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INTRODUGCAO

Enquadramento tematico

A industria de producao de queijo constitui um grande setor em todo o mundo, englobando
queijos produzidos em diferentes regides caracterizados por uma grande diversidade (Fox et
al., 2004). Em Portugal, os dados do INE (Instituto Nacional de Estatistica) de 2013 mostram
que a producdo total de queijos decresceu 3,3%, exceto a producdo do queijo de mistura, a qual
aumentou 7,1% (INE, 2014). Entretanto, em 2015 a tendéncia de decréscimo da producao total
de queijos manteve-se apesar de menor (1,7%) com uma subida, também inferior, da producéo
do queijo de mistura (6,4%). Refira-se, contudo, que a producido de queijo de ovelha revelou
uma tendéncia crescente de 0,6% (INE, 2016).

A literatura cientifica tem relatado surtos de toxinfecées alimentares graves associados ao
consumo de varios tipos de queijo (Kousta et al., 2010). Os agentes de doenca mais referidos
sdo, entre outros, Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Listeria
monocytogenes assume um papel de destaque, sendo um dos microrganismos mais
frequentemente associado a doencas de origem alimentar por consumo de queijos,
especialmente em queijos com pouco de tempo de cura (Buncic, 2006).

As regras de higiene comuns aos géneros alimenticios estao estabelecidas no Regulamento
Europeu 852/2004 que se aplica diretamente para os Estados-Membros (RE 852, 2004) e as
regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal pelo
Regulamento Europeu 853/2004 (RE 853, 2004). A aplicacio de critérios microbiolégicos é
usada para avaliar a seguranca do alimento, verificar a aplicacdo de boas praticas de higiene
e de fabrico e manter a qualidade de alimentos pereciveis durante a sua vida util comercial.
A aplicacao destes critérios pode ser util para assegurar a confianca do consumidor em
relacdo a seguranca alimentar desse produto (Smoot e Pierson, 1997).
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exposicao a agentes patogénicos de toxinfecdes alimentares depende de fatores relacionados
com o hospedeiro, incluindo o seu sistema imunitario, estado nutricional, idade, assim como
de outros fatores especificos do alimento e do microrganismo (Jouve et al.,, 1999). Nas
toxinfecdes alimentares serd necessario que o microrganismo patogénico se encontre em
quantidade suficiente para causar uma infecdo e/ou para produzir toxinas em quantidade
suficiente. Assim, o alimento nao sé permite a multiplicacdo dos microrganismos patogénicos
como serve de substrato a producdo de toxinas em quantidade suficiente, de modo a
ultrapassar o limiar de suscetibilidade do consumidor (Forsythe, 2002).

Surtos e casos de toxinfec¢oes alimentares associadas
ao consumo de queijos

A literatura cientifica tem relatado surtos e casos de toxinfecdes alimentares graves
associados ao consumo de varios tipos de queijos (Kousta et al., 2010). Na literatura esta bem
documentado que os surtos de origem alimentar causados pelo consumo de diferentes tipos
de queijo estdo mais frequentemente relacionados com a presenca de L. monocytogenes, S.
aureus, Salmonella spp. ou E. coli O157:H7 (Araujo et al., 2002; Foschino et al, 2002;
Haeghebaert et al., 2003; Conedera et al., 2004). A presenca dessas bactérias patogénicas em
queijos de leite cru ou queijos que sofrem contaminacao apds a pasteurizacao representam
uma ameaca eminente para a saude humana (Kousta et al., 2010). Durante muitos anos, o
consumo de queijos de leite cru tinha sido apenas esporadicamente associado a doencas de
origem alimentar. No entanto, nas ultimas duas décadas, a seguranca no consumo de gueijo
de leite cru tem sido questionada devido a ocorréncia de varios surtos de doencas tanto na
Europa como nos EUA (Brooks et al., 2012).
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Figura 1. Surtos de evidéncia forte associados ao consumo de produtos ldateos.
Fonte: EFSA (2019).
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Segundo relatério da EFSA (European Food Safety Authority) de 2019 (EFSA, 2019), o queijo
tem sido o principal produto implicado em surtos associado ao consumo de produtos lateos,
como se pode observar através da Figura 1. No ano de 2015, foram notificados 33 surtos de
evidéncia forte, envolvendo 380 pessoas, através do consumo de queijo nos Estados-
membros que reportam para a Unidao Europeia. A partir de 2015 ocorreu um decréscimo,
tendo sido reportados, em 2018, 20 surtos, envolvendo 90 pessoas (Figura 1) (adaptado de
EFSA, 2019), com os queijos a estarem associados em 2,8% do total de surtos de origem
alimentar, incluindo a dgua. O agente mais prevalente apontado foi Salmonella, ndo havendo
nenhum registo de surto associado a Listeria em 2018 (Figura 2) (EFSA, 2019).

Outros Agentes/Inespecificos
3%

Desconhecidos
3%

#Toxinas Bacterianas
(Excluindo as de C. botulinum)
16%

Salmonella spp.
31%

E.Coli (STEC)
8%

AQutros Virus/Inesperados
10%

Campylobacter spp.

()
*Outros Agentes Bacterianos 26%

3%

Figura 2. Frequéncia de agentes patogénicos e toxinas associadas a surtos de evidéncia forte em
leite e lacticinios ocorridos em 2018, valores aproximados (adaptado de EFSA, 2019).
Legenda:

*Outros agentes bacterianos incluem Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC),
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Enterococcus, Leptospira spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica e outras
bactérias ndo especificadas. #Toxinas bacterianas (excluindo as de Clostridium botulinum) incluem toxinas produzidas por
Bacillus, Clostridium que ndo Clostridium botulinum e Staphylococcus e outras toxinas bacterianas ndo especificadas.
“Outros virus incluem adenovirus, flavivirus, hepatite E, rotavirus e outros virus ndo especificados.
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CAPITULO 1.

O QUEIJO COMO ALIMENTO

1.1. Enquadramento histérico e classificacao

O queijo é um dos alimentos preparados mais antigos que a histéria da humanidade regista.
A arte do fabrico de queijos teve o seu inicio num passado muito remoto, milhares de anos
antes do nascimento de Cristo. Os egipcios foram dos primeiros povos que cuidaram do gado
etiveram no leite e no queijo uma fonte importante da sua alimentacdo. Na Europa, os gregos
foram os primeiros a adotar o queijo como alimento, feito exclusivamente com leite de cabra
e de ovelha. Entretanto, os romanos, na expansao do seu Império, foram os responsaveis pela
maior divulgacdo mundial dos queijos (Rehm e Reed, 1983; Blom e Weréen, 2002; Perry,
2004). A producao em massa de queijo teve inicio no século XIX, com a abertura da primeira
fabrica de queijo nos EUA, em 1851, no estado de Nova York. No entanto, a industria de
queijos so6 se instalou na Europa no inicio do século XX, com a abertura da primeira grande
queijaria em Franca, sendo este o pais que mais se dedicou ao fabrico e ao consumo de queijo,
permanecendo como um dos principais paises produtores do mundo, ao lado de Italia,
Dinamarca, Alemanha, Suica e Inglaterra (Perry, 2004).

E particularmente interessante referir que uma grande variedade de queijos surgiu associada
aum acidente determinado por circunstancia local (composicao do leite, microbiota endégena,
espécie e raca do animal) ou devido a um Unico evento durante a tentativa de producdo ou
stock do queijo (crescimento de bolores ou outros microrganismos) (de Paula et al., 2009).

Existem pelo menos 1000 variedades de queijos, sendo que as principais variedades sao

representadas pelos queijos Holandeses, Suicos, Cheddar e Parmesao, representando mais de
80% da producdo mundial (de Paula et al., 2009).
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ultimo corresponde a porcdo aquosa que se separa da massa durante a producdo de queijo e
que retém cerca de 55% dos nutrientes do leite. Aproximadamente 85 a 90% do volume de
leite utilizado no fabrico de queijos resulta em soro, muitas vezes aproveitado para a
producéo de requeijao. O rendimento de producio e a composicao centesimal do queijo sdo
determinados pelas propriedades do leite, especialmente pela composicdo e pelas etapas do
processo de fabrico (Buncic, 2006). Aproximadamente 30% da producdo mundial de leite
destina-se ao fabrico de queijos (de Paula et al., 2009).

De uma forma geral, para o fabrico de queijo seguem-se as varias etapas representadas no
esquema:

Preparacao do Leite a uma Temperatura
apropriada para a Coagulagao

e

Adicdo dos ingredientes para Coagulagao

-

Coagulacgao

-

Corte / Dessoramento

-

Modelagem / Prensagem

-

Salga

-

Maturacao

Figura 3. Processo genérico de fabrico de queijo (Adaptado de Alves, 2018).
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CAPITULO 2.

FATORES QUE AFETAM
A SEGURANCA E QUALIDADE DO QUEIJO

2.1. Caracteristicas fisico-quimicas

O pH ¢é um dos parametros mais criticos no que diz respeito a seguranca alimentar e ao
controlo de qualidade do processo de fabrico do queijo. A sua determinacdo é importante para
caracterizar os queijos devido a sua influéncia na textura, atividade microbiana e maturacao,
pois existem reacoes quimicas catalisadas por enzimas derivadas de coalho e microbiota que
dependem do pH (Watkinson et al., 2001; Sousa et al., 2014).

O leite tem um pH préximo de 6,8, o que significa que em termos de pH é um meio adequado
a multiplicacdo da maioria das bactérias. A reducao do pH do queijo, para valores entre 4,5 e
5,5 contribui para a prevencao do desenvolvimento de bactérias patogénicas e da maioria dos
microrganismos envolvidos na deterioracao do queijo (Cabezas et al., 2007).

No controlo do pH ao longo da maturacéo, observa-se uma fase inicial de diminuicdo do pH,
correspondente a conversao da lactose em acido latico pela acao das bactérias do acido latico
(quer sejam nativas quer sejam adicionadas) que apresenta uma elevada importancia nas
caracteristicas da coalhada e na eliminacdo do soro; e uma fase final da cura, em que se
verifica um aumento de pH, atribuido a utilizacdo do 4cido latico e formacédo de compostos
neutros ou alcalinos. A diminuicdo de pH observado na fase inicial da cura é mais evidente
em queijos obtidos a partir de leite cru do que em queijos obtidos a partir de leite pasteurizado,
em que sdo utilizadas culturas de arranque (Watkinson et al., 2001).

A atividade da agua (aw) ¢ um parametro importante para o desenvolvimento microbiano.
Os queijos com maior aw apresentam uma maior tendéncia para se deteriorarem ou para

CAP. 2 - FATORES QUE AFETAM A SEGURANCA E QUALIDADE DO QUEIJO
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CAPITULO 3.

MICROBIOTA ASSOCIADA
A QUELJOS

3.1. Microbiota deteriorativa

3.1.1. Mesofilos

Os microrganismos mesofilos desenvolvem-se a uma temperatura média de 30°C (Siqueira,
1995). A determinacdo dos microrganismos aerobios totais a 30°C baseia-se no pressuposto
que cada célula, na presenca de nutrientes adequados, se replica e forma uma colénia visivel.
Embora nao seja uma medida da populacdo bacteriana total, nem permita diferenciar por tipo
de microrganismo, é uma determinacdo genérica para microrganismos como bactérias,
bolores e leveduras, que se multiplicam a temperaturas intermédias e que se desenvolvem de
forma aerdbia (Downes e Ito, 2001).

O teor de microrganismos aerdbios mesofilos (contagem em placa) encontrado num alimento
tem sido um dos indicadores microbioldgicos de qualidade mais utilizados, a fim de verificar
a aplicacao de boas praticas de fabrico e obter informacdes sobre matérias-primas, condicoes
de processamento, de armazenamento e de manipulacdo dos alimentos. Esta determinacao
permite também determinar a sua vida util provavel (Siqueira, 1995; Downes e Ito, 2001).

3.1.2. Bactérias do Acido Lactico (BAL)

As BAL sao bactérias Gram positivo, anaerdbias facultativas e ndo esporuladas, com formas
tanto de bacilos como cocos. O seu pH étimo varia entre 6,0 e 6,5 (apesar de algumas espécies

CAP.3 - MICROBIOTA ASSOCIADA A QUEIJOS 3



CAPITULO 4.

A CONTAMINACAO POR
LISTERIA MONOCYTOGENES
ASSOCIADA A QUEIJOS

Apos alguns surtos associados com o consumo de leite e produtos lacteos, L. monocytogenes
tornou-se um microrganismo alvo de grande preocupacao para a industria de laticinios,
devido a alta taxa de mortalidade associada (Arqués et al., 2005). Cerca de metade do total de
surtos de listeriose na Europa estdo associados ao consumo de produtos lacteos contaminados
com L. monocytogenes (Melo et al., 2015).

A contaminacao direta de leite cru por L. monocytogenes ocorre devido a animais com
listeriose. Animais assintomaticos podem também veicular o microrganismo patogénico de
forma intermitente no leite (Arqués et al., 2005). O leite cru pode também ser contaminado
com L. monocytogenes a partir de equipamentos durante a ordenha, durante o
armazenamento em tanques de refrigeracdo ou durante o transporte para a unidade de
processamento de queijo, onde as medidas de controlo de higiene podem nao ser as mais
adequadas. Esta bactéria pode sobreviver e multiplicar-se em ambientes de processamento
pés-pasteurizacdo devido a sua capacidade em aderir a superficies alimentares e nao-
alimentares, no equipamento e em instalacées de armazenamento. A formacao de biofilmes
potencia a propagacao deste agente patogénico para o produto final, onde pode permanecer
viavel e multiplicar-se durante a sua vida de prateleira (Melo et al., 2015).

Uma elevada quantidade de amostras positivas a L. monocytogenes foi associada ao uso de
um layout do processo de fabrico do queijo mal elaborado e higiene pessoal deficiente (Melo
etal., 2015).

Os queijos sdo produtos prontos para consumo, que nao tém qualquer etapa no processo de
fabrico que envolva o tratamento térmico imediatamente antes do consumo e sao

CAP.4- CONTAMINAGAO POR LISTERIA MONOCYTOGENES ASSOCIADA A QUEIJOS 39



CAPITULO 5.

BACTERIOCINAS
- INTERESSE E APLICACAO

5.1. Definicao e tipo de bacteriocinas

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados ao nivel do ribossoma de
bactérias, libertados para o meio extracelular, que exibem antagonismo principalmente
contra bactérias Gram positivo de espécies relacionadas. Algumas bacteriocinas sdo também
ativas contra certas bactérias Gram negativo, tais como Escherichia coli e Salmonella
Typhimurium (Ghrairi et al., 2008; Todorov et al., 2010; Sabo et al., 2014; Favaro et al., 2015;
Asprietal., 2017).

Um grande numero de bacteriocinas sdo produzidos por BAL, destacando-se o género
Lactobacillus, o qual engloba mais de 150 espécies (Moreno et al., 2003; Sabo et al., 2014). Estes
compostos possuem propriedades antibioticas mas diferem da maioria dos antibiéticos
terapéuticos por serem de origem proteica e por apresentarem, geralmente, especificidade de
acdo contra as estirpes da mesma espécie ou de espécies estreitamente relacionadas (Chen e
Hoover, 2003). As estirpes produtoras de bacteriocinas tém um mecanismo de imunidade
especifica para protegé-las contra as suas proprias bacteriocinas (Goh e Philip, 2015). As
bacteriocinas produzidas por BAL oferecem potenciais aplicacdes biotecnoldgicas visto
serem estaveis em valores baixos de pH, de facil de producdo e livres de efeitos adversos
(Todorov et al., 2010).

As bacteriocinas sdo geralmente divididas em 3 grupos bem definidos, com base na sua
estrutura e funcao:
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CONCLUSAO

A avaliacdo da microbiota deteriorativa e patogénica dos leites e dos queijos ao longo do seu
processo de maturacao tem importancia para implementacao de medidas preventivas e/ou
corretivas no fabrico de queijos. Entre outros aspetos deve analisar-se a importancia da
necessidade da aplicacdo da pasteurizacdo no leite destinado ao fabrico de queijo dada a
contaminacao que por vezes se deteta em queijos produzidos com leite cru. Neste sentido,
realcamos a necessidade de uma adogdo e implementacdo continua de programas de
seguranca alimentar baseados nos principios HACCP ao longo da cadeia de producao, a fim
de melhorar a higiene na exploracao, a reducdo na carga microbiana no leite cru e para
aumentar a seguranca do produto final. Entre outras medidas é imperativo implementar
préaticas de producao primaria que garantam a saude animal, o controlo de mastites, boas
préaticas de ordenha, um programa de certificacdo para contrariar a distribuicdo de animais
infetados, a aplicacdo de um tratamento térmico eficaz do leite (como a referida
pasteurizacao), o controlo para evitar a contaminacao pds-pasteurizacdo, assim como boas
préaticas de higiene das instalacées e dos manipuladores.

As bacteriocinas, produzidas in situ ou usadas como aditivos alimentares, podem ser
alternativas tecnoldgicas interessantes para controlar microrganismos patogénicos e,
consequentemente, melhorar a seguranca dos produtos alimentares. Estes metabolitos
naturais podem substituir o uso de aditivos quimicos como acido sérbico, divxido de enxofre,
nitrito, nitrato, entre outros. Ainda neste contexto, a estabilidade observada das fracoes
liofilizadas de bacteriocinas em pé seco poderia ser mais vantajosa, no sentido de poder ser
transportado a baixo custo e de facil aplicacdo, possibilitando ao alimento uma vida de
prateleira mais longa.
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Sobre a obra

Aliteratura cientifica tem relatado surtos e casos de toxinfegdes alimentares graves associados
ao consumo de varios tipos de queijos, contaminados com L. monocytogenes, S. aureus,
Salmonella spp. ou E. coli O157:H7.

Neste sentido, € essencial preservar a qualidade da matéria-prima através da inibicdo
do desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deteriorativos. Em queijos, uma
alternativa tecnoldgica a preservacdo convencional (aditivos quimicos, excesso de sal, entre
outros) podera passar pelo uso de bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas ou bactérias
do acido latico (BAL) produtoras de bacteriocinas, como agentes naturais de conservacao.

As bacteriocinas usadas como aditivos alimentares poderdo vir a considerar-se
como alternativas tecnoldgicas interessantes ao uso de aditivos quimicos para controlar
microrganismos patogénicos e, consequentemente, melhorar a seguranga dos produtos
alimentares.
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