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“ Se sonha, cuida! 

Cuida que seu sonho 

Seja expedição venturosa, 

Mesmo que seja surreal 

como todo sonho é. 

 

Quando sonha, cuida! 

Cuida para que seu sonho 

Seja o passo primeiro 

No princípio da jornada 

Que não se perde no tempo. 

 

Porque sonha, cuida! 

Preserve para o adiante 

O que começa no hoje. 

Assim é a vida de estradeiro: 

Construir caminhos 

Para perseguir sonhos!” 

(Paulo Pazz) 
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VIABILIDADE E EXPRESSÃO DE TRANSCRITOS DE VIRULÊNCI A EM 

Campylobacter jejuni EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS EM QUEIJOS 

MINAS FRESCAL 

 

 

RESUMO - Este estudo avaliou a viabilidade e a capacidade de transcrição 

dos genes ciaB, dnaJ, p19, 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 4°C por 10 dias e av aliados periodicamente 

quanto a presença/quantificação do grupo coliforme, Staphylococcus 

coagulase positiva, Campylobacter jejuni, além da acidez, pH, umidade e 

cloreto de sódio. Os isolados de Campylobacter recuperados dos queijos 

foram avaliados pela técnica do RT-PCR para verificar se houve mudança em 

seus transcriptomas. O armazenamento a 4º C reduziu as contagens de C. 

jejuni do primeiro para o quarto dia e levou a nível não detectável a partir do 

sétimo dia. O decréscimo da umidade e pH e aumento da acidez nos queijos 

Minas Frescal apresentaram correlação com a diminuição da viabilidade de C. 

jejuni. Houve redução na produção de transcritos dos quatro genes testados, 

mais acentuada no quarto dia de armazenamento, quando os transcritos de 

p19 e sodB já não foram mais encontrados. O consumo de queijo Minas 

Frescal contaminado com Campylobacter oferece risco de infecção aos 

humanos quando consumido até quatro dias após sua fabricação. 

 

 

Palavras-chave:  Campilobacteriose, inóculo experimental, viabilidade, 

segurança alimentar, virulência. 
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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 °C 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 4º 

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 

p19 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.
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1. INTRODUÇÃO 

 

Um dos pilares para se garantir a segurança dos alimentos oferecidos à 

população é o monitoramento de sua qualidade microbiológica. Dentro dos conceitos 

de segurança alimentar é 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-infecções alimentares causam prejuízos diretos e 

indiretos, pois coloca em risco a saúde do consumidor e também gera impacto 

econômico (EFSA, 2010). 

 Campylobacter são bactérias Gram negativas, pertencentes à família 

Campylobacteriaceae (DAMAS et al. 2010). São classificadas como termotolerantes 

por apresentar temperatura ótima de crescimento entre 42°C a 43°C e não crescem 

em temperaturas inferiores a 30°C  (DAMAS et al. 2010), porém suportam baixas 

temperaturas, por meio de mecanismos adaptativos. É atualmente o agente 

etiológico 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 não há uma legislação vigente que inclui o 

gênero Campylobacter, consequentemente os estudos ainda são escassos. 

Não há obrigatoriedade para a análise de Campylobacter em alimentos por 

parte do Ministério da Saúde e Ministério da Agricultura, mas a análise deste micro-

organismo é exigida por alguns importadores (ACMSF, 2005).  

A campilobacteriose é uma zoonose, que é geralmente assintomática nos 

animais, mas em humanos infectados pode provocar diarréia, febre, dor abdominal, 

náusea, vômito, dor de cabeça e dores musculares. As complicações são 

consideradas raras, mas pode ocorrer meningite, colite recorrente, colicistite aguda, 

SGB (Síndrome de Guillain-Barré) e outras neuropatias (ESTEVES et al., 2011).  

Além de aves e suínos, um importante reservatório das espécies de 

Campylobacer é 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 não pasteurizado contaminado como 

causa de campilobacteriose em humanos (CEBBALLOS-BARÓNA 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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após 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 lácteos, um dos que apresenta grande consumo pela 

população é o queijo Minas Frescal. Esta variedade possui elevado teor de umidade 

e é um produto altamente perecível, além disso, dependendo da tecnologia 

empregada, passa por considerável manipulação, apresentando condições propícias 

para contaminação, sobrevivência e multiplicação bacteriana, incluindo espécies 

patogênicas aos seres humanos (CÂMARA et al., 2002). Dentre os possíveis 

contaminantes, está C. jejuni, porém não há estudos sobre C. jejuni e não se 

conhece se o microambiente desta matriz alimentar é favorável para permitir, quando 

presente, a viabilidade destes micro-organismos.  

Existem dados que comprovam que C. jejuni é capaz de sobreviver, em 

número suficiente para causar infecção (400-500 células), em leite UHT e 

pasteurizado experimentalmente contaminados e mantidos sob refrigeração por 48 

horas (MONTEIRO, 2011). A capacidade de sobrevivência de Campylobacter 

durante os processos de manipulação do leite e produtos lácteos pode estar 

relacionada a mecanismos adaptativos desse agente às condições de estresse 

ambiental (XIE et al., 2011).  

Considerando que o consumo de leite cru e seus derivados representam risco 

para a infecção de humanos por Campylobacter (FDA, 2008), e que poucos estudos 

discutem a sobrevivência de C. jejuni no leite e nos seus subprodutos lácteos, há 

dificuldade na compreensão dos riscos que estes alimentos, se contaminados, 

podem representar. Também não está estabelecido se condições de estresse ao frio 

a que estes micro-organismos são submetidos durante o armazenamento, como as 

usadas na conservação de produtos lácteos influenciam na transcrição de seus 

genes de virulência.  

Dessa forma, é importante avaliar a viabilidade e a capacidade deste micro-

organismo expressar seus genes de virulência frente a condições de injúria como: 

manutenção a baixas temperaturas, na presença de competidores e outras 

situações de estresse. Este conhecimento pode subsidiar estudos de avaliação de 

risco, implementação de medidas de controle e campanhas educativas que visem 

garantir a segurança do alimento consumido pela população.  
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1.1. OBJETIVOS 

 

1.1.1. GERAL 

 

Determinar a viabilidade e a capacidade de expressar transcritos de 

virulência de Campylobacter jejuni recuperadas de queijo Minas Frescal após 

armazenamento refrigerado.  

 

1.1.2. ESPECÍFICOS 

 

Determinar em queijos Minas Frescal fabricados com leites experimentalmente 

contaminados com Campylobacter jejuni NCTC 11351 e IAL 2383. 

 

2. O número de células viáveis de Campylobacter jejuni nos queijos 

mantidos sob refrigeração após 1, 4, 7 e 10 dias dias de fabricação. 

3. Se há correlação entre o número e tipo de micro-organismos 

bioindicadores presentes no leite, com a viabilidade de C. jejuni. 

4. Se as mudanças na composição físico-químicas dos queijos durante o 

armazenamento (umidade, pH, acidez e o teor de sal)  podem ser 

correlacionadas à viabilidade de Campylobacter jejuni. 

5. Utilizar a técnica de RT-PCR para verificar se há mudanças na produção 

de transcritos dos genes dnaJ, ciaB, sodB e p19 pelos micro-organismos 

recuperados dos queijos após o processamento e armazenamento 

refrigerado. 

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

jejuni pelo consumo de queijo Minas Frescal contaminado. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. Campylobacter s pp. 

 

O gênero Campylobacter pertence à família Campylobacteriaceae, sendo que as 

principais espécies implicadas em doenças gastroentéricas no homem são: C. jejuni, 

C. coli e C. lari. Este micro-organismo é um bacilo gram-negativo, microaerófilo e 

termofílico que possui morfologia vibrióide ou em asa de gaivota (CRUSHELL et al., 

2004). Sua estrutura é delgada com 0,2-0,5µm de largura e 0,5-5,0µm de 

comprimento, e se movimenta por meio de flagelos que podem estar localizados na 

região polar ou em ambas as extremidades (NACHAMKIN, 1998). 

 As colônias de Campylobacter nos diversos meios de cultura são 

semelhantes, podendo apresentar-se lisas, convexas e brilhantes, com bordas 

perfeitas, ou planas, translúcidas e lustrosas, com bordas irregulares e espalhadas 

(GODOI; GANDRA; GANDRA, 2010). Geralmente são incolores, podendo ser 

levemente creme ou acinzentadas, podem também apresentar brilho d’água ao 

refletir a luz ambiental (QUINN et al., 2005).  

 Em cultivos acima de três dias, as células de Campylobacter passam a se 

degenerar em formas esféricas ou ovóides com perda de sua capacidade de 

multiplicação em meios de cultura, o que torna difícil seu cultivo em laboratório 

(DEBRUYNE et al., 2008). Segundo HAZELEGER et al. (1994), quando perdem sua 

capacidade de multiplicação em meios de cultivos inertes são consideradas formas 

viáveis e não cultiváveis (VNC). ROWE et al. (1998) citam que formas VNC de 

Campylobacter spp. são induzidas pelo estresse causado pela escassez de 

nutrientes no meio, dentre outros fatores que levam à injuria, o que representa uma 

estratégia de sobrevivência desse agente. 

 Germano & Germano (2001) afirmam que Campylobacter spp. pode 

sobreviver durante quatro semanas ou mais em água a 4°C. De acordo com 

STINTZI & WHITWORTH (2003), em geral, a expressão de cerca de 13% do 

genoma bacteriano é significativamente alterado no choque frio. Estes mesmos 

autores afirmam que, apesar disso, Campylobacter apresenta mecanismos de 

tolerância e adaptação às baixas temperaturas que incluem a aquisição ou a 

biossíntese de moléculas crioprotetoras, levando a alterações da composição 
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lipídica da membrana de forma a mantê-la viável nessas condições.  

 C. jejuni é capaz de se adaptar e sobreviver a uma vasta gama de condições 

ambientais, de forma ubíqua e persistente, apesar de ter um genoma relativamente 

pequeno, uma temperatura ótima elevada para seu crescimento, sensibilidade para 

os níveis altos de oxigênio atmosférico e necessidade de meios enriquecidos e 

seletivos para seu crescimento (PARK, 2000). Portanto, é essencial para C. jejuni 

possuir a capacidade para responder rapidamente às mudanças nas condições 

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 à condição submetida que se traduz em mudança física 

(LODGE, 2007). 

 A resposta de C. jejuni às mudanças de temperatura é talvez o tema mais 

investigado quanto ao seu sistema regulatório. Campylobacter pode ser encontrada 

em uma vasta gama de temperaturas ambientais desde alimentos 

congelados/refrigerados (-20°C/4°C) até o trato gas trointestinal das aves (42°C). Por 

conseguinte, é evidente supor que C. jejuni possui ambos os mecanismos de defesa 

ao frio e a altas temperaturas. Várias proteínas de tolerância às variações de 

temperatura foram identificadas em C. jejuni, porém não há homologia com as 

mesmas encontradas em outras enterobactérias, como E. coli (RATH & JAWALI, 

2006). 

 Além do frio, o pH também pode ser um fator limitante para a viabilidade de 

Campylobacter spp., já que o micro-organismo não se multiplica em pH abaixo de 

4,9, com crescimento na faixa de pH entre 4,9 a 9,0, com valores ótimos 6,5 a 7,5 

(HAZELEGER et al., 1994). 

 Há alguns anos pensava-se que Campylobacter não era capaz de se 

multiplicar em alimentos durante o processamento ou armazenamento devido 

principalmente a crença de que a bactéria era muito sensível à dessecação e 

concentrações de cloreto de sódio iguais ou maiores que 2% (PARK, 2002).  

 Acreditava-se também que o micro-organismo não era capaz de 

sobreviver em superfícies secas, mas isso vem mudando com estudos relacionados 

à capacidade de formação de biofilmes por Campylobacter spp. Estudos de Bruswell 

(1998), Zimmer (2003) e seus colaboradores demonstraram a formação de biofilmes 

nas fontes de água, sistemas de canalização, em criadouros animais e plantas de 
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abate. Biofilme pode ser uma fonte contínua de infecção para animais domésticos e 

contaminação de alimentos nas plantas beneficiadoras, podendo assim, favorecer a 

infecção de humanos.   

 

2.2. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E SAÚDE PÚBLICA   

 

Campylobacter spp. é o agente etiológico mais prevalente em gastrenterites 

de causa alimentar na Europa e Estados Unidos e C. jejuni é reconhecido como o 

primeiro agente de diarréia nos países industrializados,  já tendo superado a 

Salmonella como responsável por casos de diarréia (EFSA, 2011; CDC, 2011; WHO, 

2011). Os Estados Unidos, por exemplo, possuem cerca de 1% da sua população 

atingida pela campilobacteriose (MOORE et al., 2005; FDA, 2008; EFSA, 2010).  

A segurança alimentar é uma questão de saúde pública que tem merecido 

atenção especial tanto por parte de governos como das indústrias produtoras de 

alimentos. Desta forma, governos de muitos países têm intensificado esforços para 

garantir a segurança dos alimentos oferecidos à população. Nos últimos anos, 

países europeus, África do Sul e Japão vêm apresentando grande preocupação com 

as doenças alimentares, incluindo as associadas à presença de Campylobacter.  

Os esforços ocorrem em resposta aos riscos da ingestão de alimentos 

contaminados e às exigências crescentes dos consumidores internos e 

importadores. Segundo a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação (FAO, 2009), o monitoramento e a vigilância demonstram que a 

principal causa de enfermidades transmitidas por alimentos é devido a patógenos 

zoonóticos. Consideram essencial sua prevenção, que deve incluir o monitoramento, 

análise de risco, o controle de enfermidades dos animais e as condições de preparo 

dos alimentos. 

C. jejuni é a espécie mais prevalente em doenças gastroentéricas, chegando 

a representar aproximadamente 95% dos casos atribuídos ao gênero 

Campylobacter. Embora qualquer pessoa possa ser infectada por C. jejuni, crianças 

de até cinco anos de idade, idosos e imunodeprimidos, são mais frequentemente 

afetados (FDA, 2008). Embora seja autolimitante em adultos saudáveis, nos grupos 

de risco, pode se tornar uma doença severa requerendo terapia antibiótica. Porém, 

na maioria dos casos ocorrem infecções individuais esporádicas (COX, 2002).  
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 Em países desenvolvidos, as campilobacterioses transmitidas por fontes 

alimentares infectam com maior frequência os adultos que não tiveram contato 

prévio com o micro-organismo. Já em países em desenvolvimento é mais comum a 

ocorrência de infecções alimentares por C. jejuni em pessoas com idade inferior a 

cinco anos (FDA, 2008).  

Campylobacter tem sido isolado como patógeno entérico em praticamente 

todos os países latino-americanos, com frequências variáveis (México 5,3%, 

Argentina 6,1%, Venezuela 9,2%, Chile 5,7-14,1%, Brasil 7,3-18,5%, Panamá 11,7%, 

Peru 15-23% e Equador 23%). Possivelmente, as variações observadas são devido 

a condições ecológicas próprias de cada lugar, que intervêm no ciclo epidemiológico 

do C. jejuni (FERNÁNDEZ et al., 2005). 

Espécies de Campylobacter são encontradas principalmente no trato 

gastrointestinal - TGI - de animais, como os 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 ingestão de carne 

crua ou mal processada de aves, suínos e bovinos ou, ainda, pela ingestão de leite 

não pasteurizado, seus subprodutos e água não tratada e contaminada (FDA, 2008; 

SILVA et al., 2010; ESTEVES et al., 2011). 

A principal característica da campilobacteriose é a diarréia líquida, com muco 

contendo sangue (geralmente oculto) e leucócitos fecais. Outros sinais e sintomas 

são: febre, dor abdominal, náusea, dor de cabeça e dores musculares. A maior parte 

das infecções são autolimitantes e não necessita de tratamento com antibiótico 

(WHO, 2000). 

Entre as complicações causadas pela campilobacteriose, destacam-se a 

Síndrome de Guillain-Barré, que é uma desordem dos nervos periféricos 

caracterizada por paralisia e a artrite reativa, que é uma inflamação asséptica das 

membranas sinoviais (BIASI, 2010), a Síndrome de Fisher e a Síndrome de Reiter, 

responsável pela ocorrência de artrite reativa (DORREL; WREN, 2008). Estima-se 

que cerca de uma em cada 1000 infecções por Campylobacter leve a SGB (POPE et 

al., 2007; RABINSTEIN, 2007).  

É provável que um fator determinante para a grande frequência dos surtos de 

campilobacteriose seja o fato de a dose infectante ser considerada baixa. A ingestão 

de apenas 500 micro-organismos, facilmente presentes em uma gota de água de 
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degelo é o suficiente para gerar um quadro de infecção (ACMSF, 2005). 

A caracterização genética de Campylobacter aliada a genotipagem molecular 

tem fornecido importantes informações a respeito das fontes de contaminação dos 

alimentos, fato este que contribui na aplicação de medidas de controle (COLLES et 

al., 2008; HUNTER et al., 2009). Além disso, essas informações genéticas são 

importantes na determinação das habilidades de genótipos específicos para 

colonizar, causar a doença e sobreviver em condições adversas (HUNTER et al., 

2009). 

 

2.3. Campylobacter  spp. EM LEITE E DERIVADOS 

 

Os principais alimentos implicados nos surtos humanos de campilobacteriose são: 

leite cru, fígado e carne de bovinos, mariscos crus, vegetais, água, carne de frango 

insuficientemente cozida, leite pasteurizado contaminado e hambúrguer cru (BRYAN, 

1982; DOYLE et al., 1992; ALTEKRUSE et al., 1994;).  

Sabe-se que o leite utilizado na produção de queijo Minas Frescal nas 

indústrias passa por processo de pasteurização, que é suficiente para eliminar C. 

jejuni. No entanto, pode ocorrer contaminação posterior ao beneficiamento, devido à 

manipulação e armazenamento inadequados ou contaminação cruzada. No 

ambiente doméstico, a cozinha oferece diferentes oportunidades para a 

contaminação cruzada dos alimentos e pode contribuir para o aumento de doenças 

transmitidas por alimentos (GORMAN et al., 2002). 

O leite apresenta propriedades que auxiliam na sobrevivência de C. jejuni, 

sendo utilizado até como crioprotetor, já que mantém ou auxilia na viabilidade do 

micro-organismo (MOURA, 2013). O efeito protetor do leite pode ser devido a 

alteração na fluidez da membranda da célula (ANNOUS et al., 1999; CARVALHO et 

al., 2004) ou pela contribuição do cálcio na estabilidade das enzimas celulares 

(BARACH et al., 1976).  

Estudos revelam que a resistência de Salmonella aos tratamentos térmicos é 

maior quando as mesmas estão na presença de gordura (DOYLE; MAZZOTTA, 

2000; BOZIARIS; ADAMS, 2001; TAYLOR-ROBINSON et al., 2003). O mesmo pode 

ocorrer para representantes do gênero Campylobacter em leite padronizado ou 

integral, onde a gordura pode complementar a estabilidade celular. 
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Além disso, o meio ideal para o crescimento de Campylobacter deve ser 

composto por altos níveis de proteína e açúcares como glicose, frutose, lactose, 

manose ou sorbitol, encontrados no leite (HAZELEGER et al., 1994; CARVALHO et 

al., 2004). 

 O leite não pasteurizado é um dos principais alimentos implicados como fonte 

de surtos de infecção por Campylobacter (WOOD et al., 1992). Em uma revisão de 

surtos ocorridos na década de 1980 nos Estados Unidos, foi verificado que 1.013 

indivíduos foram infectados após consumirem leite não pasteurizado, o que 

correspondeu a uma taxa de 45% de infectados (WOOD et al., 1992). O leite não 

pasteurizado, comercializado ou obtido diretamente de uma das propriedades foi 

responsável 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. É importante ressaltar que em quatro destes surtos, 107 crianças foram 

infectadas por estes patógenos ao realizarem visitas escolares em fazendas (SILVA 

et al., 2007). 

 No Brasil também houve um surto de infecção alimentar por C. jejuni que foi 

associado ao consumo de leite não 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 março 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 Península de Kenai que faz parte de uma cooperativa. 

O setor de epidemiologia do Alasca está realizando busca ativa de novos casos e a 

investigação epidemiológica ainda está em curso (CIEVS, 2013). 

 O envolvimento do gênero Campylobacter em mastites é reconhecido como 

uma das causas de contaminação do leite. LOPES et al. (1994) e LANGONI (1997) 

relataram o envolvimento de Campylobacter spp., inclusive C. jejuni, em mastites 

bovinas no Brasil, o que reforça o risco do consumo de leite não pasteurizado pela 

população. 

 Estudo recente comprovou que o consumo de leite e seus derivados 
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contaminados após a fabricação, podem ser potenciais veiculadores de 

Campylobacter. Um trabalho experimental determinou que C. jejuni é capaz de se 

manter viável em leite e fórmulas lácteas após 48 horas sob refrigeração, 

representando importantes fontes de infecção para humanos. O risco é maior, 

quando a microbiota natural é destruída ou diminuída anteriormente à contaminação 

por Campylobacter (PACHECO, 2013). 

O leite e seus derivados são alimentos de grande valor nutritivo, mas também 

um excelente meio de cultura para bactérias. A falta de padronização na fabricação 

de queijos artesanais, a utilização de leite cru e a deficiência no sistema de 

fiscalização, são fatores que contribuem para o queijo causar toxinfecções 

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 condições para 

sobrevivência de micro-organismos como Campylobacter sp., já que no processo de 

beneficiamento não há 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 fabricação do queijo Minas Frescal, a indústria brasileira tem 

utilizado para o processo de acidificação, o ácido lático em substituição ao fermento 

lático. Esse ingrediente gera maiores vantagens técnicas e econômicas devido a 

facilidade de emprego e à maior vida de prateleira, mas proporciona ao produto final, 

menor acidez, maior pH e umidade (FURTADO, 1980; ROSSI, 1997). 

As condições encontradas no queijo Minas Frescal podem ser favoráveis a 

viabilidade e multiplicação de Campylobacter spp. Essa matriz alimentar apresenta 

alta umidade e faixa de pH que permite a sobrevivência e crescimento da 

Campylobacter spp. (6,5-7,5), assim como, o teor de cloreto de sódio suportado pela 

bactéria (até 2%) (HOFEMANN, 2001). 

 Durante o processo de fabricação, há risco de contaminação do queijo Minas 

Frescal por Campylobacter spp. além de outros micro-organismos. São várias as 

oportunidades, como: matéria-prima previamente contaminada, recontaminação do 

leite pós-pasteurização, temperaturas inadequadas de fabricação e de 

armazenamento e contaminação por manipulação (SANTOS; NOGUEIRA; CUNHA, 

1995). Assim, as boas práticas de fabricação e as medidas de higienização durante 
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o processamento são cruciais para a garantia de um produto de qualidade e livre de 

patógenos (PICOLI et al., 2006).   

 Diante dos poucos estudos relacionados à viabilidade de C. jejuni em 

produtos lácteos e das condições favoráveis encontradas no processamento do 

queijo Minas Frescal, faz-se necessário compreender se há risco de sobrevivência 

desse agente após o beneficiamento, e quando contaminados, se representam 

ambiente adequado para a sobrevivência do agente, representando assim risco ao 

consumidor. 

 

2.4. VIRULÊNCIA 

 

Estudos que objetivam conhecer as características genotípicas das bactérias 

são muito importantes para inferir as habilidades de colonização, seu potencial para 

causar doenças e sua sobrevivência em condições adversas (HUNTER et al., 2009). 

Os três principais mecanismos de produção de doenças das espécies de 

Campylobacter spp. que causam gastroenterite são: adesão, invasão e produção de 

toxinas (BABAKRANI & JONES, 1993). 

O interesse crescente na determinação dos efeitos ambientais sobre a 

virulência e transcrição de genes em patógenos 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 parâmetros 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 água a 25ºC - 30ºC, o alimento 

refrigerado a 4 ºC, intestino do frango a 42ºC e o intestino humano a 37ºC. Assim, 

conclui-se que a bactéria deve regular a expressão gênica 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 

lipopolissacarídios (LPS) e flagelos que atuam como estruturas de aderência e 

invasão sendo capazes de produzir citotoxinas e enterotoxinas. Os micro-
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organismos multiplicam-se no intestino delgado, invadem o epitélio e provocam 

inflamação. Eventualmente, a corrente sanguínea é invadida e se observa 

desenvolvimento de febre entérica.  

Havendo sucesso da fixação e internalização, Campylobacter spp. coloniza as 

células epiteliais por alguns mecanismos que incluem: invasão (RUSSEL et al., 

1993), produção de toxinas (WHITEHOUSE et al., 1998) e apoptose (RUSSEL et 

al.,1993). Campylobacter spp. pode evitar o ataque pelos fagócitos e entrar no 

sistema circulatório, principalmente em pacientes imunodeprimidos (WALLIS, 1994). 

O ataque pelos fagócitos pode envolver fagocitose, liberação de reações 

intermediárias e liberação de citotoxinas (JONES et al., 1999). 

Campylobacter spp. não possui fímbrias, porém, foi demonstrado que o 

flagelo e o lipopolissacarídeo (LPS) atuam como adesinas, que permitem a adesão 

da bactéria à célula epitelial e ao muco intestinal. A forma curva-espiralada e o 

movimento típico em “saca-rolha” de Campylobacter jejuni, assim como, a atração 

quimiotática que o muco intestinal exerce sobre a bactéria, facilitam o contato desta 

com o epitélio do intestino. A adesão pode ser inibida experimentalmente por 

anticorpos específicos antiflagelos (FERNANDEZ, 2005). 

Vários estudos têm revelado que tanto a adesão quanto a invasão de 

Campylobacter na porção intestinal são dependentes de múltiplos fatores (HÄNEL et 

al., 2004; FRIIS et al., 2005; GILBERT; SLAVIK, 2005; VAN DEUN et al., 2008), que 

envolvem a motilidade, a quimiotaxia, a colonização, a aquisição de ferro e a 

formação de toxinas (KETLEY, 1997; WASSENAAR; BLASER, 1999).  

Dados de sequenciamento genômico de várias cepas revelaram que 

Campylobacter não possui mecanismos homólogos aos clássicos encontrados em 

bactérias entéricas, como: os de enterotoxinas, adesinas, invasinas e sistemas de 

secreção de proteínas do tipo III (HU & KOPECKO, 2008). No entanto, vários fatores 

de virulência foram identificados, como genes associados à aderência e à invasão 

(HÄNEL et al., 2004; ZHENG et al., 2006; HU & KOPECKO, 2008), além de 

diferenças na capacidade de aderência e de invasão nas diferentes fases de 

crescimento (GANAN et al., 2010).  

Os genes ciaB, dnaJ, sodB e p19, estão relacionados aos mecanismos de 

patogenicidade e de adaptação da C. jejuni (STINTZI; WHITWORTH, 2003; 

PALYADA, 2004; ZHENG et al., 2006). Esses genes codificam proteínas envolvidas 
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na capacidade invasiva e de adaptação ambiental de Campylobacter jejuni e são, 

portanto, considerados como possíveis fatores de virulência desta espécie.  

A presença dos transcritos do gene dnaJ indica que a cepa codifica uma 

proteína do choque térmico, que permite à bactéria crescimento em temperatura 

superiores a 40°C e seja termotolerante (KONKEL et al., 1998). As proteínas 

oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante função na superação de 

variações bruscas de temperatura, de forma que o micro-organismo se torne capaz 

de sobreviver e adaptar-se à nova temperatura (STINTZI, WHITWORTH, 2003). A 

resposta ao choque térmico está associada ao desempenho na colonização do trato 

intestinal e à sobrevivência bacteriana a altas temperaturas (KONKEL et al., 1998). 

A presença dos transcritos do gene ciaB é importante já que a secreção da 

proteína ciaB é relevante para a invasão tanto em células epiteliais como na mucosa 

intestinal (KONKEL et al., 1999; ZIPRIN et al., 2001). O gene ciaB codifica a proteína 

CiaB de 73-kD que está associada ao mecanismo de exportação da flagelina. Essa 

proteína está ligada à destruição de microtúbulos promovendo a entrada e 

permitindo a mobilidade da bactéria no interior da célula hospedeira. O mecanismo 

de invasão produzido por ciaB induz a desestruturação de microtúbulos motores e 

microfilamentos celulares, além da fosforilação de proteínas tirosina citoplasmáticas, 

que são sinalizadoras de reações em cascata, promovendo distúrbios celulares de 

forma a potencializar a motilidade intracitoplasmática sem restrições (RIVERA-

AMILL et al., 2001). 

Melo e colaboradores (2013) avaliaram a presença de transcritos de virulência 

dos genes ciaB e dnaJ em cepas de C. jejuni, C. coli e Campylobacter spp. isoladas 

de carcaças de frango resfriadas e congeladas 57,1% das cepas apresentaram a 

capacidade de produzir transcritos de virulência. Os autores argumentaram que o 

fato de algumas cepas não expressarem transcritos para os genes ciaB e/ou dnaJ 

pode estar relacionado à particularidades da cepas que podem assumir diversas 

propriedades para modular sua virulência. Além disso, afirmam que algumas cepas 

podem ser mais patogênicas do que outras dependendo da situação que são 

submetidas, portanto, possuem capacidades diversas para causar doença e lidar 

com o estresse. 

Os genes sodB, p19 também estão relacionados aos mecanismos de 

patogenicidade e de adaptação da C. jejuni (STINTZI, WHITWORTH, 2003; 



14 
 

 

PALYADA, 2004; ZHENG et al., 2006). Esses genes codificam proteínas envolvidas 

na capacidade de adaptação ambiental relacionada a baixas temperaturas por 

Campylobacter jejuni e são, portanto, considerados como possíveis fatores de 

virulência desta espécie.  

O estresse oxidativo tem sido implicado como um mecanismo que contribui na 

injuria de Campylobacter após o processo de congelamento e descongelamento, 

uma vez que oxidação ocorre após o descongelamento. A produção de enzimas 

como as superóxido dismutase (SODs) demonstrou ser importante fator de virulência 

em vários agentes patogênicos bacterianos incluindo Campylobacter coli e C. jejuni 

(PESCI, et al., 1994; PURDY, et al., 1999). Três tipos de SODs foram descritos: os 

cofatores que contêm ferro (sodB ou FeSOD), manganês (sodA ou MnSOD), e cobre 

e zinco (sodC ou CuZnSOD). Estas enzimas catalisam a quebra das moléculas de 

superóxido em peróxido de hidrogênio e de dioxigênio, 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 transcrição 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 p19, protegem especificamente os componentes celulares, incluindo 

várias enzimas citoplasmáticas, 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 mamífero é 

extremamente limitada, em contraste com o ambiente externo (LITWIN & 

CALDERWOOK, 1993). Isto parece ser um sinal chave para os agentes patogênicos, 

tais como Campylobacter, para “sentir” que invadiram um hospedeiro e começar a 

expressar determinantes de virulência (OTTO  et al., 1992; LITWIN & 

CALDERWOOK, 1993; VASIL & OCHSNER, 1999). O gene p19 codifica uma 

proteína periplasmática ferro-dependente cuja função é o transporte de ferro 

(PALYADA, 2004) e a regulação desta proteína indica uma maneira de controlar o 

nível de ferro intracelular durante o estresse (BIRK, 2012). 

A capacidade de um micro-organismo causar doença é denominada 

patogenicidade. A diferença entre micro-organismos patogênicos e não patogênicos 

é que os primeiros expressam genes que codificam fatores de virulência 
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responsáveis por colonizar e desencadear eventos que alteram a fisiologia do 

hospedeiro aparecendo assim, a doença (BONITA et al., 2010). Estudos tem 

relatado a presença desses genes em cepas de Campylobacter jejuni isoladas de 

humanos independentemente da origem e da capacidade de adesão e invasão 

(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 análises microbiológicas 

(quantificação de bactérias mesófilas, coliformes totais, termotolerantes e 

Staphylococcus coagulase positiva) e presença/ausência de Campylobacter spp., e 

físico-químicas (peroxidase, fosfatase e resíduos de antibióticos). Em seguida, o leite 

foi contaminado experimentalmente com duas cepas de C. jejuni (NCTC 11351 e IAL 

2833) e utilizado na fabricação dos queijos Minas Frescal, que foram mantidos 

armazenadas sob refrigeração por até dez dias.  

 Após períodos pré-determinados (1, 4, 7 e 10 dias), as amostras foram 

avaliadas quanto aos aspectos microbiológicos (bioindicadores, Staphylococcus 

coagulase positiva e Campylobacter spp.) e físico-químicos (pH, acidez, umidade e 

cloreto de sódio) a fim de correlacionar os resultados com a  viabilidade de C. jejuni 

e  a alterações em seu transcriptoma em relação aos genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB. 

Todas as determinações foram realizadas em triplicata. 

 

3.2. Processamento das cepas e preparo do inóculo  

 

Para a inoculação experimental foi utilizada a cepa de C. jejuni NCTC 11351 

(Microbiologics®), que é uma estirpe de referência 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 após a aquisição. 

A reativação da cepa-padrão NCTC 11351 (Microbiologics®) foi realizada conforme 

descrito pelo fornecedor, com a adição do caldo hidratante à ampola contendo a 

cultura liofilizada. Após homogeneização, a cepa foi semeada em ágar 

Campylobacter Blood-Free Selective Medium (m-CCDA) (Oxoid®) com auxílio de 

swab estéril e as placas incubadas a 37ºC por 44 horas ± 4 horas em atmosfera de 

microaerofilia (Probac do Brasil®). 

Para a cepa IAL 2383 (Instituto Adolfo Lutz) a reativação foi feita por meio de 
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pré-enriquecimento da cultura em caldo Bolton (Oxoid®) suplementado com 5% de 

sangue eqüino hemolisado. Após incubação em atmosfera de microaerofilia (5% a 

15% de oxigênio e 10% de gás carbônico) (Probac do Brasil®) a 37ºC por 44 horas ± 

4 horas, a cepa foi semeada na superfície de ágar m-CCDA (Oxoid®) e incubada a 

37º C por 44 horas ± 4 horas em atmosfera microaerofilia. 

As colônias isoladas e puras crescidas em agar m-CCDA foram transferidas 

para tubos contendo 10mL de solução de NaCl 0,85% estéril e submetidas a 

diluições seriadas para determinar o número de 105 UFC.mL-1. Estes cultivos foram 

utilizados para as inoculações experimentais.  

 

3.3. Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em 

esquema fatorial. A avaliação transcricional das cepas em todas as amostras de 

queijo Minas Frescal foi realizada antes da inoculação e após a recuperação dos 

queijos. Todas as análises foram determinadas em triplicata.  

Para cada uma das duas cepas utilizadas foram realizadas três repetições 

(lotes) de queijo minas frescal em dias diferentes. Em cada lote foram produzidos 

três queijos, utilizando uma concentração de inóculo (105 UFC.mL-1) e quatro 

períodos de armazenamento (1, 4, 7 e 10 dias), totalizando 72 parcelas, sendo 36 

para cada cepa. Um esquema da condução do experimento pode ser observado na 

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

 

3.4.  Fabricação dos queijos  

 

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

de gordura em 3%, obtido em estabelecimento sob Inspeção Federal.  

As condições da fabricação foram as descritas por ROSSI (1997), usando 

ácido lático em substituição ao fermento lático e salga no leite, porém com adição de 

1% de cloreto de sódio (Cisne). Em cada lote, após a adição do inóculo ao leite na 

temperatura de 40ºC e homogeneização foram utilizados 4,7mL de ácido lático 85% 

(Flex ®), 10mL de cloreto de cálcio 50% (Labsynth ®) e 16mL de coalho líquido (Ha-

La). Em cada uma das repetições foram produzidas três unidades de queijo de 

aproximadamente 0,5 Kg.  

Após a fabricação, os queijos foram embalados em sacos plásticos estéreis, 

armazenados em refrigerador (4ºC a 7ºC) e analisados após 1, 4, 7 e 10 dias. 
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3.5. Análises físico-químicas 

 

A determinação das enzimas fosfatase e peroxidase, assim como, de resíduos 

de antibióticos betalactâmicos e de tetraciclina no leite usado para a fabricação dos 

queijos foram realizados por meio de kits de análises comerciais. Para as enzimas 

foram usados kits imunoenzimáticos da Laborclin® e para resíduos de antibióticos 

kits SNAP (Idexx Laboratories®). Ambos realizados conforme recomendação do 

fabricante. 

As medidas de pH foram determinadas com o auxílio de pH-metro da marca 

Tecnal e modelo Tec-3MP, previamente calibrado, com imersão direta do 

potenciômetro na amostra diluída em água.  

Para determinação da umidade foi utilizado o método gravimétrico e a 

concentração de cloreto de sódio nos queijos foi realizada por meio da titulação com 

nitrato de prata seguindo a recomendações da IN nº68 do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2006). 

 

3.6. Análises microbiológicas 

 

Para as análises microbiológicas, 25g dos queijos foram previamente diluídos 

em solução de citrato de sódio 2% (Synth®). Em seguida, foram submetidas a 

diluições decimais seriadas em 9mL de água peptonada 0,1% (DifcoTM). 

 A quantificação de bactérias heterotróficas mesófilas foi realizada pelo 

método pour plate, com o uso de PCA - agar padrão para mesófilas (DifcoTM). Para a 

quantificação de coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a técnica do número 

mais provável (NMP) com pré-enriquecimento em caldo Lauril sulfato de sódio 

(DifcoTM) e confirmação em caldo verde bile brilhante lactose e caldo E.C. (DifcoTM). 

Os procedimentos foram realizados conforme recomendações de SILVA et al. 

(2007). 

 A presença/ausência de Campylobacter spp. foi realizada com o pré-

enriquecimento realizado em caldo Bolton (Oxoid®) a 37ºC por 4 a 6 horas e 41,5ºC 

por 44 horas ± 4 horas, seguido do cultivo tradicional em placas de Campylobacter 

Blood-Free Selective Agar Base (m-CCDA) (Oxoid®) a 41,5ºC por 44 horas ± 4 
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horas horas, ambos incubados em atmosfera de microaerofilia (5% a 15% de 

oxigênio e 10% de gás carbônico) (Probac do Brasil®) (ISO, 2006). A contagem de 

Campylobacter spp. foi realizada em paralelo a técnica da presença/ausência com o 

uso da técnica recomendada pela ISO 10272-18 (ISO, 2006), utilizando o agar 

seletivo CCDA Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base – m-CCDA 

(OXOID®), suplementado com antibióticos (OXOID®), incubado a 41,5 ºC por 44 

horas±4 horas em jarras de anaerobiose em condições de microaerofilia (Probac do 

Brasil®). 

 

3.7. Identificação de Campylobacter jejuni. 

 

As colônias foram confirmadas pela coloração de Gram modificada (uso da 

carboxifuccina substituindo a safranina) e teste da catalase. 

A identificação genotípica de C. jejuni foi realizada por PCR multiplex, 

utilizando a técnica descrita por Harmon et al. (1997). Para a extração do DNA e a 

realização do PCR foi utilizado o kit DuPontTM
 PCR Reagent, que contém reagentes 

para extração do DNA (tampão fosfato e protease) e para a amplificação da 

seqüência alvo do DNA (microtubos contendo tabletes com o MgCl2, DNTPs e Taq-

DNA polimerase). Os procedimentos foram realizados de acordo as orientações do 

fabricante.  

Após o isolamento das cepas retirou-se dez colônias típicas de cada amostra 

e estas foram colocadas em tubos contendo 2mL de solução de NaCl 0,85% 

(Synth®). Após homogeneização em vortex (Phoenix®) por dois minutos, uma 

alíquota de 5µL da amostra foi transferida para microtubos (Bioexpress, USA), 

adicionado de 200µL de solução de protease em tampão fosfato (DuPontTM PCR 

Reagent) e a mistura foi aquecida a 37ºC por 20 minutos. Posteriormente, a mistura 

foi aquecida a 95ºC por 10 minutos em termociclador (Eppendorff®) transferida para 

bloco de resfriamento (2ºC a 8ºC) durante 5 minutos, para obtenção do DNA. 

 O preparo da reação PCR constou de 19µL do tampão fosfato (DuPontTM  

PCR Reagent); 20 picomoles do primer C1 e C4 (Invitrogen®) e 40 picomoles de 

pg3 e pg50 (Invitrogen®) e 25µL do DNA, que foram transferidos para os tubos de 

PCR contendo dNTPs, a Taq-DNA polimerase e demais reagentes necessários para 

a PCR (DuPontTM PCR Reagent). 
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 Os tubos foram transferidos para o termociclador (Eppendorf®) para 

amplificação, obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial de desnaturação a 

94ºC por 4 minutos; 25 ciclos de amplificação, constituídos de 3 etapas: 

desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 47ºC por 1 minuto e extensão a 

72ºC por 1 minuto; completando com mais 1 ciclo de extensão final a 72ºC por 7 

minutos (HARMON et al., 1997). 

 Os produtos amplificados (8µL) foram submetidos a eletroforese em gel de 

agarose a 1,5%, utilizando o tampão de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como 

padrão de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®). Os géis de agarose 

(Afllymetrix®) foram corados pela solução de SYBR® Safe DNA gel stain 

(Invitrogen®) e visualizados sob luz UV, no transluminador (Loccus Biotecnologia) 

após 90 minutos de corrida do gel à 100W de potência , 100V de voltagem e 100A 

de corrente elétrica. 

 Em paralelo à prova genotípica, foi realizada a confirmação fenotípica 

de Campylobacter jejuni por meio da prova da hidrólise do hipurato de sódio (SILVA 

et al., 2007). Uma alçada com inóculo pesado da cultura foi adicionada a 0,4 mL de 

solução de hipurato de sódio (Inlab®) e a mistura incubada a 37°C por 4 horas em 

estufa e depois adicionada de 0,2 mL de solução de ninidrina (Nuclear®). Após 

reincubação por 10 minutos foi realizada a leitura. C. jejuni é capaz de hidrolisar o 

hipurato.  

 

3.8. Presença de transcritos de virulência 

 

Para estas análises foi utilizada a técnica do RT-PCR (reverse transcription-

polymerase chain reaction). A extração do RNA foi realizada conforme LI et al. 

(2008) em colônias isoladas e puras crescidas em agar CCDA e  transferidas para 

microtubos contendo 2mL de solução NaCl 0,85% (Synth®). A mistura foi 

centrifugada a 12.000g por dez minutos a 4ºC.  

 Ao pellet obtido foi adicionado 1mL de trizol (Invitrogen®) e homogeneizado 

em vortex até ocorrer sua dispersão na solução. Em seguida, foi adicionado 200µL 

de clorofórmio (Isofar®), e feita a homogeneização em vortex e centrifugação 

(Cientec®) a 12.000g por 15 minutos a 4ºC. A parte aquosa formada foi transferida 

para um novo microtubo, que foi adicionado de 500µL de isopropanol (Dinâmica®), 
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novamente homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 10 minutos a 4ºC. Ao pellet 

formado foi adicionado 1mL de etanol 75% (Dinâmica®) e após homogeneização e 

centrifugação a 7.500g por 5 minutos a 4ºC, o sobrenadante  foi desprezado.  

Os pellets de RNA foram secados a temperatura ambiente para serem 

diluídos em 20µL de água DEPC (Invitrogen®). Para a quantificação do RNA foi 

utilizado o espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific®), em comprimento de 

onda de 230nm, observando sempre a relação 260/280 verificando a integridade do 

RNA (relação entre 1,8-2,0). 

. Para a transcrição reversa realizada para cada amostra, utilizou-se 1µg de 

RNA total (200ng/uL), 10 U de inibidor de RNase, 40 U de MMLV-RT (Amersham 

Biosciences), 1X de Tampão da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 µM de 

dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP), 126 pmoles de oligonucleotídeos hexâmeros 

como primers randômicos (Invitrogen®) e 20 µL com água DEPC (Invitrogen®).  

 A solução foi colocada em eppendorf a 37°C por uma hora. Posteriormente 3 

µL do cDNA foi utilizado para a reação de amplificação de 25µL, composto por: 

0,625U de Taq DNA polimerase, 5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs e 4 picomoles de cada 

primer (Invitrogen®). O controle positivo, C. jejuni NCTC 11351 foi utilizado em todas 

as reações de amplificação e o controle negativo foi composto de água ultrapura 

estéril, adicionada à mistura de reação, em substituição ao DNA alvo.  

Os genes avaliados neste estudo foram ciaB, que está relacionado ao poder 

de invasão da bactéria, dnaJ, que está ligado a capacidade de termotolerância, p19, 

que regula o transporte de ferro e sodB, que está associado a mecanismos de 

defesa ao estresse oxidativo. Para avaliação do transcriptoma destes genes foi 

utilizado o protocolo de LI et. al (2008) 

A sequência dos primers (5’ – 3’) para determinar a transcrição de genes de 

virulência foi: 

Primer ciaB (ATATTTGCTAGCAGCGAAGAG / ATGTCCCACTTGTAAAGGTG) – 157pb  

Primer dnaJ (AGTGTCGAGCTTAATATCCC / GGCGATGATCTTAACATACA) – 117pb 

Primer p19 (GATGATGGTCCTCACTATGG / CATTTTGGCGTGCCTGTGTA) – 206pb 

Primer sodB (TATCAAAACTTCAAATGGGG / TTTTCTAAAGATCCAAATTCT) – 170pb 

 A amplificação foi realizada em termociclador, obedecendo aos ciclos: 

1 ciclo inicial a 94°C por 3 minutos; 45 ciclos de amplificação em 3 etapas: 

desnaturação a 94°C por 15 segundos, anelamento a 5 1°C por 20 segundos e 

extensão a 72°C por 20 segundos; completando com ma is 1 ciclo de extensão final a 
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72°C por 3 minutos. A separação dos produtos amplif icados foi realizada por meio de 

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampão de corrida 

TBE 0,5x 30 (Invitrogen®) e como padrão de massa molecular o marcador de 50pb 

(Invitrogen®). A visualização das bandas formadas foi possível através de 

transiluminador (Loccus Biotecnologia®).  

 

3.9. Análises Estatísticas 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa 

Minitab®.   

Inicialmente foi verificada a distribuição dos dados para determinar a 

normalidade dos mesmos. Após, os resultados das análises microbiológicas, físico-

químicas e moleculares foram realizados por meio da estatística descritiva e pela 

comparação entre os resultados obtidos nas três repetições e duas cepas inoculadas 

para verificar diferenças significativas entre eles. O teste t pareado (por produção e 

dia) e não pareado foi utilizado para verificar diferenças entre as médias das 

análises físico-químicas entre as cepas considerando 95% de probabilidade.  

O teste de Pearson foi utilizado para verificar correlação entre os diferentes 

parâmetros microbiológicos e físico-químicos analisados e a sobrevivência de 

Campylobacter nos queijos. A associação entre a cepa e a capacidade de produzir 

transcritos foi avaliada pelo teste do chi-quadrado (X2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.1. Análises microbiológicas e físico-químicas do leite 

 

Os resultados das análises microbiológicas e físico-químicas (Tabela 1) 

mostraram que o leite utilizado para a fabricação dos queijos em todas as etapas 

atenderam os limites preconizados pela Instrução Normativa nº 62 de dezembro de 

2011 (BRASIL, 2011). O padrão máximo permitido para coliformes totais e 

termotolerantes no leite é de 4,0 e 2,0 NMP.mL-1, respectivamente,  e o de bactérias 

heterotróficas mesófilas é de 8,0 x 104 UFC.mL-1. 

 
Tabela 1. Análises microbiológicas e físico-química1 realizadas nos leites pasteurizados utilizados para as 
fabricações dos queijos Minas Frescal  antes da inoculação experimental com C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383. 

 

 

Parâmetro avaliado 

 
Cepa de C. jejuni  inoculada 

NCTC 11351  IAL 2383 

Produção 
1 

Produção 
2 

Produção 
3 

Produção 
1  

Produção 
2 

Produção 
3 

Coliformes 35ºC (NMP.mL-1) 0,36 1,1 1,5 0,92 2,0 1,5 

Coliformes 45ºC (NMP.mL-1) 0,36 0,74 1,1 0,74 1,5 0,74 

Mesófilas (UFC.mL-1) 3,4 x 103 2,6 x 103 5,6 x 103 4,7 x 103 1,2 x 104 4,1 x 103 

Staphylococcus (UFC.mL-1) ausência Ausência ausência ausência ausência ausência 

Campylobacter spp. em 25mL ausência Ausência ausência ausência ausência ausência 

Resíduos de betalactâmicos negativo Negativo negativo negativo negativo negativo 

Resíduos de tetraciclinas negativo Negativo negativo negativo negativo negativo 

Enzima peroxidase positiva Positiva positiva positiva positiva positiva 

Enzima fosfatase negativa Negativa negativa negativa negativa negativa 

1 determinações em triplicata 

 

Não foi observada a presença de Staphylococcus coagulase positiva e 

Campylobacter spp. em nenhuma das amostras, indicando que o leite utilizado nas 

fabricações foi adequadamente beneficiado, manipulado e armazenado. A análise 

destes últimos micro-organismos não está prevista na legislação vigente, porém o 

fato de Staphylococcus coagulase positiva ser indicador de manipulação inadequada 

torna importante sua pesquisa. No caso de Campylobacter jejuni foi necessário 

comprovar sua ausência no leite, para garantir que as C. jejuni isoladas nos queijos 

foram provenientes exclusivamente do inóculo experimental e não vinculada à 



25 
 

 

contaminação prévia da matéria-prima.  

  Gorman e colaboradores (2002) afirmam que o processo de pasteurização 

deve garantir a inocuidade do leite utilizado na produção de queijo Minas Frescal 

nas indústrias. Este tratamento é suficiente para eliminar micro-organismos 

patogênicos, tais como C. jejuni, além de diminuir o número de bactérias saprófitas a 

níveis aceitáveis pela legislação.  

Porém, na literatura há relatos de contaminação por Campylobacter posterior 

ao beneficiamento do leite, devido à manipulação e armazenamento inadequados ou 

por meio de contaminação cruzada (CDC, 2012). Tanto o ambiente doméstico 

quanto o industrial, oferecem diferentes oportunidades para a contaminação cruzada 

dos alimentos e podem contribuir para o aumento de doenças transmitidas por 

alimentos (MADALOZZO et. al, 2007).  

As enzimas fosfatase e peroxidase são usualmente utilizadas para a 

comprovação da aplicação correta do processo de pasteurização e seus resultados 

devem ser respectivamente, negativa e positiva (BRASIL, 2011). Os resultados 

obtidos neste estudo foram compatíveis com o esperado em todas as fabricações. 

Estes resultados aliados aos obtidos nas análises microbiológicas permitem afirmar 

que o processo de pasteurização foi adequado. 

O leite utilizado em todas as fabricações apresentava-se livre de resíduos de 

antibióticos betalactâmicos e do grupo das tetraciclinas, garantindo que os micro-

organismos experimentalmente inoculados não sofreram injuria ou inibição devido à 

presença de resíduos de antibióticos.  

A contagem média de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 no leite após a 

inoculação experimental foi de 3,0 x 105 UFC.mL-1, não havendo diferença 

significativa entre as contagens nas diferentes fabricações. Os micro-organismos 

inoculados também foram detectados no soro obtido durante a fabricação dos 

queijos. As contagens no soro variaram de 103 UFC.mL-1 a 104 UFC.mL-1, 

demonstrando que o micro-organismo permaneceu viável durante o processamento.  

A presença de C. jejuni no soro demonstra que caso o queijo seja produzido 

com leite contaminado, este pode se tornar uma fonte de contaminação das 

instalações. A contagem dos micro-organismos no soro, em comparação com o 

número inicialmente detectado no leite, mostra que a redução neste subproduto foi 

de somente 1 ou 2 ciclos log, dependendo da fabricação (dados não mostrados). O 



26 
 

 

soro pode também contaminar de forma cruzada outros produtos lácteos dentro da 

planta, dependendo do fluxograma de produção e da distribuição dos locais de 

produção dos diferentes subprodutos dentro do laticínio. 

 

 

4.2. Análises microbiológicas e viabilidade de C. jejuni em queijos Minas 

Frescal  

 

Houve um decréscimo significativo (P<0,001) no número 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 não foi mais recuperado dos queijos em sua 

forma viável e cultivável. 

 

Tabela 2.  Campylobacter jejuni (UFC.g-1) recuperados de queijos Minas Frescal fabricados com leite 
experimentalmente contaminado1 após armazenamento a 4ºC por 10 dias 

 Cepa de C. jejuni  inoculada 1  

Produção  1 2 3 

Armazenamen to 
(Dias) 

NCTC  
11351 

IAL  
2383 

NCTC 
11351 

IAL  
2383 

NCTC 
11351 

IAL  
2383 

1 >2,1 x 105 >2,1 x 105 >3,0 x 105 >2,1 x 105 >2,1 x 105 >3,0 x 105 

4 >1,2 x 103 >1,2 x 103 >3,0 x 102 >1,2 x 103 >3,0 x 102 >1,2 x 103 

7 <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* 

10 <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* <1,0 x 101* 
1 105 UFC.mL-1 de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 no leite. Média de três amostras em triplicata.  

* Limite de detecção do teste. 

 

 

 A comparação entre o número de células recuperadas dos queijos de cada 

uma das cepas estudadas não apresentou diferença. Isto indica que as condições de 

injúria que determinaram a diminuição de células viáveis no armazenamento não foi 

cepa dependente.  

Do total de queijos analisados nos quatro períodos de armazenamento 

refrigerado, três repetições (fabricações) e três amostras distintas por cada período e 

duas cepas, 36/72 (50,0%) das amostras apresentou crescimento de C. jejuni. O 

número de amostras em que o micro-organismo foi recuperado foi idêntico para 
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ambas as cepas.  

SILVA (2008) coletou no comércio de Bocaiúva (MG), dezoito queijos Minas 

Frescal fabricados artesanalmente (leite cru) no comércio local e os avaliou quanto à 

presença de Campylobacter spp., e obteve positividade em 80% das amostras 

analisadas, resultado mais elevado ao encontrado neste estudo. O maior índice 

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 número de isolados 

foi menor.   

Fazendo um paralelo entre esta pesquisa e a de Silva (2008), era esperado 

que o índice de positividade desta fosse semelhante ou superior aos 80% 

encontrados pela autora. O leite pasteurizado tem sua carga microbiana natural 

diminuída em relação ao leite cru, e isso representaria menor exclusão por 

competitividade com a C. jejuni inoculada. Porém, não foi este o resultado 

observado. Deve-se ressaltar, entretanto, que Silva (2008) não especificou o tempo 

decorrido entre a fabricação e a análise, o que pode explicar o maior percentual de 

isolamento naquele estudo. 

SALOTTI (2006) também realizou estudo da qualidade microbiológica de 60 

queijos Minas Frescal na cidade de Jaboticabal (SP), sendo 30 de produção 

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 fabricação, 

80% e 60%, para queijos artesanais e industriais, respectivamente, não houve 

isolamento de Campylobacter spp. em nenhuma das amostras.   

O número de colônias de C. jejuni nos dois tratamentos (cepas inoculadas) e 

recuperados das amostras de queijo em todos os períodos de armazenamento 

refrigerado, incluindo o primeiro dia, foi estimado em todas as amostras.  A 

estimativa do número de células viáveis foi realizada pelo crescimento de colônias 

na maior diluição usada.  

A determinação exata do número de UFC.g-1 não foi possível, pois não foram 

visualizadas colônias individualizadas, sendo o crescimento caracterizado por uma 

massa confluente na placa contendo o meio de cultura seletivo.  A dificuldade de 

quantificação de Campylobacter em condições de injúria também foi relatada por 

Moura (2013).  A autora testou métodos alternativos para manutenção de cepas de 
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Campylobacter congeladas em laboratório em diferentes crioprotetores e também 

observou após o armazenamento que as cepas recuperadas nos meios de cultura 

tinham uma aparência de filme, não sendo observadas colônias isoladas.  

Neste estudo, além da não visualização de colônias individualizadas, quando 

foi realizada a confirmação do gênero, foi observado nas amostras recuperadas 

desde o primeiro dia de armazenamento, dois tipos de morfológicos distintos nas 

lâminas: bacilos curvos, característicos do gênero e cocos, característica observada 

em espécimes do gênero em situação de injuria. O número de cocos nas lâminas foi 

se acentuando de acordo com o tempo de armazenamento.  

O polimorfismo e a degeneração para formas viáveis, mas não cultiváveis é 

descrita eventualmente para várias espécies bacterianas patogênicas que 

contaminam alimentos, como salmonelas, como exemplo (BAFFONE et al., 2003). 

Porém, é considerada como relativamente comum para espécies de Campylobacter, 

e considerada para estes micro-organismos, como uma forma de adaptação e 

sobrevivência em condições adversas (ROWE et. al, 1998; BHAVSAR & KAPADNIS, 

2007; DEYBRUYNE et. al, 2008). 

Vale salientar que apesar do armazenamento em baixas temperaturas reduzir 

os números de Campylobacter spp. quando presente em alimentos, não os elimina 

completamente, podendo a bactéria assumir formas viáveis, mas não cultiváveis em 

condições ambientais adversas (DIMITRAKI; VELONAKIS, 2007; HUMPHREY; 

O'BRIEN; MADSEN, 2007). 

Debruyne e colaboladores (2008) relataram que as bactérias do gênero 

Campylobacter são capazes de mudar sua conformação celular, alterando sua forma 

típica espiralada para cocos. Essa mudança na morfologia das bactérias, de acordo 

com Rowe e colaboradores (1998) é induzida pelo estresse causado pela escassez 

de nutrientes no meio, dentre outros fatores que levam a injuria, o que representa 

uma estratégia de sobrevivência desse agente.  

A presença das formas degenerativas em cocos foi mais freqüente na cepa C. 

jejuni NCTC 11351 em relação à cepa IAL 2383, sugerindo uma possível maior 

susceptibilidade da estirpe NCTC. Também houve uma maior presença destas 

formas cocóides a partir do quarto dia pós-fabricação dos queijos em relação ao 

primeiro dia de análise para ambas as cepas.  

O tempo de armazenamento influenciou tanto no número de células viáveis 
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recuperadas dos queijos quanto no aumento da presença das formas degenerativas.  

É provável que as condições que causam estresse e injúria se acumulem ao longo 

do tempo de armazenamento, incluindo as alterações no pH, metabólitos de outros 

micro-organismos, compostos resultantes da ação microbiana nas proteínas e outros 

nutrientes presentes, assim como, a permanência prolongada em temperatura não 

adequada ao crescimento e manutenção do micro-organismo. 

Aos sete e dez dias de armazenamento o micro-organismo não foi mais 

detectado na sua forma viável e cultivável nos queijos. Possivelmente, devido ao 

aumento nas condições adversas neste microambiente como a acidificação e a 

exclusão competitiva com bioindicadores, aliados à baixa temperatura.  

Staphylococcus coagulase positiva não foi determinada nos queijos, mas coliformes 

totais e termotolerantes foram determinados em todos os períodos analisados 

(Tabela 3). A ausência de crescimento de Staphylococcus coagulase positiva nos 

queijos indica que não houve contaminação durante a fabricação por uso de 

equipamentos e instrumentos contaminados ou via manipulador.  

Apesar da presença de coliformes, as contagens observadas estavam dentro 

dos limites preconizados na Portaria número 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 produções, apesar de em números dentro dos limites permitidos pela legislação 

brasileira (BRASIL, 2011). 

As maiores contagens de coliformes totais foram observadas nos queijos da 

segunda fabricação e as de coliformes termotolerantes na primeira fabricação. 

Também foi observada uma tendência de aumento nos número de coliformes 

durante o período de armazenamento refrigerado. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Contagens médias1 de coliformes em queijos Minas Frescal fabricados com leite experimentalmente 
contaminado com C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 e armazenados por até 10 dias a 4ºC 
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 NMP.g-1 

Produção  1 2 3 

Armazenamento 
(dias) / Micro-

organismo  

NCTC  
11351 

IAL  
2383 

NCTC  
11351 

IAL  
2383 

NCTC 
11351 

IAL  
2383 

 
 
1 

Coliformes 
totais 

5,1 (±) 2,12 1,9(±) 0,32 5,4 (±) 1,85  3,1 (±) 0,70  3,1 (±) 1,44  2,3 (±) 1,04 

Coliformes 
termotolerantes 

1,1 (±) 0,92  0,7 (±) 0,32 0,7 (±) 0,29  0,9 (±) 0,20 0,7 (±) 0,30 0,7 (±) 0,30 

 

 
4 

Coliformes 
totais 

7,0 (±) 2,53  2,2 (±) 0,70 8,9 (±) 5,50  3,5 (±) 0,75   3,5 (±) 0,75  2,8 (±) 1,30  

Coliformes 
termotolerantes 

1,5 (±) 1,10  0,9 (±) 0,20 0,9 (±) 0,60  1,1 (±) 0,40 0,9 (±) 0,10 0,8 (±) 0,40  

 

 
7 

Coliformes 
totais 

10,6 (±)3,92  2,8 (±) 0,75 12,6 (±) 7,33 4,0 (±) 0,50   5,1 (±) 2,12  2,8 (±) 1,30  

Coliformes 
termotolerantes 

1,9 (±) 1,43  1,0 (±) 0,21  1,1 (±) 0,40  1,5 (±) 0,54 1,1 (±) 0,40 1,2 (±) 0,30 

 

 
10 

Coliformes 
totais 

11,2 (±)3,30  3,3 (±) 1,11 15,1 (±) 5,85  5,1 (±) 2,12   5,1 (±) 2,12  3,8 (±) 0,50  

Coliformes 
termotolerantes 

2,0 (±) 1,29 1,4 (±) 0,23  1,5 (±) 0,45  1,6 (±) 0,50 1,4 (±) 0,63 1,4 (±) 0,23  

1 média e desvio padrão das análises de três queijos em triplicata. 

 

A representação gráfica da análise estatística descritiva para os números de 

coliformes totais e termotolerantes nos queijos em relação ao tempo de 

armazenamento e diferentes fabricações pode ser visualizada na Figura 2. 

Segundo Franco e Landgraf (1996), C. jejuni pode estar presente nos 

alimentos em número reduzido após terem sidos submetidos a condições adversas.  

A presença de coliformes nos queijos pode ser uma das condições de estresse ao 

qual Campylobacter foi submetida, e pode ter contribuído para a diminuição da sua 

viabilidade. Coliformes são bactérias altamente adaptadas à matriz láctea e entre os 

produtos resultantes da sua ação fermentativa destaca-se a produção de ácido lático 

(AXELSSON, 2009). O ácido lático é capaz de inibir a multiplicação de um grande 

número de patógenos.  

Outro fator que pode ter influenciado na menor sobrevivência de 

Campylobacter são os mecanismos de exclusão competitiva, já que coliformes são 

reconhecidamente bons competidores quando presentes em alimentos. 

Campylobacter é considerado frágil e um mal competidor (MURAOKA & ZHANG, 

2011). 
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1-Coliformes totais (NMP.g-1); 2- Coliformes termotolerantes (NMP.g-1); 1,2,3 – Produções: 1,4,7,10 – 
dias de armazenamento refrigerado. 
 
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 não encontrou o micro-organismo em 60 amostras de queijo 

Minas que apresentavam em sua maioria contagens de coliformes maiores que as 

permitidas.  

Apesar destas especulações, outros fatores parecem ser determinantes na 

viabilidade de Campylobacter em queijo Minas Frescal, já que SILVA (2008) verificou 

a presença de Campylobacter em 80% das amostras desse queijo produzidas com 

leite cru. Porém, a autora não analisou em sua pesquisa a presença de 

bioindicadores, dificultando estabelecer uma correlação mais precisa entre os 

estudos. 

 

 

4.3. Análises físico-químicas dos queijos e viabili dade de C. jejuni em queijos 

Minas Frescal  

 

Outros fatores que podem significar situação de injúria e influenciar na 

sobrevivência de Campylobacter em queijo Minas Frescal são as alterações físico-

químicas que a matriz do queijo sofre durante o período de armazenamento. 

Os resultados das análises físico-químicas realizadas estão demonstrados na 

Tabela 4.  
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Tabela 4. Análises físico-químicas1 de queijos Minas Frescal fabricados com leite experimentalmente 
contaminado com C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383, armazenados por até 10 dias a 4ºC. 

Produção 1 2 3 

Armazenamento 
(Dias) / Micro-

organismo analisado 

NCTC  
11351 

IAL  
2383 

NCTC  
11351 

IAL  
2383 

NCTC 
11351 

IAL  
2383 

 
 
1 

 
 
 

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

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 

 

 
4 

pH 6,61(±)0,07 6,60(±)0,08 6,39(±)0,04 6,62(±)0,05 6,53 (±)0,08 6,59(±)0,04 

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(±)0,05 0,70(±)0,04 0,78(±)0,02 0,70(±)0,04 0,76(±)0,03 

 
 
 
7 

 
 
 
 
 
10 

 
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 

 

Acidez 0,57(±)0,05 0,57(±)0,05 0,57(±)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(±)0,14 62,17(±)0,25 62,59(±)0,50 

Cloreto 
 

0,64(±)0,02 0,74(±)0,04 0,70(±)0,01 0,78(±)0,01 0,70(±)0,02 0,78(±)0,0 

pH 6,30(±)0,02 6,32(±)0,09 6,17(±)0,03 6,28(±)0,07 
 

6,24(±)0,07 6,33(±)0,02 

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(±)0,01 0,70(±)0,01 0,78(±)0,04 0,70(±)0,01 0,73(±)0,02 

        
1 média da análise de três queijos em triplicata. 

 

 

A umidade foi a única das análises realizadas que é exigida pela legislação e 

apresentou resultados conformes em todas as amostras, que é de no mínimo 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 não haver diferença entre os teores de umidade quando se 

compara os queijos fabricados com as duas cepas pode-se observar uma redução 

gradual nos teores de umidade dos mesmos e isso resultou em uma correlação 

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

 

 

Figura 3 . Representação gráfica da correlação entre umidade e sobrevivência 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 

contribuído para a concentração de substâncias tóxicas para Campylobacter, assim 

como, diminuído a atividade de água nos queijos.  

Os valores médios de pH dos queijos considerando as três fabricações, 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 análise estatística dos dados demonstrou que há uma correlação moderada 

e estatisticamente relevante (P<0,05) entre o pH e a sobrevivência de ambas as  

cepas inoculadas. A representação gráfica desta afirmativa pode ser visualizada na 

Figura 4. 
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Figura 4.  Representação gráfica da correlação entre pH e sobrevivência 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 ótimo entre 6,5 

e 7,5. Apesar de todos os resultados obtidos nesta pesquisa estarem dentro deste 

intervalo, as variações observadas interferiram no crescimento, provavelmente, por 

se somarem a outros fatores estressantes como metabólitos bacterianos e baixa 

temperatura. 

A determinação média para a acidez expressa em ácido lático nos queijos foi 

de 0,50±0,15 e 0,52±0,16, respectivamente, para os queijos inoculados com C. jejuni 

NCTC 11351 e IAL 2383. Não houve diferença significativa entre os resultados 

quando se comparou os índices dos queijos inoculados com as duas cepas, mas 

pode-se verificar que os teores de ácido lático aumentaram com o período de 

armazenamento (Tabela 4). 

As característica de aumento da acidez e diminuição do pH durante o 

armazenamento foram, provavelmente, devido à fermentação da lactose por 

bactérias láticas e também pelos coliformes.  

 Houve correlação moderada e estatisticamente relevante entre os índices de 

acidez dos queijos e a viabilidade das cepas (P<0,05). A representação gráfica da 

correlação entre esta variável e a viabilidade das cepas está demonstrada na Figura 

5a e os teores de sódio nas diferentes produções e períodos analisados podem ser 

visualizados na Figura 5b. 
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Figura 5.  Representação gráfica dos resultados de acidez; a) correlação entre acidez e 

sobrevivência de C. jejuni NCTC 11351 e IAL 2383 em queijos Minas Frescal (P<0,05); b) valores de 

acidez por cepa em três produções e quatro períodos de armazenamento. 

 

O teor médio de cloretos foi menor nos queijos contaminados com a cepa de 

C. jejuni NCTC 11351 em relação 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, não houve correlação 

estatisticamente relevante (P>0,05) entre este índice e a viabilidade das cepas. 

A evolução dos índices de cloreto, por produção, cepa e período de 

armazenamento pode ser observada na Tabela 4 e Figura 6. 

Não houve correlação (P>0,05) entre os teores de cloreto de sódio nos 

queijos e a viabilidade de Campylobacter. Este resultado era esperado, já que em 

todos os queijos analisados, os índices de cloreto foram menores que os 

considerados inibitórios para o gênero Campylobacter, que é de até 2% (PARK, 

2002). 
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Figura 6.  Valores de cloreto de sódio em queijo Minas Frescal em três produções e quatro 

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

 

O queijo Minas Frescal pode oferecer condições de sobrevivência para 

Campylobacter, uma vez que essa matriz alimentar apresenta alto teor de umidade, 

faixa de pH e teor de cloreto de sódio em níveis suportáveis. Porém, nos queijos 

produzidos com leite inoculado com as duas cepas, Campylobacter só permaneceu 

viável e cultivável até quatro dias após a fabricação. Além disso, houve decréscimo 

nos números do micro-organismo em comparação com o primeiro dia de análise, 

mostrando que não houve multiplicação dos micro-organismos.  

É provável que o conjunto de fatores extrínsecos de temperatura, pH, 

presença de cloretos e bioindicadores, mesmo em níveis considerados suportáveis 

de forma isolada, quando inter-relacionados sejam limitantes, impedindo a 

multiplicação e diminuindo de forma gradativa o número de células. 

A influência do tempo de armazenamento, que diminui o número e a 

viabilidade de Campylobacter, possui importância para a saúde pública. 

Particularmente, quando o risco é avaliado para produtos específicos como o queijo 

Minas Frescal, deve-se levar em conta também os hábitos dos consumidores. 

Mesmo que o micro-organismo se mantenha viável por curtos períodos, como a 

preferência do consumidor é por produtos mais frescos, produzidos próximos ao 

consumo, caso contaminado, haverá mais risco de que cause infecção alimentar. 

Também deve-se considerar no risco, que é comum que representantes do 

gênero Campylobacter em condições de estresse ou injúria,  degenerem para 

formas não cultiváveis, que são porém, muitas vezes, viáveis e infectantes 
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(CHAISOWWONG et al., 2012). Isso faz com que, mesmo não sendo possível o 

isolamento do agente nos queijos, não seja possível afirmar que as formas 

degeneradas não permanecem infectantes e representem riscos. Além disso, ao 

contrário de outras enterobactérias, Campylobacter possui baixa dose infectante, em 

torno de 500 células (BUTZLER, 2004). 

Apesar da legislação brasileira ainda não contemplar a pesquisa de 

Campylobacter spp., o gênero 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.  Produção de Transcritos 

 

Ambas as cepas analisadas, em primeiro repique após a aquisição, 

imediatamente após a recuperação em meios de cultura, foram capazes de produzir 

todos os genes estudados. 

Não foi possível verificar a produção de transcritos nas cepas recuperadas de 

todos os queijos já que para a realização da técnica de RT-PCR é necessário um 

grande número de células, cerca de quatro placas de Petri cheias (MELO, 2013). 

Após o repique dos isolados recuperados, algumas não 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 viáveis ou tiveram crescimento em 

números de células suficientes para serem avaliados para a produção de transcritos. 

Já para a cepa C. jejuni IAL 2383, 14/18 (77,8%) apresentaram crescimento e foram 

avaliadas. A cepa NCTC se mostrou mais sensível á injúria que a cepa IAL, mas a 

diferença não foi significativa (P>0,05).  

Dentre estirpes da cepa NCTC que não foram recuperadas, 2/9 (22,2%) foram 

isoladas de queijos com um dia de armazenamento e 7/9 (77,8%) foram isolados de 

queijos armazenados por quatro dias. O número de isolados da cepa IAL que não 

apresentaram crescimento após 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 produção de transcritos foi observada com maior freqüência em 

isolados de queijos armazenados por um dia quando comparada aos isolados de 

queijos armazenados por quatro dias, para os quatro genes estudados e para ambas 

as cepas. Provavelmente, o tempo no qual o micro-organismo permanece em 

situação de injúria influencia na sua capacidade de transcrever alguns genes aos 

quais eram capazes em situações favoráveis de temperatura, atmosfera e nutrição.  

O gene ciaB codifica uma proteína envolvida na invasão celular (RIVERA-

AMILL et al., 2001) e é considerado como um dos genes de referencia no estudo dos 

mecanismos de patogenicidade de Campylobacter (HÃNEL et al., 2004; ZHENG et 

al., 2006). A Tabela 5 mostra o número de isolados de Campylobacter recuperados 

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

 

Tabela 5.  Produção de transcritos para o gene ciaB por Campylobacter isolados de queijos Minas 
Frescal, por período de armazenamento e produção. 

 Cepa de C. jejuni inoculada no leite 

        
         Amostras 

NCTC 11351 IAL 2383 
Dia 1 Dia 4 Dia 1 Dia 4 

 
P1 

1 + - + + 
2 +  + + 
3 + + + + 

 
P2 

1 +  + - 
2   + - 
3 -    

 
P3 

1 -  + - 
2   +  
3 -  +  

TOTAL (+/n) 4/7 ½ 8/8 3/6 
(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total  de isolados recuperados em 

 cada período de armazenamento. P1, P2 e P3: produções 1, 2 e 3.  

 

Os resultados da Tabela 5 sugerem que a produção de transcritos para o 

gene ciaB em situação de injúria é cepa-dependente, e provavelmente, esta 

característica interfere na capacidade de causar doença, ou sua gravidade, quando 

a infecção 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 

transcrição do gene ciaB, após um e quatro dias de armazenamento, entre isolados 

da cepa NCTC 11351, somente 4/7 e 1/2 apresentaram a mesma característica. 

Vários estudos demonstram que a capacidade de expressão de características de 

virulência como adesão, invasão e produção de toxinas em C. jejuni é cepa-
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dependente (VAN VLIET; KETLEY, 2001; FERNANDEZ; GARCÍA; VILLANUEVA, 

2005). 

RIVERA-AMILL et al. (2001) afirmaram que a expressão dos genes 

que codificam as proteínas ciaB está sujeita à regulação ambiental, tal 

como observado em cultura em células eucarióticas, as quais 

possuem componentes que induzem essa transcrição. 

A produção de transcritos para o gene dnaJ pelos isolados recuperados dos 

genes está demonstrada na Tabela 6 e nas Figuras 7a e 7b. Este gene está 

associado à termotolerância e também foi percentualmente mais elevado no primeiro 

dia de análise para ambas as cepas, totalizando em 77,8% (7/9) para NCTC 11351 e 

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

 

Tabela 6.  Produção de transcritos para o gene dnaJ por Campylobacter isolados de queijos Minas 
Frescal, por período de armazenamento e produção  

 Cepa de C. jejuni inoculada no leite 

      
        Amostras 

NCTC 11351 IAL 2383 
Dia 1 Dia 4 Dia 1 Dia 4 

 
P1 

1 + - + + 
2 +  + + 
3 + + + + 

 
P2 

1 +  + - 
2   + - 
3 -    

 
P3 

1 +  + + 
2   +  
3 +  +  

TOTAL (+/n) 6/7 ½ 8/8 4/6 
(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total  de isolados recuperados em 
 cada período de armazenamento. P1, P2 e P3: produções 1, 2 e 3.  
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Figura 7.  a) o gel de PCR demonstra M (marcador de peso molecular de 50pb); C- (Controle Negativo, 

composto por água ultrapura em substituição 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 não transcreveram. b) 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 23 são C. jejuni IAL 2383 
isoladas positivas para transcrição de dnaJ e 13 e 22 negativas. 

 
A capacidade de produzir transcritos para o gene dnaJ 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 

são associados à tolerância ao aumento da temperatura no microambiente, situação 

de injúria a qual os micro-organismos não foram submetidos neste estudo, já que a 

tecnologia de fabricação do queijo Minas Frescal não inclui o aquecimento da massa 

a temperatura maior que 36ºC (ROSSI, 1997). Assim, é possível que este gene 

também possa regular a adaptação do micro-organismo ao frio, que foi a situação de 

injúria a qual as cepas foram submetidas durante o armazenamento. 

KONKEL et al. (1998) e REID et al. (2008) ao analisarem proteínas de choque 

térmico, tais como clpP e dnaJ, constataram que sua síntese varia com a 

temperatura de forma que um aumento súbito na temperatura 

aumenta consideravelmente sua síntese. Já durante o estresse submetido 

pelo choque frio, os genes de tradução de proteínas de choque térmico reprimem 

sua expressão (BEALES, 2004).  

As proteínas oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante função na 

superação de variações bruscas de temperatura, de forma que o micro-organismo 

se torne capaz de sobreviver e adaptar-se à nova temperatura (STINTZI, 
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WHITWORTH 2003). A resposta ao choque térmico está associada ao desempenho 

na colonização do trato intestinal e à sobrevivência bacteriana a altas temperaturas 

(KONKEL et al., 1998). 

A capacidade de produzir transcritos para o gene p19 pelos isolados 

recuperados dos queijos durante o armazenamento estão demonstrados na Tabela 

7. 

 

Tabela 7. Produção de transcritos para o gene p19 por Campylobacter isolados de queijos Minas 
Frescal, por período de armazenamento e produção 

 Cepa de C. jejuni inoculada no leite 

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

 
P1 

1 + - - - 
2 -  - - 
3 - - - - 

 
P2 

1 -  - - 
2   - - 
3 -    

 
P3 

1 -  - - 
2   +  
3 -  +  

 TOTAL (+/n) 1/7 0/2 2/8 0/6 
(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total  de isolados recuperados em 
 cada período de armazenamento. P1, P2 e P3: produções 1, 2 e 3. 

 

O gene p19 codifica uma proteína periplasmática ferro-dependente cuja 

função é o transporte de ferro (PALYADA, 2004), que é um componente com baixa 

biodisponibilidade no interior do hospedeiro mamífero em relação ao ambiente 

externo (LITWIN & CALDERWOOK, 1993). O gene p19 e a regulação desta proteína 

são formas de Campylobacter controlar o nível de ferro intracelular durante o 

estresse (BIRK, 2012). Alguns autores consideram que os produtos do gene p19 

sejam um sinal chave para os agentes patogênicos, tais como Campylobacter, 

“sentir” que invadiu o hospedeiro e começar a expressar determinantes de virulência 

(LITWIN & CALDERWOOK, 1993; OTTO et al., 1994; VASIL & OCHSNER, 1999).  

Os isolados recuperados dos queijos mostraram baixa capacidade de produzir 

transcritos do gene p19 (3/23) e os transcritos só foram observados no primeiro dia 

de armazenamento refrigerado. O leite e o queijo são alimentos com baixos níveis 

de ferro (TORREJON et al., 2004). É possível, que em condições de injúria e na falta 

do componente (sinalização biológica), os micro-organismos tenham utilizado seu 

aparato genético para a produção de outras enzimas ou substâncias mais 

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

recuperadas dos queijos estão na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Produção de transcritos para o gene sodB por Campylobacter isolados de queijos Minas Frescal, por 
período de armazenamento e produção 

 Cepa de C. jejuni inoculada no leite 

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

 
P1 

1 + - - - 
2 -  + - 
3 - - - - 

 
P2 

1 -  - - 
2   - - 
3 -    

 
P3 

1 -  - - 
2   +  
3 -  +  

TOTAL (+/n) 1/7 0/2 3/8 0/6 
(+/n) = no. de isolados capazes de produzir transcritos /no. total  de isolados recuperados em 
 cada período de armazenamento. P1, P2 e P3: produções 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 

produção 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 gêneros, espécies ou 

biótipos serem capazes de possuir respostas fisiológicas às formas tóxicas de 

oxigênio é uma estratégia à sobrevivência ambiental e está relacionada à produção 

de enzimas sod-superóxido dismutase. Estas enzimas são capazes de metabolizar 

as formas tóxicas de oxigênio em água, peróxido de hidrogênio e radicais livres.  

Geralmente, a capacidade de produzir as enzimas sod é acompanhada pela 

produção das enzimas catalase ou peroxidase, que tornam o micro-organismo 

também capaz de metabolizar as formas tóxicas produzidas pelas enzimas sod na 

reação (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 produção de transcritos para o gene sodB pelos 

isolados de Campylobacter foi similar ao comportamento observado para o gene 

p19. A similaridade na transcrição para estes dois genes foi também observada por 
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Moura (2013), que estudou o efeito do estresse por congelamento na sobrevivência 

e produção de transcritos de virulência nestas mesmas cepas de Campylobacter. 

A correlação na capacidade de produzir transcritos para os genes sodB e p19 

já 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, há uma evidente ligação entre esta condição e o ferro. Palyada (2004) 

descreve a ligação entre a captação de ferro e o estresse oxidativo, que pode ser 

causado pelo frio, e pode gerar participação de ambos os genes nesta condição, ou 

em uma condição similar.  

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

pelas estirpes recuperadas dos queijos. 

 

Tabela 9. Frequência da produção de transcritos para quatro genes por 23 estirpes de Campylobacter 
recuperadas de queijos Minas Frescal após armazenamento refrigerado.  
Gene avaliado  N 

 (N=23) 
% 

ciaB 16 69,6% 

dnaJ 19 82,6% 
p19 3 13,0% 
sodB 4 17,4% 

 

 

A Tabela 10 demonstra o número de isolados de cada uma das cepas de C. 

jejuni (NCTC 11351 ou IAL 2383) recuperadas dos queijos e os 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 condições adversas como as relacionadas à fabricação dos queijos e 

armazenamento refrigerado. Estas situações de injúria se acentuaram com o 

armazenamento, mas por até quatro dias de armazenamento alguns isolados ainda 

demonstraram a capacidade de transcrever os genes ciaB e dnaJ. A transcrição dos 

genes p19 e sodB só foi observada em cepas recuperadas de queijos armazenados 

por um dia.  

 

 

Tabela 10. Perfil de transcrição para os genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB por Campylobacter jejuni NCTC 11351 e 
IAL 2383,  discriminado por isolados recuperados de queijos Minas Frescal após armazenamento refrigerado 
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Genes transcritos C. jejuni NCTC 11351 C. jejuni IAL 
2383 

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

 

 

Vários autores têm estudado a presença e expressão de genes de virulência, 

utilizando RT-PCR em estirpes de Campylobacter spp mantidas sob uma variedade 

de condições de crescimento. Os resultados destes estudos indicam que as 

mudanças nas condições ambientais podem gerar uma variação considerável na 

capacidade de transcrever os genes (STINZI; WHITWORTH, 2003; PALYADA, 2004; 

STINZI et al., 2005; MOURIK, 2011). Porém, apesar da injúria, 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 condições de beneficiamento e armazenamento dos alimentos terem a 

capacidade de diminuir a viabilidade e virulência de Campylobacter, não é capaz de 

garantir a segurança 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 

quanto na capacidade de produzir transcritos de genes de virulência, mas a 

diferença não foi significativa (P>0,05). 

 A regulação dos diferentes genes é essencial para a sobrevivência de 

Campylobacter. O comportamento destes micro-organismos frente a diferentes 

condições de estresse demonstra a capacidade desta espécie em modular o seu 

potencial de virulência de acordo com o ambiente (MELO et al., 2013). O 

conhecimento deste processo é de grande importância 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 

o queijo Minas Frescal. Além disso, esse conhecimento permite entender os 

diferentes comportamentos nas transcrições gênicas, de forma a determinar e 

explicar as diferenças observadas na patologia pelas diversas estirpes (MOURIK, 

2011). 
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Estudos como os realizados no presente trabalho podem auxiliar na avaliação 

de análise de perigo relacionado ao consumo de diferentes alimentos, assim como, 

contribuir na eleição das formas de prevenção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.0 CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que: 

 

- o armazenamento refrigerado reduz as contagens de Campylobacter em 

queijo Minas Frescal de 2 a 3 ciclos log do primeiro ao quarto dia e a números não 

detectáveis após sete dias de armazenamento, sendo acompanhado por uma 

mudança na morfologia da bactéria; 

- o decréscimo da umidade e pH e o aumento da acidez durante o 

armazenamento refrigerado de queijos Minas Frescal apresenta correlação com a 

diminuição da viabilidade de Campylobacter neste alimento;  

- Campylobacter presentes em queijo Minas Frescal tem sua capacidade de 

produção de transcritos para os genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB diminuída durante o 

armazenamento refrigerado, sendo o decréscimo mais acentuado no quarto dia de 

armazenamento, onde os genes sodB e p19 não foram mais transcritos; 

  - o consumo de queijo Minas Frescal, se fabricado com leite contaminado 

com Campylobacter, oferece risco ao consumidor quando ingerido até quatro dias 

após a fabricação. 
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