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RESUMO 

 

O queijo mussarela possui características sensoriais típicas e é obtido a partir da coagulação 

do leite com auxílio de coalho e/ou bactérias lácticas específicas. O objetivo foi proceder à 

análise microbiológica qualitativa de amostra de queijo mussarela produzido em 

propriedade familiar, procurando-se investigar a presença de microrganismos como 

Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para tanto, procedeu-

se a contagem de colônias por meio do ágar Standard, seguida da pesquisa destes 

microrganismos utilizando-se os ágares: Ágar Salmonella shigella, Ágar Eosina Azul de 

Metileno, Ágar Endo LES e Ágar Manitol. Os testes foram complementados com coloração 

de Gram e antibiograma. Obteve-se o crescimento de 330 colônias estimando-se que a 

amostra apresentou 3,3 x 1010 UFC/g. Não foi possível manusear com êxito o ágar 

Salmonella shigella. Os ágares eosina azul de metileno e endo LES não demonstraram 

crescimento característico de S. Typhimurium e E. coli. Foi constatada a presença de S. 

aureus no ágar manitol, que foi confirmada através de coloração de Gram. As colônias de 

S. aureus não apresentaram sensibilidade a nenhum dos 12 antibióticos testados. A 

presença de S. aureus na amostra é um indicativo de que as práticas de produção do queijo 

devem ser revistas, procurando-se melhorar a higiene durante o processo de fabricação. 

Entretanto, como não foi feita uma avaliação quantitativa da presença de S. aureus, não é 

possível avaliar se a amostra testada se encontra dentro ou fora dos padrões aceitáveis 

definidos pelo regulamento técnico da Portaria nº 364 (1997), que rege a fabricação do 

produto. Contudo, devido à resistência das colônias testadas aos antibióticos, sugere-se 

risco elevado para a saúde humana o consumo do queijo em questão. A ausência de 

pasteurização do leite utilizado na fabricação do queijo está em desacordo com o 

regulamento técnico da Portaria N° 364 (1997). Falhas na higiene de ordenha podem estar 

relacionadas com a presença de S. aureus na amostra testada. Não foi demonstrada a 

presença de enterobactérias na amostra. Os resultados sugerem contaminação do queijo por 

S. aureus e ausência de contaminação por Salmonella Typhimurium e Escherichia coli.  

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

aureus e vaca. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Por definição, queijo Mozzarella (Muzzarella ou Mussarela) é o queijo obtido a partir 

da filagem de uma massa acidificada, ou seja, é um produto que se obtêm através da 

coagulação do leite por meio de coalho/enzimas coagulantes, que podem ou não completar 

o ciclo de coagulação com a adição de bactérias lácticas específicas (BRASIL, 1997). 

Relata-se que o queijo era uma forma de preservação 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 búfala, que posteriormente, com a 

imigração 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 Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (ABIQ) o queijo mussarela é 

o mais fabricado e consumido no país (ABIQ, 2019), sendo bastante utilizado para 

fabricação 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 composição. Do ponto de 

vista energético, para cada 100 g de parte comestível, o queijo apresenta 318 kcal, 21,6 g de 

proteína, 24,64 g de lipídios totais, 2,47 g de carboidrato e não possui fibras (IBGE, 2011). 

 Do ponto de vista da composição mineral e vitaminas, em cada 100 g de parte 

comestível de queijo mussarela há 575 mg de cálcio, 21 mg de magnésio, 412 mg de 

fósforo, 75 mg de potássio, 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 proteína, fazendo com que este alimento se destaque sobre 

os demais produtos oriundos do leite em valor nutricional (PERRY, 2004).  

Assim, pode-se afirmar que a mussarela além de ser de fácil produção é um alimento 

rico em nutrientes e fornecedor de energia, minerais e vitaminas para seus consumidores, 

sendo uma boa escolha para composição da mesa brasileira (IBGE, 2011).  

Durante o processo de fabricação do queijo tipo mussarela ocorre a formação e 

liberação de um líquido rico em proteínas, gordura e lactose denominado soro ou lacto-
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soro, que também pode ser utilizado na fabricação de requeijão, sorvetes ricota e bebidas 

lácteas (PINTO, 2010; CARVALHO, 2013; CORTEZ, 2013). 

Para produção de queijo mussarela de boa qualidade é necessário que o produtor 

observe a qualidade microbiológica do leite. Boas práticas higiênicas desde a ordenha, 

passando pela utilização dos utensílios utilizados na produção 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 produção de leite é 

um dos principais pilares da economia brasileira e a qualidade do leite e seus derivados 

também devem ser uma referência em qualidade de produtos de origem animal 

(DREYFUSSO et al., 2001). Decorrente desta grande importância no cenário econômico 

brasileiro é de se perceber que a produção de queijo se intensifica em indústrias de pequeno 

e médio porte, caracterizando uma das principais atividades na indústria de produtos lácteos 

(PINTO, 1996).  

Diante disso é importante que os produtores de queijo se atentem para a qualidade 

microbiológica do queijo. Alguns microrganismos podem causar problemas 

gastrointestinais que podem ou não ser determinados pela quantidade de bactérias presentes 

naquele alimento (TORTORA, 2012). A presença de alguns microrganismos como 

Escherichia coli e Salmonella sp. podem indicar falta de manejo higiênico adequado 

durante a preparação de alimentos. Esses microrganismos são bactérias que colonizam o 

trato digestório de alguns animais. Outras bactérias como Staphylococcus aureus são 

bastante encontradas em ambientes de ordenha e podem causar problemas de intoxicação 

alimentar (PERRY, 2004). 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Os queijos são um tipo de alimento largamente consumido pela população brasileira. 

Existem vários tipos de queijos dentre os quais: queijo minas frescal, minas caseiro, 

mussarela, gorgonzola, cottage, parmesão, ralado, cheddar, provolone, ricota, estepe, reino, 

prato, dentre outros (MILKPOINT, 2014).  
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Esses diversos tipos de queijos podem ao longo de seu processo de fabricação e/ou 

armazenamento serem expostos a contaminantes biológicos (bactérias), físicos (pelos) ou 

químicos (antibióticos) (CORREIA & RONCADA 1997). Esses contaminantes podem ser 

incorporados ao leite que é destinado à preparação do queijo. Tal contaminação pode 

ocorrer durante uma ordenha feita de forma inadequada ou durante o processo de 

fabricação, armazenamento ou transporte do produto (CORREIA & RONCADA, 1997).  

O queijo mussarela é obtido através da coagulação do leite, que ocorre por meio de 

enzimas coagulantes (coalho) como a quimosina. Essas enzimas atuam sobre o leite 

coagulando suas proteínas, e como resultado obtém-se a coalhada. Bactérias ácido-lácticas 

específicas também estão presentes no coalho e podem interferir no processo completando 

o ciclo de coagulação (BRASIL, 1997). 

As bactérias ácido-láticas são um grupo de bactérias anaeróbicas não formadoras de 

esporos, catalase negativa e Gram-positivas. As bactérias lácticas podem estar presentes no 

leite e no soro conferindo sabor, aroma, textura dentre outras características sensoriais 

devido à produção de ácido láctico (THOMÉ DA CRUZ & MENASCHE, 2009). Dentre os 

diversos gêneros existentes as mais relevantes são as dos gêneros Lactobacillus, 

Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, 

Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN, 1998).  

As características sensoriais do queijo mussarela incluem consistência semidura e 

semisuave, textura de fibrosa a elástica com coloração branca a amarelada e ausência de 

crosta. Além disso, o mussarela apresenta de 52 a 60% de umidade e possui odor láctico 

pouco perceptível (BRASIL, 1997).  

Para a produção do queijo tipo mussarela é necessário que se utilize leite com boa 

qualidade, livre de resíduos de antibióticos, baixa contagem de bactérias, bem como baixa 

contagem de células somáticas (ALMEIDA, 2013). Assim, é importante proceder à 

pasteurização do leite antes da sua utilização para a produção do queijo (VIEIRA & 

JÚNIOR, 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 é em seguida resfriado até 38°C através de banho-maria (VIEIRA & 

JÚNIOR, 2006).  

A fabricação da mussarela exige alguns ingredientes obrigatórios tais como o leite, 

coalho e/ou enzimas coagulantes apropriadas e cloreto de sódio. Em sua fabricação é 

opcional a adição de alguns ingredientes como massa acidificada, cultivo de bactérias 

lácteas específicas, leite em pó, creme, cloreto de cálcio, caseinatos, ácidos cítricos, láctico, 

acético ou tartárico (BRASIL, 1997). 

Durante a produção do queijo mussarela, para que ocorra a coagulação do leite é 

adicionado o cloreto de cálcio, juntamente com fermento lático e coalho líquido. Após 40 

minutos é possível observar a coalhada. A enzima quimosina, que está presente no coalho, 

promove a coagulação do leite, fazendo com que ocorra a formação de uma massa densa e 

condensada rica em proteínas coaguladas e gordura, que constitui o coágulo. O coágulo irá 

dar origem à coalhada que é rico em caseína, que é a proteína de maior fração no leite. 

Ainda como resultado desse processo obtém-se o soro, uma fração líquida que se separa do 

coágulo (VIEIRA & JÚNIOR, 2006). Para obtenção da coalhada é necessário que a 

temperatura do leite esteja a aproximadamente 40°C, pH 4,5 e com adequado teor de cálcio 

que irá fazer com que caseínas presentes no leite se liguem com mais facilidade formando a 

coalhada (PERRY, 2004). 

A próxima etapa na produção do queijo, após a obtenção do coágulo será o corte do 

mesmo, com o objetivo de promover a separação do soro remanescente, obtendo-se assim a 

coalhada. Depois de retirar o soro, deixa-se a massa (coalhada) descansar por um período 

de 20 a 30 horas. Em seguida, a massa está pronta para ser filada com água quente a uma 

temperatura de 80 a 85°C. Tal procedimento permitirá que a massa seja moldada dentro da 

forma de preparação 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 o queijo permanecerá na salmoura varia com o peso da massa. Para 

cada um quilograma de queijo produzido, a massa deverá permanecer 20 horas mergulhada 

na salmoura. Ao término da imersão em salmoura, o queijo mussarela encontra-se pronto 

para consumo, devendo ser consumido no prazo entre 90 a 120 dias, e mantido conservado 

a 5°C (VIEIRA & JÚNIOR, 2006). 
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A análise microbiológica do queijo mussarela é normatizada pela Instrução Normativa 

Nº 62 da SDA/MAPA que estabelece os procedimentos para detecção de microrganismos 

mesófilos aeróbicos estritos e facultativos (BRASIL, 2003).  

Para proceder à análise microbiológica do queijo segundo os procedimentos da IN 

SDA/MAPA N° 62, deve-se proceder da seguinte forma: 1) pesar 25 g de queijo e 

adicioná-lo em 225 ml de solução salina peptonada a 0,1 %; 2) homogeneizar a amostra por 

aproximadamente 60 s (segundos) em stomacher; 3) proceder as diluições e 4) semear 1 ml 

de cada diluição em placas de Petri. Imediatamente após, adiciona-se aproximadamente 20 

ml de Ágar padrão 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 colônias serão utilizadas nas posteriores análises para 

calcular o número de microrganismos presentes na amostra.  

O Ágar Methods Standard também conhecido como Ágar padrão para contagem é o 

utilizado para contagem de bactérias presentes em água e alimentos, bem como produtos 

lácteos (NEOGEN, 2011). Este Ágar padrão é o meio indicado para as análises 

microbiológicas em queijos pela Secretaria de Desenvolvimento Agrário (IN N° 62 

SDA/MAPA, 2003).  

O procedimento para contagem de colônias exige a correta observação e aplicação dos 

procedimentos. É recomendado que se faça duplicatas das diluições incubadas, e que a 

contagem seja feita logo após este período. O objetivo das duplicatas é conferir maior 

confiabilidade aos resultados das contagens (IN N° 62 SDA/MAPA, 2003). 

O número de microrganismos será calculado conforme a seguinte equação: R= a x 10b 

UFC/g ou ml, em que R= resultado; a= número de colônias contabilizadas; b= expoente 

correspondente à diluição; UFC= unidade formadora de colônias; g= grama e ml= mililitro 

(BRASIL, 2003).  

Segundo a Portaria n° 451, leite e produtos lácteos devem obedecer aos critérios de 

qualidade microbiológica assim como a mussarela, de acordo com a Secretaria de 

Vigilância Sanitária (BRASIL, 1997). Os requisitos microbiológicos estabelecidos para 

queijo mussarela incluem: a) a cada 5 amostras (n) de um mesmo lote e analisadas b) 2 

amostras (c), no máximo podem apresentar  contagens entre “m” e “M”; d) “m” é o limite 
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que separa o aceitável ou lote com qualidade intermediária; e) “M” é o limite que separa o 

aceitável do inaceitável (BRASIL, 1997).   

Os critérios de aceitação de coliformes/g são os seguintes: quando encontrados em 2 

amostras (c) em uma contagem com um valor maior ou igual à 1000 (m) significa 

qualidade intermediária; quando as amostras “c” possuírem valor maior ou igual a 5000 

(M) significa contagem inaceitável de coliformes (BRASIL, 1997). 

Para estafilococos coagulase positiva/g os critérios de aceitação são 2 (c) com contagem 

aceitável para intermediário, “m” é de 100 microrganismos e aceitável para inaceitável “M” 

é 1000 microrganismos em um total de 5 “n” (BRASIL, 1997).  

Para microrganismos patogênicos como Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, em 

25 g de cada amostra os critérios de aceitação preconizam que a cada 5 “n”, não deve ter 

máximo “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 incubação de 25 g da amostra a 36 °C por 16 a 20 horas em 225 ml de solução 

salina peptonada tamponada. A solução salina peptonada tamponada evita que outros 

microrganismos acidifiquem o ambiente onde estão presentes as bactérias Salmonella. Este 

meio favorece a manutenção do pH, sendo por fim adicionado em Ágar verde brilhante 

vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS) e um outro ágar escolhido pelo laboratório para 

isolamento de Salmonella. Em casos de dúvida, 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 soroaglutinação, onde ocorre reação 

antígeno-anticorpo (BRASIL, 2003). 

Para isolamento de Salmonella sp. também pode ser utilizado o meio Ágar Salmonella 

shigella. Para identificação de S. Typhimurium o inóculo aproximado em placas de Petri é 

de 10 a 300 UFC, tendo reação de colônias incolores com centros pretos. Para identificação 

é necessário que as placas sejam incubadas a 35 °C de 24 a 48 horas (NEOGEN, 2011). 

Vários casos de infecção alimentar são causados principalmente pelo agente 

Salmonella, uma bactéria entérica que possui diversos sorotipos patogênicos para o homem, 

levando à doença conhecida como Salmonelose (SHINOHARA et al., 2006). Salmonella 
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pode contaminar o queijo através de manejo inadequado no momento da ordenha, 

pasteurização ineficiente, em que não se obedece ao tempo e/ou a temperatura de 

pasteurizar. É possível também ocorrer a contaminação do produto através da má 

manipulação na fabricação do queijo com água não potável, mostrando uma carência de 

controle sanitário (TORTORA et al., 2012). 

Para a pesquisa de E. coli O157:h7 é feita a separação imunomagnética e isolamento 

com utilização de Ágar MacConkey Sorbitol (MCS), que quando positivo muda de 

coloração vermelho neutro para vermelho intenso. Provas como de motilidade, produção de 

â-Dglicuronidase e fermentação de carboidratos também podem ser utilizadas como testes 

complementares (BRASIL, 2003). 

As formas de contaminação do queijo por esses microrganismos incluem falta de 

práticas higiênicas durante as etapas envolvidas na preparação do queijo. E. coli quando 

detectada em alimentos como o queijo, sugere a presença de condições 

insatisfatórias/inadequadas com relação a higiene, ou seja, a presença de E. coli indica uma 

contaminação de origem fecal (FRANCO & LANDGRAF, 1996). O consumo de queijo 

com a presença de E. coli indica um risco para a saúde pública (LOGUERCIO & ALEIXO, 

2001).  

Para se obter a contagem de Staphylococcus aureus é necessário inocular as amostras, 

que anteriormente foram plaqueadas em Ágar Baird-Parker, onde o S. aureus irá produzir 

colônias negras. Para confirmação são feitas as provas de coagulase e coloração de Gram, 

que se fundamentam na verificação das características tintoriais e morfológicas do 

microrganismo. Por fim, é feita a prova de catalase que se baseia na liberação de oxigênio 

(borbulhas) produzido pela enzima catalase que decompõe peróxido de hidrogênio 

(BRASIL, 2003). 

A coloração de Gram é um procedimento onde se classifica as bactérias como Gram-

positivas e Gram-negativas. Para que as bactérias sejam coradas é necessário que as 

mesmas sejam aderidas sobre a lâmina de livro, de modo que se preserve diversas partes 

dos microrganismos que se pretende observar. Para os microrganismos serem aderidos 

sobre a lâmina pode-se aquecê-la rapidamente sobre a lamparina/bico de bunsen para que 

se forme um filme (TORTORA et al., 2016). 
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Após a fixação das bactérias com calor é adicionado primeiramente corante cristal 

violeta. Este é um agente descorante que remove a cor violeta de algumas bactérias. Depois 

deste procedimento a lâmina é lavada e iodo é adicionado sobre a lâmina, que 

posteriormente é lavada com água destilada, e a seguir lavada com álcool. Depois do álcool 

ser lavado com água destilada, a lâmina será corada com safranina, que é um corante 

vermelho. Em seguida, novamente a lâmina é lavada e secada para ser observada ao 

microscópio óptico (TORTORA et al., 2016). Os microrganismos caracterizados como 

gram-negativos não sofrem influência sobre o violeta, pois o álcool rompe a camada de 

lipopolissacarídeos, assim fazendo com que a camada de peptideoglicano elimine a cor 

violeta. Porém são coradas de safranina, recebendo coloração rosa que antes disso eram 

incolores (TORTORA et al., 2016).  

A presença de S. aureus é um indicativo de falhas de higiene durante ordenha/produção 

do queijo. Quando ocorre acima da contagem de unidades formadoras de colônia por 

mililitro aceitável, é caracterizado como um alimento que está fora dos padrões aceitáveis 

para consumo. O S. aureus é uma bactéria de grande importância em alimentos 

contaminados que podem levar a gastrenterites alimentares, o que caracteriza a 

epidemiologia das Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA), que possuem alta 

prevalência na população (ZECCONI & HAHN, 2000). 

A contaminação do queijo pode ocorrer antes da pasteurização e após a mesma 

(LOGUERCIO & ALEIXO, 2001). A bactéria S. aureus é um microrganismo que é 

bastante comum sobre a pele e fossas nasais (SANTOS et al., 2007). Este microrganismo é 

o mais comum de se isolar em leite não processado, pós ordenha (ZECCONI & HAHN, 

2000). O ineficaz tratamento térmico ou pasteurização do leite ou uma manipulação com 

baixas condições sanitárias na fabricação do queijo, fazem com que a ocorrência de S. 

aureus seja notável na pesquisa dos microrganismos, podendo-se notar a presença de outras 

bactérias (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001). 

Os microrganismos Salmonella Typhimurium, S. aureus e E.coli são potentes 

causadores de DTA. Tais bactérias são comumente encontradas em queijos, quando não há 

uma fiscalização devido à falta de manejo higiênico e educação sanitária, que trazem risco 

a saúde pública (MARINHEIRO et al., 2015). 
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S. Typhimurium, E. coli e S. aureus podem levar a distúrbios gastrointestinais como 

diarreia e êmese, podendo ocasionar quadros mais severos. A análise microbiológica de 

amostra de queijo mussarela é uma ferramenta importante para detectar a ocorrência de 

microrganismos patogênicos presentes no mesmo. Além disso, quando detectada a presença 

de bactérias causadoras de DTA, é necessário que se faça uma avaliação do processo de 

produção, armazenamento e transporte do produto para diagnosticar a possível origem da 

contaminação (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 água e alimentos é um 

indicativo de contaminação 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 análise da qualidade microbiológica de queijo tipo mussarela produzido em 

pequena propriedade familiar localizada na Fazenda Bela Vista, situada na zona rural do 

município de Aricanduva/MG. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Este trabalho propõe proceder a análise microbiológica de amostra de queijo tipo 

mussarela com enfoque na pesquisa qualitativa de bactérias potencialmente 

causadoras de doenças transmitidas por alimentos.  

• Investigar a presença dos microrganismos patogênicos Escherichia coli, 

Salmonella Typhimurium, e Staphylococcus aureus em amostra de queijo 

mussarela produzido em propriedade familiar. 



 

 

17 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Procedência 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 município de 

Aricanduva/Minas Gerais, situado no nordeste do Vale do Jequitinhonha. 

A propriedade produz queijo artesanal para consumo próprio. A ordenha das vacas é 

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

pós-dipping. 

 

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

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

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

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

 

 

4.2 Processo de fabricação do queijo mussarela 

 

Após a ordenha e passar pelo coador, o leite segue para fabricação do queijo sem passar 

pelo processo de pasteurização. 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 são 

homogeneizados ao leite. O coalho HA-LA
®

 tem como componente principal a enzima 

microbiana quimosina oriunda do fungo Aspergillus niger var. awamori. Após um período 

de 50 minutos é possível observar a formação de um coágulo. Em seguida o coágulo é 

cortado com uma colher de polietileno para obtenção da coalhada, que se separa do soro 

(Figura 3). 
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Figura 3: Material utilizado para formação do coágulo e posterior formação da coalhada. a) coalho a base de 

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

 

A etapa seguinte consiste na adição de água fervente à coalhada, na proporção de três 

litros de água fervente para cada 10 litros de leite. A água utilizada no processamento do 

queijo é oriunda de um poço artesiano, que é tratado de 15 em 15 dias com adição de cloro. 

O recipiente usado para início da preparação do queijo é um latão de leite conforme 

indicado na Figura 2.  

Após um período de três horas, a massa do latão à qual foi adicionada água fervente, 

sofreu o processo de decantação 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 será filada. Para se proceder a 

filagem, a massa que anteriormente estava em saco de pano é cortada em fatias e pesada. 

Em 850 g de massa devidamente pesada é adicionado 40 g de sal iodado e 

aproximadamente 400 ml de água fervente. Com o auxílio de uma forma de polietileno a 

massa será filada (moldada) e deixada no ambiente por mais 6 horas na forma para escorrer. 
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Decorrido este tempo o queijo tipo mussarela estará pronto para o consumo com peso 

aproximado de 750 g (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Queijo mussarela em embalagem após processo de fabricação e pronto para consumo. a) queijo tipo 

mussarela após o processo de filagem em embalagem plástica. 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 plástica foi congelada por 

dois dias. A amostra foi congelada para seu transporte até o município de Unaí em bolsa 

térmica. No município de Unaí a amostra foi congelada por mais 10 dias até o início das 

análises microbiológicas. 

 

4.4 Análises microbiológicas 

 

As análises microbiológicas foram feitas no Laboratório de Ciências Básicas I do 

Instituto de Ciências Agrárias do Campus Unaí 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 álcool a 70% e lamparina a álcool foram utilizadas em vários 

procedimentos. 

Para iniciar as análises microbiológicas, foi obtido um fragmento em forma de cubo de 

aproximadamente 4 cm², retirado do centro da amostra de queijo, que imediatamente foi 

macerado em um cadinho de porcelana previamente esterilizado (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Obtenção de um fragmento da amostra de queijo mussarela para início das análises 

microbiológicas. a) fragmentação da amostra em um cubo de 4 cm². b) amostra fragmentada macerada em 

cadinho para posterior diluição. 

 

  

4.4.1 Diluições seriadas  

 

Após obter o extrato da maceração do queijo mussarela o mesmo foi diluído em nove 

ml de solução salina. As diluições utilizadas foram de 10-1 até a diluição 10-8, em tubos 

Falcon esterilizados (Figura 6) (BEDOYA-SERNA et al., 2015). 
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Figura 6: Diluições seriadas em solução salina (10-1 a 10-8), contendo em cada tubo 1000 l  diluído de queijo 

mussarela.   

 

Para a realização da diluição, foram retirados da amostra diluída na primeira diluição, 1 

ml da solução, que em seguida foi passada de um tubo para outro até a última diluição. Ao 

fim da diluição seriada 1 ml foi descartado para que todos os tubos ficassem com nove ml 

uniformes.  

 

4.4.2 Plaqueamento e inoculação das placas de Petri  

 

Foi preparado e plaqueado meio Ágar nutriente em oito placas de Petri, correspondendo 

ao número de tubos contendo solução salina com a amostra diluída. Logo após as diluições 

seriadas e o plaqueamento, as placas de Petri com Ágar nutriente foram semeadas com 0,1 

ml  de cada diluição (10-1 a 10-8), cada tubo contendo amostra correspondente a uma 

respectiva placa de Petri. Os 0,1 ml de cada diluição foram espalhados com alça de 

Drigalski descartável estéril (Figura 7) (LOUGUERCIO & ALEIXO, 2001). 
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Figura 7: Fotografia das oito placas contendo Ágar Nutriente onde foram semeados 100 l das amostras 

provenientes das diluições seriadas. 

 

Após a semeadura em placas de Petri, as amostras foram incubadas a 37 ºC por 24 

horas.  

 

4.4.3 Observação do crescimento de colônias 

 

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

observado que não houve crescimento de colônias bacterianas (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Placas de Petri contendo Ágar nutriente e amostras diluídas correspondentes às oito diluições 

seriadas. a) as oito placas foram inoculadas com 0,1 ml das diluições de 10-1 a 10-8 e incubadas. b) placa de 

Petri contendo amostras da diluição 10-8 demonstrando que não houve crescimento algum. 
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Diante do não crescimento microbiano em meio Ágar 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 período de aproximadamente 30 dias até sua análise. 

  

4.4.4 Nova metodologia para preparar as amostras 

 

A nova metodologia de preparo das amostras baseou-se na IN SDA/MAPA Nº 62, que 

recomenda a pesagem de 25 g de queijo mussarela para proceder às análises 

microbiológicas (BRASIL, 2003).    

A amostra de queijo pesada foi macerada em cadinho de porcelana e em seguida diluída 

em 225 ml de solução salina por cerca de 15 minutos (Figura 9). Em seguida, procedeu-se à 

realização das diluições (FEITOSA et al., 2016). Novamente foram feitas oito diluições 

seriadas adicionando 1 ml em tubos Falcon contendo nove ml de solução salina. Ao final 

das diluições foram descartados do tubo da diluição10-8 1 ml  para que os mesmos 

mantivessem um volume uniforme. 

Para crescimento de colônias, o meio utilizado na pesquisa foi alterado para Ágar 

Methods Standard, também conhecido como Ágar padrão para contagem (Figura 10).  
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Figura 9: Preparo da amostra de queijo a ser utilizada para as análises microbiológicas. a) pesagem de 25g da 

amostra de queijo para posterior maceração em cadinho e obtenção do extrato de queijo. b) após a amostra ser 

macerada, em Erlenmeyer devidamente estéril foram adicionados à amostra 225 ml de solução salina, sendo a 

mistura agitada por 15 minutos para os procedimentos posteriores.  

 

 

 

Figura 10: Ágar padrão em Erlenmeyer, antes de ser autoclavado. 
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Preparado o Ágar padrão, em seguida ele foi devidamente plaqueado em placa de Petri.  

As placas foram semeadas com 0,01 ml da amostra que foram espalhadas com alça de 

Drigalski descartável estéril, seguindo um padrão de diluições que foram de 10-1 a 10-8.  

Para os testes de isolamento das bactérias Salmonella spp., E. coli e S. aureus foram 

utilizadas triplicatas para obter um intervalo de confiança para cada teste. Ou seja, em cada 

teste foram repicadas três placas a partir da mesma amostra, a fim de eliminar os possíveis 

resultados falso-positivos. 

 

4.4.5 Contagem de colônias e número de UFC/g  

 

As placas com o Ágar padrão para contagem foram semeadas e incubadas em estufa a 

37°C por 24 horas. Finalmente, após as 24 horas as placas foram retiradas da estufa e em 

seguida procedeu-se à contagem do número de colônias presentes para estimar o número de 

microrganismos presentes na amostra. Tais contagens foram expressas em Unidade 

Formadora de Colônias por grama (UFC/g).  

 

4.4.6 Isolamento de Salmonella - Ágar Salmonella shigella  

 

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

meio Ágar Salmonella shigella para incubação das colônias (ANTONELLO et al., 2012). 

 

4.4.7 Isolamento de Staphylococcus aureus - Ágar Manitol  

 

Preparou-se o meio Ágar Manitol para se isolar S. aureus. (Figura11).  O plaqueamento 

foi feito em triplicata. Para tanto, foram feitas estrias com a utilização de alça de Platina 

estéril. Logo após este procedimento as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 

37°C.  

 



 

 

27 

 

 
Figura 11: Ilustração da utilização do Ágar manitol. a) em Erlenmeyer foi preparado o meio, que logo após 

foi levado à autoclave para homogeneização. b) placa de Petri com Ágar Manitol identificado para ser 

incubado em estufa.  

 

4.4.8 Isolamento de coliformes - Ágar Eosina Azul de Metileno 

 

Para a detecção de coliformes utilizou-se colônias do Ágar Standard e repicagem em 

Ágar Eosina Azul de Metileno (Figura 12). A repicagem foi feita com auxílio de uma alça 

de Platina. Após o meio ser preparado, plaqueado e inoculado incubou-se as placas por 24 

horas a 37ºC. Após a incubação observou-se a presença ou ausência de crescimento de 

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

 

4.4.9 Isolamento de Escherichia coli e S. Typhimurium - Ágar Endo LES  

 

O Ágar Endo LES foi preparado para identificação de E. coli e S. Typhimurium (Figura 

13). Durante a preparação deste meio, sua homogeneização foi feita com 1% de álcool 

etílico seguida por aquecimento em micro-ondas. 
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Figura 13: Ágar Endo LES preparado para identificação de E. coli e S. Typhimurium. a) em erlernmeyer, 

antes do seu preparo o ágar apresentou coloração escura. b) após passar por homogeneização em micro-ondas 

e plaqueamento, observe a mudança de cor.  

 

 

4.4.10 Coloração de Gram   

 

Foi realizada a coloração de Gram para confirmação e observação dos microrganismos 

encontrados nas placas que apresentaram crescimento. Foram utilizadas colônias que 

cresceram no Ágar Manitol. Essas colônias foram fixadas em lâminas de vidro e 

submetidas ao processo para coloração de Gram (Figura 14). Em seguida, as lâminas 

coradas foram levadas ao microscópio óptico e observadas em ocular de 100 x com óleo de 

imersão. Procedeu-se a avaliação das características morfológicas e tintoriais das bactérias 

observadas (TORTORA et al., 2012). 

 

Figura 14: Preparação de lâminas para coloração de Gram. a) substâncias utilizadas em coloração de Gram: 

violeta, lugol, álcool e safranina. b) momento em que é adicionado corante sobre a lâmina para que as células 

de corem.    
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4.4.11 Antibiograma  

 

A amostra positiva originária do Ágar Manitol foi utilizada para realização do 

antibiograma, com o intuito de observar a susceptibilidade do S. aureus sobre 12 discos de 

antibióticos. Os antibióticos utilizados foram os seguintes: sulfazotrim, gentamicina, 

ceftriaxona, tetraciclina, oxacilina, novobiocina, cefalotina, cefoxitina, amoxicilina, 

penicilina, enrofloxacina, estreptomicina. Os antibióticos utilizados foram escolhidos em 

função de sua disponibilidade durante a execução deste trabalho.  

Foram preparadas placas de Petri contendo Ágar Mueller Hinton (ANVISA, 2005). As 

placas contendo o ágar foram repicadas com as colônias de bactérias por toda parte do 

meio. Em seguida os discos de antibióticos foram inseridos em três placas de Petri, sendo 

que cada placa continha quatro discos de diferentes antibióticos. Tais placas foram 

incubadas em estufa a 37ºC por 24 horas (Figura 15) (ANVISA, 2005). Neste teste não 

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 Ágar Mueller Hinton 

repicada e com discos de antibiótico pronta para incubação em estufa a 37ºC por 24 horas.  
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Decorrido o período de 24 horas as placas contendo os discos de antibióticos foram 

retiradas da estufa para medição dos halos de inibição.   

 

5 RESULTADOS  

 

 

Os resultados obtidos da contagem de colônias (por meio de contagem a olho nu), 

através do Ágar Standard foram de 3,3 x 1010 UFC/g na diluição 10-8, calculada a partir da 

equação R= a x 10b UFC/g (Figura 16). (BRASIL, 2003). 

 

 

Figura 16: Placa de Petri da diluição 10-8 com 330 colônias bacterianas. 

 

Na tentativa de isolamento de Salmonella sp. não foi alcançado o objetivo, pois o Ágar 

Salmonella shigella não apresentava aspecto gelatinoso, e ao inocular o meio com alça de 

platina contendo as colônias, o mesmo não deslizava sobre o ágar, impossibilitando de 

concluir o procedimento. 

Após repicagem e um período de 24 horas na estufa o Ágar Manitol apresentou um 

crescimento característico de S. aureus (Figura 17). O Ágar manitol mostrou a presença de 

S. aureus, que foi confirmado morfologicamente através da coloração de Gram, porém não 

foi feita a contagem de colônias para obtenção de UFC/g. 
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Na coloração de Gram as células se mantiveram com coloração 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 Ágar Eosina Azul de Metileno e Ágar Endo LES foi demonstrado 

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

 

 

Figura 17: Placas de Petri com Ágar manitol. a) a primeira placa de Petri mostra que houve crescimento de S. 

aureus no meio Ágar Manitol (coloração amarelada do meio). Esta placa pode ser comparada com a segunda 

placa de Petri, que não apresentou crescimento (coloração vermelha). b) placa de Petri demonstrando o meio 

de transição e mudança de cor de vermelho fenol para o amarelo característico de S. aureus.  
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Figura 18: S. aureus após procedimento de coloração de Gram. Microscopia óptica, aumento de 100x. 

Observe que são cocos de coloração violeta, que caracterizam bactérias gram-positivas. 

 

 

Figura 19: Placas de Petri representando que não ocorreu crescimento de colônias. a) Ágar Eosina Azul de 

Metileno sem crescimento de enterobactérias. b) placa de Petri com Ágar Endo LES. Observe que não houve 

crescimento característico de nenhum tipo de microrganismo.  

 

No antibiograma, observou-se que houve a formação de halos de inibição para 10 dos 

12 antibióticos testados (Figura 20). Os halos de inibição foram medidos com régua e 

registrados em milímetros (mm) (Tabela 1). 
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Figura 20: Observe as placas de Petri contendo os discos de antibióticos testados a partir da repicagem de 

S.aureus em Ágar Mueller Hinton. a e b) notar formação de halos de inibição em todos os discos testados. c) 

notar que em dois discos não houve a formação de halos de inibição.   

 

Tabela 1: Halos de inibição para cada disco de antibiótico testado frente a S. 

aureus (valores em mm) (ANVISA, 2005) 

ANTIBIÓTICOS  HALOS DE INIBIÇÃO VALORES PARA 

INTERPRETAÇÃO 

DOS HALOS DE 

INIBIÇÃO 

  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= intermediário; S= susceptível 

 

 

6 DISCUSSÃO  

 

A análise microbiológica de alimentos é uma ferramenta muito utilizada para avaliar a 

qualidade dos produtos consumidos pela população humana (CUNHA et al., 2002). Dentre 

vários trabalhos nesta área, alguns demonstram alta ocorrência de microrganismos 

patogênicos nos alimentos acima dos limites aceitáveis pela Portaria n° 364 (BRASIL/ 

MAPA, 2003).  

As análises microbiológicas realizadas neste estudo, inicialmente se basearam na 

utilização do ágar nutriente. Entretanto, não foi possível observar crescimento microbiano 

em nenhuma das diluições utilizadas com este ágar. Tal fato fez com que as novas 

tentativas de proceder essa análise microbiológica se baseasse nas instruções da IN n° 62 

(BRASIL, 2003). 
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Segundo a IN SDA/MAPA N° 62, para preparo das amostras na análise microbiológica 

se utiliza aproximadamente 25 g ou 25 ml da mesma sobre a qual será adicionado 225 ml 

de solução 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 solução salina por 15 minutos, sendo que o mesmo 

procedimento foi feito por FEITOSA et al. (2016) em queijo minas frescal.  

O ágar recomendado pela IN SDA/MAPA N° 62 é o Ágar padrão para contagem, tendo 

sido o mesmo utilizado nesta pesquisa. Contudo, outros ágares 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 ágares. A 

utilização de ágares diferentes da instrução normativa se deu devido à sua disponibilidade 

neste estudo (BRASIL, 2003). Contudo, tais ágares utilizados atingem o mesmo objetivo de 

pesquisar a ocorrências dos microrganismos S. typhimurium, E. coli e S. aureus. 

De acordo com IN SDA/MAPA N° 62 o número de colônias desejável para se 

prosseguir com as análises microbiológicas é entre 25 a 250 colônias para produtos em 

geral. A amostra analisada foi diluída até 10-8, e nesta última diluição plaqueada obteve-se 

uma contagem de 330 colônias, através de contagem a olho nu. A IN SDA/MAPA N° 62 

recomenda em seu anexo IV, que procedimentos para contagem de colônias se utilizem de 

um contador de colônias equipado com placa de vidro ou acrílico (BRASIL, 2003). Nesta 

placa contendo as 330 colônias foi calculado o número de microrganismos presentes na 

amostra pela diluição 10-8, obtendo-se 3,3 x 1010 UFC/g. 

Para a contagem de S. aureus se utiliza Ágar Baird-Parker, onde crescem colônias 

negras, e quando suplementado com solução de gema de ovo que produz um halo 

transparente e uma precipitação ao redor da colônia (BRASIL, 2003). Para pesquisa de S. 

aureus neste trabalho foi usado o Ágar Manitol, que possui alta seletividade para S. aureus 

(NEOGEN, 2011). 

O Ágar Manitol Sal é utilizado de forma altamente seletiva para S. aureus e inibindo o 

crescimento da maioria das outras bactérias com uma elevada concentração de sal. Os S. 

aureus quando crescem neste meio de alta concentração salina, iniciam processo de 
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fermentação sobre o manitol de coloração vermelha (indica pH), que passam a formar 

colônias e halos de coloração amarelada como demonstrado na figura 17. Staphylococcus 

coagulase-positivo é a denominação dada à presença de S. aureus que produz crescimento 

exuberante de colônias e formação de halo amarelo (NEOGEN, 2011). 

A IN n° 62 (BRASIL, 2003) recomenda que se faça prova de coagulase para 

comprovação da presença de S. aureus. Esta prova avalia a capacidade de coagular o 

plasma de coelho pela ação da enzima coagulase produzida pelo mesmo. Este procedimento 

não foi realizado devido a indisponibilidade de plasma. Dentre as provas complementares 

que a IN nº 62 (BRASIL, 2003) preconiza inclui-se a coloração de Gram, executada neste 

trabalho, que se baseia na observação das características morfológicas e tintoriais do 

microrganismo. Na coloração de Gram foram observados cocos de coloração violeta, que 

caracterizam bactérias gram-positivas, S. aureus (TORTORA, 2016). 

O Regulamento Técnico para Fixação de Identidade e Qualidade de Queijo Mozzarela 

(Muzzarella ou Mussarela) contido na Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) estabelece as 

características mínimas de identidade para o queijo mussarela destinado ao consumo. O 

queijo mussarela utilizado nesta pesquisa atende aos critérios de ingredientes obrigatórios e 

características sensoriais (BRASIL, 1997).  

Segundo a Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) os contaminantes orgânicos e inorgânicos, 

quando presentes no queijo mussarela, não devem estar presentes em quantidades 

superiores aos estabelecidos pelo regulamento técnico. No meio Ágar Manitol não foi 

quantificado o número de S. aureus, apenas foi identificada a presença do mesmo. 

Entretanto, as considerações gerais da Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) menciona que o 

leite usado deve ser higienizado por meios mecânicos 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 condições de pressão osmótica elevada, o que pode explicar a sua sobrevivência em 

queijos. Além disso S. aureus é de fácil detecção sobre a pele e fossas nasais (TORTORA, 

2016). A presença 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 contaminação 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 presença de S. aureus em diferentes tipos de queijos.  

Na propriedade estudada, a ordenha é feita de forma manual, em instalações de chão 

batido, sendo o queijo destinado para consumo da família. Não é realizado processo de 

pasteurização do leite utilizado para a produção do queijo. Durante a ordenha não são 

realizadas medidas de higienização das mãos do ordenhador e dos tetos dos animais, 

expondo o leite a contaminação por uma variedade de bactérias.  

A partir desta descrição das condições apresentadas na propriedade, é possível notar que 

o leite está em constante risco de contaminação por S. aureus e outros agentes, tais como, S. 

Typhimurium e E. coli. Estes microrganismos têm como hábitat natural o intestino dos 

mamíferos, logo, estão presentes nas fezes dos animais, que são liberadas no ambiente onde 

é realizada a ordenha, permitindo assim a pré-exposição do leite a uma possível 

contaminação.  

Devido a presença de S. aureus no queijo mussarela é possível inferir a contaminação 

do leite utilizado na sua fabricação, devido ao fato desse leite não passar por tratamento 

térmico. Tal prática é comum em produções artesanais como a realizada na propriedade 

estudada, onde se utiliza leite cru para fabricação do queijo tipo mussarela e de outros 

queijos que podem ser produzidos de forma artesanal. É possível supor que a presença de S. 

aureus em amostras positivas foi observada devido ao fato de não ser realizado tratamento 

térmico no leite ou ainda, devido a possível contato com superfícies não higienizadas 

durante a fabricação do queijo (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001).  

Além da possível contaminação do leite, o queijo também foi exposto a contaminação 

em diversos momentos durante sua fabricação, como durante a manipulação da massa antes 

da filagem, na realização da mesma, na manipulação do queijo após ser fabricado, dentre 

outros. Todos estes fatores podem ter influenciado na presença da bactéria S. aureus na 

amostra testada. Outra possível fonte de contaminação do queijo com S. aureus pode ter 

sido a própria pele e mãos do produtor durante o processo de fabricação. De acordo com a 
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Portaria n° 364 (BRASIL, 1997) a cada cinco amostras analisadas no máximo duas 

poderiam apresentar valores entre o mínimo e o aceitável de 10² UFC/g até o valor de 10³ 

UFC/g, que separa o aceitável do inaceitável. Porém como esta pesquisa foi baseada em 

apenas uma amostra e apenas na identificação do microrganismo (análise qualitativa), o 

resultado fica inconclusivo quanto aos aspectos quantitativos (número de S. aureus por 

grama). 

De acordo com o capítulo XV da IN nº 64 (BRASIL, 2003), para pesquisa de 

Salmonella é utilizado o Ágar verde brilhante e outro ágar de preferência do laboratório. 

Posteriormente também é feita uma identificação bioquímica e prova de soroaglutinação. 

Para identificação de S. Typhimurium foram utilizados os ágares 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 os mesmos ágares.  

O Ágar Eosina Azul de Metileno Holt é utilizado para análise de organismos entéricos 

patogênicos. Este ágar pode ser utilizado para isolamento e diferenciação de bacilos 

entéricos Gram-negativos, dentre eles E. coli e S. Typhimurium. O Ágar Eosina Azul de 

Metileno possui um complexo de pH ácido, que faz com que bactérias como E. coli, grande 

fermentadora de lactose, produza colônias com um brilho verde metálico. Bactérias S. 

Typhimurium neste meio irão ter um crescimento de colônias incolores (NEOGEN, 2011).  

O Ágar m-Endo ou Ágar Endo LES é um meio utilizado para contagem de coliformes, 

especialmente E. coli. Microrganismos como S. Typhimurium apresentam um crescimento 

favorável neste meio, suas colônias podem apresentar uma coloração que varia de rosa a 

vermelho. Bactérias como E. coli também possuem um crescimento de bom a excelente, 

porém irão apresentar crescimento de colônias com coloração verde de brilho metálico 

(NEOGEN, 2011). 

Após os procedimentos para a busca de S. Typhiurium e E. coli através dos dois ágares, 

foi observado que as placas contendo os meios inoculados continuaram íntegras, não 

apresentando crescimento característico 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 condições que envolvem a ordenha, devem ser tomadas algumas medidas 

afins de mitigar a presença de tais agentes no queijo mussarela. No momento da ordenha 

sugere-se que o ordenhador lave as mãos a cada vaca ordenhada, medidas de higienização 

dos tetos, aderindo ao uso do pré e pós-dipping. Estas medidas contribuem para a redução 

da contaminação do leite para a diminuição da incidência de mastite ambiental e contagiosa 

nas vacas de produção. 

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 não foi 

investigada a presença deste microorganismo.. 

O antibiograma é um teste utilizado para averiguar a suscetibilidade de uma bactéria 

sobre um antibiótico, método usado em laboratório e de grande importância que deve ser de 

conhecimento de profissionais da área microbiológica (TORTORA et al., 2016). Este 

procedimento utilizado nessa pesquisa foi usado com o objetivo de averiguar a 

susceptibilidade da bactéria S. aureus aos antibióticos testados.  De acordo com Normas de 

Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana deve-se haver uma preocupação 

com esta bactéria. Após procedimento através do ágar Mueller Hinton foram mensurados 

os halos de inibação, que foram comparados com os valores de referência da ANVISA. 

Observou-se que nenhum dos antibióticos apresentaram ação sobre S. aureus, como 

demonstrado na tabela 1.   

Para medidas de controle seria necessário a pesquisa de um novo antibiótico que fizesse 

com que a bactéria S. aureus apresentasse susceptibilidade. Porém, pode-se adotar medidas 

preventivas, estabelecendo assepsia e reduzindo-se o risco de contaminação, afim de evitar-

se agravos para a  Saúde Pública e a saúde animal (NATARO & KAPER, 1998). 

Para que a propriedade esteja em dentro dos padrões aceitáveis preconizados pelo  

Ministério da Saúde e pelo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento é é 

necessário que a propriedade estabeleça um tratamento térmico do leite/pasteurização e 

estabeleça um ambiente mais apropriado para a fabricação do queijo, já que o mesmo é 

produzido na cozinha dos familiares, sendo inapropriado para fabricação (BRASIL, 1997). 
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7 CONCLUSÃO  

 

Os resultados experimentais deste trabalho demonstram que foi detectado a presença de 

agentes patogênicos como o S. aureus em amostra de queijo mussarela produzido em 

propriedade familiar. Contudo, não foram detectados outros agentes patogênicos como E. 

coli e S. Typhimurium. 

A contaminação do queijo por S. aureus provavelmente esteve ligada às condições de 

higiene associadas à ordenha, água utilizada durante o processo de fabricação e a não 

utilização da pasteurização do leite.  

O processo de fabricação da mussarela em propriedades familiares deve ser melhor 

orientado por técnicos, afim de se evitar contaminações e melhorar a qualidade dos 

produtos para a saúde humana.  
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