INVESTIGACOES MICROBIOLOGICAS SOBRE
QUELTOS (*)

ARIORTO BULLER SOUTC  HELIO MARTINS,

Biologistas do Instifute Adelfo Lutsz,

Em trabalhe anterior? os autdres j& tiveram a oportunidade de
passay em revistz a importincia dos microcrganismos do grupo coli-
forme no contrdle sanitario dos produtos de lacticinio em geral e da
manteiga em particular,

Na presente investigacfio microbiologica sdbre queijos sfo ana-
lisados particularmente oz resultados e os problemas concernentes 3
flora colibacilar dos mesmos em velaglo & Saflide Pablica.  Outros
dados microbiolégicos obtidos no curse dos exames, relativos & florg
estafilocGeica e mictica sfo analisados e discutidos em oubtras publi-
publicacbes, por um de nés {(Martins*). A presente contribuicho
ocupa-se particularmente do perigo potencial gue representa a pre-
senca de germes do grupo coliforme nos queijos entregues ao consu-
mo e da necessidade de se estabelecerem medidas restrilivas em rela-
cho & matéria. Tal afirmativa é justificada em parte, pelo fato de
gue em intimeras amostras de queljos suspeitos de responsaveis por
cagos de intoxicacio alimentar recebidos para exame na Seccéo de
Contréles Bioldgicos do Instituto Adolfo Lutz, nfic conseguimos
izolar senfo microorganismes do grupe coliforme. A 8ste respeifo
afirma Shrader’, comentando um surto de initoxicacdo cauzade por
gueije, em gue as pesquizas bactericldgicas 1o conseguiram
ovidenciar a presenca de Salmonelas. “These cases are parti-
cularly interesting because they are represeniative of many such
outhreaks that are never reported in the literature but are frequen-
tly enecuntered in public-hezlth practice”. Observa azinda, gue os
sintomas sfo sibitos, aparccem em poucas horas e sfio caracteri-
zados por nauseas, dor abdominal, pulse rapido, diarréia e prostra-
c8o, desaparecendo habifualmente apdés 24 horas,

A correlacio existente enfre a flora colibacilar de queijos e cer-
tas formas de infoxicacio alimentar t8m sido examinada por diver-
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s0s pesquisadores. Particularmente interessantes sde as pesquisas
realizadas por Mello e Rogick? s0bre os germes do grupe coliforme
entrados no gueijo tipo Minag, — o mais consumido no Brasil — em
relacio & toxi-infeccho alimentar. Observaram que “em algung ca-
gos, 2 inceulacio do material {gueijo em suspensio homogénea)
mesmo por via sub-cutfnes, provocou 48 horas apés, o morte das
cobaias, gue apresentavam extenso enfisema dissecante gue, do pon-
to de inoculaciio, na face interna da coxa, ou terco inferior do abdo-
mexn, e irradiava até a regifo esfernal” e que “a semeadurs do ma-
terial eolhido nz lesfio e de sangue do coracfio revelou cultura pura
de germes do grupo Escherichia-aevobacter”. Observaram ainda que
os gueijos examinados (tipe Minas) confinham, em média, 114.160
germes do grupo &Hscherichia aercbacter por grama.

Florentin ? analizon cuidadesamente diversos surtos de intoxi-
cacdio alimentar consequentes & ingestio de queijos. Apds observar
que a sintomatelogia exibida pelos pacientes assemelhava-se Agquela
da intoxicacio por toxinas microbianas, concluin serem os queljos
com elevado teor de coliférmes og responsivels pela intoxicaciio.
B terming afirmando: “Quoi qu’il en solt, i1 est guelgue peu alar-
mant de constater que, tandis qu’on prohibe le colibacile dans eay,
les huitres ete., la consommation de certains fromages coniduit a
en absorber des gquantités considérables, et il apparait que la con-
sommation des fromages colibacillaires n'est pas sans présenter des
inconvénients pour Vorganisme, ainsi qu'en témoignent les guelgues

1%

intoxications assez graves que nous avons relatés plus haul”.

Tgualmente, Tanner* refere oito surlios de intoxicacio por
gueijos ceorridos em uma poveaclo do Estado de Michigan, earacte-
rizados por um conjunio draméitice de sintomas: vomitos, eélica,
diarréia, Posto que fals casos nfo tenham side completamente
elucidados sob o ponto de vists eticldgico, os microorganismos do
grupo coliforme presentes nos queljos ingeridos, aparecem como pro-
véaveis responsédvels por agueles surtos, em virtude de terem deter-
minado o aparecimento de fendmenos téxicos em camondongos por
meio de substdncias gue, com bastante probabilidade, seriam wer-
dadeiras toxinas (Tanner).

Tgualmente, Savage e White 7 analizando eem casos de into-
xicaclo alimentar, referem-se a oito deles como tendo sido desenca-
deados pela ingestio de gqueijos.

E interessanie observar-se gue os sintomas préprios da intoxi-
cacdo produzida por gueijos (diarréia, cblica e nauseas) sfo idénti-
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cos Aqueles observados nos distlrbics gastro-intestinais que ocorrem
habitualmente apés a ingestdo de Aguas peluidas pelo contetido dos
esgotos, pois conforme afirma Dack ?: “When water is suddenly
contaminated with sewage, cases of diarrhea, abdominal eramping
and nausea frequently oceur within 12-48 hours”., Dack? exem-
plifica citando um gréwe surto epidémico de enterite referido por
Jordan e Irons® que scometeu 10.000 habitantes de Rockford cuja
dgua de abastecimento fora tempordriamente poluida pelo contetdo
de ssgotos.

Tgualmente importantes sdo og casos de intoxicag@c alimentar
cansados pela F. coli presentes em outros alimentos. Lodenkim-
per 1. gue realizou uma revisfo na literatura sbbre o assunto, refere
alguns casos de intoxicacho devidos & E. coli tendo feito a compro-
vacdo da toxidez do germe por meio da administraciio oral e inoeula-
cie endoperitoneal, em camondongos, de filtrados de cultura. Igual-
mente, coliformes do grupo cerogenes-cloacge tém sido resposabili-
zados por surtes de intoxicacfio alimentar. Particularmente inte-
ressante é o caso referido por Gilbkert, Colleman e Laviano b, de um
surto de gastro-enterite afefando 125 pesstas apds a ingestio de
“bombas™ e “eclairs™ de chocolate dos quais foi isclade um mi-
eroorganismo pertencente ac grupo clogcue-gderogenes que demons-
trou ser téxico para animais de experiénecia. Buchanan e Megrail?
referem ignalmente dois surics de intoxicacio alimentar “provavel-
mente devidos ao B. cloacae”. Ag lado das diferentes formas clini-
cas caracteristicas «a colibacilose, é particularmente interessante,
como exemplo do poder patogénico dos coliformes, a diarréia
infeccioza do recém-nascido, afeccfio altamente letal, caracterizada
por grave intoxicacdo e desidratacfio, clinlcamente comparével ao
chlera asiitico -—— e que, consoante a autorizada opinifio de Parriz,
tem a sua etiologia ligada ao grupo coliforme. Dulaney ¢ Michel-
son' deserevem um surte de diarréia em recém-nascidos produzidos
pelo B, eoli-matabile.

A capacidade toxigénica da K. eoli tem sido analisada por di-
versos pesquisadores. Vincent demonstrou gue a K. coli produz duas
classes de toxinas: uma de acio sdbre o gistema nervoseo (neurotrd-
pica) ; outra de aclo sdhre o intestino (enterofrépica). A inoculacio
experimental de taig toxinas determina o aparecimento de: 1.9)
gsintomas nervesos e neuromuseulares: paralisiag que se iniciam nos
membros posteriores atinginde, em seguida, os membros anteriores
e aecometendo os museulos inervados pelos eeniros bulbares; 2.0}
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sintomas intestinais - enterite aguda, lestes do intesting, conges-
tho intensa, elc.

Pacheco e Xavier demonstraram que a administracio repetida,
por via digestiva, de filtrados de culturas de K. coli a coelhos, deter-
mina uma dimingicio progressiva de pso que termina com caguexia
e morie do animal,

Melio e Rogick ? observaram que, enquanto a maleria das racas
de F. coli enquadra-se entre as variedades indeuss, ontras existem,
extremamente virulentag, capazes de, em dbses minimas {1/5, 1/10,
1/15 de alca de cultura), matar cobaias por via peritoneal. Parri
aventou a hipétese de que todos o8 coliformes seriam iddéneos para
produzir toxinas, ccorrendo contudo, ptucas racas capazes de pro-
duzi-lag em guantidade suficiente para o desencadeamento dos sinto-
mag de intoxicacio, ponderando ainda que o aduito normal é relati-
vamente resistente a tais toxinas.

A aparente disparidade estatistica entre a grande proporcho de
queijos (e também de outros alimentos) contendo elevado teor de
E. coli e o8 surtos de intoxicactes devidos a 8sses mesmos queijos,
teria sua explicacdo no grande nlmero de variedades do B, coli
(communis, communior, wvulgoris, inversus, anomalus, wmutabilis,
hoemoliticus) e na ocurréneia de racas forfemente toxigénicas ao
lado de racas atbéxicas, o que explica igualmente os sintomas anéma-
log e dispares da infeccfio colibacilar.

METODO EMPREGADOC

Na presente publicaciio sfio analisades os resultados de exames
microbiolégicos de 147 queijos de diferentes naturezas, realizados na
Secchio de Contrdles Bioldgicos do Ingtituto Adolfo Lutz,

(s principais tipos de queijos anslisades foram: t{ipo Minas,
tipo Prato, tipo Parmezon e tipe Proveolone.

O método empregado foi ¢ seguinte: Pesam-se 10 gramas do
queiio e tritura-se em gral estéril eom um pouco de areia, ajuntando
em seguida 90 cm® de Agua filtrada esterilizada. Fazem-se as di-
luicoes subsequentes até 1/100.000, Semeam-se as respectivag dilui-
ches em melp de wverde brilhante e incuba-se a B7°C por 24-48
horas. Observa-se a producBo de gis pelos germes do grupo coli-
forme. Semeia-se também a diluicio 1/10 em meios de Kauffmann
¢ Sabouraud incubando-os respectivamente a 37°C e 28°C. O tempo
de incubaglio para o Sabouraud deve ser prolongado até viriog dias,
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”

A contagem bacteriana é feita em -placag de degar: standard

de acordo com a téeniea seguinte: coloca-se 1 cm?idas diluictes (a
partiv de 1/100) em cada uma das 4 placas de Petri e junta-se o
agar, préviamente fundido e resfriado a 45°C, imprimindo 23 pla-
cas um movimento rotaiério afim de misturar completamente o
fgar com a dgua de diluigho. Incuba-se a 37°C e realizam-se as con-
tagens apbs 24 horas,

RESULTADOGS

Ne quadro abaixo franscrito estfo registrados os resultados
obtides:
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No coluna III o ntmerc e percentagem de amostras que apre-
gsentavam desenvolvimento exclusivo de hactérias; na coluna IV, o
niimere ¢ percentagem de amostras nas quais houve desenvolvimento
concomitante de bactérias e cogumelos (levedos ¢ bolores); na coluna
V, o nimeroc ¢ percenfagem de amostras em gue estiveram presentes
-0s diferentes germes o grupo coliferme; na coluna VI o nimero de
amostras dos quais foram isclados estafilococos: na eoluna VI o
numero ¢ natureza dos cogumelos identificados.

Os microorganismoes contaminantes estavam assim distribui-
dos: em 24 amostras houve desenvolvimento exclusivo de baci-
log Gram-positives esporulados e bacilos Grome-negativos enguanto
-que nas restantes 123 observou-se o crescimento concomitante de
bacilos e Tungos diversos (leveduras e bolores).

Em relaclio aos microorganizmos do grupo coliforme, os exames
por nds efetuados atestam a sus presenca em 88 amostras ou seja
em 59,8% do total de queijos examinados. Déstes miercorganismos,
a K. coli foi encontrada em 66 amostras; a &. Ffreundit em 3 amos-
tras, o Aerobueler gerogenes em 13 amostras e o Aercbacter cloceae
e § gueijos,
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Foram as seguinfes as percentagens dos coliformes em relaciior
a0 total do grupo: E. coli 75,2%, A. aerogenes 14,6%, A. cloace
8,8% e K. freundit 3,4%. ZEsses resultados obtidos em queijos
de diferentes espéeies sfio bastante semelhantes szos encontrados
por Mello e Rogick? no-~exame de queijo tipo Minas: Escherichia
75,56%, Aerobacter 11,10%, tipos intermediarios 13,34 %.

Em relacfio & flora global, obtivemos os seguintes resultados em
71 amostras analisadas:

Abaixo de 1 milhfic de germes por grama 2 amostras
De 1 milhdo a 10 milhdes de germes por grama 8 amostras
De 10 milthdes a 20 milhdes de germes por grama 7 amosiras
De £0 milhdes a 30 milhdes de germes por grama 3§ amostras
Acima de 30 milhdes 51 amostras

71 amostras

Conforme se verifica T1,8% das amostras analizsadas apresen~
tam teor miercbioldgico superior a 30 milhdes de germes por grama
e 28.2% abaixo de 30 milhdes de germes por grama,

Outros microorgahnismos encontrados foram: estafilococos om
22 amostras, leveduras diversas em 112 amostras ¢ bolores em 11
amostras.

Os elevados teorss miecrchicoldgicos encontrados e, sobretudo, &
elovada percentagem da A, coli indicam seguramente a existéneia
de condices insatlisfatdérias no preparo dos queiios e o uso de leitew
com elevado teor de ecliformes. Conforme demonstraram perfeita-
mente Mello e Bogiek? a maneira mals segura de evitar o desenvolvis
mento de coliformes no queijo (Iipe Minas) é a pasteurizacio do
leite. Assim estariam os consumidores protegides eorifrd a ingestéo
de queijos que, de acérdo com os mesmos aufdres, introduzem no
organismo humano a média de 114.110 germes do grupo coliforme
por grama do produto e seriam evitados og riscos da toxi-infeccio
alimentar pela B, coli,

RESUMO E CONCLUSGOES

1) Empregando métodos adequados de contrdle microbiolégico
foram examinadas 147 amosiras de queijos de diferentes espécies
(tipo Minas, tipo Prato, tipo Provolone, tipo Parmeziio}.
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2} . Em 88 das amostrag examinadas (59,8%) foram encon-
frados microorganismos do grupo coliforme nas seguintes percentas
gens em relacdo ao total do grupo: E. eoli 75,2%, A. cerogenes,
14,6%, A. cloacae, 6,8% e E. freundil, 3,4%.

3) Em 71 amostras em que foi realizada a contagem da flora
global, 20 apresentaram contagens de O até 30 milhbes de germes
por grama {(28,2%) enguanto que nas 51 restanfes (71,8%} a con-
tagem obtida era superior a 30 milhdes de germes por grama.

4) Feram isolados cogumelos em 120 amostiras e estafiiococos
em 32 gueijos examinados,

SUMMARY AND CONCLUSIONS

1st, — Adequate methods of microbiological confrol were em-
ployed for the testing of 147 samples of different f{ypes of cheses
Minas type, Prata type, Provolone type, Parmezan type).

2nd, — 88 of the specimens examined (59,8%) were found
to contain miercorganizms of the coliform group in the following
percentages, given in relation to total amount of the group: F coli,
75,2%, A. aerogenes, 14,6% A. clogeae, 6,8% and E. freundil, 3,4%.

3rd. — A total count was made for 71 samples, 20 of which
had a count ranging from O to 30 million germs per gramme
{28,2%), while in the 51 remaining samples (71,8% ) the was over
30 million germs per gramme.

4th. —- Fungi were obtained from 120 samples and staphylo-
cocel from 32 of the cheeses examined.
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