,78(+)0,0

pH 6,30(¥)0,02 6,32(3)0,09 6,17(+)0,03 6,28(+)0,07  6,24(+)0,07  6,33()0,02

10

Acidez 0,66(+)0,05 0,66(+)0,05 0,69(+)0,05 0,69(+)0,05 0,69(+)0,05 0,75()0,05
Umidade 63,82()2,2 61,55(+)0,5 60,89(+)0,21 63,98(+)2,8 61,06 (+)0,6 61,12()0,12

Cloreto 0,66(+)0,03 0,74(+x)0,01 0,70(+)0,01  0,78(+)0,04  0,70(+)0,01  0,73(+)0,02

" média da andlise de trés queijos em triplicata.

A umidade foi a Unica das analises realizadas que é exigida pela legislacéo e
apresentou resultados conformes em todas as amostras, que é de no minimo 55%
(BRASIL, 1996).

Os queijos fabricados com leite inoculado com C. jejuni NCTC 11351
apresentaram umidade média de 64,06+2,32 e os inoculados com a cepa IAL 2383,
63,87+1,83. Apesar de nao haver diferenca entre os teores de umidade quando se
compara os queijos fabricados com as duas cepas pode-se observar uma reducéo
gradual nos teores de umidade dos mesmos e isso resultou em uma correlacéo

moderada e estatisticamente relevante entre a umidade e a sobrevivéncia de ambas
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as cepas (Figura 3).

69 -

68 - _
674 *

66 - H
65 - D

.

63 -

umidade

62 -

61 -

60 -
Campylo 10 300 3000 30000 300000 10 300 3000 30000 300000
cepa 2383 11351

Figura 3. Representacao grafica da correlacdo entre umidade e sobrevivéncia de C. jejuni
NCTC 11351 e IAL 2383 em queijos Minas Frescal (P<0,05).

Queijos de muito alta umidade como o Minas Frescal tendem a perder
umidade na forma de soro durante o armazenamento (ALVES, 2004). Isso pode ter
contribuido para a concentracdo de substancias toxicas para Campylobacter, assim
como, diminuido a atividade de agua nos queijos.

Os valores médios de pH dos queijos considerando as trés fabricacdes, nos
queijos inoculados com as cepas de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 foram de
6,44+0,18 e 6,52+0,17, respectivamente. Os valores de pH dos queijos inoculados
com a cepa NCTC 11351 foi menor que os queijos fabricados com a cepa IAL 2383
(P=0,049).

A andlise estatistica dos dados demonstrou que ha uma correlacdo moderada
e estatisticamente relevante (P<0,05) entre o pH e a sobrevivéncia de ambas as
cepas inoculadas. A representacao grafica desta afirmativa pode ser visualizada na
Figura 4.
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Figura 4. Representacdo grafica da correlacdo entre pH e sobrevivéncia de C. jejuni NCTC
11351 e IAL 2383 em queijos Minas Frescal (P<0,05).

Segundo Hazeleger (1994) e Hofemann (2001), a faixa de pH para o
crescimento de Campylobater jejuni se encontra entre 4,9 e 9,0, com 6timo entre 6,5
e 7,5. Apesar de todos os resultados obtidos nesta pesquisa estarem dentro deste
intervalo, as variacées observadas interferiram no crescimento, provavelmente, por
se somarem a outros fatores estressantes como metabdlitos bacterianos e baixa
temperatura.

A determinacdo média para a acidez expressa em acido latico nos queijos foi
de 0,50+0,15 e 0,52+0,16, respectivamente, para 0s queijos inoculados com C. jejuni
NCTC 11351 e IAL 2383. N&ao houve diferenca significativa entre os resultados
guando se comparou os indices dos queijos inoculados com as duas cepas, mas
pode-se verificar que os teores de acido latico aumentaram com o periodo de
armazenamento (Tabela 4).

As caracteristica de aumento da acidez e diminuicdo do pH durante o
armazenamento foram, provavelmente, devido a fermentacdo da lactose por
bactérias laticas e também pelos coliformes.

Houve correlacdo moderada e estatisticamente relevante entre os indices de
acidez dos queijos e a viabilidade das cepas (P<0,05). A representacao grafica da
correlacdo entre esta variavel e a viabilidade das cepas esta demonstrada na Figura
5a e os teores de sddio nas diferentes producdes e periodos analisados podem ser

visualizados na Figura 5b.
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Figura 5. Representacdo gréafica dos resultados de acidez; a) correlacdo entre acidez e
sobrevivéncia de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 em queijos Minas Frescal (P<0,05); b) valores de
acidez por cepa em trés producdes e quatro periodos de armazenamento.

O teor médio de cloretos foi menor nos queijos contaminados com a cepa de
C. jejuni NCTC 11351 em relac&o aos queijos contaminados com a cepa IAL 2383. O
teor médio foi de 0,68+0,29 nos queijos com C. jejuni NCTC 11351 e 0,76+0,032 nos
queijos contaminados com a cepa IAL 2383. Porém, ndo houve correlacéo
estatisticamente relevante (P>0,05) entre este indice e a viabilidade das cepas.

A evolugdo dos indices de cloreto, por produgdo, cepa e periodo de
armazenamento pode ser observada na Tabela 4 e Figura 6.

N&o houve correlacdo (P>0,05) entre os teores de cloreto de sodio nos
queijos e a viabilidade de Campylobacter. Este resultado era esperado, ja que em
todos o0s queijos analisados, os indices de cloreto foram menores que 0s
considerados inibitérios para o género Campylobacter, que é de até 2% (PARK,
2002).
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Figura 6. Valores de cloreto de sddio em queijo Minas Frescal em trés producdes e quatro

periodos de armazenamento, discriminado por cepa de C. jejuni inoculada.

O queijo Minas Frescal pode oferecer condicdes de sobrevivéncia para
Campylobacter, uma vez que essa matriz alimentar apresenta alto teor de umidade,
faixa de pH e teor de cloreto de sédio em niveis suportaveis. Porém, nos queijos
produzidos com leite inoculado com as duas cepas, Campylobacter sé permaneceu
vidvel e cultividvel até quatro dias apds a fabricagdo. Além disso, houve decréscimo
nos numeros do micro-organismo em comparacdo com o primeiro dia de andlise,
mostrando que nao houve multiplicacdo dos micro-organismos.

E provavel que o conjunto de fatores extrinsecos de temperatura, pH,
presenca de cloretos e bioindicadores, mesmo em niveis considerados suportaveis
de forma isolada, quando inter-relacionados sejam limitantes, impedindo a
multiplicacéo e diminuindo de forma gradativa o numero de células.

A influéncia do tempo de armazenamento, que diminui 0 nimero e a
viabilidade de Campylobacter, possui importancia para a saude publica.
Particularmente, quando o risco € avaliado para produtos especificos como o queijo
Minas Frescal, deve-se levar em conta também os habitos dos consumidores.
Mesmo que 0 micro-organismo se mantenha viavel por curtos periodos, como a
preferéncia do consumidor € por produtos mais frescos, produzidos proximos ao
consumo, caso contaminado, havera mais risco de que cause infecgéo alimentar.

Também deve-se considerar no risco, que é comum que representantes do
género Campylobacter em condi¢cbes de estresse ou injuria, degenerem para

formas nado cultivaveis, que sao porém, muitas vezes, viaveis e infectantes
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(CHAISOWWONG et al., 2012). Isso faz com que, mesmo nao sendo possivel o
isolamento do agente nos queijos, ndo seja possivel afirmar que as formas
degeneradas ndo permanecem infectantes e representem riscos. Além disso, ao
contrario de outras enterobactérias, Campylobacter possui baixa dose infectante, em
torno de 500 células (BUTZLER, 2004).

Apesar da legislacdo brasileira ainda nd&o contemplar a pesquisa de
Campylobacter spp., 0 género é atualmente o agente mais prevalente da enterite
humana na Europa e nos Estados Unidos (HIRSH, 2003; MOORE et al., 2005;
EFSA, 2011).

4.4. Producao de Transcritos

Ambas as cepas analisadas, em primeiro repiqgue apds a aquisi¢ao,
imediatamente ap0s a recuperacdo em meios de cultura, foram capazes de produzir
todos os genes estudados.

N&o foi possivel verificar a producéo de transcritos nas cepas recuperadas de
todos 0s queijos ja que para a realizacdo da técnica de RT-PCR € necessario um
grande numero de células, cerca de quatro placas de Petri cheias (MELO, 2013).
Apds o repique dos isolados recuperados, algumas ndo apresentaram crescimento
suficiente. O mesmo ocorreu no estudo de Moura (2013), que também trabalhou
com as mesmas cepas utilizadas neste estudo.

Do total dos 18 isolados de C. jejuni NCTC 11351 recuperados dos queijos
Minas Frescal, apenas 9/18 (50%) se mantiveram viaveis ou tiveram crescimento em
nameros de células suficientes para serem avaliados para a producao de transcritos.
Ja para a cepa C. jejuni IAL 2383, 14/18 (77,8%) apresentaram crescimento e foram
avaliadas. A cepa NCTC se mostrou mais sensivel a injaria que a cepa IAL, mas a
diferenca nao foi significativa (P>0,05).

Dentre estirpes da cepa NCTC que néo foram recuperadas, 2/9 (22,2%) foram
isoladas de queijos com um dia de armazenamento e 7/9 (77,8%) foram isolados de
gueijos armazenados por quatro dias. O numero de isolados da cepa IAL que nédo
apresentaram crescimento apos o isolamento foi de 1/4 (25%) e 3/4 (75%)
espécimes, provenientes de queijos armazenados por um e quatro dias,

respectivamente.
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Também a producgéo de transcritos foi observada com maior freqiéncia em
isolados de queijos armazenados por um dia quando comparada aos isolados de
gueijos armazenados por quatro dias, para os quatro genes estudados e para ambas
as cepas. Provavelmente, o tempo no qual o micro-organismo permanece em
situacdo de injuria influencia na sua capacidade de transcrever alguns genes aos
quais eram capazes em situacdes favoraveis de temperatura, atmosfera e nutricao.

O gene ciaB codifica uma proteina envolvida na invasao celular (RIVERA-
AMILL et al., 2001) e é considerado como um dos genes de referencia no estudo dos
mecanismos de patogenicidade de Campylobacter (HANEL et al., 2004; ZHENG et
al., 2006). A Tabela 5 mostra o niumero de isolados de Campylobacter recuperados

dos queijos e os que foram capazes de produzir transcritos para o gene ciaB.

Tabela 5. Producéo de transcritos para o gene ciaB por Campylobacter isolados de queijos Minas
Frescal, por periodo de armazenamento e producao.
Cepa de C. jejuni inoculada no leite

NCTC 11351 IAL 2383
Amostras Dia 1 Dia 4 Dia 1 Dia 4
1 + - + +
P1 2 + + +
3 + + + +
1 + + -
P2 2 + -
3 -
1 - + -
P3 2 +
3 - +
TOTAL (+/n) af7 Yo 8/8 3/6

(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total de isolados recuperados em
cada periodo de armazenamento. P1, P2 e P3: producdes 1, 2 e 3.

Os resultados da Tabela 5 sugerem que a producao de transcritos para o
gene ciaB em situacdo de injuria é cepa-dependente, e provavelmente, esta
caracteristica interfere na capacidade de causar doenca, ou sua gravidade, quando
a infeccao ocorre via o consumo de queijo Minas Frescal. Enquanto a cepa C. jejuni
IAL 2383 manteve em 8/8 e 3/6 dos isolados recuperados a capacidade de
transcricdo do gene ciaB, ap0s um e quatro dias de armazenamento, entre isolados
da cepa NCTC 11351, somente 4/7 e 1/2 apresentaram a mesma caracteristica.
Vérios estudos demonstram que a capacidade de expressdo de caracteristicas de

viruléncia como adesdo, invasdo e producdo de toxinas em C. jejuni é cepa-
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dependente (VAN VLIET; KETLEY, 2001; FERNANDEZ; GARCIA; VILLANUEVA,
2005).

RIVERA-AMILL et al. (2001) afirmaram que a expressdo dos genes
que codificam as proteinas ciaB estd sujeita a regulacdo ambiental, tal
como observado  em cultura em  células  eucaritticas, as quais
possuem componentes que induzem essa transcricao.

A producao de transcritos para o gene dnaJ pelos isolados recuperados dos
genes estd demonstrada na Tabela 6 e nas Figuras 7a e 7b. Este gene esta
associado a termotolerancia e também foi percentualmente mais elevado no primeiro
dia de anadlise para ambas as cepas, totalizando em 77,8% (7/9) para NCTC 11351 e

85,7% (12/14) para IAL 2383.

Tabela 6. Produgéo de transcritos para o gene dnaJ por Campylobacter isolados de queijos Minas
Frescal, por periodo de armazenamento e producao
Cepa de C. jejuni inoculada no leite

NCTC 11351 IAL 2383
Amostras Dia 1 Dia 4 Dia 1 Dia 4
1 + - + +
P1 + + +
3 + + + +
1 + + -
P2 2 + -
3 -
1 + + +
P3 2 +
3 + +
TOTAL (+/n) 6/7 Yo 8/8 4/6

(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total de isolados recuperados em
cada periodo de armazenamento. P1, P2 e P3: producdes 1, 2 e 3.
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Mc+ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 72 73

Figura 7. a) o gel de PCR demonstra M (marcador de peso molecular de 50pb); C- (Controle Negativo,
composto por agua ultrapura em substituicdo ao DNA alvo); C+ (Controle Positivo: C. jejuni NCTC 11351); 1, 4, 5,
6, 7, 8 e 9 amostras de C. jejuni NCTC 11351 isoladas dos queijos Minas Frescal que transcreveram o gene dnaJ
e 2 e 3 isoladas que nédo transcreveram. b) 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 23 sao C. jejuni IAL 2383
isoladas positivas para transcricdo de dnaJ e 13 e 22 negativas.

A capacidade de produzir transcritos para o gene dnal pelos isolados
recuperados dos queijos produzidos com as duas cepas foi similar ao observado
para a capacidade de produzir transcritos do gene ciaB. Os transcritos deste gene
sdo associados a tolerancia ao aumento da temperatura no microambiente, situacéo
de injaria a qual os micro-organismos nao foram submetidos neste estudo, ja que a
tecnologia de fabricacdo do queijo Minas Frescal ndo inclui o aquecimento da massa
a temperatura maior que 36°C (ROSSI, 1997). Assim, é possivel que este gene
também possa regular a adaptacdo do micro-organismo ao frio, que foi a situagcéo de
injuria a qual as cepas foram submetidas durante o armazenamento.

KONKEL et al. (1998) e REID et al. (2008) ao analisarem proteinas de choque
térmico, tais como clpP e dnaJ, constataram que sua sintese variacom a
temperatura de forma que um aumento subito na temperatura
aumenta consideravelmente sua sintese. Ja durante 0 estresse submetido
pelo choque frio, os genes de traducédo de proteinas de choque térmico reprimem
sua expressao (BEALES, 2004).

As proteinas oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante funcdo na
superacao de variagbes bruscas de temperatura, de forma que o micro-organismo

se torne capaz de sobreviver e adaptar-se a nova temperatura (STINTZI,
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WHITWORTH 2003). A resposta ao choque térmico esta associada ao desempenho
na colonizacdo do trato intestinal e & sobrevivéncia bacteriana a altas temperaturas
(KONKEL et al., 1998).

A capacidade de produzir transcritos para o gene pl9 pelos isolados
recuperados dos queijos durante o armazenamento estdo demonstrados na Tabela
7.

Tabela 7.Producéo de transcritos para o gene p19 por Campylobacter isolados de queijos Minas
Frescal, por periodo de armazenamento e producao
Cepa de C. jejuni inoculada no leite

Amostras NCTC 11351 IAL 2383
Dia 1 Dia 4 Dia 1l Dia 4

1 - - - -
P1 > . ] ]
3 . . . .
1 . . .
P2 5 ] ]
3 .
1 . . .
P3 2 +
3 : +
TOTAL (+in) 17 02 2/8 0/6

(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total de isolados recuperados em
cada periodo de armazenamento. P1, P2 e P3: producdes 1, 2 e 3.

O gene pl9 codifica uma proteina periplasmatica ferro-dependente cuja
funcdo é o transporte de ferro (PALYADA, 2004), que é um componente com baixa
biodisponibilidade no interior do hospedeiro mamifero em relacdo ao ambiente
externo (LITWIN & CALDERWOOK, 1993). O gene pl9 e a regulacdo desta proteina
sdo formas de Campylobacter controlar o nivel de ferro intracelular durante o
estresse (BIRK, 2012). Alguns autores consideram que os produtos do gene pl9
sejam um sinal chave para os agentes patogénicos, tais como Campylobacter,
“sentir” que invadiu 0 hospedeiro e comecar a expressar determinantes de viruléncia
(LITWIN & CALDERWOOK, 1993; OTTO et al., 1994; VASIL & OCHSNER, 1999).

Os isolados recuperados dos queijos mostraram baixa capacidade de produzir
transcritos do gene pl19 (3/23) e os transcritos sé foram observados no primeiro dia
de armazenamento refrigerado. O leite e 0 queijo sdo alimentos com baixos niveis
de ferro (TORREJON et al., 2004). E possivel, que em condi¢cdes de injdria e na falta
do componente (sinalizagdo bioldgica), os micro-organismos tenham utilizado seu
aparato genético para a producdo de outras enzimas ou substancias mais

importantes no momento para a sua sobrevivéncia.
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A producao de transcritos do gene sodB pelas estirpes de Campylobacter

recuperadas dos queijos estao na Tabela 8.

Tabela 8.Producao de transcritos para o geogéBpor Campylobacteisolados de queijos Minas Frescal, por
periodo de armazenamento e producao
Cepa de C. jejuni inoculada no leite

Amostras NCTC 11351 IAL 2383
Dia 1 Dia 4 Dia 1l Dia 4

1 + - - -
P1 2 - + -
3 - - - -
1 - - -
P2 2 - -
3 -
1 - - -
P3 2 +
3 - +
TOTAL (+/n) 177 0/2 3/8 0/6

(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total de isolados recuperados em
cada periodo de armazenamento. P1, P2 e P3: producdes 1, 2 e 3.

Campylobacter recuperados de queijos fabricados com leite contaminados
com a cepa IAL 2383 e armazenados por um dia mostraram maior capacidade na
producdo de transcritos do gene sodB que os recuperados dos queijos produzidos
com a cepa NCTC 11351 no primeiro dia de armazenamento. Aos quatro dias de
armazenamento nenhum dos micro-organismos recuperados foi capaz de
transcrever os transcritos para este gene (Tabela 8).

O gene sodB participa na resposta ao estresse oxidativo (PESCI; COTTLE;
PICKETT, 1994; PURDY et al.,, 1999). A capacidade de géneros, espécies ou
bidtipos serem capazes de possuir respostas fisiolégicas as formas téxicas de
oxigénio € uma estratégia a sobrevivéncia ambiental e esta relacionada a producéo
de enzimas sod-superodxido dismutase. Estas enzimas sdo capazes de metabolizar
as formas toxicas de oxigénio em agua, peréxido de hidrogénio e radicais livres.
Geralmente, a capacidade de produzir as enzimas sod é acompanhada pela
producdo das enzimas catalase ou peroxidase, que tornam 0 micro-organismo
também capaz de metabolizar as formas téxicas produzidas pelas enzimas sod na
reacao (HALLIWELL, 2000). Campylobacter jejuni é catalase positiva (JAY, 2005).

Considerando a cepa inoculada no leite e o tempo de armazenamento dos
queijos, pode-se observar que a producdo de transcritos para o gene sodB pelos
isolados de Campylobacter foi similar ao comportamento observado para o gene

pl19. A similaridade na transcricdo para estes dois genes foi também observada por
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Moura (2013), que estudou o efeito do estresse por congelamento na sobrevivéncia
e producéao de transcritos de viruléncia nestas mesmas cepas de Campylobacter.

A correlagéo na capacidade de produzir transcritos para 0os genes sodB e p19
ja foi discutida por diversos autores. De acordo com Pesci; Cottle; Pickett, (1994) e
Purdy e colaboladores (1999), como o gene sodB participa na resposta ao estresse
oxidativo, ha uma evidente ligacdo entre esta condicdo e o ferro. Palyada (2004)
descreve a ligacdo entre a captacdo de ferro e o estresse oxidativo, que pode ser
causado pelo frio, e pode gerar participacdo de ambos 0s genes nesta condicéo, ou
em uma condig&o similar.

A Tabela 9 sintetiza a producao de transcritos de todos os genes estudados

pelas estirpes recuperadas dos queijos.

Tabela 9. Frequéncia da producao de transcritos para quatro genes por 23 estirpes de Campylobacter
recuperadas de queijos Minas Frescal apés armazenamento refrigerado.

Gene avaliado N %
(N=23)

ciaB 16 69,6%

dnal 19 82,6%

pl19 3 13,0%

sodB 4 17,4%

A Tabela 10 demonstra o numero de isolados de cada uma das cepas de C.
jejuni (NCTC 11351 ou IAL 2383) recuperadas dos queijos e 0S genes para os quais
mantiveram a capacidade de produzir transcritos.

Os resultados demonstram que além da viabilidade, também a capacidade de
produzir transcritos para as cepas estudadas diminuiu quando as mesmas foram
submetidas a condicbes adversas como as relacionadas a fabricacdo dos queijos e
armazenamento refrigerado. Estas situacdes de injaria se acentuaram com o0
armazenamento, mas por até quatro dias de armazenamento alguns isolados ainda
demonstraram a capacidade de transcrever os genes ciaB e dnaJ. A transcricdo dos
genes pl19 e sodB s6 foi observada em cepas recuperadas de queijos armazenados

por um dia.

Tabela 10.Perfil de transcricdo para os geo&B, dnaJ, p19 e sodior Campylobacter jejunNCTC 11351 e
IAL 2383, discriminado por isolados recuperadosjdeijos Minas Frescal apos armazenamento refdgera
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Genes transcritos C.jejuniNCTC 11351  C. jejunilAL

2383
ciaB, dnaJ, p19, sodB 1 2
ciaB, dnaJ, sodB 0 1
ciaB, dnaJ 4 8
dnal 3 0
Nenhum gene 2 2
TOTAL 10 13

Varios autores tém estudado a presenca e expressao de genes de viruléncia,
utilizando RT-PCR em estirpes de Campylobacter spp mantidas sob uma variedade
de condicbes de crescimento. Os resultados destes estudos indicam que as
mudancas nas condicdes ambientais podem gerar uma variacdo consideravel na
capacidade de transcrever os genes (STINZI; WHITWORTH, 2003; PALYADA, 2004,
STINZI et al., 2005; MOURIK, 2011). Porém, apesar da injaria, no presente estudo,
entre os 23 isolados recuperados, 16 (69,6%) e 19 (82,6%) foram capazes de
produzir transcritos para os genes ciaB e dnaJ, respectivamente. Isto sinaliza que
apesar de as condi¢gOes de beneficiamento e armazenamento dos alimentos terem a
capacidade de diminuir a viabilidade e viruléncia de Campylobacter, ndo € capaz de
garantir a seguranga de seu consumo.

De forma geral pode-se inferir que C. jejuni NCTC 11351, foi ligeiramente
mais afetada que a cepa IAL 2383 pelo estresse, tanto na perda de viabilidade
guanto na capacidade de produzir transcritos de genes de viruléncia, mas a
diferenca nao foi significativa (P>0,05).

A regulacdo dos diferentes genes € essencial para a sobrevivéncia de
Campylobacter. O comportamento destes micro-organismos frente a diferentes
condicdes de estresse demonstra a capacidade desta espécie em modular o seu
potencial de viruléncia de acordo com o ambiente (MELO et al., 2013). O
conhecimento deste processo € de grande importancia para estudos mais
detalhados sobre epidemiologia e patogenia da campilobacteriose (MARTINEZ et al.,
2006), e também para avaliar os riscos relacionados ao consumo de alimentos como
0 queijo Minas Frescal. Além disso, esse conhecimento permite entender os
diferentes comportamentos nas transcricbes génicas, de forma a determinar e
explicar as diferencas observadas na patologia pelas diversas estirpes (MOURIK,
2011).



45

Estudos como os realizados no presente trabalho podem auxiliar na avaliagao
de analise de perigo relacionado ao consumo de diferentes alimentos, assim como,

contribuir na eleicdo das formas de prevencao.

5.0 CONCLUSOES
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Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- 0 armazenamento refrigerado reduz as contagens de Campylobacter em
queijo Minas Frescal de 2 a 3 ciclos log do primeiro ao quarto dia e a nUmeros nao
detectaveis apoOs sete dias de armazenamento, sendo acompanhado por uma
mudanca na morfologia da bactéria;

- 0 decréscimo da umidade e pH e o aumento da acidez durante o
armazenamento refrigerado de queijos Minas Frescal apresenta correlacdo com a
diminuicao da viabilidade de Campylobacter neste alimento;

- Campylobacter presentes em queijo Minas Frescal tem sua capacidade de
producdo de transcritos para os genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB diminuida durante o
armazenamento refrigerado, sendo o decréscimo mais acentuado no quarto dia de
armazenamento, onde 0s genes sodB e p19 ndo foram mais transcritos;

- 0 consumo de queijo Minas Frescal, se fabricado com leite contaminado
com Campylobacter, oferece risco ao consumidor quando ingerido até quatro dias

apos a fabricacao.
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