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RESUMO

Dentre os micro-organismos mais importantes encontrados em queijos, estdo os
Staphylococcus aureus, que sao transmitidos pelo leite contaminado e/ou pela
manipulacdo inadequada. Foram realizadas contagens de Staphylococcus
coagulase positiva em 117 amostras de Queijo Minas Frescal em 38 cidades e 1
distrito no Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba MG, entre agosto/2009 a
dezembro/2011. Identificou-se Staphylococcus coagulase positiva em 65 amostras
(55,55%), com 23 amostras (19,67%), improprias para consumo humano,
contagens acima de limite tolerado pela legislacdo 5X10°UFC/g. No antibiograma
as 65 amostras apresentaram perfil de sensibilidade a todos os antibidticos
testados (beta-lactdmicos - Cefaloxina, Oxacilina, Penicilina) e aos grupos de
glicopeptidios (Vancomicina e Teicoplanina), com excec¢ao de 15 amostras que se
mostraram resistentes a Penicilina. Os resultados apontam para a presenca
frequente desse micro-organismo no produto estudado, sem que haja cepas de

Staphylococcus coagulase positiva multirresistentes.

Palavras Chaves: Queijo, Staphylococcus sp, antibiéticos, resisténcia.



ABSTRACT

The most important micro-organisms found in cheeses are Staphylococcus aureus,
which are transmitted by contaminated milk and/or mishandling. In this work we
performed a microbiologic assay in 117 samples Cheese Mines Frescal in 38 cities
and one district in Triangulo Mineiro and Alto Paranaiba MG, between the
December/2011 August/2009. We identified Staphylococcus coagulase positive in
65 samples (55.55%), with 23 samples (19.67%), unfit for human consumption,
counts above threshold tolerated by law 5X10°UFC/g. In the 65 samples showed
antibiogram profile sensitivity to all antibiotics tested (beta-lactams -Cefaloxina,
oxacillin, penicillin) and groups of glicopeptidios (vancomycin and teicoplanin), with
the exception of 15 samples that were resistant to penicillin. It was not found strains
of multiresistant Staphylococcus coagulase positive. The results point to the
frequent presence of this micro-organism in the product studied, when compared

with other studies.

Key Words: Cheese, Staphylococcus sp, antibiotics, resistence.
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1- INTRODUGAO

1.1 Composi¢ao quimica e propriedades gerais do leite

O leite é considerado o alimento mais completo existente para o consumo
humano, sendo consumido por criangas de todas as idades, idosos e
convalescentes, grupos nos quais o leite deve fazer parte integrante da dieta. Por
ser considerado um alimento completo, com elementos nutricionais e possuir alto
valor bioldgico, € um excelente substrato para varios micro-organismos. Por este
motivo o leite deve ser obtido com a maxima higiene e mantido em baixa
temperatura, desde a ordenha até a ocasido de seu beneficiamento, garantindo
assim as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do produto final, desta forma
a industria leiteira deve ser vista como um grande processo, desde a origem do
produto, ainda nas propriedades rurais até sua chegada ao comércio varejista como
produto industrializado, na forma de leite pasteurizado ou produto derivado
(GERMANO; GERMANO, 2008; OLIVEIRA, 2001).

Os componentes do leite estdo representados na figura 1. O leite varia de
acordo com as necessidades a serem supridas por cada mamifero. H4 uma grande
variagao no equilibrio dos componentes, embora a composi¢ao seja basicamente a
mesma. A quantidade de leite produzida e sua composigao apresentam variagoes
de importancia econémica e tecnoldgica, ocasionadas por diversos fatores como:
espécie, raga, fisiologia do animal, alimentacédo, esta¢gdes do ano, doencas do
animal, periodo de lactagado, ordenhas e adulteragdes (TRONCO, 2010; PEREIRA,
2008)
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Composi¢ao do Leite
o 1 Agua 86,6%
0 2 Gordura 4.4%
™ @ 3 Lactose 4,6%
'o 4 Caseina 2, 7%
&= 5 Proteina 0,6%
o 6 NNP* 0, 1%
o 7 Minerais 0,7%
E 8 Sais 0.17%
g 9 Vitaminas & 0,13%
Enzimas
* Compostos Nitrogenados Mo Proteicos

Figura 1: composi¢ao quimica do leite.
Fonte: Adaptado de Pereira, 2008.

No que se refere as propriedades fisico-quimicas do leite, ha uma variagcao
de acordo com a classificacdo proposta pela legislagao brasileira, ou seja, leite cru
refrigerado, leite pasteurizado integral, semi-desnatado e desnatado.

Segundo Pereira 2008, a acidez natural do leite varia entre 0,13 e 0,17%,
expressa como acido latico, e tem sua elevacdo determinada pela hidrélise da
lactose por enzimas microbianas, com formacado de acido latico, caracterizando a
acidez desenvolvida do leite. O pH varia entre 6,6 e 6,8, com média de 6,7 a 20°C.

A densidade do leite varia entre 1,023 e 1,040 g/mL a 15°C e o valor médio é
1,032 g/mL. Leite com alto teor de gordura apresenta maior densidade em relagdo a
leite com baixo teor de gordura, em razdo do aumento do extrato seco
desengordurado que acompanha o aumento no teor de gordura. O ponto de
congelamento aproximado de -0,531°C, € verificado em razdo da depress&o do
ponto de congelamento causada pela lactose (0,296°C), pelos sais (0,119°C) e por
outros constituintes dissolvidos (uréia, didxido de carbono). Esses valores dependem
de diversos fatores relacionados com o animal, ambiente, processamento industrial
e técnicas crioscopicas.

O leite apresenta viscosidade mais alta que da agua, em raz&o da presenga
de proteinas e lipides, podendo sofrer alteragées com o processamento industrial.

O que define a afinidade dos consumidores pelo produto sdo suas

caracteristicas sensoriais € a associacao de atributos como frescor e valor nutritivo.
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O leite fresco, produzido sob condigdes ideais, apresenta sabor pouco pronunciado,
primariamente devido a relagdo entre lactose e cloretos, apresentando-se como
doce e salgado, ndo acido e ndo amargo, podendo ser afetado em condigdes como
a ocorréncia de mamite. Sabores e odores pronunciados em leite fresco séo
usualmente devidos a alimentagédo (racédo, silagem) e ao ambiente de ordenha.
A cor branca do leite resulta da dispersao da luz refletida pelos glébulos de gordura
e pelas particulas coloidais de caseina e de fosfato de célcio. A homogeneizagao
torna o leite mais branco, pela maior dispersao da luz. A cor amarelada é devida ao
pigmento caroteno, o qual é lipossoluvel. Cores anormais podem resultar de
desenvolvimento microbiano (SILVA et al.2008).

Depois de secretado no do ubere, o leite pode ser contaminado por micro-
organismos a partir de trés principais fontes: de dentro da glandula mamaria, da
superficie exterior do Ubere e tetos, e da superficie do equipamento e utensilios de
ordenha e tanque (SANTOS; FONSECA, 2001).

O desenvolvimento de micro-organismos no leite, sejam estes provenientes de
culturas laticas selecionadas ou contaminantes, contribui para alteracdo do
complexo enzimatico existente. A atividade dessas enzimas é influenciada pelas
condigbes do meio (temperatura, pH, acesso ao substrato), alteraveis pelo
processamento tecnoldgico. Numerosas enzimas podem ser encontradas no leite,
como lipases, proteinases, Oxido-redutases, fosfatases, catalase e peroxidase.
(HARSTED; HAUG; HOSTMARK, 2007).

Como parte do Plano Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite, entrou em
vigor, a partir de 1° de janeiro de 2012, a Instru¢do Normativa N° 62, de 29 de
dezembro de 2011, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e abastecimento, com
objetivo fixar os requisitos minimos que devem ser observados para a produgao, a
identidade e a qualidade do leite para o comércio nacional, as principais mudangas
que esta nova Instrucdo Normativa traz é a adocdo de parametros de qualidade
como a contagem bacteriana total, a contagem de células somaticas, entre outros.
Segundo esta Instrugdo Normativa entende-se como leite, sem outra especificagao,
o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve

denominar-se segundo a espécie de que proceda.
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A legislacdo que comecgou a valer em 1° de janeiro de 2012 e prevé novos
parametros para Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células
Somaticas (CCS), refletindo negocia¢des entre governo e setor produtivo. Com a
medida, o Ministério alinhou o pedido de produtores que ndo conseguiram cumprir o
prazo para reducdo dos limites previstos a proposta do Plano Nacional de Melhoria
da Qualidade do Leite.

Os padrdes estdo em processo de implantagado gradativa desde 2002. Com a
atualizacdo, os indices de CBT e CCS que podiam chegar a 750 mil/ml, passam a
ter como limite maximo 600 mil/ml. Os produtores das regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste precisam cumprir a determinagao a partir deste domingo. Os do Norte
e Nordeste do pais cumprem a mesma exigéncia a partir de janeiro de 2013.

A edicdo da norma passa a escalonar os prazos e limites para a reducédo de
CBT e CCS até o ano de 2016, chegando a 100 mil/ml e 400 mil/ml,
respectivamente. Além disso, esta instrugao suprime os Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade dos leites tipos “B” e “C”.

A importancia da pecuaria de leite no desempenho econémico e na geragao
de empregos no pais € incontestavel, dados do ultimo Censo Agropecuario do IBGE
- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE/Pesquisa da Pecuaria
Municipal, atualizado em fevereiro de 2012, mostram que entre os anos de 2005 a
2010 foram produzidos 32.297.240 mil litros de leite. E, especificamente, na
mesorregiao do tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba — MG houve um volume de leite
produzido de 2.093.463 mil litros em 2010, com estimativa de 2.193.337, uma taxa
de crescimento entre os anos de 2005 a 2011 de 4,8. Segundo esse mesmo 6rgao o
Brasil em 2008 produziu 640 mil toneladas de queijos (EMBRAPA, 2012).

1.2. Producgao de queijo artesanal

O Brasil hoje é auto-suficiente em produtos laticos, abastecendo a populagao
e exportando uma pequena quantidade (em torno de 3%), e a Regido Sudeste a
maior produtora brasileira de leite, respondendo por 37,7% da produgdo nacional.
(GOMES, 2009).
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Uma das formas mais antigas formas de conservagéo do leite é sob a forma
de queijo, pois este surgiu praticamente com a domesticagdo de animais produtores
de leite. O queijo, como muitos outros artigos de consumo pode constituir um indice
de progresso de um povo; quanto maior a civilizagdo de um povo, mais finos os tipos
de queijos fabricados por eles (BEHMER, 1999).

A agroindustria familiar de pequeno porte produtora de queijos possui grande
relevancia na construcdo de um modelo de desenvolvimento regional mais
equilibrado associado a sua importancia social, econémica e ambiental (PREZOTTO
et al., 2002). Na década de 1990, esse empreendimento tornou-se importante por
promover o desenvolvimento do meio rural, com a geragdo de renda para
proprietarios, geragao de empregos, descentralizagcdo das atividades, redugdo do
éxodo rural e contribuicdo para auto-suficiéncia de produtos in natura e
processados. Assim, observou-se a inclusdo social e econ6mica de pequenos
agricultores, melhoria das condigdes para a permanéncia no campo e melhoria da
qualidade de vida (BUAINAIN et al., 2003; WESZ JUNIOR; TRENTIN, 2004; VINHA,
et al., 2010).

Entre os agricultores familiares, a pecuaria de leite € uma das principais
atividades desenvolvidas, presentes em 36,00% dos estabelecimentos classificados
como de economia familiar (ZOCCAL, 2007). Essa atividade tornou-se estratégica
na agropecuaria, pois mesmo em valores baixos, permite uma renda quinzenal ou
mensal a familia suprindo as despesas basicas (SALVESTRO et al.,, 2009). O
Ministério do Meio Ambiente, através da Secretaria de Politicas para o
Desenvolvimento Sustentavel, desenvolve normas e estratégias para harmonizar a
relagdo entre o setor produtivo da economia e o meio ambiente (CASTELOES,
2012).

A elaboracédo de queijos constitui uma das mais importantes atividades das
industrias de laticinios, sobretudo no Brasil. Apesar da legislacao brasileira, exigir a
utilizagao de leite pasteurizado no seu preparo é bastante comum a comercializagao
do queijo frescal sem atender esta especificagao.

Entre os queijos produzidos nas agroindustrias familiares, o queijo minas
frescal € amplamente difundido no Estado de Minas Gerais pela tradigdo cultural,
pelo melhor rendimento e pela demanda do consumidor. A fabricagcdo de queijo
minas frescal foi iniciada no século XVIIl, nas regides em que as criagdes de gado

de leiteiro predominavam. A técnica foi introduzida no pais por imigrantes
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dinamarqueses e holandeses na regidao sul de Minas Gerais e Serra da Mantiqueira
e foi difundida para o territério nacional. Hoje, a fabricacdo de queijos, com
tecnologia repassada de geragao a geragao, ainda é muito valorizada por fazer parte
da cultura dessas regides. A produgao desse tipo de queijo apresenta retorno de
investimento mais rapido, menor preco para o consumidor, processamento simples,
auséncia de periodo de maturagdo e um bom rendimento na fabricagéo, entre 6,0 kg
e 6,5kg de leite por 1kg de queijo (FURTADO, 2005).

De acordo com a legislacdo bromatolégica (RIISPOA, 1952), os queijos
devem ser inspecionados, por orgao governamental, em todas as fases, comegando
pela propriedade rural, onde o leite ou 0 queijo caseiro é obtido, até as industrias e
os locais onde sdo expostos ao consumo (RIISPOA, 1952 e SILVA, 1997), e o selo
de inspeg¢ao municipal, estadual ou federal no produto permite sua comercializagéao
no ambito do municipio, do Estado ou do pais, respectivamente.

Segundo o MAPA (MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2003), entende-se por queijo o produto fresco ou maturado
obtido por separagao parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial,
ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos coagulados pela acéo fisica do
coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade aceitavel para o uso alimentar, com ou
sem agregacao de substancias alimenticias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.

O queijo tipo mussarela e queijo tipo Minas Frescal sdo os mais populares e
de maior produgdo e consumo no pais (75% do total de queijos), sendo consumido
por todas as camadas da populagdo. Em 2004 este produto representou 32,5% da
producao nacional de queijos (EMBRAPA, 2009).

O queijo Minas Frescal possui baixo custo decorrente da simplicidade de sua
producdo, que na maioria das vezes é feito de forma caseira, com utilizacéo de leite
cru, sem higiene adequada e falta de condigdes no transporte e estocagem. Tais
fatores contribuem para o crescimento microbiano, comprometendo a qualidade do
produto e consequentemente, prejudicando a saude do consumidor (RODRIGUES
et al., 1995).

Sendo produtos de massa crua, com alto teor de umidade (46 a 55%), néo
maturado, devem ser consumidos nos primeiros quinze dias apds sua fabricagao,

pois & altamente perecivel mesmo sob refrigeracdo (SILVA et al., 2003, PERRY,
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2004, FURTADO, 2005). O Queijo Minas Frescal artesanal ndo € padronizado
apresentando variagdes consideraveis em relagcdo aos teores de gordura e
proteinas, apresenta de 12 a 18% de proteina (ROSA, 2004, MACHADO et al. 2004,
MARQUES; OLIVEIRA, 2004); gordura de 20,5% a 29,22% (ROSA, 2004,
MACHADO et al., 2004).

Segundo Oliva, et al. (2006), o Queijo Minas Frescal, € o principal queijo
produzido com leite cru e comercializado de forma informal, em feiras, mini-
mercados e até diretamente nas fazendas, o que oferece grande risco a saude
devido a ingestdo de elevada carga bacteriana e micro-organismos patogénicos.
Este produto, geralmente € comercializado em embalagens plasticas comuns, sem
uma prévia desinfecgdo, amarradas ou fechadas com fechos metélicos, essa
embalagem se apresenta com um depdsito de soro exsudado que decorre do
excesso de umidade, proporcionando um aspecto pouco atraente ao produto, e
favorecendo a proliferagdo de micro-organismos contaminantes, e causando odores
desagradaveis, o que reduz a vida util do produto, mesmo em temperaturas
adequadas.

Dentre os microrganismos mais importantes encontrados em leite e
derivados, como os queijos, estdo os Staphylococcus aureus, que podem ser
transmitidos tanto pelo leite contaminado por vacas que apresentem mastite
estafilocécica como pela manipulagdo e contaminagdo através do ser humano
(GERMANO; GERMANO, 2001).

A presenga desse microrganismo nos produtos lacteos, sob condi¢des
apropriadas, pode determinar a produgao de enterotoxinas termoestaveis e causar
surtos de intoxicagao alimentar. A intoxicagdo ocorre apés consumo de alimentos
contaminados submetidos a tratamento térmico inadequado ou mantidos sob
condigbes favoraveis a multiplicagdo da bactéria e produgéo da toxina (CERESER et
al., 2011, ALMEIDA; FRANCO, 2003).

Intoxicagbes estafilocdcicas atribuidas ao consumo de queijos tém sido
relatadas em varias partes do mundo (ICMSF, 1996; ALTEKRUSE et al., 1998;
MEYRAND; VERNOZY- ROZAND, 1999; De BUYSER et al., 2001; HUI et al., 2001;
LECLERC et al.,, 2002). No Brasil, surtos de intoxica¢cdes estafilocécicas s&o
associados, principalmente, ao consumo de queijos do tipo Minas Frescal e Minas
Padrao (CARMO et al.; 2002).
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Ao se observar intoxicacdes estafilocdcicas no Brasil € desconhecida sua real
estatistica, devido a erros de diagndsticos, por serem similares a outras intoxicagdes
(Bacillus cereus - toxina do vémito); por coletas inadequadas, exames laboratoriais
improprios ou investigagdes epidemioldgicas inadequadas dos surtos, e por ser uma
doenga de notificagdo ndo compulsoria (SANTANA et al, 2010). Dos casos onde os
agentes etioldgicos foram identificados nos surtos alimentares de 2000 a outubro de
2011, S. aureus foi o segundo microrganismo mais envolvido, estando presente em
800 surtos (ANVISA, 2011).

1.3. Consideragoes gerais sobre Staphylococcus coagulase positiva

A primeira descri¢do de bactérias do género Staphylococcus foi realizada por
Ogoston em 1980 (apud Levy,1997) que descreveu estes microrganismos como
cocos em forma de cachos e responsaveis por infecgdes piogénicas. As primeiras
espécies foram discriminadas através da producao de pigmentos: S. aureus, de cor
amarelo-dourado e S. albus com colbnias brancas. Em 1994, Baird Parker (apud
Levy, 1997) reconheceu apenas trés espécies de importancia clinica, utilizando
como caracteristica diferencial a prova da coagulase: a) coagulase-positiva — S.
aureus; b) coagulase-negativa — S. epidermidis e S. saprophyticus.

Atualmente sdo descritas 32 espécies de estafilococos, das quais sao
capazes de produzir uma enzima extracelular, a coagulase, que coagula o plasma
sanguineo que é muito utilizado na rotina laboratorial. Entre estas espécies,
denominadas de estafilococos coagulase positiva (ECP), Staphylococcus aureus é a
espécie mais prevalente em surtos de intoxicagdo alimentar estafilocdcica;
entretanto S. intermidis e S. hyicus também podem produzir enterotoxinas e ja foram
descritas em surtos (SILVA; GANDRA, 2004).

Por muitos anos S. aureus foi considerado a unica espécie do género
Staphylococcus capaz de produzir enterotoxinas, bem como de produzir coagulase,
posteriormente outras espécies relacionadas a surtos de intoxicacao alimentar foram
identificadas e em funcdo deste fator houve mudanga na legislagado brasileira que
passou a estabelecer a pesquisa e quantificagao de estafilococos coagulase positiva
ao invés da enumeracédo de S. aureus (SILVA; GANDRA, 2004).

De acordo com a Resolugdo RDC numero 12 de 02 de Janeiro de 2001, item

8B, inciso F da ANVISA, os padrées microbiolégicos de Staphylococcus coagulase
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positiva, para queijos, variam de acordo com o grau de umidade do produto, com
valores de aceitabilidade entre 102 UFC/g a 5X10? UFC/g (BRASIL 2001)

O género Staphylococcus €& composto por 15 subespécies (KLOOS;
BANNERMAN, 1999). As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sao
cocos Gram positivos, imoveis, com diametro variando entre 0,5 e 1,5um, nao
esporulados, capsulados ou n&o, anaerdbicos facultativos. Ao microscopio
aparecem em forma de cachos de uva, crescem em temperatura de 7 a 48° C,
sendo o o6timo de Crescimento entre 35 e 37°C. O pH 6timo para seu
desenvolvimento encontra-se na faixa de 6,0 a 7,0, embora crescam em niveis de
pH que variam de 4,0 a 9,8. Possuem tolerancia a concentragdes de NaCl de 10 a
20%, com o tempo de geracao de 30 minutos em média. Produzem varias toxinas,
sendo estas pré-formadas no alimento. A produgao de toxinas atinge o seu auge em
temperaturas entre 40°C e 45°C, sendo infima em pH abaixo de 6,0 (SANTOS;
HOFFMANN, 2010; VILELA et al., 2001; FREITAS; MAGALHAES, 1990). Segundo
Franco e Landgraf (2002) além da resisténcia a concentragcées de 10 a 20% de
NaCl, sédo resistentes a mesma concentragao de nitratos e a tém capacidade de
crescer a atividade de agua (Aa) de 0,86, apesar de, sob condi¢des idéias,
poderem se desencadear em valores de Aa de até 0,83, sem no entanto, produzir
enterotoxinas.

Segundo Silva e Gandra (2004) a maior parte das espécies de
Staphylococcus apresenta metabolismo respiratorio e fermentativo e tém capacidade
de fermentar uma grande variedade de carboidratos, principalmente em condi¢des
de aerobiose, com producéo final de acido, mas n&o de gas.

Seu repertorio de genes permite responder positivamente a ambientes
adversos, possibilitando assim, sua invasdo, sobrevivéncia e multiplicagdo em
diferentes sitios do hospedeiro (LOWY, 2003; JORDENS et al., 1989). Os S. aureus
podem expressar diversos fatores de viruléncia que lhes conferem capacidade de
rapida colonizagdo (KONEMAN et al. 2001).

Os estafilococos sdo encontrados no meio ambiente e colonizam a pele,
perineo, axilas, vagina e outros sitios do corpo e animais, estimando-se que esteja
presente nas fossas nasais de 20% a 40% de humanos adultos saudaveis, assim os
manipuladores de alimentos podem tornar-se portadores assintomaticos (BARROS
et al., 2004).
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As infec¢des agudas causadas por estafilococos podem ser localizadas como
pustulas, furunculos, impetigos ou processos mais extensos e graves, como infecgao
cirargica, osteomielite, pneumonia, endocardite, meningite, etc., ou disseminadas,
como septicemia. Doengas causadas por toxinas de estafilococos apresentam,
também, amplo espectro de manifestagdes clinicas, como celulite, sindrome da pele
escaldada, sindrome do choque e intoxicagdo alimentar (ALMEIDA, 2004,
ARBUTHNOTT; COLEMAN, AZEVEDO, 1990).

Os estafilococos sdo causadores de toxinoses alimentares podendo produzir
doenca tanto por sua capacidade de multiplicacdo e disseminagdao ampla pelos
tecidos, como pela produgdo de enterotoxina, que € uma causa importante de
intoxicagdo alimentar, sendo produzida, principalmente, quando cepas de
Staphylococcus aureus crescem em alimentos contendo carboidratos e proteinas
(CERESER et al., 2011; FRAZIER; WESTHOFF, 1988).

Enquanto as células de S. aureus sao termolabeis e facilmente eliminadas por
processos moderados de temperatura, as enterotoxinas sido termoestaveis e
resistentes a temperaturas normalmente utilizadas no processamento de produtos
lacteos (CERESER et al., 2011; FREITAS; MAGALHAES, 1990).

As bactérias do género Staphylococcus secretam varias toxinas
(enterotoxinas) e enzimas que sao responsaveis por uma diversidade de patologias,
em humanos. Segundo Novack (1999), podem ser didaticamente divididas em
infecgdes e intoxicacoes.

As enterotoxinas estafilocécicas (EE) sdo proteinas extracelulares com baixo
peso molecular (25.000 a 30.000 daltons), hidrossoluveis, cuja composi¢cdo de
aminoacidos, estrutura molecular e atividades farmacolégicas sdo semelhantes entre
si, possuindo, entretanto, propriedades imunolégicas distintas. Nao sao inativadas
por enzimas proteoliticas, caracteristica que explica a capacidade de permanecerem
ativas apos a ingestao, bem como certos alimentos, resistindo a agdo de enzimas
produzidas por outros microrganismos e a enzimas do proprio alimento (SANTOS;
HOFFMANN, 2010; NOVAK, 1999; SILVA, 1998; MARTINS; MYERS, 1994;
LEBEAU et al., 1994; LOPES, 1990).

Segundo Bergdoll (1990), Silva (1998), e Coelho e colaboradores (2007), a
enterotoxina mais freqlentemente encontrada em surtos de toxinfeccbes
alimentares é a EEA, sendo que a EEC EEB, EED e EEE respectivamente, possuem

baixa incidéncia em surtos de toxinoses.
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A multiplicagdo de S. aureus e a producado de enterotoxina dependem das
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas de cada tipo de queijo, sendo os
qgueijos moles mais favoraveis a formacéo de enterotoxinas (MEYRAND; VERNOZY-
ROZAND, 1999).

Os sintomas da intoxicacio estafilocdcica aparecem em média, quatro horas
apos a ingestdo do alimento podendo variar entre 1 a 6 horas, geralmente duram
entre 24 a 48 horas e o indice de mortalidade pela doenga € muito baixo. Os
sintomas variam de acordo com a susceptibilidade individual, sendo mais graves em
recém-nascidos, idosos e pessoas acometidas de doencas crbnicas
imunossupressoras (SILVA; GANDRA, 2004).

Enzimas como a catalase, termonuclease e a coagulase, sao produzidas
pelas espécies de estafilococos, sendo responsaveis por fatores de viruléncia. As
enzimas sao utilizadas para identificacdo laboratorial dos estafilococos. A catalase
atua inativando peréxido de hidrogénio e radicais livres toxicos formados pelo
sistema mieloperoxidase no interior das células fagocitarias e € utilizada para
diferenciar Staphylococcus de Streptococcus. (SILVA; GANDRA, 2004). Segundo
Fung et al. (2001), a presenga da catalase aumenta a sobrevivéncia da bactéria no
interior dos fagdcitos polimorfonucleares.

A termonuclease ou endonuclease termoestavel (TNase) € uma
fosfodiesterase com propriedades endo e exonucleotidica (FUNG et al. 2001).
Essas enzimas que podem clivar DNA e RNA para formar 3’fosfonucleotidios, é
produzida pela maioria das cepas de Staphylococcus. Estruturalmente é uma
proteina globular compacta consistindo de uma cadeia polipeptidica podendo ser
isolada na superficie celular ou proxima dessa. O aquecimento a 65°C altera a
estrutura, mas essas mudancas podem ser rapidamente e completamente
reversiveis, sua presenga em alimentos € usada como uma medida indireta do
crescimento de S. aureus podendo, também, indicar a presenca potencial de
enterotoxinas (COELHO et al., 2007; KLOOS; BANNERMAM, 1999; HUI et al.,1994).

Com relagédo a coagulase extracelular, sete diferentes tipos antigénicos tém
sido descritos, entretanto, sua unica fungdo na patogenicidade bacteriana parece ser
a formacdo de coagulos a fim de inibir a fagocitose, algumas espécies de
estafilococos apresentam dois tipos de coagulase: coagulase livre, uma enzima
extracelular que catalisa a reagcdo entre uma substancia presente no plasma,

denominada de “fator de reagdo de coagulase (CRF)” e o fibrinogénio, formando
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fibrina e a coagulase ligada, presente na superficie da parede celular bacteriana,
que reage diferentemente com o fibrinogénio presente no plasma, produzindo uma
rapida aglutinagdo das células bacterianas. Tanto a coagulase livre quanto a ligada
podem recobrir as células bacterianas com fibrina e torna-las resistentes a
opsonizacéo e a fagocitose, diminuindo a concentragao de fibrinogénio no sangue
circulante (KLOOS; BANNERMAN, 1999; MARQUES; MARTINS; NETO, 2006).

A colonizagdo do S. aureus e a subsequente infecgdo esta relacionado a
multipla resisténcia aos antibidticos usualmente disponiveis no comércio, o S
aureus pode expressar diversos fatores de viruléncia que Ihes conferem capacidade
de rapida colonizacdo e, encontrando condi¢cbes apropriadas, pode ocorrer sua
disseminagao através dos diversos tecidos e o6rgaos do hospedeiro (BERGER-
BAACHI, 1994).

Analisando a estrutura morfofisiolégica do S aureus entende—se que a
capsula polissacaridica, quando presente, impede a fagocitose opsénica, enquanto o
peptidioglicano esta envolvido na resposta inflamatéria do hospedeiro contra
infecgdes estafilocdcicas, pela ativacdo da via alternativa do sistema complemento.
Um outro componente da parede celular, o acido teicdico, parece estar envolvido
com a ativagdo do sistema complemento e com possivel aderéncia desses micro-
organismos a mucosa do hospedeiro (LEE et al., 1997).

Do ponto de vista clinico, a espécie bacteriana (S. aureus), tornou-se uma das
mais importantes, tendo sido descrita como agente de infecgdo hospitalar entre as
décadas de 50 e 60, particularmente, em funcdo da resisténcia penicilina. Poucas
semanas apos o langamento da meticilina, que ocorreu em 1961, foram identificadas
cepas de Staphylococcus aureus resistente a essa droga (MRSA) na Inglaterra
(ROBINSON; ENRIGHT, 2003; JEOVONS, 1961).

Segundo Levy (1997), as cepas de S. aureus multi-ressistentes sdo comuns
nos hospitais de todo o mundo, limitando as opg¢des terapéuticas apenas aos
antibidticos vancomicina e teicoplamina.

Neste sentido, Staphylococcus aureus é uma bactéria que representa um
grande risco a Saude Publica, devido a sua resisténcia a antibioticoterapia, fatores
de viruléncia e produgéo de enterotoxinas, se tornando assim um problema global e
extremamente sério.

Justifica-se desta forma, a necessidade de levantamentos sobre a veiculagao

de cepas de Staphyloccocus coagulase positiva, presentes em Queijos Minas
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Frescais artesanais, resistentes a antibidticos usualmente utilizados na
microbioldgica clinica, uma vez que a matéria—prima utilizada na sua elaboragao, os
processos produtivos utilizados, e seu largo consumo pode gerar sérios agravos a

salde dos consumidores.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar a qualidade microbiolégica dos Queijos Minas Frescais artesanais,
comercializados na mesorregido do Tridngulo Mineiro e Alto-Paranaiba do Estado de
Minas Gerais, através da determinagdo e quantificagdo da presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, e determinagdo fenotipica da resisténcia destes

micro-organismos a antimicrobianos especificos.

2.2 — Objetivos especificos

e Coletar Queijo Minas Frescal na mesorregiao do Regiao do Triangulo Mineiro

e Alto-Paranaiba;

¢ Quantificar a presenga de Staphylcoccus coagulase positiva em Queijo Minas

Frescal artesanal,

e |dentificar cepas de Staphylcoccus coagulase positiva em Queijo Minas
Frescal artesanal, resistentes a antibiéticos especificos;

e Fornecer dados epidemiolégicos para o programa de monitoramento de
alimentos da Vigilancia Sanitaria (PROGVISA), do Estado de Minas Gerais;
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Neste trabalho, por meio de um estudo descritivo prospectivo, foi feita
avaliacdo de 117 amostras de Queijo Minas Frescal artesanal adquiridas em
diferentes pontos de venda em 38 cidades e um distrito, escolhidos ao acaso, na
mesorregiao do Tridngulo Mineiro e Alto-Paranaiba — MG, conforme mostra a Figura
1. O numero de amostras por localidade variou de acordo com a disponibilidade das
mesmas no ato da coleta, com no minimo um e no maximo cinco.

As amostras foram adquiridas no periodo de agosto de 2009 a dezembro de
2011, constituida de amostra indicativa (amostra unica / peca inteira, sem cortes
com peso minimo de 500 gramas). As amostras foram condicionadas em sacos
plasticos estéreis, devidamente identificados e lacrados. O transporte foi realizado
em caixas isotérmicas com gelo até o Laboratério de Controle de Qualidade e
Segurangca Alimentar, da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Uberlandia (LCQS/FAMEV/UFU), ou ao Laboratério de Controle de
Qualidade em Saude - Vigilancia Sanitaria Municipal de Uberlandia MG (LCQS-
VISA/PMU). O tempo total entre a coleta e o inicio das analises n&o foi superior a
24 horas. Sempre respeitando a temperatura de refrigeragdo durante o
acondicionamento. Todas as analises microbioldgicas ocorreram segundo Silva et al
2007.

As amostras coletadas foram correlacionadas com os limites de aceitabilidade
propostos para Staphylococcus coagulase positiva, em legislacdo especifica -
padrées microbioldgicos para alimentos. Resolugdo RDC n°12, de 2 de Janeiro de
2001 (D.O.U. de 10/01/2001 Secéo 1 p. 45 a 53) — Agencia Nacional de Vigilancia
sanitaria (ANVISA/MS), anexo |, Item 8B, inciso F - queijos de alta umidade:
umidade de 55% (BRASIL 2001).
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Figura 2: Locais de Coleta na Mesorregiao do Tridngulo Mineiro

e Alto Paranaiba
Fonte: Mapa adaptado pelo autor.

Legenda:
Cidades com Amostras Contaminadas Cidades com Amostras sem Contaminagéo

Cédigo CIDADE Cébdigo CIDADE
1 Aparecida de Minas (*) A Arapora
2 Araguari B Campina Verde
3 Araxa C Campo Florido
4 Canapolis D Cascalho Rico
5 Coromandel E Conceigcao das Alagoas
6 Estrela do Sul F Delta
7 Fronteira G Indianodpolis
8 Frutal H Itapajipe
9 Guriata I Iturama
10 Ibig J Lagoa Formosa
11 Irai de Minas K Nova Ponte
12 ltuiutaba L Patrocinio
13 Monte Alegre M Pratinha
14 Monte Carmelo N Santa Juliana
15 Patos de Minas e} Santa Vitoria
16 Perdizes = S&o Gotardo
17 Planura
18 Prata
19 Romaria
20 Sacramento
21 Serra do Salitre
22 Uberaba
23 Uberlandia
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3.2. Preparo das Amostras / Contagem direta em placas de Staphylococcus sp.

De maneira asséptica as amostras foram retiradas das embalagens
secundarias e/ou primarias, por quartinonamento as amostras foram pesadas - 25 g,
em saco plastico estéril, com posterior adicao de 225 mL de agua peptonada a 0,1%
constituindo assim a diluigdo de seriada de 10™". A partir desta diluicéo, foi realizada
a diluicdo seriada de 102, ou seja, transferiu-se para tubo de ensaio contendo 9 mL
do mesmo diluente, 1 ml da diluicdo preparada 107" , e assim sucessivamente até
alcancar a diluigdo seriada de 10™. De cada diluicdo foram inoculadas e espalhadas,
com auxilio de alga de Drigaslksy, 0,1mL em superficie de placas contendo Agar
Baird Parker (Agar seletivo para isolamento de Staphylococcus sp em alimentos)
previamente preparadas e secas. As placas foram incubadas a 37°C por 24 — 44h.

Decorridos o tempo necessario, verificou-se a presenca de colbnias tipicas,
com maximo 1,5mm de didametro, lisas convexas, com bordas perfeitas, massa de
células esbranqui¢cadas nas bordas, rodeadas por um halo transparente estendendo
para além da zona opaca, e coldnias atipicas, coldnias cinzentas, sem um ou ambos
os halos tipicos de Staphylococcus (Figura 2).

O resultado foi obtido, pelo calculo do numero de UFC/g em fungédo do
numero de colbnias tipicas contadas, diluicdo inoculada e percentagem de colénias
confirmadas. Para confirmagao foi realizado coloracdo de Gram e o teste da

coagulase.

(A) (B)

Figura 3: colonias tipicas (A) e atipicas (B) de crescimento
de Staphylococcus sp em Agar Baird Parker.

Fonte: Adaptado pelo autor (amostra (A) UDI 114 / (B) SER
110)

28



3.2.1. Coloragao de Gram

Foram coradas laminas de cada placa onde houve crescimento de colbnias
tipicas e atipicas. As colbnias foram espalhadas nas laminas, acrescentado uma
gota de solugdo salina a 0,9% para melhor distribuicdo, fazendo esfregago em
chama direta. Posteriormente procedeu-se a coloragao propriamente dita, conforme
método de Gram, e, observacdo em Microscopio Otico - lente de imersdo. O
resultado esperado foi a presencga de cocos Gram positivos, arranjados em forma de

estafilococos. Conforme Figura 3.

Figura 4- Morfologia (A) e caracteristica morfotintorial pela
técnica de coloragdo de Gram (B) de microrganismos
pertencentes ao género Staphylococcus spp.

Fonte: Science Photo Library (2007) e Tortora, Funke e
Case (2005).

3.2.2. Provas Bioquimicas

¢ Inoculagcdo em tubos contendo BHI

A partir de cada placa selecionada foram colhidas 5 (cinco) colénias tipicas e
atipicas e semeadas em tubos estéreis contendo 0,2mL de caldo BHI. Os tubos,
devidamente identificados, foram incubados em Banho—Maria a 37°C por 24h.

e Pesquisa da presenga de coagulase

Apos a incubagédo em BHI, por 24h, houve a adigdo, a cada tubo com o inoculo,
0,2mL de plasma de coelho, com posterior incubagao por mais 24h em Banho-Maria
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a 37°C. Os tubos considerados positivos serdao aqueles em que apresentarem

coagulo evidente (Figura 4).

Figura 5: Teste de coagulase para Staphylococcus coagulase
positiva (A) e Staphylococcus coagulase negativa (B)
Fonte: http://www.biomedicinapadrao. Acesso em 30/09/2012

e Armazenagem dos isolados selecionados

Os isolados confirmados de Staphylococcus coagulase positiva, foram
inoculadas em tubos contendo 05 mL de caldo BHI, e incubados em estufa a 37°C,
por 24 h, até atingirem a concentragéo de 108UFC/mL, utilizando como referéncia a
escala de turbidez 0,5 da escala de McFarland. Posteriormente foram transferidos
200 pL de in6culo para microtubos estéreis, com adigao de 200 pL de glicerol estéril.
Cada microtubo foi identificado conforme anexo | — Quadro I. Todas as cepas

isoladas e armazenadas nos microtubos foram congeladas em utra-freezer a — 80°C.
3.4. Teste de sensibilidade antimicrobiana

Ap0s a identificagdo e quantificacdo do Staphylococcus coagulase positiva, e
congelamento dos isolados, os mesmos (Julho 2012) foram descongelados, a
temperatura ambiente, e cultivadas em agar sangue, com realizagdo da prova de
catalase. Esse procedimento teve como objetivo direcionar as cepas injuriadas pelo
congelamento, ao seu estado de competéncia normal, possibilitando seu adequado

crescimento nos meios utilizados na detecgao da resisténcia aos antimicrobianos.
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As cepas novamente isoladas foram repicados em tubos contendo 05 mL de caldo
BHI estéril, incubados em estufa a 37°C, por 24 h até atingirem a concentragao de
108UFC/mL, utilizando como referéncia a escala de turbidez 0,5 da escala de
McFarland.

No Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica
da Universidade Federal de Uberlandia, as cepas foram cultivavadas em placas
contendo Agar Mueller-Hinton (MHA), contendo os discos de antimicrobianos: beta-
lactdmicos: penicilina, oxacilina, e antibiéticos da classe dos glicopeptidios:
vancomicina e teicoplanina, sendo as placas mantidas a 37°C por 12 a 24 horas. A
interpretacado dos resultados foi baseada na presenca de halo de inibigdo produzido
ao redor de cada disco sendo as amostras classificadas como sensivel ou
resistente, segundo a tabela de halos padronizada pelo NCCLS (National Committe
for Clinical Laboratory Standards 2010).
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4- RESULTADOS
4.1. Verificagao da viabilidade e pureza de Staphylococcus coagulase positiva

Nas analises microbioldgicas de 117 amostras, de Queijo Minas Frescal
artesanal, houve identificagcdo de Staphylococcus coagulase positiva, em 65
amostras (55,55%). Das 65 confirmagdes, 42 amostras (35,89%) tiveram contagens
de Staphylococcus coagulase positiva abaixo de 5X10? UFC/g. As outras 23
amostras (19,67%), se apresentaram improprias para consumo humano, com
resultados acima de limite tolerado pela legislacdo, ou seja, valores superiores a
5X10°UFC/g. Os resultados estdo presentados na Tabela 1.

Nas demais 52 amostras (44,44%), proveniente de 16 cidades, nao
apresentaram contaminantes nos meios de cultivo utilizados no presente estudo, ou
nao responderam positivamente as provas laboratoriais de coagulase utilizada na
identificacdo do microrganismo em questdo, apresentando outras contaminacdes
(Tabelas 2 e 3).
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Tabela 1: Valores minimo e maximo de contagens de Staphylococcus coagulase positiva, abaixo e acima

do limite tolerado pela legislagéo brasileira, por cidade.

N. de N. de amostras
amostras com com presenca Valor
Valor
Wodeemesis de de S. maximo minimo
S. coagulase+ coagulase + encontrado
CIDADES/MG coletadas abaixo do acima do limite (> 10 UFC/g e encontrado
limite estabelecido >  <5X102UFC/g)
estabelecido ~ 5X10* UFC/g
Aparecida de
Minas 04 03 01 3x10% UFC/g
Araguari 04 02 02 2,5x102 UFC/g
Araxa 04 03 1,5x10° UFC/g
Canapolis 02 01 01 4,8x10% UFC/g
Coromandel 03 03 01 3,4x10? UFC/g
Estrela do Sul 03 02 01 1,3x10? UFC/g
Fronteira 04 02 02 1,6x102 UFC/g
Guriata 02 01 3,6x10 UFC/g
Ibia 03 01 01 3x10? UFC/g
Irai de Minas 02 01 01 3x10 UFC/g
ltuiutaba 04 02 01 2,1x10% UFC/g <10UFC/g
Monte alegre 04 03 01 3,4x10°UFCl/g
Monte Carmelo 03 02 02 1,8x10 UFC/g
Patos de Minas 02 01 5x10% UFC/g
Perdizes 02 01 01 3,5x10° UFC/g
Planura 01 01 02 1,3x10?UFC/g
Prata 03 02 4,6x10 UFC/g
Romaria 02 02 01 7,8x10° UFC/g
Sacramento 03 02 01 3,4x10? UFC/g
Serra do Salitre 02 02 01 1,4x10 UFC/g
Uberaba 03 02 01 1,7x10 UFC/g
Uberlandia 04 03 01 3,7x10°UFC/g
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Tabela 2: Relagao de cidades onde as amostras coletadas ndo evidenciaram
contaminacéao por Staphylococcus coagulase positiva.

Numero de
CIDADES/MG amostras Resultado (*)
coletadas
Arapora 04
Campina Verde 03
Campo Florido 03
Cascalho rico 04
Conceigéao das Alagoas 03
Delta 02
Indianoépolis 02
Itapajipe 03
lturama 04 <10UFC/g
Lagoa Formosa 04
Nova Ponte 05
Patrocinio 03
Pratinha 03
Santa Juliana 03
P Santa Vitoria 03
Sao Gotardo 03

(*) Amostras sem evidéncia de contaminagao por Staphylococcus coagulase positiva

Tabela 3: Relagao geral de resultados obtidos, e outros contaminantes

Total de amostras Contaminante %

52 Outros contaminantes (*) ou 44,44
Auséncia de contaminantes

42 Amostras contaminadas 35,90

/aprovadas

23 Amostras 19,66

contaminadas/condenadas
Total 117 100

(*) Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus capitis; Staphylococcus sp; Enterococcus
sp.
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4.2. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

As cepas provenientes dos isolados obtidos das amostras Queijo Minas
Frescal, por cidade, foram codificadas, conforme Quadro | (Anexo 1). As cepas foram
codificadas levando em consideragdo a cidade e a numeragdo da amostra
analisada, ou seja, Primeiramente as iniciais das cidades, posteriormente a
numeragao das amostras.

Verificou-se que das 65 amostras com presenga confirmada de
Staphylococcus coagulase positiva, 50 amostras (76,92%) apresentaram perfil de
sensibilidade a todos os antibioticos testados (beta-lactdmicos - Cefaloxina,
Oxacilina, Penicilina) e aos grupos de glicopeptidios (Vancomicina e Teicoplanina).
Apenas 15 amostras (23,08%), se mostraram resistentes a Penicilina, apesar de
sensiveis aos demais antibidticos testados. Nas amostras analisadas nao foram
encontradas Staphylococcus coagulase positiva multi-resistentes.

Os resultados encontrados nos testes se suscetibilidade aos antibiéticos, séo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Suscetibilidade aos antimicrobianos (Cefaloxina, Oxacilina, Penicilina,
Vancomicina, Teicoplanina) dos isolados de Staphylococcus coagulase positiva,
obtidos das amostras analisadas.

ANTIMICROBIANOS
CEF

pd

@)

>
<
(/)C/)CD(/JCI)C/)(/)(/)C/)(/)(/JCI)C/)(/J(/JC/)(/JUJCI)CDU)CDCI)(I)(I)CD(I)(I)C/JC/J(I)C/JCD(I)(I)C/J(I)(I)C/J:(Z>

CEPAS (*) P
APA (1) (4)
ARA  (7)
FRO (40) (41)
FRU (45)
MON (70) (72) (73)
PAT (83)
PRA (91)
ROM (97)
UBA (112)
UDI (114) (116)
ARP
ARX
CAM
CAP
CAN
CAS
COM
COR
DEL
EST
GUR
IBI
IND
IRA
ITA
ITU
ITR
LAG
MOC
NOV
PAR
PER
PLA
PRT
SAC
SAN
SAV
SOG
SER

(R ONORONONONORONONORONONORORONONORONONONONORONORONONONO N R EFIR I Rp I EP VP Ry Rr RPVRP Il ] |
(ORONORONONONORORONORONONORORONONORONONONONORONORONONONONORONORONONONONONONO NI S
(ONONORONONONORONONORONONORORONORORONONORONONONONONONORONONORONONONORONONORON)]

(/)CDCD(/)CDCDU)U)CDUJUJCDCDU)U)CDU)U)CDCDU)CDCD(D(DCD(D(DCDCD(DCDCD(D(DCD(D(DCDH

Abreviagbes para antimicrobianos: Penicilina, OXA-oxacilina, CEF-celaloxina, VAN-vancomicina, TEI-
teicoplanina . Suscetibilidade: S - isolados sensiveis, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado.
(*) Numeracgao das amostras com perfil de resisténcia a penicilina.
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5. DISCUSSAO

Os resultados verificados referentes a presengca e a quantificacdo de
Staphylococcus coagulase positiva em Queijos Minas frescais no presente trabalho
estdo de acordo com pesquisas realizadas, contudo, em universos amostrais,
localidades e periodos diferenciados, havendo variagdes dependendo da localidade
e do universo amostral, conforme descricdo abaixo.

No ano de 1998, Reibnitz e colaboradores em Blumenau — SC, analisou 20
amostras de queijos encontrando 95% com presenca de Staphylococcus coagulase
positiva.

A alta frequéncia de S. aureus nas amostras de queijos frescais pode ser
atribuida a contaminagdo do leite cru, a recontaminagdo pés-pasteurizacédo, a
condicbes de armazenamento inadequadas e ao manipulador, o qual tem sido
considerado uma importante fonte de disseminacéo dessa bactéria em alimentos. E
importante ressaltar que S. aureus tem sido a principal espécie envolvida em casos
de surtos de intoxicacdo alimentar, devido a producdo de enterotoxinas
estafilococicas.

Observa-se, em queijos frescos, houve alta frequéncia de Staphylococcus
coagulase negativa, o que pode ser considerado preocupante, visto que esse grupo
de micro-organismos, apesar de produzirem quantidades menores de enterotoxinas
quando comparados com S. aureus, ndo deve ser excluido da investigagao quando
da ocorréncia em surtos de intoxicagdes alimentares, uma vez que este grupo de
micro-organismos tem grande relevancia em infecgdes hospitalares, podendo ser
veiculados por alimentos.

Picoli e colaboradores (2006), pesquisando em laticinios de queijo frescal de
leite de cabra, observam a qualidade dos produtos lacteos. Apontam S. aureus como
principal produtor de toxinas, levando a toxinfecgao alimentar, tais bactérias podem
ser introduzidas nos alimentos sobre varias formas, entre elas o ato de manipular o
alimento, levar a mdo a boca e ao nariz, assim como lesdes estafilocdcicas
presentes na pele de manipuladores diretos.

Rocha, Buriti e Saad em 2006, avaliando a evolugcdo da contaminacao
microbiana de Queijo-de-Minas Frescal durante sua vida de prateleira, em sete
marcas, em supermercados na cidade de Sao Paulo, verificou contagens elevadas

de Staphylococcus spp. Também em 2006, Salotti, avaliando 30 amostras de Queijo
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Minas Frescal em Jaboticabal — SP, encontrou presenca de Staphylococcus aureus,
em 20% das amostras, com valores variando entre 5x10°> UFC/g a > 5x10* UFC/g.

Em Uberlandia—MG, Rezende e colaboradores 2010; Komatsu e colaboradores
2010 ao avaliar amostras Queijos Frescais, verificaram a presenga de
Staphylococcus coagulase positiva (UFC.g) com contagens elevadas, impréprias
para consumo humano. Na mesma cidade em 2011, Ferreira et al, encontrou 90%
de amostras contaminadas, em feiras livres.

Em relagdo aos testes de suscetibilidade a antimicrobianos, pode se observar
resultados semelhantes de acordo com varios estudos que objetivaram determinar o
padrdao de sensibilidade de Staphylococcus coagulase positiva a diferentes
antibidticos. Verificando padrdes variaveis de resisténcia e sensibilidade (PINTO;
SERQUEIRA, 2001; ANDRE et al, 2006.; COSTA, 2010.; FRANCO et al, 2011.;
JUNIOR et al 2011)

Os testes de suscetibilidade a antimicrobianos passaram a receber maior
destaque a partir do final da década de 80, devido a ocorréncia de surtos graves de
infeccbes hospitalares em bergarios e unidades de terapia intensiva. Esses micro-
organismos sao considerados até hoje, um dos maiores problemas clinicos e
epidemiologicos em infeccdo hospitalar, ocupando o primeiro lugar nesse tipo de
infeccdo associada a dispositivos invasivos em leitos de CTIl, com resisténcia aos
beta-lactdmicos da ordem de 60% (MORENO et al., 2006).

Borges e colaboradores, 2008, ao analisar o indice de contaminagdo por
Staphylococcus sp em uma linha de produgdo de queijo coalho, em Santa Maria,
RS, encontrou 20% de contaminagao do total de 68 amostras analisadas, 12 foram
positivas, dentre elas 3 Staphylococcus coagulase positiva e 9 Staphylococcus
coagulase negativa. A prevaléncia de espécies de Staphylococcus coagulase
negativa, com potencial enterotoxigénico nas amostras da linha de producédo de
queijo de coalho, pode representar um risco em potencial de producdo de
enterotoxinas no produto final, sob condicbes adequadas de temperatura, pH,
disponibilidade de oxigénio, atividade de agua e concentragao de cloreto de sddio.

O presente trabalho analisou amostras coletadas nos anos de 2009 a 2011,
apresentando resultados que demonstram a fragilidade na produgado higiénica-
sanitaria satisfatéoria de Queijo Minas frescal, pois constata-se a frequente

contaminacao desse produto, quando comparado a outros estudos semelhantes.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apontam para dados preocupantes, a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva nas amostras representa auséncia de um efetivo
controle de qualidade na matéria-prima e falta de higiene, principalmente dos
manipuladores de alimentos, uma vez que bactérias do género Staphylococcus,
além de serem microrganismos patogénicos, sao considerados indicadores.

Os Estafilococos sdo um grupo de bactérias encontradas em um largo
espectro de doencgas, contudo sua mera identificagado e quantificacédo, representada
pela presenca de cepas de Staphylococcus coagulase positiva, ndo indica que este
grupo de micro-organismos seja o unico responsavel por surtos de intoxicagéao
alimentar, sendo necessarios estudos moleculares complementares e identificacdo
de amostras produtoras de enterotoxinas e com presenga de Staphylococcus
coagulase negativa, uma vez que verificou-se numero significativo de amostras com
presenca de Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus capiti, pertencentes ao
grupo dos Staphylococcus coagulase negativa, que também sdo preocupantes para
Saude Publica.

A exigéncia de pasteurizagao do leite para a fabricagdo do produto evitaria em
muitos casos contaminagdes microbioldgicas pelos agentes descritos nesse estudo,
contudo ha a argumentagdo que a auséncia dos “fermentos naturais” alterariam o
sabor proprio do queijo, portanto faz-se necessario implementagdo de politicas
publicas objetivando treinamento, uso de tecnologias apropriadas e  maior
acompanhamento da agroindustria familiar na produgao artesanal de Queijos.

Recomenda-se que a presenca de espécies de Staphylococcus coagulase-
negativa nao sejam ignoradas em investigagdes de casos suspeitos de intoxicagao
estafilococica, uma vez que este grupo de patdogenos, estando presente no alimento,
oferece risco de causar intoxicagdo ao consumidor. Sendo necessario a revisdo da
legislagao que determina os padrées microbiolégicos para alimentos (RDC 12/2001),
inserindo limites de aceitabilidade para bactérias pertencentes ao grupo do

estafilococos coagulase negativa.
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ANEXO |

Quadro I: Codificagdo das amostras por cidade:

Codigo Numeragao das amostras Cidade
APA 1a4 Aparecida de Minas (*)
ARA 5 a8 Araguari
ARP 9 a2 Arapora
ARX 13 a16 Araxa
CAM 17 a19 Campina Verde
CAP 20 a 22 Campo Florido
CAN 23 e24 Canapolis
CAS 25 a 28 Cascalho Rico
CON 29 a 31 Conceigao das Alagoas
COR 32 a 34 Coromandel
DEL 35 e 36 Delta
EST 37 a39 Estrela do Sul
FRO 40 a43 Fronteira
FRU 44 e 45 Frutal
GUR 46 e 47 Guriata

IBI 48 a 50 Ibia

IND 51 e 52 Indianopolis
IRA 53 e 54 Irai de Minas
ITA 55 a 57 Itapajipe
ITU 58 a 61 ltuiutaba
ITR 62 ab5 lturama
LAG 66 a 69 Lagoa Formosa
MON 70 a73 Monte Alegre
MOC 74 a76 Monte Carmelo
NOV 77 a 81 Nova Ponte
PAT 82 e 83 Patos de Minas
PAR 84 a 86 Patrocinio
PER 87 e 88 Perdizes
PLA 89 Planura
PRA 90 a 92 Prata
PRT 93 a95 Pratinha
ROM 96 e 97 Romaria
SAC 98 a 100 Sacramento
SAN 101 a 103 Santa Juliana
SAV 104 a 106 Santa Vitdria
SOG 107 e 108 S&o Gotardo
SER 109 e 110 Serra do Salitre
UBA 111 a113 Uberaba
UDI 114 a 117 Uberlandia

(*) Distrito de Frutal
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