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RESUMO

O queijo mussarela possui caracteristicas sensoriais tipicas e € obtido a partir da coagulagéo
do leite com auxilio de coalho e/ou bactérias lacticas especificas. O objetivo foi proceder a
analise microbiologica qualitativa de amostra de queijo mussarela produzido em
propriedade familiar, procurando-se investigar a presenca de microrganismos como
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para tanto, procedeu-
se a contagem de colbnias por meio do &gar Standard, seguida da pesquisa destes
microrganismos utilizando-se os agares: Agar Salmonella shigella, Agar Eosina Azul de
Metileno, Agar Endo LES e Agar Manitol. Os testes foram complementados com coloragéo
de Gram e antibiograma. Obteve-se o crescimento de 330 colonias estimando-se que a
amostra apresentou 3,3 x 10 UFC/g. Nao foi possivel manusear com éxito o agar
Salmonella shigella. Os agares eosina azul de metileno e endo LES ndo demonstraram
crescimento caracteristico de S. Typhimurium e E. coli. Foi constatada a presenca de S.
aureus no agar manitol, que foi confirmada através de coloracdo de Gram. As col6nias de
S. aureus ndo apresentaram sensibilidade a nenhum dos 12 antibioticos testados. A
presenca de S. aureus na amostra € um indicativo de que as praticas de producdo do queijo
devem ser revistas, procurando-se melhorar a higiene durante o processo de fabricacéo.
Entretanto, como ndo foi feita uma avaliacdo quantitativa da presenca de S. aureus, nao €
possivel avaliar se a amostra testada se encontra dentro ou fora dos padrdes aceitaveis
definidos pelo regulamento técnico da Portaria n® 364 (1997), que rege a fabricagcdo do
produto. Contudo, devido a resisténcia das col6nias testadas aos antibioticos, sugere-se
risco elevado para a salde humana o consumo do queijo em questdo. A auséncia de
pasteurizacdo do leite utilizado na fabricacdo do queijo estd em desacordo com o
regulamento técnico da Portaria N° 364 (1997). Falhas na higiene de ordenha podem estar
relacionadas com a presenca de S. aureus na amostra testada. Ndo foi demonstrada a
presenca de enterobactérias na amostra. Os resultados sugerem contaminagdo do queijo por
S. aureus e auséncia de contaminacdo por Salmonella Typhimurium e Escherichia coli.

Palavras-chaves: bovino, Escherichia coli, mussarela, queijo, Salmonella, Staphylococcus

aureus e vaca.
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1 INTRODUCAO

Por definicdo, queijo Mozzarella (Muzzarella ou Mussarela) é o queijo obtido a partir
da filagem de uma massa acidificada, ou seja, € um produto que se obtém através da
coagulacdo do leite por meio de coalho/enzimas coagulantes, que podem ou ndo completar
o ciclo de coagulacdo com a adicdo de bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1997).

Relata-se que o queijo era uma forma de preservacao do leite, tendo sido descoberto
acidentalmente (PERRY, 2004). O queijo mozzarella de origem italiana foi fabricado no
século XVI, originalmente feito a partir do leite de bufala, que posteriormente, com a
imigracéo de italianos para o Brasil em meados do século XX, passou a ser fabricado com o
uso de leite de vaca, ficando conhecido como queijo mussarela (CANSIAN, 2005).

Segundo a Associacdo Brasileira das Indastrias de Queijo (ABIQ) o queijo mussarela é
0 mais fabricado e consumido no pais (ABIQ, 2019), sendo bastante utilizado para
fabricacdo de outros pratos que levam este tipo de queijo como ingrediente, como a pizza
(VALLE, 2004).

O valor nutricional do queijo mussarela pode ser analisado do ponto de vista energético
e do ponto de vista mineral e das vitaminas que ele possui em sua composi¢do. Do ponto de
vista energético, para cada 100 g de parte comestivel, o queijo apresenta 318 kcal, 21,6 g de
proteina, 24,64 g de lipidios totais, 2,47 g de carboidrato e ndo possui fibras (IBGE, 2011).

Do ponto de vista da composicdo mineral e vitaminas, em cada 100 g de parte
comestivel de queijo mussarela ha 575 mg de célcio, 21 mg de magnésio, 412 mg de
fésforo, 75 mg de potéassio, dentre outros minerais, além de fornecer vitaminas A, C, D e E
(IBGE, 2011). Em termos percentuais o queijo mussarela apresenta aproximadamente 48%
de gordura e cerca de 23-25% de proteina, fazendo com que este alimento se destaque sobre
0s demais produtos oriundos do leite em valor nutricional (PERRY, 2004).

Assim, pode-se afirmar que a mussarela além de ser de facil producdo é um alimento
rico em nutrientes e fornecedor de energia, minerais e vitaminas para seus consumidores,
sendo uma boa escolha para composicdo da mesa brasileira (IBGE, 2011).

Durante o processo de fabricagcdo do queijo tipo mussarela ocorre a formacéo e

liberacdo de um liquido rico em proteinas, gordura e lactose denominado soro ou lacto-



soro, que também pode ser utilizado na fabrica¢do de requeijdo, sorvetes ricota e bebidas
lacteas (PINTO, 2010; CARVALHO, 2013; CORTEZ, 2013).

Para producdo de queijo mussarela de boa qualidade é necessario que o produtor
observe a qualidade microbioldgica do leite. Boas préaticas higiénicas desde a ordenha,
passando pela utilizagdo dos utensilios utilizados na producgéo de queijo devem ser tomadas
para que se produza um produto com qualidade ao consumidor (PERRY/, 2004).

Medidas de higiene devem estar dentro da rotina do produtor, pois a producéo de leite é
um dos principais pilares da economia brasileira e a qualidade do leite e seus derivados
também devem ser uma referéncia em qualidade de produtos de origem animal
(DREYFUSSO et al., 2001). Decorrente desta grande importancia no cenério econémico
brasileiro € de se perceber que a producéo de queijo se intensifica em inddstrias de pequeno
e médio porte, caracterizando uma das principais atividades na industria de produtos lacteos
(PINTO, 1996).

Diante disso € importante que os produtores de queijo se atentem para a qualidade
microbiolégica do queijo. Alguns microrganismos podem causar problemas
gastrointestinais que podem ou ndo ser determinados pela quantidade de bactérias presentes
naquele alimento (TORTORA, 2012). A presenca de alguns microrganismos como
Escherichia coli e Salmonella sp. podem indicar falta de manejo higiénico adequado
durante a preparacdo de alimentos. Esses microrganismos sdo bactérias que colonizam o
trato digestorio de alguns animais. Outras bactérias como Staphylococcus aureus sdo
bastante encontradas em ambientes de ordenha e podem causar problemas de intoxicacao
alimentar (PERRY, 2004).

2 REVISAO DE LITERATURA

Os queijos sdo um tipo de alimento largamente consumido pela populagéo brasileira.
Existem varios tipos de queijos dentre os quais: queijo minas frescal, minas caseiro,
mussarela, gorgonzola, cottage, parmeséo, ralado, cheddar, provolone, ricota, estepe, reino,
prato, dentre outros (MILKPOINT, 2014).



Esses diversos tipos de queijos podem ao longo de seu processo de fabricagdo e/ou
armazenamento serem expostos a contaminantes biologicos (bactérias), fisicos (pelos) ou
quimicos (antibioticos) (CORREIA & RONCADA 1997). Esses contaminantes podem ser
incorporados ao leite que é destinado a preparacdo do queijo. Tal contaminacdo pode
ocorrer durante uma ordenha feita de forma inadequada ou durante o processo de
fabricacdo, armazenamento ou transporte do produto (CORREIA & RONCADA, 1997).

O queijo mussarela é obtido através da coagulacdo do leite, que ocorre por meio de
enzimas coagulantes (coalho) como a quimosina. Essas enzimas atuam sobre o leite
coagulando suas proteinas, e como resultado obtém-se a coalhada. Bactérias acido-lacticas
especificas também estdo presentes no coalho e podem interferir no processo completando
o ciclo de coagulacdo (BRASIL, 1997).

As bactérias acido-laticas sdo um grupo de bactérias anaerdbicas ndo formadoras de
esporos, catalase negativa e Gram-positivas. As bactérias lacticas podem estar presentes no
leite e no soro conferindo sabor, aroma, textura dentre outras caracteristicas sensoriais
devido & producéo de 4cido lactico (THOME DA CRUZ & MENASCHE, 2009). Dentre os
diversos géneros existentes as mais relevantes sdo as dos géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN, 1998).

As caracteristicas sensoriais do queijo mussarela incluem consisténcia semidura e
semisuave, textura de fibrosa a elastica com coloracdo branca a amarelada e auséncia de
crosta. Além disso, 0 mussarela apresenta de 52 a 60% de umidade e possui odor lactico
pouco perceptivel (BRASIL, 1997).

Para a producdo do queijo tipo mussarela é necessario que se utilize leite com boa
qualidade, livre de residuos de antibioticos, baixa contagem de bactérias, bem como baixa
contagem de células somaticas (ALMEIDA, 2013). Assim, é importante proceder a
pasteurizacdo do leite antes da sua utilizagdo para a producdo do queijo (VIEIRA &
JUNIOR, 2006).

O leite pode ser pasteurizado conforme dois procedimentos: a) aquecimento a

temperatura de 65°C por 30 minutos ou b) aquecimento a 72°C por 15 segundos. Nestes
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dois casos, o leite € em seguida resfriado até 38°C através de banho-maria (VIEIRA &
JUNIOR, 2006).

A fabricacdo da mussarela exige alguns ingredientes obrigatorios tais como o leite,
coalho e/ou enzimas coagulantes apropriadas e cloreto de sodio. Em sua fabricacdo €
opcional a adicdo de alguns ingredientes como massa acidificada, cultivo de bactérias
lacteas especificas, leite em po, creme, cloreto de calcio, caseinatos, &cidos citricos, lactico,
acetico ou tartarico (BRASIL, 1997).

Durante a producdo do queijo mussarela, para que ocorra a coagulacdo do leite é
adicionado o cloreto de célcio, juntamente com fermento latico e coalho liquido. Apds 40
minutos é possivel observar a coalhada. A enzima quimosina, que esta presente no coalho,
promove a coagulacdo do leite, fazendo com que ocorra a formagdo de uma massa densa e
condensada rica em proteinas coaguladas e gordura, que constitui o coagulo. O coagulo ird
dar origem a coalhada que é rico em caseina, que é a proteina de maior fracdo no leite.
Ainda como resultado desse processo obtém-se o soro, uma fracéo liquida que se separa do
coagulo (VIEIRA & JUNIOR, 2006). Para obtencdo da coalhada é necesséario que a
temperatura do leite esteja a aproximadamente 40°C, pH 4,5 e com adequado teor de calcio
que ira fazer com que caseinas presentes no leite se liguem com mais facilidade formando a
coalhada (PERRY, 2004).

A proxima etapa na producdo do queijo, apds a obtencdo do coagulo sera o corte do
mesmo, com 0 objetivo de promover a separacdo do soro remanescente, obtendo-se assim a
coalhada. Depois de retirar 0 soro, deixa-se a massa (coalhada) descansar por um periodo
de 20 a 30 horas. Em seguida, a massa estd pronta para ser filada com &gua quente a uma
temperatura de 80 a 85°C. Tal procedimento permitird que a massa seja moldada dentro da
forma de preparacdo do queijo, para, logo em seguida, mergulhar-se a massa em salmoura.
O objetivo deste procedimento é que o sal se infiltre na massa, conferindo o sabor salgado
ao queijo. O tempo que 0 queijo permanecerd na salmoura varia com 0 peso da massa. Para
cada um quilograma de queijo produzido, a massa devera permanecer 20 horas mergulhada
na salmoura. Ao término da imersdo em salmoura, 0 queijo mussarela encontra-se pronto
para consumo, devendo ser consumido no prazo entre 90 a 120 dias, e mantido conservado
a5°C (VIEIRA & JUNIOR, 2006).
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A anélise microbioldgica do queijo mussarela é normatizada pela Instrugdo Normativa
N° 62 da SDA/MAPA que estabelece os procedimentos para deteccdo de microrganismos
mesofilos aerdbicos estritos e facultativos (BRASIL, 2003).

Para proceder a analise microbiolégica do queijo segundo os procedimentos da IN
SDA/MAPA N° 62, deve-se proceder da seguinte forma: 1) pesar 25 g de queijo e
adiciona-lo em 225 ml de solugdo salina peptonada a 0,1 %; 2) homogeneizar a amostra por
aproximadamente 60 s (segundos) em stomacher; 3) proceder as diluicBes e 4) semear 1 ml
de cada diluicdo em placas de Petri. Imediatamente apés, adiciona-se aproximadamente 20
ml de Agar padréo para contagem, deixando solidificar e levando a estufa a 36 °C por 48 h
(horas). De acordo com a IN SDA/MAPA N° 62 (2003), as amostras incubadas em placas
de Petri que contém entre 25 a 250 coldnias serdo utilizadas nas posteriores analises para
calcular o nimero de microrganismos presentes na amostra.

O Agar Methods Standard também conhecido como Agar padrdo para contagem é o
utilizado para contagem de bactérias presentes em agua e alimentos, bem como produtos
lacteos (NEOGEN, 2011). Este Agar padrdo é o meio indicado para as analises
microbiologicas em queijos pela Secretaria de Desenvolvimento Agrario (IN N° 62
SDA/MAPA, 2003).

O procedimento para contagem de coldnias exige a correta observacédo e aplicacdo dos
procedimentos. E recomendado que se faca duplicatas das diluicbes incubadas, e que a
contagem seja feita logo apos este periodo. O objetivo das duplicatas € conferir maior
confiabilidade aos resultados das contagens (IN N° 62 SDA/MAPA, 2003).

O nimero de microrganismos sera calculado conforme a seguinte equagdo: R= a x 10°
UFC/g ou ml, em que R= resultado; a= nimero de colbnias contabilizadas; b= expoente
correspondente a diluicdo; UFC= unidade formadora de col6nias; g= grama e ml= mililitro
(BRASIL, 2003).

Segundo a Portaria n°® 451, leite e produtos lacteos devem obedecer aos critérios de
qualidade microbioldgica assim como a mussarela, de acordo com a Secretaria de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1997). Os requisitos microbiol6gicos estabelecidos para
gueijo mussarela incluem: a) a cada 5 amostras (n) de um mesmo lote e analisadas b) 2

amostras (c), no maximo podem apresentar contagens entre “m” e “M”; d) “m” ¢é o limite
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que separa o aceitavel ou lote com qualidade intermediaria; e) “M” ¢ o limite que separa o
aceitavel do inaceitavel (BRASIL, 1997).

Os critérios de aceitacdo de coliformes/g sdo os seguintes: quando encontrados em 2
amostras (c) em uma contagem com um valor maior ou igual a 1000 (m) significa
qualidade intermediaria; quando as amostras “c” possuirem valor maior ou igual a 5000
(M) significa contagem inaceitavel de coliformes (BRASIL, 1997).

Para estafilococos coagulase positiva/g os critérios de aceitacdo sdo 2 (c) com contagem
aceitavel para intermediario, “m” ¢ de 100 microrganismos e aceitavel para inaceitavel “M”
€ 1000 microrganismos em um total de 5 “n” (BRASIL, 1997).

Para microrganismos patogénicos como Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, em
25 g de cada amostra os critérios de aceitagdo preconizam que a cada 5 “n”, ndo deve ter
maximo “c” de amostras infectadas com tal microrganismo, ou seja, nenhuma amostra pode
ser positiva (BRASIL, 1997).

Para a pesquisa de Salmonella inicialmente é feito pré-enriquecimento seletivo, que
consiste na incubacdo de 25 g da amostra a 36 °C por 16 a 20 horas em 225 ml de solucéo
salina peptonada tamponada. A solucdo salina peptonada tamponada evita que outros
microrganismos acidifiguem o ambiente onde estdo presentes as bactérias Salmonella. Este
meio favorece a manutencdo do pH, sendo por fim adicionado em Agar verde brilhante
vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS) e um outro agar escolhido pelo laboratério para
isolamento de Salmonella. Em casos de duvida, pode-se fazer uma nova bateria de exames
miniaturizada padronizada, onde utiliza-se tubos compondo substratos desidratados para
cada teste. Entretanto, também pode ser feito prova de soroaglutinacdo, onde ocorre reacao
antigeno-anticorpo (BRASIL, 2003).

Para isolamento de Salmonella sp. também pode ser utilizado o meio Agar Salmonella
shigella. Para identificacdo de S. Typhimurium o in6culo aproximado em placas de Petri é
de 10 a 300 UFC, tendo reacéo de coldnias incolores com centros pretos. Para identificagdo
€ necessario que as placas sejam incubadas a 35 °C de 24 a 48 horas (NEOGEN, 2011).

Vérios casos de infeccdo alimentar sdo causados principalmente pelo agente
Salmonella, uma bactéria entérica que possui diversos sorotipos patogénicos para 0 homem,

levando a doenca conhecida como Salmonelose (SHINOHARA et al., 2006). Salmonella

13



pode contaminar o queijo através de manejo inadequado no momento da ordenha,
pasteurizacdo ineficiente, em que ndo se obedece ao tempo e/ou a temperatura de
pasteurizar. E possivel também ocorrer a contaminacio do produto através da ma
manipulacdo na fabricacdo do queijo com agua ndo potavel, mostrando uma caréncia de
controle sanitario (TORTORA et al., 2012).

Para a pesquisa de E. coli O157:h7 é feita a separacdo imunomagnética e isolamento
com utilizacdo de Agar MacConkey Sorbitol (MCS), que quando positivo muda de
coloracé@o vermelho neutro para vermelho intenso. Provas como de motilidade, producéo de
a-Dglicuronidase e fermentacdo de carboidratos também podem ser utilizadas como testes
complementares (BRASIL, 2003).

As formas de contaminacdo do queijo por esses microrganismos incluem falta de
praticas higiénicas durante as etapas envolvidas na preparacdo do queijo. E. coli quando
detectada em alimentos como o0 queijo, sugere a presenca de condigdes
insatisfatorias/inadequadas com relacdo a higiene, ou seja, a presenca de E. coli indica uma
contaminacdo de origem fecal (FRANCO & LANDGRAF, 1996). O consumo de queijo
com a presenca de E. coli indica um risco para a saude publica (LOGUERCIO & ALEIXO,
2001).

Para se obter a contagem de Staphylococcus aureus é necessario inocular as amostras,
que anteriormente foram plaqueadas em Agar Baird-Parker, onde o S. aureus ira produzir
col6nias negras. Para confirmacdo sdo feitas as provas de coagulase e colora¢do de Gram,
que se fundamentam na verificacdo das caracteristicas tintoriais e morfoldgicas do
microrganismo. Por fim, é feita a prova de catalase que se baseia na liberacdo de oxigénio
(borbulhas) produzido pela enzima catalase que decompde peréxido de hidrogénio
(BRASIL, 2003).

A coloracdo de Gram é um procedimento onde se classifica as bactérias como Gram-
positivas e Gram-negativas. Para que as bactérias sejam coradas & necessario que as
mesmas sejam aderidas sobre a lamina de livro, de modo que se preserve diversas partes
dos microrganismos que se pretende observar. Para 0s microrganismos serem aderidos
sobre a lamina pode-se aquecé-la rapidamente sobre a lamparina/bico de bunsen para que
se forme um filme (TORTORA et al., 2016).
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Apos a fixacdo das bactérias com calor é adicionado primeiramente corante cristal
violeta. Este € um agente descorante que remove a cor violeta de algumas bactérias. Depois
deste procedimento a lamina é lavada e iodo é adicionado sobre a lamina, que
posteriormente é lavada com agua destilada, e a seguir lavada com alcool. Depois do alcool
ser lavado com agua destilada, a lamina sera corada com safranina, que é um corante
vermelho. Em seguida, novamente a ldmina € lavada e secada para ser observada ao
microscopio 6éptico (TORTORA et al., 2016). Os microrganismos caracterizados como
gram-negativos nao sofrem influéncia sobre o violeta, pois o alcool rompe a camada de
lipopolissacarideos, assim fazendo com que a camada de peptideoglicano elimine a cor
violeta. Porém sdo coradas de safranina, recebendo coloracdo rosa que antes disso eram
incolores (TORTORA et al., 2016).

A presenca de S. aureus € um indicativo de falhas de higiene durante ordenha/producéo
do queijo. Quando ocorre acima da contagem de unidades formadoras de coldnia por
mililitro aceitavel, é caracterizado como um alimento que esta fora dos padrdes aceitaveis
para consumo. O S. aureus é uma bactéria de grande importancia em alimentos
contaminados que podem levar a gastrenterites alimentares, o que caracteriza a
epidemiologia das Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), que possuem alta
prevaléncia na populagdo (ZECCONI & HAHN, 2000).

A contaminacdo do queijo pode ocorrer antes da pasteurizacdo e apds a mesma
(LOGUERCIO & ALEIXO, 2001). A bactéria S. aureus é um microrganismo que €
bastante comum sobre a pele e fossas nasais (SANTOS et al., 2007). Este microrganismo €
0 mais comum de se isolar em leite ndo processado, pds ordenha (ZECCONI & HAHN,
2000). O ineficaz tratamento térmico ou pasteurizacdo do leite ou uma manipulacdo com
baixas condi¢cbes sanitarias na fabricacdo do queijo, fazem com que a ocorréncia de S.
aureus seja notavel na pesquisa dos microrganismos, podendo-se notar a presenca de outras
bactérias (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001).

Os microrganismos Salmonella Typhimurium, S. aureus e E.coli sdo potentes
causadores de DTA. Tais bactérias sdo comumente encontradas em queijos, quando ndo ha
uma fiscalizacdo devido a falta de manejo higiénico e educacdo sanitéria, que trazem risco
a saude publica (MARINHEIRO et al., 2015).
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S. Typhimurium, E. coli e S. aureus podem levar a disturbios gastrointestinais como
diarreia e émese, podendo ocasionar quadros mais severos. A andlise microbioldgica de
amostra de queijo mussarela é uma ferramenta importante para detectar a ocorréncia de
microrganismos patogénicos presentes no mesmo. Alem disso, quando detectada a presenca
de bactérias causadoras de DTA, é necessario que se faca uma avaliagdo do processo de
producdo, armazenamento e transporte do produto para diagnosticar a possivel origem da
contaminacdo (PINTO et al., 2009).

A Salmonella é uma bactéria entérica Gram-negativa em forma de bacilo, fermentadora
de lactose e tem como habitat o trato intestinal de muitos animais. Escherichia coli também
é um habitante do trato intestinal, sendo o mais populoso no trato intestinal humano, esta
bactéria Gram-negativa de formato bacilar quando encontrada na agua e alimentos é um
indicativo de contaminacdo fecal. Staphylococcus se apresentam em formato de cocos
Gram-positivos que se unem formando agregados mostrando-se como um cacho de uva,

que quando coradas ficam com cor violeta (TORTOTA, 2016).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Proceder a analise da qualidade microbioldgica de queijo tipo mussarela produzido em
pequena propriedade familiar localizada na Fazenda Bela Vista, situada na zona rural do

municipio de Aricanduva/MG.

3.2 Objetivos Especificos

e Este trabalho propde proceder a analise microbioldgica de amostra de queijo tipo
mussarela com enfoque na pesquisa qualitativa de bactérias potencialmente
causadoras de doengas transmitidas por alimentos.

e Investigar a presenca dos microrganismos patogénicos Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium, e Staphylococcus aureus em amostra de queijo

mussarela produzido em propriedade familiar.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Procedéncia da amostra de queijo mussarela utilizada

A amostra de queijo utilizada nesta pesquisa foi proveniente de uma propriedade
familiar situada na Fazenda Bela Vista, localizada na zona rural do municipio de
Aricanduva/Minas Gerais, situado no nordeste do Vale do Jequitinhonha.

A propriedade produz queijo artesanal para consumo proprio. A ordenha das vacas €

feita de forma manual, em curral de chédo batido (Figura 1) e o produtor ndo realiza pré e

pos-dipping.

Figura 1: Curral de chdo batido utilizado para ordenha manual.

Imediatamente ap06s a ordenha, o leite passa por um coador de tela de nylon sendo em

seguida escoado para um latdo (Figura 2).
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Figura 2: Material utilizado para armazenamento do leite a ser utilizado na fabricagdo do queijo mussarela. a)

Coador com tela de nylon. b) Latdo onde é escoado o leite e adicionado cloreto de sodio e coagulante.

4.2 Processo de fabricacdo do queijo mussarela

Apbs a ordenha e passar pelo coador, o leite seque para fabricacdo do queijo sem passar
pelo processo de pasteurizacdo. Para cada 10 litros de leite é adicionado aproximadamente
160 g de sal iodado e de sete a nove ml de coalho da marca HA-LA® que sdo

homogeneizados ao leite. O coalho HA-LA® tem como componente principal a enzima

microbiana quimosina oriunda do fungo Aspergillus niger var. awamori. Apds um periodo
de 50 minutos é possivel observar a formacdo de um coagulo. Em seguida o coagulo é
cortado com uma colher de polietileno para obtencdo da coalhada, que se separa do soro
(Figura 3).
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Figura 3: Material utilizado para formacéo do coagulo e posterior formagdo da coalhada. a) coalho a base de

enzima quimosina. b) colher de polietileno usada no corte do coagulo para obtencdo da coalhada e soro.

A etapa seguinte consiste na adicdo de agua fervente a coalhada, na proporcao de trés
litros de agua fervente para cada 10 litros de leite. A &gua utilizada no processamento do
queijo é oriunda de um poco artesiano, que é tratado de 15 em 15 dias com adi¢éo de cloro.
O recipiente usado para inicio da preparacdo do queijo ¢ um latdo de leite conforme
indicado na Figura 2.

Apdbs um periodo de trés horas, a massa do latdo a qual foi adicionada agua fervente,
sofreu o processo de decantacdo e se apresentou ao fundo do mesmo. Em seguida, a massa
é retirada e deixada em “descanso” dentro de um saco de pano a temperatura ambiente por
aproximadamente 12 horas. Decorridas as 12 horas, a massa sera filada. Para se proceder a
filagem, a massa que anteriormente estava em saco de pano € cortada em fatias e pesada.
Em 850 g de massa devidamente pesada é adicionado 40 g de sal iodado e
aproximadamente 400 ml de agua fervente. Com o auxilio de uma forma de polietileno a

massa sera filada (moldada) e deixada no ambiente por mais 6 horas na forma para escorrer.
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Decorrido este tempo 0 queijo tipo mussarela estara pronto para 0 consumo com peso
aproximado de 750 g (Figura 4).

Figura 4: Queijo mussarela em embalagem ap6s processo de fabricacdo e pronto para consumo. a) queijo tipo
mussarela apo6s o processo de filagem em embalagem plastica. b) queijo mussarela (761g) preparado com 850

g de massa.

4.3 Colheita da amostra

A amostra de 761 g de queijo tipo mussarela em embalagem plastica foi congelada por
dois dias. A amostra foi congelada para seu transporte até o municipio de Unai em bolsa
térmica. No municipio de Unai a amostra foi congelada por mais 10 dias até o inicio das

analises microbioldgicas.

4.4 Analises microbiologicas

As analises microbioldgicas foram feitas no Laboratério de Ciéncias Basicas | do
Instituto de Ciéncias Agrarias do Campus Unai da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri.
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Para tanto, foram utilizados instrumentos e vidrarias devidamente assépticas, as
bancadas foram limpas com &lcool a 70% e lamparina a alcool foram utilizadas em vérios
procedimentos.

Para iniciar as analises microbiologicas, foi obtido um fragmento em forma de cubo de
aproximadamente 4 cm?, retirado do centro da amostra de queijo, que imediatamente foi
macerado em um cadinho de porcelana previamente esterilizado (Figura 5).

Figura 5: Obtencdo de um fragmento da amostra de queijo mussarela para inicio das analises
microbioldgicas. a) fragmentagdo da amostra em um cubo de 4 cm2 b) amostra fragmentada macerada em
cadinho para posterior dilui¢&o.

4.4.1 Diluigdes seriadas
ApoOs obter o extrato da maceracdo do queijo mussarela 0 mesmo foi diluido em nove

ml de solugo salina. As diluigdes utilizadas foram de 107 até a diluicio 108, em tubos
Falcon esterilizados (Figura 6) (BEDOYA-SERNA et al., 2015).
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Figura 6: Diluicdes seriadas em solugéo salina (10" a 108), contendo em cada tubo 1000 ul diluido de queijo

mussarela.

Para a realizacdo da diluicdo, foram retirados da amostra diluida na primeira diluicéo, 1
ml da solucdo, que em seguida foi passada de um tubo para outro até a ultima diluicdo. Ao
fim da dilui¢do seriada 1 ml foi descartado para que todos os tubos ficassem com nove ml

uniformes.

4.4.2 Plagueamento e inoculagéo das placas de Petri

Foi preparado e plagqueado meio Agar nutriente em oito placas de Petri, correspondendo
ao numero de tubos contendo solucgdo salina com a amostra diluida. Logo apds as dilui¢fes
seriadas e o plaqueamento, as placas de Petri com Agar nutriente foram semeadas com 0,1
ml de cada diluicdo (10" a 107%), cada tubo contendo amostra correspondente a uma
respectiva placa de Petri. Os 0,1 ml de cada diluicdo foram espalhados com alca de
Drigalski descartavel estéril (Figura 7) (LOUGUERCIO & ALEIXO, 2001).
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Figura 7: Fotografia das oito placas contendo Agar Nutriente onde foram semeados 100 pl das amostras

provenientes das diluicBes seriadas.

Apdbs a semeadura em placas de Petri, as amostras foram incubadas a 37 °C por 24

horas.

4.4.3 Observacdo do crescimento de colbnias

Decorrido o periodo de 24 horas, as oito placas foram retiradas da estufa, tendo sido

observado que n&o houve crescimento de colonias bacterianas (Figura 8).

Figura 8: Placas de Petri contendo Agar nutriente e amostras diluidas correspondentes as oito dilui¢des
seriadas. a) as oito placas foram inoculadas com 0,1 ml das diluicGes de 10 a 108 e incubadas. b) placa de

Petri contendo amostras da diluicio 10 demonstrando que ndo houve crescimento algum.
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Diante do ndo crescimento microbiano em meio Agar nutriente, estabeleceu-se nova
metodologia, procurando-se otimizar tal crescimento. Para tanto, utilizou-se outra amostra
de queijo mussarela obtida do fragmento de queijo inicial. Essa amostra permaneceu
congelada por um periodo de aproximadamente 30 dias até sua analise.

4.4.4 Nova metodologia para preparar as amostras

A nova metodologia de preparo das amostras baseou-se na IN SDA/MAPA N° 62, que
recomenda a pesagem de 25 g de queijo mussarela para proceder as analises
microbioldgicas (BRASIL, 2003).

A amostra de queijo pesada foi macerada em cadinho de porcelana e em seguida diluida
em 225 ml de solu¢do salina por cerca de 15 minutos (Figura 9). Em seguida, procedeu-se a
realizacdo das diluicdes (FEITOSA et al., 2016). Novamente foram feitas oito diluicdes
seriadas adicionando 1 ml em tubos Falcon contendo nove ml de solucéo salina. Ao final
das diluicbes foram descartados do tubo da diluicdo10® 1 ml para que os mesmos
mantivessem um volume uniforme.

Para crescimento de colonias, o meio utilizado na pesquisa foi alterado para Agar
Methods Standard, também conhecido como Agar padréo para contagem (Figura 10).
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Figura 9: Preparo da amostra de queijo a ser utilizada para as analises microbioldgicas. a) pesagem de 259 da
amostra de queijo para posterior maceracdo em cadinho e obtencdo do extrato de queijo. b) ap6s a amostra ser
macerada, em Erlenmeyer devidamente estéril foram adicionados a amostra 225 ml de solugéo salina, sendo a

mistura agitada por 15 minutos para os procedimentos posteriores.

Figura 10: Agar padrdo em Erlenmeyer, antes de ser autoclavado.
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Preparado o Agar padrdo, em seguida ele foi devidamente plaqueado em placa de Petri.
As placas foram semeadas com 0,01 ml da amostra que foram espalhadas com al¢a de
Drigalski descartavel estéril, sequindo um padréo de diluicbes que foram de 10! a 108,

Para os testes de isolamento das bactérias Salmonella spp., E. coli e S. aureus foram
utilizadas triplicatas para obter um intervalo de confianca para cada teste. Ou seja, em cada
teste foram repicadas trés placas a partir da mesma amostra, a fim de eliminar os possiveis

resultados falso-positivos.

4.4.5 Contagem de colbnias e numero de UFC/g

As placas com o Agar padrio para contagem foram semeadas e incubadas em estufa a
37°C por 24 horas. Finalmente, apds as 24 horas as placas foram retiradas da estufa e em
seguida procedeu-se a contagem do namero de coldnias presentes para estimar o nimero de
microrganismos presentes na amostra. Tais contagens foram expressas em Unidade

Formadora de Col6nias por grama (UFC/g).

4.4.6 lsolamento de Salmonella - Agar Salmonella shigella

Para isolamento de Salmonella Typhimurium foi feita uma tentativa de manipulacdo do

meio Agar Salmonella shigella para incubacio das colonias (ANTONELLO et al., 2012).
4.4.7 lsolamento de Staphylococcus aureus - Agar Manitol
Preparou-se o meio Agar Manitol para se isolar S. aureus. (Figurall). O plagueamento
foi feito em triplicata. Para tanto, foram feitas estrias com a utilizacdo de al¢a de Platina

estéril. Logo apos este procedimento as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a
37°C.
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Figura 11: lustracdo da utilizacio do Agar manitol. a) em Erlenmeyer foi preparado o meio, que logo apds
foi levado & autoclave para homogeneizacdo. b) placa de Petri com Agar Manitol identificado para ser

incubado em estufa.

4.4.8 lsolamento de coliformes - Agar Eosina Azul de Metileno

Para a deteccdo de coliformes utilizou-se coldnias do Agar Standard e repicagem em
Agar Eosina Azul de Metileno (Figura 12). A repicagem foi feita com auxilio de uma alga
de Platina. Ap6s o meio ser preparado, plaqueado e inoculado incubou-se as placas por 24
horas a 37°C. Ap0s a incubacdo observou-se a presenca ou auséncia de crescimento de

aspecto marcante para enterobactérias.
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Figura 12: Agar Eosina Azul de Metileno utilizado para deteccdo de coliformes e outros bacilos entéricos.

4.4.9 lsolamento de Escherichia coli e S. Typhimurium - Agar Endo LES

O Agar Endo LES foi preparado para identificacio de E. coli e S. Typhimurium (Figura
13). Durante a preparacdo deste meio, sua homogeneizacdo foi feita com 1% de &lcool

etilico seguida por aguecimento em micro-ondas.
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Figura 13: Agar Endo LES preparado para identificacdo de E. coli e S. Typhimurium. a) em erlernmeyer,
antes do seu preparo o agar apresentou coloracdo escura. b) apds passar por homogeneizagdo em micro-ondas

e plagueamento, observe a mudanga de cor.

4.4.10 Coloragdo de Gram

Foi realizada a coloracdo de Gram para confirmacdo e observacdo dos microrganismos
encontrados nas placas que apresentaram crescimento. Foram utilizadas colbnias que
cresceram no Agar Manitol. Essas col6nias foram fixadas em laminas de vidro e
submetidas ao processo para coloracdo de Gram (Figura 14). Em seguida, as laminas
coradas foram levadas ao microscopio dptico e observadas em ocular de 100 x com 6leo de
imersdo. Procedeu-se a avaliacdo das caracteristicas morfologicas e tintoriais das bactérias
observadas (TORTORA et al., 2012).

Figura 14: Preparacdo de I1aminas para coloracdo de Gram. a) substancias utilizadas em coloracdo de Gram:
violeta, lugol, alcool e safranina. b) momento em que é adicionado corante sobre a lamina para que as células

de corem.
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4.4.11 Antibiograma

A amostra positiva originaria do Agar Manitol foi utilizada para realizagdo do
antibiograma, com o intuito de observar a susceptibilidade do S. aureus sobre 12 discos de
antibidticos. Os antibidticos utilizados foram os seguintes: sulfazotrim, gentamicina,
ceftriaxona, tetraciclina, oxacilina, novobiocina, cefalotina, cefoxitina, amoxicilina,
penicilina, enrofloxacina, estreptomicina. Os antibioticos utilizados foram escolhidos em
funcdo de sua disponibilidade durante a execucgéo deste trabalho.

Foram preparadas placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton (ANVISA, 2005). As
placas contendo o agar foram repicadas com as colbnias de bactérias por toda parte do
meio. Em seguida os discos de antibioticos foram inseridos em trés placas de Petri, sendo
que cada placa continha quatro discos de diferentes antibioticos. Tais placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas (Figura 15) (ANVISA, 2005). Neste teste ndo
foram realizadas triplicatas como nos outros testes realizados nesta pesquisa.

Figura 15: Procedimento de antibiograma. a) figura demonstra momento que se fez a repicagem das placas
com os microrganismos, espalhando os mesmos por toda a placa. b) Placa de Petri com Agar Mueller Hinton

repicada e com discos de antibiotico pronta para incubagdo em estufa a 37°C por 24 horas.
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Decorrido o periodo de 24 horas as placas contendo os discos de antibioticos foram

retiradas da estufa para medicdo dos halos de inibicéo.
5 RESULTADOS
Os resultados obtidos da contagem de col6nias (por meio de contagem a olho nu),

através do Agar Standard foram de 3,3 x 10*° UFC/g na diluicdo 10, calculada a partir da
equacdo R=a x 10° UFC/g (Figura 16). (BRASIL, 2003).

Figura 16: Placa de Petri da diluigdo 10 com 330 col6nias bacterianas.

Na tentativa de isolamento de Salmonella sp. ndo foi alcancado o objetivo, pois o Agar
Salmonella shigella ndo apresentava aspecto gelatinoso, e ao inocular o meio com alca de
platina contendo as coldnias, 0 mesmo ndo deslizava sobre o agar, impossibilitando de
concluir o procedimento.

Apbs repicagem e um periodo de 24 horas na estufa o Agar Manitol apresentou um
crescimento caracteristico de S. aureus (Figura 17). O Agar manitol mostrou a presenca de
S. aureus, que foi confirmado morfologicamente através da coloracdo de Gram, porém néo

foi feita a contagem de col6nias para obtencdo de UFC/g.
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Na coloragdo de Gram as células se mantiveram com colora¢do violeta, foram
caracterizadas como Gram-positivas e neste caso, S. aureus isoladas se encaixam no grupo
das bactérias Gram-positivas (Figura 18).

Com o uso dos meios Agar Eosina Azul de Metileno e Agar Endo LES foi demonstrado

que nédo ocorreu crescimento de E. coli e S. Typhimurium (Figura 19).

Figura 17: Placas de Petri com Agar manitol. a) a primeira placa de Petri mostra que houve crescimento de S.
aureus no meio Agar Manitol (coloragio amarelada do meio). Esta placa pode ser comparada com a segunda
placa de Petri, que ndo apresentou crescimento (coloracdo vermelha). b) placa de Petri demonstrando o meio

de transi¢do e mudanca de cor de vermelho fenol para o amarelo caracteristico de S. aureus.

32



Figura 18: S. aureus ap6s procedimento de coloragcdo de Gram. Microscopia Optica, aumento de 100x.

Observe que sdo cocos de coloragdo violeta, que caracterizam bactérias gram-positivas.

a)

Figura 19: Placas de Petri representando que nfo ocorreu crescimento de coldnias. a) Agar Eosina Azul de
Metileno sem crescimento de enterobactérias. b) placa de Petri com Agar Endo LES. Observe que n&o houve

crescimento caracteristico de nenhum tipo de microrganismo.

No antibiograma, observou-se que houve a formacdo de halos de inibi¢do para 10 dos
12 antibidticos testados (Figura 20). Os halos de inibicdo foram medidos com régua e

registrados em milimetros (mm) (Tabela 1).
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Figura 20: Observe as placas de Petri contendo os discos de antibi6ticos testados a partir da repicagem de
S.aureus em Agar Mueller Hinton. a e b) notar formag&o de halos de inibigio em todos os discos testados. c)

notar que em dois discos ndo houve a formacéo de halos de inibig&o.

Tabela 1: Halos de inibicdo para cada disco de antibidtico testado frente a S.
aureus (valores em mm) (ANVISA, 2005)

ANTIBIOTICOS HALOS DE INIBICAO VALORES PARA

INTERPRETACAO

DOS HALOS DE

INIBICAO

R I S

SULFAZOTRIM 13 mm 10 11-15 16
GENTAMICINA 12 mm 12 13-14 15
CEFTRIAXONA 11 mm 13 14-20 21
TETRACICLINA 09 mm 14 15-18 19
OXACILINA 08 mm 10 11-12 13
NOVOBIOCINA 10 mm - - -
CEFALOTINA 14 mm 14 15-17 18
CEFOXITINA 13 mm 19 - 20
AMOXICILINA Inconclusivo 19 - 20
PENICILINA Inconclusivo 28 - 29
ENROFLOXACINA 10 mm 14 15-17 18
ESTREPTOMICINA 06 mm 6 7-9 10

R= resistente; I= intermediario; S= susceptivel

6 DISCUSSAO

A andlise microbioldgica de alimentos é uma ferramenta muito utilizada para avaliar a
qualidade dos produtos consumidos pela populacdo humana (CUNHA et al., 2002). Dentre
varios trabalhos nesta area, alguns demonstram alta ocorréncia de microrganismos
patogénicos nos alimentos acima dos limites aceitaveis pela Portaria n° 364 (BRASIL/
MAPA, 2003).

As analises microbiologicas realizadas neste estudo, inicialmente se basearam na
utilizacdo do &gar nutriente. Entretanto, ndo foi possivel observar crescimento microbiano
em nenhuma das diluigdes utilizadas com este agar. Tal fato fez com que as novas
tentativas de proceder essa analise microbiologica se baseasse nas instru¢des da IN n° 62
(BRASIL, 2003).
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Segundo a IN SDA/MAPA N° 62, para preparo das amostras na analise microbiologica
se utiliza aproximadamente 25 g ou 25 ml da mesma sobre a qual serd adicionado 225 mi
de solucdo salina peptonada a 0,1% (BRASIL, 2003). Nesta pesquisa se procedeu da
mesma forma, pesado 25 g da amostra de queijo tipo mussarela. Além disso, preconiza-se
também que a amostra seja homogeneizada por 60 s em “stomacher”. A amostra utilizada
foi homogeneizada em 225 ml de solugdo salina por 15 minutos, sendo que 0 mesmo
procedimento foi feito por FEITOSA et al. (2016) em queijo minas frescal.

O agar recomendado pela IN SDA/MAPA N° 62 é o Agar padrdo para contagem, tendo
sido 0 mesmo utilizado nesta pesquisa. Contudo, outros agares que se diferem dos que a IN
SDA/MAPA N° 62 preconiza, também foram utilizados no desenvolvimento deste
trabalho, com o intuito de pesquisar diferentes microrganismos em diferentes agares. A
utilizacdo de agares diferentes da instrucdo normativa se deu devido a sua disponibilidade
neste estudo (BRASIL, 2003). Contudo, tais agares utilizados atingem o mesmo objetivo de
pesquisar a ocorréncias dos microrganismos S. typhimurium, E. coli e S. aureus.

De acordo com IN SDA/MAPA N° 62 o numero de colbnias desejavel para se
prosseguir com as analises microbioldgicas é entre 25 a 250 col6nias para produtos em
geral. A amostra analisada foi diluida até 1078, e nesta ultima diluicio plaqueada obteve-se
uma contagem de 330 col6nias, através de contagem a olho nu. A IN SDA/MAPA N° 62
recomenda em seu anexo 1V, que procedimentos para contagem de colonias se utilizem de
um contador de coldnias equipado com placa de vidro ou acrilico (BRASIL, 2003). Nesta
placa contendo as 330 coldnias foi calculado o numero de microrganismos presentes na
amostra pela diluicdo 108, obtendo-se 3,3 x 10'° UFC/g.

Para a contagem de S. aureus se utiliza Agar Baird-Parker, onde crescem colbnias
negras, e quando suplementado com solu¢do de gema de ovo que produz um halo
transparente e uma precipitacdo ao redor da colénia (BRASIL, 2003). Para pesquisa de S.
aureus neste trabalho foi usado o Agar Manitol, que possui alta seletividade para S. aureus
(NEOGEN, 2011).

O Agar Manitol Sal é utilizado de forma altamente seletiva para S. aureus e inibindo o
crescimento da maioria das outras bactérias com uma elevada concentragdo de sal. Os S.

aureus quando crescem neste meio de alta concentracdo salina, iniciam processo de
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fermentagdo sobre o manitol de coloragdo vermelha (indica pH), que passam a formar
colonias e halos de coloragdo amarelada como demonstrado na figura 17. Staphylococcus
coagulase-positivo € a denominacao dada a presenca de S. aureus que produz crescimento
exuberante de coldnias e formacéo de halo amarelo (NEOGEN, 2011).

A IN n° 62 (BRASIL, 2003) recomenda que se faca prova de coagulase para
comprovagdo da presenca de S. aureus. Esta prova avalia a capacidade de coagular o
plasma de coelho pela acdo da enzima coagulase produzida pelo mesmo. Este procedimento
ndo foi realizado devido a indisponibilidade de plasma. Dentre as provas complementares
que a IN n® 62 (BRASIL, 2003) preconiza inclui-se a coloracdo de Gram, executada neste
trabalho, que se baseia na observacdo das caracteristicas morfolégicas e tintoriais do
microrganismo. Na coloracdo de Gram foram observados cocos de coloracdo violeta, que
caracterizam bactérias gram-positivas, S. aureus (TORTORA, 2016).

O Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de Queijo Mozzarela
(Muzzarella ou Mussarela) contido na Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) estabelece as
caracteristicas minimas de identidade para o queijo mussarela destinado ao consumo. O
queijo mussarela utilizado nesta pesquisa atende aos critérios de ingredientes obrigatérios e
caracteristicas sensoriais (BRASIL, 1997).

Segundo a Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) os contaminantes organicos e inorganicos,
quando presentes no queijo mussarela, ndo devem estar presentes em quantidades
superiores aos estabelecidos pelo regulamento técnico. No meio Agar Manitol ndo foi
quantificado o numero de S. aureus, apenas foi identificada a presenca do mesmo.
Entretanto, as consideracdes gerais da Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) menciona que 0
leite usado deve ser higienizado por meios mecanicos adequados e pasteurizado, ou até
mesmo passar por tratamentos térmicos assegurando que tenha fosfatase residual negativa.

Os S. aureus além de produzirem diversas toxinas, também crescem bem em ambientes
sob condicbes de pressdo osmdtica elevada, o que pode explicar a sua sobrevivéncia em
queijos. Além disso S. aureus € de facil deteccdo sobre a pele e fossas nasais (TORTORA,
2016). A presenca de S. aureus na amostra testada neste estudo é um indicativo de
desacordo com o regulamento técnico (BRASIL, 1997). LOGUERCIO e ALEIXO (2001)

relatam que em sua pesquisa, 96,67 % das amostras utilizadas em seu trabalho
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apresentaram contaminacgéo por S. aureus acima dos limites estabelecidos pelo regulamento
técnico. No presente trabalho, 100 % da amostra apresentou S. aureus.

Outros pesquisadores como FEITOSA et al. (2016), ANTONELLO et al. (2012),
MORAIS E REZENDE (2013) e MARINHEIRO et al. (2015) também demonstraram em
seus estudos a presenca de S. aureus em diferentes tipos de queijos.

Na propriedade estudada, a ordenha é feita de forma manual, em instalacfes de ch&o
batido, sendo o queijo destinado para consumo da familia. Nao € realizado processo de
pasteurizacdo do leite utilizado para a producdo do queijo. Durante a ordenha ndo séo
realizadas medidas de higienizagdo das méos do ordenhador e dos tetos dos animais,
expondo o leite a contaminacdo por uma variedade de bactérias.

A partir desta descri¢do das condicdes apresentadas na propriedade, é possivel notar que
o leite esta em constante risco de contaminacao por S. aureus e outros agentes, tais como, S.
Typhimurium e E. coli. Estes microrganismos tém como hébitat natural o intestino dos
mamiferos, logo, estdo presentes nas fezes dos animais, que séo liberadas no ambiente onde
é realizada a ordenha, permitindo assim a pré-exposicdo do leite a uma possivel
contaminacéo.

Devido a presenca de S. aureus no queijo mussarela é possivel inferir a contaminacéo
do leite utilizado na sua fabricagédo, devido ao fato desse leite ndo passar por tratamento
térmico. Tal pratica € comum em producgdes artesanais como a realizada na propriedade
estudada, onde se utiliza leite cru para fabricacdo do queijo tipo mussarela e de outros
queijos que podem ser produzidos de forma artesanal. E possivel supor que a presenca de S.
aureus em amostras positivas foi observada devido ao fato de néo ser realizado tratamento
térmico no leite ou ainda, devido a possivel contato com superficies ndo higienizadas
durante a fabricacdo do queijo (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001).

Além da possivel contaminacdo do leite, 0 queijo também foi exposto a contaminagéo
em diversos momentos durante sua fabricacdo, como durante a manipulacdo da massa antes
da filagem, na realizacdo da mesma, na manipulacdo do queijo apés ser fabricado, dentre
outros. Todos estes fatores podem ter influenciado na presenga da bactéria S. aureus na
amostra testada. Outra possivel fonte de contaminagdo do queijo com S. aureus pode ter

sido a propria pele e médos do produtor durante o processo de fabricacdo. De acordo com a
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Portaria n°® 364 (BRASIL, 1997) a cada cinco amostras analisadas no maximo duas
poderiam apresentar valores entre 0 minimo e o aceitavel de 102 UFC/g até o valor de 103
UFC/g, que separa o aceitavel do inaceitavel. Poréem como esta pesquisa foi baseada em
apenas uma amostra e apenas na identificacdo do microrganismo (andlise qualitativa), o
resultado fica inconclusivo quanto aos aspectos quantitativos (nimero de S. aureus por
grama).

De acordo com o capitulo XV da IN n° 64 (BRASIL, 2003), para pesquisa de
Salmonella é utilizado o Agar verde brilhante e outro agar de preferéncia do laboratério.
Posteriormente também é feita uma identificacdo bioquimica e prova de soroaglutinacéo.
Para identificagdo de S. Typhimurium foram utilizados os agares Eosina Azul de Metileno
Holt e Endo LES. Estes meios também possuem seletividade para E. coli. Assim foi
realizada a pesquisa de dois microrganismos com 0S mesmos agares.

O Agar Eosina Azul de Metileno Holt ¢ utilizado para analise de organismos entéricos
patogénicos. Este agar pode ser utilizado para isolamento e diferenciacdo de bacilos
entéricos Gram-negativos, dentre eles E. coli e S. Typhimurium. O Agar Eosina Azul de
Metileno possui um complexo de pH &cido, que faz com que bactérias como E. coli, grande
fermentadora de lactose, produza colénias com um brilho verde metalico. Bactérias S.
Typhimurium neste meio irdo ter um crescimento de colonias incolores (NEOGEN, 2011).

O Agar m-Endo ou Agar Endo LES é um meio utilizado para contagem de coliformes,
especialmente E. coli. Microrganismos como S. Typhimurium apresentam um crescimento
favoravel neste meio, suas col6nias podem apresentar uma coloracdo que varia de rosa a
vermelho. Bactérias como E. coli também possuem um crescimento de bom a excelente,
porém irdo apresentar crescimento de col6nias com coloracdo verde de brilho metélico
(NEOGEN, 2011).

Apbs os procedimentos para a busca de S. Typhiurium e E. coli através dos dois agares,
foi observado que as placas contendo os meios inoculados continuaram integras, nao
apresentando crescimento caracteristico para tais bactérias. A amostra testada de queijo
mussarela desta propriedade no presente estudo foi negativa para S. Typhiurium e E. coli.,

porém foi positiva para S. aureus.
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Diante das condigdes que envolvem a ordenha, devem ser tomadas algumas medidas
afins de mitigar a presenca de tais agentes no queijo mussarela. No momento da ordenha
sugere-se que o ordenhador lave as médos a cada vaca ordenhada, medidas de higienizacéo
dos tetos, aderindo ao uso do pré e pds-dipping. Estas medidas contribuem para a reducédo
da contaminacéo do leite para a diminuigéo da incidéncia de mastite ambiental e contagiosa
nas vacas de producéo.

De acordo com o regulamento técnico de identidade e qualidade de queijos (BRASIL,
1997), deve-se fazer a pesquisa de Listeria monocytogenes, no entanto, neste estudo nao foi
investigada a presenca deste microorganismo..

O antibiograma é um teste utilizado para averiguar a suscetibilidade de uma bactéria
sobre um antibiotico, método usado em laboratdrio e de grande importancia que deve ser de
conhecimento de profissionais da area microbioldgica (TORTORA et al., 2016). Este
procedimento utilizado nessa pesquisa foi usado com o objetivo de averiguar a
susceptibilidade da bactéria S. aureus aos antibiéticos testados. De acordo com Normas de
Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana deve-se haver uma preocupacao
com esta bactéria. Apds procedimento através do agar Mueller Hinton foram mensurados
os halos de inibacdo, que foram comparados com os valores de referéncia da ANVISA.
Observou-se que nenhum dos antibiéticos apresentaram acdo sobre S. aureus, como
demonstrado na tabela 1.

Para medidas de controle seria necessario a pesquisa de um novo antibiético que fizesse
com que a bactéria S. aureus apresentasse susceptibilidade. Porém, pode-se adotar medidas
preventivas, estabelecendo assepsia e reduzindo-se o risco de contaminacdo, afim de evitar-
se agravos para a Saude Publica e a satde animal (NATARO & KAPER, 1998).

Para que a propriedade esteja em dentro dos padr@es aceitaveis preconizados pelo
Ministério da Salde e pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento é é
necessario que a propriedade estabeleca um tratamento térmico do leite/pasteurizacéo e
estabeleca um ambiente mais apropriado para a fabricagdo do queijo, j& que 0 mesmo €

produzido na cozinha dos familiares, sendo inapropriado para fabricacdo (BRASIL, 1997).
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7 CONCLUSAO

Os resultados experimentais deste trabalho demonstram que foi detectado a presenca de
agentes patogénicos como o S. aureus em amostra de queijo mussarela produzido em
propriedade familiar. Contudo, ndo foram detectados outros agentes patogénicos como E.
coli e S. Typhimurium.

A contaminacdo do queijo por S. aureus provavelmente esteve ligada as condicdes de
higiene associadas a ordenha, agua utilizada durante o processo de fabricacdo e a nao
utilizacdo da pasteurizacgéo do leite.

O processo de fabricacdo da mussarela em propriedades familiares deve ser melhor
orientado por técnicos, afim de se evitar contaminacGes e melhorar a qualidade dos

produtos para a salde humana.
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