CIENCIA§ SAUDE ANIMAL = e

AVALIACAO MICROBIOLOGICA PARA DETECCAO DE

STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM QUEIJOS TIPO MUCARELA
MICROBIOLOGICAL EVALUATION FOR DETECTION OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS IN CHEESE MUZARELA TYPE

Paulo Henrique Gilio Gasparotto, Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.
Adeilson Cardoso Ferreira, Centro Educacional Sao Lucas, Ji Parana, Rondonia, Brasil.
Renata Benicio Neves Fuverki, Centro Educacional Sdo Lucas, Ji Parana, Rondénia, Brasil.
Jerdnimo Vieira Dantas Filho®, Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.
Cintia Daudt, Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.

* Autor correspondente: jeronimovdantas@gmail.com

Submetido:10/06/2019
Aceito:12/07/2019

Resumo

O queijo e o leite sdo implicados como 0s mais importantes causadores de doencas estafilocdcicas em
todo o mundo. O queijo tipo mucarela é dos alimentos mais produzidos e consumidos em Rondbnia,
porém, devido a sua composicéo fisico-quimica, este produto oferece condi¢cées para o desenvolvimento
de varios microrganismos, entre eles o Staphylococcus aureus, produtor de enterotoxinas termoestaveis.
Desse modo, esses alimentos devem atender a requisitos de qualidade estipulados por legislacGes
especificas. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiol6gica de queijo tipo mucarela
produzidos por laticinios em Rondbnia. Foram avaliadas 156 amostras indicativas de queijo tipo mucarela,
por meio da técnica Petriflm™ Staph Express. Do total de amostras, 5 (3,2 %) estavam em desacordo
com a RDC n° 12/2001, onde duas apresentaram contagens com potenciais para sintese de enterotoxinas
(7,2x10% e 9,0x10% UFC/g), constituindo risco a salde dos consumidores. Foram 83 (53,2%) amostras
apresentaram contagens de <1,0 x 101 UFC/g, 44 (28,2 %) delas ficaram entre concentragdes de 1,1x10 e
1,0x10%2 UFC/g, e 24 amostras (15,3 %) no intervalo de 1,1 x 102 — 1,0 x 108 UFC/g. Esses resultados
apresentam a necessidade de fiscalizacdo quanto as condicGes higiénico-sanitarias pré e pés-
processamento de produtos derivados do leite bovino, para reduzir os riscos a saude publica.
Palavras-chave: Doencas estafilocdcicas; Enterotoxinas; Saude publica.

Abstract

Cheese and milk are implicated as the major causes of staph disease worldwide. Mozzarella cheese is one
of the most produced and consumed foods in Rondénia, however, due to its physicochemical composition,
this product offers conditions for the development of several microorganisms, among them Staphylococcus
aureus, producer of thermostable enterotoxins. Therefore, these foods must meet quality requirements
stipulated by specific legislation. This study aimed to evaluate the microbiological quality of mozzarella
cheese produced by dairy products in Rondbdnia. 156 indicative samples of mozzarella cheese were
evaluated by the Petrifilm™ Staph Express technique. Of the total samples, 5 (3.2%) were in disagreement
with the RDC n°. 12/2001, where two had counts with potential for enterotoxin synthesis (7.2x10° and
9.0x102 CFU/g), constituting a health risk. of consumers. 83 (53.2%) samples had counts of <1.0 x 101
CFU / g, 44 (28.2%) of them were between 1.1x10 and 1.0x102 CFU/g, and 24 samples (15.3%) in the
range 1.1 x 102 - 1.0 x 10% CFU/g. These results present the need for inspection regarding the hygienic-
sanitary conditions before and after processing of dairy products to reduce the risks to public health.
Keywords: Enterotoxins; Public health; Staphylococcal diseases.
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Introducao

Com o notavel crescimento da populacdo mundial foi necessario criar sistemas de
producdo de alimentos mais eficientes para suprir as demandas cada vez maiores e
consumidores mais atentos a qualidade dos alimentos!. A globalizacdo aumentou os
problemas relativos a qualidade dos alimentos e a preocupac¢do dos 6rgdos sanitarios, e
as doencas transmitidas por alimentos (DTA’'s) hodiernamente sdo um grande problema
para a saude publica em todo o mundo?.

No tocante a saude publica, os alimentos destinados ao consumo humano devem
atender as caracteristicas regidas por legislacdes pertinentes a sua qualidade. Devem
estar em conformidade ndo somente no que diz respeito aos padrées nutricionais, mas
também microbiolégicos®. De acordo com os dados do Center of Diseases Control
(CDC) de 20094 nos Estados Unidos foram quantificados aproximadamente cerca de
38,6 milhdes de casos anuais de doencas gastrointestinais, das quais cerca de 13,6
milhdes (36 %) séo atribuidas as DTASs, e dentre 0os microrganismos associados a estes
casos, 0 Staphylococcus aureus representa cerca de 4,5 % das infec¢des. Quanto as
toxinfecgbes, o género Staphylococcus é responsavel por aproximadamente 45 % dos
casos em todo mundo, sendo um dos mais importantes microrganismos patogénicos
implicados em toxinfec¢des alimentares?.

As doencas estafilocdcicas ndo sdo de notificacdo compulsoria e assim é dificil
mensurar de maneira precisa a sua real incidéncia, mas sabe-se que 100 % dos surtos
de intoxicacdo estafilocécica (IE) em humanos, sdo de origem alimentar. Segundo
pesquisas realizadas recentemente, amostras de S. aureus enterotoxigénicos foram
isoladas em diversos produtos alimenticios como, leite pasteurizado, queijo artesanal e
industrializado, iogurte caseiro, leite em pé, achocolatados, sorvetes e outros derivados
lacteos. Nos Estados Unidos estima-se que o percentual de individuos hospitalizados
por |IE seja algo em torno de 18 e 0,02% de casos fatais®.

O leite e seus derivados sdo, de longe, os alimentos mais implicados como
principais veiculadores de doencas estafilocécicas em todo o mundo. O queijo tipo
mucarela produzido a partir de leite pasteurizado € um dos queijos mais produzidos e
consumidos no Brasil, portanto, deve-se atentar para sua qualidade assegurando a
saude dos seus consumidores. Partindo dessa ideia, o leite como matéria prima para o
processo de fabricacdo de diversos tipos de queijos, esta diretamente relacionado com a

qualidade final desses produtos?2.
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Diante dessa preocupacdo, oOrgdos oficiais criaram diversos programas para a
melhoria da qualidade do leite para consumo e como matéria prima. Assim, em 2001 foi
publicada a Instrucdo Normativa (IN) n° 51, que regulamenta a identidade e qualidade
dos diversos tipos de leite no Brasil, e no ano de 2011, a IN 62, que revogou alguns itens
da instrucéo anterior e alterou os padrdes limites para a qualidade microbioldgica®.

Assim como o leite fluido, os tipos de queijo, inclusive o tipo mucarela, séo regidos
por regulamentos técnicos de identidade e qualidade especificos, e com o intuito de
regulamentar e dar suporte a cadeia deste produto, foi publicado através da portaria N°
364, de 4 de setembro de 1997, o Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e
Qualidade do Queijo Tipo Mucarela. Da mesma forma, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) através da RDC N° de 2001, estabelece os padrbes de qualidade
microbiolégicos para alimentos’.

Com base nas legislacdes vigentes, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a
gualidade microbiologica, com enfoque no género Staphylococcus, de queijos tipo
mucarela produzidos em industrias lacteas no Estado de Rondb6nia, que operam sob
Servico de Inspecdo Federal (SIF), Estadual (SIE) ou Municipal (SIM), por meio de
levantamento de dados no Laboratério de Analise em Alimentos e Agua Qualitta, situado
em Ji-Parana, Rondénia.

O objetivo como o trabalho foi avaliar a qualidade microbiol6gica de queijos tipo
mucarela produzido em usinas de beneficiamento localizadas dentro do estado de
Rondbnia quanto a presenca da bactéria Staphylococcus aureus, contribuindo com a

formacéao do perfil microbiol6gico e epidemioldgico destes produtos.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Analise em Alimentos e Agua Qualitté,
localizado no municipio de Ji-Parana-Rondbnia, como estagio académico sendo
responsabilidade do Departamento de Medicina Veterinaria do Centro Educacional S&o
Lucas.

A empresa recebeu amostras indicativas de queijo tipo mucarela para analise
microbioldgica, encaminhadas por industrias localizadas no estado de Rondonia, nas
guais foram realizadas contagens de Staphyloccocus aureus coagulase-positiva para

verificar a inocuidade do produto e avaliar o processo de producéo e seus programas de
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autocontrole. Para a contagem de S. aureus foi utilizado o método de contagem padréo
em placa, com o meio de cultivo comercial Petrifiim™.Staph Express (Figura 1), para

enumeracdo de S. aureus coagulase-positiva®.

Figura 1 — Contagem padrdo em placa Petriflm™.Staph Express para enumeracdo de S. aureus
coagulase-positiva. Fonte: Souza®.

As amostras eram constituidas por produto acabado de queijo tipo mucarela,
identificado e padronizado em pecas de 4 kg, onde eram identificadas e especificadas,
guanto a data, hora, temperatura no momento da colheita e transporte. De acordo com
as informacgdes do RDC n° 12 (7), realizou-se a colheita, bem como outros dados que
pudessem auxiliar nas atividades analiticas.

No laboratorio, as amostras ainda dentro de suas embalagens foram desinfetadas
com alcool 70 % e, em ambiente de capela de fluxo laminar, foram abertas, pesadas,
fatiadas e retiradas em porgdes de 25 g, as quais seguidamente, foram dispostas em
embalagens estéreis (3M) proprias para o método e acrescidas de 225 mL de agua
peptonada tamponada 0,1 %, previamente preparadas, para obtencdo da primeira
diluicdo 10! (proporcéo 1:10)°.

Apés pesadas e diluidas, as amostras foram homogeneizadas durante 1 min no
equipamento Stomacher, ver figura 2, para posterior realizacdo das diluicbes seriadas
seguintes concentragdes, 102 e 103. Aliquotas de 1,0 mL de cada diluicdo seriada foram
inoculadas por pipetagem em placas de Petriflm™ Staph Express identificadas de
acordo com cada diluicdo e posteriormente incubadas a 37°C nas estufas por 48 horas,

assim como Souza® realizou.
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Figura 2 — Homogeneizador Stomacher. Fonte: Arruda?°.

Em seguida a incubacédo, as placas de Petrifilm™ foram avaliadas em contador de
colénias para identificacdo de colbnias tipicas de S. aureus coagulase-positivas e sua
enumeracdo. Os célculosde UFC/g foram obtidos por meio da multiplicacdo do nimero
de unidades formadoras de colbnias encontradas na placa pelo inverso da diluicdo
utilizada, assim como Milian! executou.

Posteriormente, com os resultados obtidos, foram realizados os laudos analiticos,
os quais foram encaminhados as industrias requisitantes, com copia arquivada no banco
de dados de laudos do laboratério para futuras avaliacbes. A partir deste banco de
dados, realizou-se o levantamento para identificar os laudos emitidos referentes a
contagem de Staphyloccocus aureus coagulase-positiva nas amostras de interesse, da

mesma maneira que Milian?, Bandeira et al.3 e Olivindo et al.°.

Resultados e Discussao

Os resultados foram dispostos em intervalos de valores de contagens e
comparados com a legislacdo RDC n°12 de 2001, para verificar se os produtos estavam
em conformidade com as especificacdes da normativa. Das 156 amostras analisadas
pelo laboratério, 5 (3,2 %) estavam em desacordo com os padrbes minimos requeridos
pela normativa RDC n°12 (Tabela 1), que estabelece limite maximo de 102 UFC/g, que
apresentaram valores de UFC bem acima do limite permitido, onde trés demostraram
contagens entre 1,1x10% — 5,0x10°UFC/g e duas com valores acima de 5,1x10% UFC/g
(Tabela 2). Essa proporcdo indica a importancia do controle microbiolégico destes
produtos de maneira sistematica, contribuindo assim, para a qualidade e evitando riscos

a saude publica®®.
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Tabela 1 — Percentual de amostras analisadas de queijo tipo mucarela produzidas de acordo ou
desacordo com os padrdes microbiolégicos estabelecidos pela legislacao.

Queijo Amostras analisadas Percentual (%)
De acordo 151 96,80
Em desacordo 5 3,2
N° de amostras 156 100,00%

Os resultados apresentados na tabela 1 estdo em desacordo com o encontrado por
Marinheiro et al.'? e por Reginato et al.11, que ao analisarem amostras de queijo, mais 75
% estavam em desacordo com os limites estabelecidos pela RDC n°12. Segundo Buzi et
al.*2, na cidade de Alfenas—MG, 100 % apresentaram contagens de Staphylococcus spp.
acima do limite estabelecido pelo RDC n°12.

Uma das amostras desse trabalho destacou-se por apresentar 9,0 x 10% UFC/g,
além de ndo atender aos limites minimos da legislacdo, essa quantidade se torna
potencialmente capaz de produzir enterotoxinas em concentracdo suficiente para
desencadear surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica, conforme Santana et al.?,

Bandeira et al.® e Vieirals.

Tabela 2 — Unidade Formadora de Colbnia de Staphylococcus aureus nas amostras de queijo tipo

produzidas.
UFClg N° de amostras Percentual (%)
<1,0 x 10¢ 83 53,20
1,1x10*-1,0x 102 44 28,20
1,1x10>?-1,0x 108 24 15,30
1,1x10%-5,0x 108 03 1,90
>5,1x 103 02 1,20
Total 156 100,00

Conforme observado na tabela 2, resultados semelhantes foram observados por
Souza®, no municipio de Caldas-MG, que ao analisar 80 amostras de queijo Minas
Frescal, descreveram a presenca de S. aureus em 50 % delas, com valores médios em
torno e 10° UFC/g. No presente trabalho foram 83 das amostras (53,2 %) analisadas
apresentaram contagens igual ou inferior a 1,0x10* UFC/g, sendo 44 amostras (28,2 %)
com contagens entre 1,1x10! - 1,0x10%> UFC/g e 24 amostras dentro do intervalo de
1,2x10?% - 1,0x10% UFC/g, todas dentro dos limites estabelecidos pela normativa RDC
n°12 de 2001. Esses resultados se mostraram conforme os encontrados por Mendonca®®

gue ao analisar amostras de queijo elaborados com leite, encontraram-se em
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conformidade com a legislacdo. Avaliacdes realizadas por Quintana e Carneiro!’ em 60
amostras de queijo tipo mucarela provenientes de um laticinio localizado no municipio de
Morrinhos-GO, também demostraram contagem de S. aureus coagulase-positiva dentro
dos padrbes estabelecidos pela legislacao.

Esta pesquisa apresentou em um das amostras contagem de 7,2x103 UFC/g, valor
preocupante, porque vale ressaltar que amostras indicativas foram encaminhadas ao
laboratério para avaliar a qualidade microbiolégica de todo um lote. Esses valores
mostraram-se bem acima dos resultados obtidos por Bandeira et al., que ao analisarem
gueijos tipo mucarela, observaram que uma das amostras (25 %) mostrou valor na
ordem de 1,47 x 103 UFC/g, acima do limite maximo estabelecido pela RDC n°12, e
muito préximo do valor requerido para a producdo de enterotoxinas, e trés (75 %)
apresentaram valores satisfatérios, onde uma néo apresentou crescimento, uma com
valor 1,2x10'UFC/g e outra com valor na ordem de 1,34x10* UFC/g.

Resultados similares também foram encontrados por Vieira et al.}4, ao analisar
presenca de S. aureus em queijos coalhos ndo maturados no municipio de Sobral-CE,
onde obteve crescimento em todas as amostras, sendo 80 % delas identificadas como
coagulase-positiva. As contagens variaram de 2,9x103UFC/g a 9,0x10* UFC/g, valores
extremamente preocupantes.

No entanto, Santana et al.? averiguou contaminacdo por S. aureus inferior em
gueijos coalho comercializados na cidade de Aracaju-SE, onde havia presenca de 47 %,
porém com auséncia de enterotoxinas. Algumas amostras desta pesquisa apresentaram
resultados na ordem de 1,2x10° UFC/g, 2,0x10° UFC/g e 1,9x10® UFCl/qg,
respectivamente. Tais valores sdo semelhantes aos averiguados por Bandeira et al.2.
Esses resultados podem ser explicados pela contaminacdo apdés 0 processo de
producdo do queijo, sugestivo de uma condicdo higiénico-sanitaria ineficiente do
processo ou contaminacéo na manipulacéo dos envolvidos no processo de producéo’.

Segundo Apolinario et al.’®, durante o processamento de queijo, os manipuladores
podem ser responsaveis pela contamina¢do, uma vez que a bactéria S. aureus pode
estar presente nos bracos, antebracos e méos desses manipuladores e o contato do
gueijo com estes ocorre em etapas posteriores a pasteurizagdo. Com o objetivo de
identificar falhas de higienizacéo, Oliveira'® avaliou os niveis de contaminagdo das maos
dos manipuladores de laticinios em trés momentos distintos; antes dos trabalhos na

industria, apos higienizagdo das méaos e durante as rotinas de tarefa. Assim, observou
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aumento significativo nos percentuais de contaminacdo nas trés etapas do
processamento da mucarela.

O mesmo foi observado por Apolinario et al.*®>, onde avaliou o processo de
fabricacdo de queijo prato em um laticinio de Lavras-MG, para identificar as principais
fontes de contaminacao por S. aureus e Staphylococcus produtores de coagulase, onde
foram observados contagens elevadas nas méaos ou antebracos dos manipuladores.
Apesar da eficicia do tratamento térmico ter eliminado a populacdo de Staphylococcus
Spp. as etapas posteriores a pasteurizacdo comprometeram a qualidade do produto final.

Com o intuito de avaliar a provavel linhagem (humana ou bovina) de S. aureus e
sua correlacdo com o perfil higiénico-sanitario'®?°, os pesquisadores colheram e
avaliaram duzentas e dezoito (218) amostras de queijo tipo em diferentes etapas do
processamento de trés industrias de laticinios na cidade de Goiana-GO. Das 218
amostras avaliadas 58,2 % (127) apresentaram presenca de S. aureus das quais foram
isoladas quatrocentos e dezenove (419) linhagens e a partir dessas 92,6 % (388) foram
avaliadas quanto a sua provavel origem bovina ou humana. Das 388 linhagens 62,1 %
(241) foram de provavel origem humana e 3,9 % com tendéncia humana. Outros 23,4 %
(91) foram de provavel de origem bovina, 5,7 % com tendéncia bovina e 4,9 %

indefinida, resultados relativamente concomitantes de Arruda?° e Israel et al.??.

Considerac0es finais

Diante dos resultados obtidos e apesar da grande maioria das amostras se
mostrarem dentro dos limites estabelecidos pela RDC 12, pode-se concluir que os
problemas com a contaminacdo dos produtos durante e apds o processo de producdo
ainda sdo constantes e existem falhas nas condi¢Bes higiénico-sanitarias durante o
processamento. Assim, medidas de autocontrole como BPF, PPHO e APPCC devem ser
mais efetivas durante a producéo, assim como a assisténcia continuada aos produtores
da matéria-prima com o intuito de contribuir para a producdo de um leite com menor
contaminacao, tendo em vista que a carga bacteriana inicial influencia diretamente na
qualidade o produto final. Este fato é preocupante, pois a presencga de patdgenos, como
o Staphylococcus aureus, pode levar a quadros de intoxicagdo alimentar.

Amostras que apresentaram altas cargas bacterianas constituem um risco a saude

dos consumidores, seja pela acdo dos microrganismos ou pela acdo das enterotoxinas
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passiveis de serem produzidas. E importante que os 6rgdos de fiscalizacdo adotem
medidas mais rigorosas nos estabelecimentos para garantir um produto inécuo para 0s
consumidores.

Muitos trabalhos tém demostrado a capacidade de producéo de enterotoxinas pelo
género Staphylococcus spp., tanto em espécies coagulase-positivas quanto negativas,
inclusive na ocorréncia decontagens bacterianas inferiores ao limite estabelecido pela
legislacdo. Dessa forma, torna-se necessaria uma reavaliagdo dos padrbes
microbioldgicos estabelecidos pela legislagcdo brasileira para Staphylococcus
enterotoxigénicos em alimentos, uma vez que tais padrées correlacionam a producao da
enzima coagulase com a capacidade de producao de enterotoxinas.

Portanto, apesar dos esfor¢os técnicos e legais para o controle microbioldgico em
gueijos, o risco de contaminacdo pré e p0s- processamento existente, pde em risco a

saude publica.
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