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RESUMO

Staphylococcus aureus se destaca como um dos principais microrganismos
causadores de infeccdo, tanto no homem como em animais. Entre os animais
destaca-se a mastite bovina, doenca resultante da inflamacéo da glandula mamaria.
O microrganismo possui varios fatores de viruléncia que contribuem para sua
colonizacdo, dentre eles a producédo da Toxina 1 da Sindrome do Choque Toéxico
(TSST-1). Em humanos pode ocasionar febre, exantema, hipotensdo e o
comprometimento de multiplos 6rgaos. A atividade superantigénica da TSST-1 pode
contribuir para a evolugdo da mastite animal comprometendo a qualidade do leite
produzido, matéria-prima utilizada na elaboracdo de produtos lacteos, em especial
queijos. Assim o Queijo Minas Artesanal (QMA), produzido a partir do leite cru, pode
se tornar um potencial veiculo de agentes patogénicos e, conseguentemente,
contribuir com a disseminacéo de linhagens de Staphylococcus produtoras de TSST-
1 entre a populacdo consumidora. A fim de verificar tal possibilidade foram
analisadas amostras de QMA produzidas nas microrregides do Serro, Cerrado e
Canastra. Foram isoladas 25 amostras de Staphylococcus coagulase positiva
provenientes de 25 produtores. A capacidade dos isolados de produzir a toxina foi
avaliada pelo método de Optimum Sensitive Plate (OSP), quanto as caracteristicas
das amostras analisadas, o tempo de cura foi em média, de 22 dias e a maioria
maturados sob refrigeracdo. A analise dos resultados revelou que, dos 25 pequenos
produtores avaliados, 21 produziam Queijo Minas Artesanal que nao atendiam a
tolerancia méaxima estabelecida pela Legislacdo vigente quanto ao parametro
Staphylococcus coagulase positiva (maximo 10° UFC/g) e, das amostras que nao
atendiam o padréo, 9 eram potencialmente capazes de causar intoxicacado alimentar
por apresentarem contagem superior a 10° UFC de Staphylococcus coagulase
positiva/g. Embora tenha-se obtido elevada contagem do microrganismos, que pode
ser resultante da ma qualidade da matéria-prima utilizada, da utilizacao do leite ndo
pasteurizado, como também possiveis falhas nas boas préaticas de fabricacao,
nenhum dos isolados era produtor de TSST-1. Isso demonstra que as amostras de
gueijo, das microrregifes do Serro, Cerrado e Canastra apresentam baixo risco de
disseminacgéao de linhagens produtoras de TSST-1, entre a populagcdo consumidora.

Palavras-chave: Staphylococcus, TSST-1, Mastite Animal, Queijo Minas Artesanal.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus stands out as one of the main microorganisms causing
infection, both in humans and animals. Among the animals the bovine mastitis, a
disease resulting from inflammation of the mammary gland. The micro-organism has
several virulence factors that contribute to your settlement, among them the Toxin
production of toxic shock syndrome 1 (TSST-1). In humans can cause fever, skin
rash, hypotension and multiple organ involvement. The superantigénica activity of
TSST-1 may contribute to the evolution of animal mastitis compromising the quality of
milk produced, raw material used in the production of dairy products, especially
cheese. Thus the Artisan Minas cheese, made from raw milk, can become a potential
vehicle of pathogens and thereby contribute to the spread of Staphylococcus strains
producing TSST-1 between the consumer population. In order to verify such a
possibility were analyzed samples of Artisan Minas cheese produced in micro-
regions of Serro, Cerrado and Canastra. Were isolated 25 sample Staphylococcus
coagulase positive from 25 producers. The ability of the isolates to produce the toxin
was evaluated by the method of Optimum Sensitive Plate (OSP), as the
characteristics of samples analysed, the healing time was on average 22 days and
most matured under refrigeration. The analysis of the results showed that, of the 25
small producers evaluated, 21 produced Artisan Minas cheese that did not meet the
maximum tolerance established by current legislation regarding coagulase positive
Staphylococcus parameter (max 103 CFU/g) and , which samples did not meet the
standard, 9 were potentially capable of causing food poisoning for presenting more
than 10° CFU/g count of coagulase positive Staphylococcus/g. Although have
obtained high count of the microorganisms, which can be as a result of the poor
quality of the raw material used, the use of unpasteurized milk, as well as potential
failures in good manufacturing practices, none of the isolates was producer of TSST-
1. This demonstrates that the cheese, samples of the micro-regions of Serro,
Cerrado and Canasta low risk of dissemination of TSST-1-producing strains, among
the consumer population.

Key words: Staphylococcus, TSST-1, Animal Mastitis, Artisanal Minas Cheese.
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1 INTRODUCAO

A contaminagcdo de humanos e animais por microrganismos patogénicos tem tido
destaque na literatura, especialmente pelos problemas causados aos hospedeiros,
assim como pela dificuldade de se evitar a proliferacdo desses agentes quando
encontram condi¢des adequadas para o seu desenvolvimento, sobretudo condicdes

ambientais.

Dentre os microrganismos causadores de infeccdes em animais com possivel
transmissdo para humanos destacam-se as bactérias do género Staphylococcus, as
quais apresentam caracteristicas que permitem classifica-las em diferentes
espécies. Dentre elas Staphylococcus aureus que é comumente conhecida pela

capacidade potencial de causar infeccoes em humanos e rebanhos bovinos.

S. aureus esta entre 0s principais microrganismos causadores da mastite bovina,
uma infeccdo que se caracteriza por uma inflamacdo da glandula mamaéria,
resultando em um quadro clinico ou sub-clinico, que compromete a qualidade do
leite utilizado na producado de queijos. A presenca de linhagens enterotoxigénicas de
Staphylococcus pode resultar na producdo de enterotoxinas capazes de
desencadear surtos de intoxicacdo alimentar. A enfermidade é caracterizada por
diarreia, vomito, dores de cabeca, nauseas, dores abdominais e sudorese. O
periodo de incubacdo pode variar de 30 minutos até 8 horas, mas na maioria dos
casos, 0s sintomas aparecem entre 2 a 4 horas apds a ingestdo do alimento
contaminado (RODRIGUES et. al., 2004).

Dentre os fatores de viruléncia que contribuem com a habilidade do microrganismo
de colonizar a glandula mamaria e desenvolver o processo inflamatorio destaca-se a
Toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1). Essa toxina é um polipeptideo
de cadeia simples de 22 kDa, ndo glicosilada, sem pontes dissulfidicas com
propriedades biol6gicas comuns a outras exotoxinas pirogénicas e superantigénicas
(GAMPFER et al., 2002; DINGES et al., 2000).
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Em seres humanos, a TSST-1 possui forte associagcdo com o periodo menstrual,
como também pode ocorrer apdés uma cirurgia por infeccdo do local onde foi
realizada a cirurgia. Os sinais e sintomas incluem febre, erupcdo cutanea,
descamacdo e hipotensdo. Considera-se, também, que a TSST-1 tem um papel
crucial na sindrome de Kawasaki, ha dermatite atdépica e doenca exantematosa
semelhante a Sindrome do Choque Toxico (SST) neonatal (GAMPFER et al., 2002).

Os primeiros relatos dos sintomas em humanos, foram observados em estudos
realizados por Todd et al. (1978), quando observaram sete criancas, sendo quatro
meninas e trés meninos com idade entre 8 e 17 anos. Elas apresentavam sintomas
idénticos como febre alta, vomito, diarreia, erupc¢do cutanea, baixa pressao
sanguinea, descamacdo da pele das palmas das mao e pés, envolvimento
multissistémico. Os sintomas eram apresentados entre 7 a 10 dias apds o inicio da
doenca. Foi observado que todos os pacientes tiveram descamacdo das palmas das
mao e planta dos pés. Um paciente teve gangrena dos dedos dos pés, e houve 06bito

de um paciente.

A colonizacdo da glandula mamaria por Staphylococcus spp compromete a
qualidade do leite produzido trazendo risco a saude do homem que o0 consome tanto
a forma in natura quanto na forma de derivados como queijo. A qualidade do queijo
também é comprometida quando ndo ha o emprego de boas praticas de higiene na
sua fabricacdo ou quando ndo sdo maturados por periodo suficiente para o efeito
desejado (SOARES et al., 2018). O queijo mineiro, em especial 0 Queijo Minas
Artesanal apresenta grande aceitabilidade entre os consumidores, além de possuir
extrema importancia econémica para o estado, devido a geracdo de renda para 0s
pequenos produtores da Agricultura Familiar (BEZERRA 2010; DORES; FERREIRA,
2012).

Apesar disso, poucos sdo os estudos relacionados a producdo de TSST-1 por
linhagens de Staphylococcus isoladas de alimentos, em especial de amostras de
gueijo.

Diante do exposto o presente trabalho se propde a avaliar se o consumo do QMA

produzido nas microrregides do Serro, Cerrado e Canastra apresenta um potencial
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risco, de disseminar linhagens de Staphylococcus produtoras de TSST-1, entre a

populacdo consumidora do QMA.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Caracterizar o potencial risco de disseminacdo de linhagens de Staphylococcus
coagulase positiva, produtoras da Toxina 1 da Sindrome do Choque ToOxico entre
membros da populacdo das microrregides do Serro, Cerrado e Canastra, por meio

do consumo de Queijo Minas Artesanal.

1.1.2 Especificos

Coletar amostras de queijo de propriedades queijeiras localizadas em

diferentes municipios mineiros.

e Avaliar a qualidade microbiolégica das amostras coletadas, de acordo com 0s

parametros estabelecidos pela legislacdo vigente RDC N°12.

e Testar a capacidade de producdo da Toxina 1 da Sindrome do Choque

Toxico pelas linhagens de Staphylococcus selecionadas.

e Avaliar a distribuicdo de linhagens de Staphylococcus produtoras de Toxina 1
nas amostras de queijo artesanal coletadas nas microrregides do Serro,

Cerrado e Canastra.



14

1.2 JUSTIFICATIVA

Embora a ocorréncia da Sindrome do Choque Toéxico seja de causas multiplas
pouco se sabe sobre a Sindrome do Choque Téxico estafilocécica no Brasil e as
principais fontes de disseminacédo de linhagens de Staphylococcus produtoras de
TSST-1 entre a populacdo. Considerando ainda a natureza do Queijo Minas
Artesanal , ser elaborado a partir de leite cru e a elevada presenca de
Staphylococcus coagulase positiva nesse produto acredita-se que 0 queijo possa ser
um potencial veiculo de disseminacgéo entre a populacao de linhagens produtoras de
TSST-1 , podendo contribuir com a ocorréncia de episédios de choque toxico,

pouco diagnosticado em nosso meio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphylococcus spp.

2.1.1 Caracteristicas do microrganismo

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, ordem Bacillales,
classe Bacilli e filo Firmicutes. Foi descrito pela primeira vez no ano de 1878 por
Robert Kock, que o isolou em material purulento em um de seus pacientes. Em
1880, o cirurgido escocés, Alexander Ogston, associou o género a um grande

namero de doencas piogénicas que acometiam o homem (BAIRD-PARKER, 1990).

Segundo Euzéby (2012), este género € composto por 47 espécies e 24
subespécies, subdivididos em dois grupos conforme sua capacidade de produzir a
enzima coagulase. As principais espécies coagulase positiva sdo S. aureus, S.
hyicus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini e S. lutrae. Cerca de
metade das espécies de estafilococos coagulase-negativa coloniza naturalmente o
homem, incluindo-se dentre eles S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus,
S. lugdunensis, S. xylosus, S. warneri, S. simulans, S. saccharolyticus, S. auricularis,
S. caprae, S. pasteuri, S. vitulinus, S. pettenkoferi (Euzéby, 2011).

Staphylococcus sdo classificados, de acordo com a sua afinidade aos corantes
basicos utilizados na técnica de coloracdo de gram, como bactérias gram-positivas,
em forma de cocos, isolados ou em pares, tétrades ou cachos. Sdo anaerdbias
facultativas, pois vivem em meios aerdbios utilizando oxigénio, mas podem viver
facultativamente, em meios anaerébios por meio da fermentacdo (BAIRD-PARKER,
1990). Nao produzem esporos, sao imoéveis e produtoras da enzima catalase. Em
meio de cultura sélido, as colbnias do género se apresentam de forma circular, com
uma coloracdo branca ou alaranjada que varia de acordo com a espécie. Essas
bactérias se caracterizam como halofilicas, podendo resistir a uma concentracdo de
até 15% de cloreto de sédio (KLOSS, 1990).
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Sao considerados microrganismos mesdofilos, com temperatura de crescimento entre
7 e 47,8°C e podem produzir enterotoxinas responsaveis por episodios de
intoxicacdo alimentar e outros fatores de viruléncia relacionados a processos
infecciosos como a Toxina 1 da Sindrome do Choque ToOxico. Para o seu
desenvolvimento, o pH ideal varia entre 7 a 7,5, mas é possivel que ocorra sua
proliferacdo em alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3 (PRADO et al., 2015).
Devido a essas caracteristicas 0 microrganismo apresenta a habilidade de se
desenvolver em uma grande variedade de produtos alimenticios comprometendo a
qualidade. Adicionalmente, pode tornar esses produtos alimenticios potencialmente

capazes de causar surtos de intoxicac¢ao alimentar.

Geralmente, a intoxicacdo por Staphylococcus ocorre através da ingestdo de
enterotoxinas pré-formadas no alimento contaminado pela bactéria, a qual pode
continuar viavel ou ndo. A contaminacdo humana por esses agentes ou até mesmo
pela toxina, pode trazer sérias complicacbes, levando o individuo a desenvolver
doencas (PRADO et al., 2015).

2.1.2 Staphylococcus spp. causadores de doencas em animais e humanos

Em seres humanos, as bactérias do género Staphylococcus estdo presentes na
microbiota da pele, como também em diversas partes do corpo, como fossas nasais,
garganta, intestino, dentre outras. A espécie S. aureus se destaca como a principal
bactéria do género de interesse médico, pois o microrganismo esta frequentemente
relacionado a diversas infecgdes em seres humanos e em animais (KONEMAN et
al., 2001; SANTOS et al., 2007). Nos seres humanos, S. aureus tem sido associado
com conjutivites, septicemias, osteomielite, furunculose e intoxicagbes alimentares
(SANTOS et al., 2007).
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FIGURA 1 - Furtnculo estafilocécico.
Fonte: Santos-Filho (2003).

Em bovinos, prevalece como um dos principais agentes etiolégicos das mastites,
causador de infeccdo das glandulas mamarias, resultando em um quadro de mastite.
A mastite causa prejuizos na pecuaria leiteira, ocasionando a reducdo da
produtividade do rebanho e alteracbes fisico-quimicas do leite (SCHEGELOVA
2003; SANTOS et al., 2007).

#'

FIGURA 2 - Ubere acometido pela mastite clinica.

Fonte: Arquivos do Prof. Geraldo Mércio da Costa
Boletim Técnico UFLA - 2012

2.1.3 Staphylococcus spp. e fatores de viruléncia

Staphylococcus spp. sdo capazes de produzir varios fatores de viruléncia, os quais
contribuem para que a bactéria invada as defesas do hospedeiro, facilite a sua
aderéncia as células epiteliais e a colonizacdo do tecido. Isso permite que a bactéria
continue com sucesso o0 processo de infec¢cdo no hospedeiro (COELHO et al. 2009).
Entre esses fatores estd a producdo de um mucopolissacarideo extracelular (slime),
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cuja funcéo é possibilitar a aderéncia e coloniza¢do da bactéria no ambiente afetado.
A habilidade de Staphylococcus aureus aderir a superficie do epitélio tem sido

associada a producédo de biofilmes, que podem ser definidos como comunidades de

microrganismos que vivem aderidos a uma superficie e envoltos numa complexa
mistura de compostos tais como proteinas, polissacaridos e DNA extracelular. O
crescimento de microrganismos sob a forma de biofilmes dificulta a sua eliminacéo,
sendo estas estruturas, uma forma que os microrganismos encontram de se adaptar
e continuar no hospedeiro (HENRIQUES et al., 2013).

A coagulase é apontada como a primeira linha de defesa e principal responsavel
pela viruléncia dos estafilococos. Essa enzima promove a deposicao de fibrina ao
redor das células bacterianas, isolando a area infectada e dificultando a acdo dos

mecanismos de defesas do hospedeiro (MARTINEZ et al., 2001).

Alguns fatores de viruléncia de Staphylococcus estdo associados a parede celular e
sao geralmente denominados de fatores de superficie ou somaticos. Tais fatores sdo
importantes, principalmente, na interagdo do microrganismo com o hospedeiro
durante o processo inicial de colonizacéo (adeséo e invaséo), nos mecanismos de
evasao das defesas e na modulacéo da resposta imune do hospedeiro. Além disso,
esses microrganismos podem secretar uma ampla variedade de proteinas
conhecidas como exoproteinas (SALYERS; WHITT, 2002).

No que diz respeito a evasao da resposta imunolégica do hospedeiro, estédo
relacionadas a Toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1), as enterotoxinas
estafilocdcicas (SEs A-E, G-J, K, L, M, O e P), proteina A, lipases e polissacarideos
capsulares. Relacionado a penetracdo nos tecidos ou adesdo na célula do
hospedeiro e superficies de cateteres e préteses, incluem-se as proteinas

(toxinas) a, B, 8, y e & hemolisinas (SANTOS et al., 2007).

Staphylococcus podem produzir uma variedade de exoproteinas que contribuem
para sua capacidade de colonizar e causar doencas nos organismos hospedeiros.
Quase todas as cepas podem produzir citotoxinas e enzimas como hemolisinas,

proteases, nucleases, lipases e hialuronidase. A principal funcéo dessas proteinas é
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converter o tecido do hospedeiro em nutrientes necessarios para 0 crescimento
bacteriano (DINGES et al., 2000).

A capacidade de Staphylococcus produzirem inumeros fatores de viruléncia pode
estar relacionada ao poder de adaptacdo e adesdo das bactérias a diferentes
hospedeiros em diversos locais no corpo a captacdo de nutrientes e a capacidade
de evaséo da resposta imune. (MARQUES et al., 2013).

2.2 MASTITE BOVINA

2.2.1 Definigao

Mastite € definida como uma inflamacéo aguda ou crbnica da glandula mamaria, que
atinge uma grande parte de ruminantes. Esse processo de inflamacéo tem causas
variadas, como trauma ou lesdo no Ubere, irritagdo quimica, ou infeccdo causada
por microrganismos. Como mecanismo de defesa para eliminar o microrganismo
presente na infeccdo e neutralizar a acdo das toxinas, a glandula mamaéria inicia
uma reacado inflamatéria que ajuda a reparar os tecidos afetados e normalizar as
suas fungdes. Dependendo da intensidade das reacdes do organismo do animal,
serd variavel o grau de inflamacédo (QUIN et al., 2015).

A mastite pode ser classificada como clinica e subclinica dependendo da
manifestacdo apresentada. Na mastite clinica, alguns sinais sao visiveis, outros nao.
Em geral, o animal apresenta endurecimento e aumento de temperatura da glandula
mamaria, pus, formacdo de grumos e outras alteracbes do leite. Na mastite
subclinica, o animal ndo apresenta sintomas. E possivel observar alteracdes na
composicdo do leite, como aumento na contagem de células sométicas, além da
infeccdo promover outros sinais como febre, queda na producdo do leite e
diminuicdo do consumo de alimentos (SIMOES; OLIVEIRA 2012).

Podemos classificar a mastite a partir da forma de contagio do animal, como mastite
contagiosa ou ambiental. A primeira € causada por patégenos que sao encontrados

na pele, mucosas dos animais e maos do ordenhador e a segunda por aqueles
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patdbgenos que sdo encontrados principalmente no ambiente onde os animais sao

mantidos, incluindo todos os locais de manejo (LANGONI et al., 2017).

A mastite bovina destaca-se como a principal doenca que prevalece entre o0s
rebanhos leiteiros, gerando impacto na produtividade desses animais e aumentando
0s gastos com tratamento, que muitas vezes é realizado de forma incorreta. Por
suas caracteristicas, geram grandes perdas econdmicas para os produtores e para a
industria (SOUZA et al., 2016).

2.2.2 Toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico: conceito e mecanismo de acao

A TSST-1 foi descrita pela primeira vez em 1927, caracterizada por sintomas como
febre, mialgia, dor de garganta, edema, erupgao cutanea, hipotensédo e descamacao
associada a colonizacdo por Staphylococcus aureus (DeVries et al.,, 2011). Em
1978, Todd et al. ampliaram os estudos sobre esses sintomas, apresentando
resultados mais consistentes. Os mesmos associavam 0s sintomas apresentados
pelos pacientes com forte semelhanga aos sintomas comuns a sindromes causadas
por toxinas produzidas por Staphylococcus, como, por exemplo, a sindrome da pele

escaldada.

Esse tipo especifico de toxina constitui uma proteina de cadeia Unica de 22 kDa, ndo
glicosilada e sem pontes dissulfidicas. E sintetizada com um peptideo sinal de 40
aminoacidos na regido amino terminal que € removido, sendo secretada como uma
proteina madura de 194 aminoacidos (GAMPFER et al.,, 2002). Contém uma alta
porcentagem de aminoacidos hidrofébicos, mas é altamente solUvel em agua. Tais
toxinas sdo extremamente resistentes a proteases, sendo estaveis a temperaturas
superiores a 60°C, podendo ser fervida por mais de 1 hora sem perda detectavel de
atividade biolégica. Possuem resisténcia a faixas de pH que variam entre 2.5 a 11.
Em geral, essas toxinas nao apresentam muitas sequéncias homaologas com outros
superantigenos (DINGES et al., 2000).

A toxina age como um superantigeno, estimulando a proliferacdo e ativacdo de
linfécitos T, o que leva a maior liberacdo de citocinas, sobretudo fator de necrose

tumoral alfa e beta, interleucina-1 e interleucina-2. Essas citocinas provocam o0
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aumento da permeabilidade capilar e hipotensdo, culminando com a faléncia de
multiplos 6rgaos (ALVAREZ; MIMICA, 2012).

Em seres humanos a TSST-1 possui forte associagdo com o periodo de
menstruacdo, como também pode ocorrer ap0s uma cirurgia por contaminacédo do
sitio cirargico. Os sintomas incluem febre, erupcdo cutdnea, descamacdo e
hipotensdo. Considera-se, também, que a TSST-1 tem um papel crucial na sindrome
de Kawasaki, na dermatite atopica e doenca exantematosa semelhante a Sindrome
do Choque Toxico (SST) neonatal (GAMPFER et al., 2002).

A mastite bovina é, certamente, um caso propicio para gerar intoxicacbes em
humanos. Isso porque, o leite constitui em excelente substrato para a proliferacao
desses microrganismos e a temperatura da glandula maméria € ideal para a
producdo de enterotoxinas em concentracdes suficientes para causar a doenca no
homem (NADER FILHO et al., 2007). Diversos estudos tém realizado procedimentos
de isolamento dessa toxina do leite de bovinos, sobretudo quando apresentam sinais
de mastite. Os genes para a TSST-1 e a enterotoxina estafilococica sdo associados
com casos mais severos da doencga ou casos que nao respondem ao tratamento
com antibiéticos (LAPPIN; FERGUSON, 2009; DEVRIES et al., 2011).

O primeiro relato de deteccdo de TSST-1 produzida por Staphylococcus de origem
animal foi feito por Jones e Wieneke (1986). No Brasil, as primeiras pesquisas com
esse tema e abordagem foram realizadas por Cardoso et al. (2000), 127 amostras
de S. aureus, isoladas de amostras de leite proveniente de vacas com mastite no
estado de Minas Gerais, entre 1994 e 1997. Das 127 amostras testadas, 47% eram
produtoras de TSST-1. Essa porcentagem foi maior que a encontrada por Nader
Filho et al. (2007), que isolaram cepas a partir de amostras de leite de vacas com
mastite no rebanho leiteiro do estado de S&o Paulo, e concluiram que 37,5% das
amostras eram produtoras de TSST-1. Por outro lado, o estudo de Sa et al. (2004)
nao identificou a ocorréncia de cepas produtoras dessa toxina nos casos de mastite

estudados na regido de Botucatu/SP.

Assim como constatado na pesquisa de Nader Filho et al. (2007), o estudo de
Zafalon et al. (2009) também demonstrou a existéncia dessas bactérias, em
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diferentes fontes de transmissdo, no contexto da cadeia epidemiol6gica da mastite
bovina. Portanto, autores alertaram acerca dos possiveis impactos na saude publica.
Em ambos os estudos, sdo sugeridas intervencdes, especialmente maior atencao
por parte dos 6rgdos oficiais de inspecdo e de vigilancia sanitaria. Dessa forma, o
processo de fabricacdo do leite e de seus derivados seriam inspecionados e
controlados, evitando a contaminagao por Staphylococcus em humanos (NADER
FILHO et al., 2007; ZAFALON et al., 2009).

2.3 PRODUTOS DERIVADOS DO LEITE

O consumo de leite e de seus derivados como fontes importantes de nutrientes nao
€ uma ocorréncia recente, pois, desde a antiguidade o homem reconhece sua
importancia. Na atualidade o leite € considerado um dos produtos alimenticios mais
consumidos do mundo (LEITE et al., 2006). O processo de pasteurizacao,
descoberto por Louis Pasteur (1863) tornou o leite e seus derivados mais seguros
para o consumo humano, destruindo as bactérias que podem prejudicar a saude. O
processo de pasteurizacdo lenta consiste na eliminacdo de bactérias patogénicas
pelo aquecimento do leite a uma temperatura entre 50 a 60°C por alguns minutos,

seguido por um brusco resfriamento (GOFF 2007).

Segundo Bezerra et al. (2010), o leite caracteriza-se como uma mistura de
substéancias, tais como: glicidios, proteinas, lipidios, agua, dentre outras. Ele pode
ser consumido na forma in natura ou pode, através de decomposicdes, gerar outros
produtos alimentares, como manteiga, doces, queijos etc. Dentre os principais
produtos derivados do leite, tem-se 0 queijo, 0 qual apresenta altos indices de
comercializacdo entre os brasileiros, sobretudo aqueles produzidos de forma

artesanal.

Uma caracteristica importante é a regionalizacdo da producdo e do consumo. Na
Europa 60% do leite produzido € consumido no pais de origem. No Brasil, existem
regides que concentram grande numero de produtores de leite e também muitos
laticinios ou grandes industrias que captam o leite produzido na regido onde se

instalam, formando as chamadas bacias leiteiras. O leite e seus derivados, dispostos
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a venda, sdo em sua maioria produzidos e industrializados na mesma regido (ASSIS
et al., 2016).

Segundo Vilela et al. (2016), o elevado consumo do leite e seus derivados,
sobretudo o queijo artesanal, no Brasil, reforca a necessidade em se estabelecer
normas de controle na sua producédo, o objetivo € a adocdo de boas praticas entre
os produtores, visando atender os padrbes minimos de seguranca e qualidade do

que é oferecido a sociedade.

Embora tenha destague entre os consumidores, contribuindo para a economia
brasileira, além de representar a heranca cultural de muitas regides brasileiras, é
preciso considerar alguns desafios que permeiam, sobretudo o processo de
produgdo dos queijos artesanais. Esses derivados do leite sdo alimentos muito
manipulados e, por esse motivo, existe um grande risco de contaminacéo,
principalmente por bactérias. Existe um agravante relacionado a utilizacdo do leite
cru, principalmente quando ndo ha emprego de boas préticas de higiene ou ndo séo
maturados por periodo suficiente (SOARES et al., 2018).

Os queijos artesanais representam a histéria de um povo, o que demonstra para as
geracgdes futuras, técnicas de fabricacdo e costumes familiares, muitos desses
vindos de outras partes do mundo. Logo, esses produtos, além da contribuicdo
econbmica, visto que geram renda e emprego, também fortalecem a pratica da
agricultura familiar. No Brasil, o Estado de Minas Gerais destaca-se na producéo de
queijos artesanais, cuja atividade vai muito além do aspecto econ6mico, sendo o
Queijo Minas Artesanal considerado como importante elemento do patrimdnio
cultural brasileiro (MENEZES, 2006).

2.3.1 Queijo Minas Artesanal

O Queijo Minas Artesanal, segundo o Decreto n° 44.864, de 01 de agosto de 2008
(MINAS GERAIS, 2008), é aquele elaborado na propriedade de origem do leite, a
partir do leite cru integral, utilizando-se como ingredientes o “pingo”, coalho e sal e,

no ato da prensagem, apenas o processo manual. “Pingo” é o termo utilizado para
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uma fragdo de soro fermentado, originado do dessoramento de queijos produzidos
no dia anterior, que é coletado e utilizado como fermento. A composi¢cdo do soro
fermento é caracteristica de cada regido produtora e contém culturas lacticas
selecionadas (RESENDE et al., 2011). Sua producao se caracteriza pela utilizacéo
de leite cru recém-ordenhado em pequenas propriedades rurais com base em
agricultura familiar e submetidos a maturacdo. De extrema importancia econémica
para o estado, o QMA gera renda para os pequenos produtores rurais (DORES;
FERREIRA, 2012).

O crescimento da fabricacdo de queijos em diversas regibes de Minas Gerais,
atrelado ao sucesso alcancado com a comercializacado, viabilizou a necessidade de
registrar essa atividade junto ao Inventario Nacional de Referéncias Culturais do
Instituto do Patriménio Historico Artesanal de Minas Gerais como patriménio
imaterial (CHALITA et al., 2009).

E provavel que o sucesso dos queijos artesanais e o consequente desenvolvimento
da regido mineira especializada nessa atividade estejam ligados, principalmente, as
especificidades desse produto. Isso decorre do fato de possuir sabores especificos,
0 que promove beneficios de mercado, além de precos mais acessiveis a grande
parcela da populacdo (CORREIA; ASSIS, 2017). No caso especifico do QMA,
salienta-se que outros fatores contribuem para sua aceitacdo no mercado, tais
como: o clima da regido, a altitude, pastagem nativa para os rebanhos, dentre outros
(SOBRAL et al., 2017).

Segundo dados da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de
Minas Gerais (EMATER-MG), essa atividade mantém na Agricultura Familiar cerca
de 30 mil familias de pequenos produtores espalhados em cerca de dois tercos dos
853 municipios mineiros, sendo cerca de 9.500 familias, somente nas regifes
tradicionais. Essa distribuicdo territorial disforme tornou-se uma das justificativas
para que a producdo de queijos seja incentivada (MERGAREJO NETTO, 2011).

Dentre as diversas regifes propicias para a criacdo de gados, como também, o
fortalecimento da Agricultura Familiar, destacam-se, no Estado de Minas Gerais,
cinco principais microrregioes. Elas sdo a Regiédo da Serra do Canastra, do Serro, do
Alto das Vertentes, Cerrado e também de Araxa, como indicado na figura 1.
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Figura 3 - Regibes tradicionalmente produtoras do Queijo Minas Artesanal
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Fonte: EMATER-MG (2013).

A Serra do Canastra esta situada na regido sudoeste do estado mineiro, possuindo
uma extensao territorial de 7.452 km? e é composta por sete grandes municipios que
se destacam na producdo de queijo artesanal. Eles sdo Bambui, Delfinopolis,
Medeiros, Piumhi, Sdo Roque de Minas, Tapirai e Vargem Bonita (RESENDE,
2010).

Segundo dados da EMATER-MG (2013), essa microrregido possui 1529 produtores
de queijo, com uma producdo equivalente a 5.787 toneladas por ano, 0 que gera,
aproximadamente, 4.281 empregos diretos. Dessa forma a atividade contribui para o
crescimento econémico de Minas Gerais. A figura 2 expbe o mapa geografico da

Serra do Canastra, com destaque a divisdo dos municipios.
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Figura 4 — Divisao territorial da Serra do Canastra
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Pela caracterizacdo geografica, com clima chuvoso e por ser uma regido com
abundancia de agua, favoreceu-se a formacéo de grandes campos apropriados para
a criacdo de gado (RESENDE, 2010). O queijo artesanal produzido nesse local
possui, um significado econdmico expressivo, sendo que em alguns municipios
estudados, representa a principal fonte de renda e empregos, para os agricultores e
familiares. Os aspectos sociais e econdmicos comuns aos produtores de queijo séo
desde séculos atras, elementos marcantes do dia a dia dos seus habitantes
(ALMEIDA et al., 2012).

Outra regido de destaque na produgdo do QMA é a do Serro, formada pelos
municipios de Conceicdo do Mato Dentro, Alvorada de Minas, Dom Joaquim,
Sabinépolis, Santo Antbnio do Itambé, Serra Azul de Minas, Rio Vermelho,
Materlandia, Paulistas e Serro. Em conjunto, esses municipios contemplam 881
produtores, com uma producdo de 3.106 toneladas por ano, gerando 22.290
empregos (EMATER-MG, 2013). A Regido do Serro possui uma extensao territorial
de 6.960 km?, e, geograficamente, esta situado no Vale do Jequitinhonha, no estado

de Minas Gerais (figura 3).
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Figura 5 — Mapa da Regido do Serro, com divisao territorial dos municipios
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Assim como os queijos produzidos na Serra da Canastra, 0os queijos da Regido do
Serro sdo a base econbmica da regido, que tem como principal atividade a
exploracdo da pecuéaria de leite. O Serro e municipios vizinhos produzem
diariamente em torno de 80.000 litros de leite. Desses, aproximadamente 15.000
litros sdo destinados a industria de transformacédo de leite mantida pela Cooperativa
dos Produtores Rurais do Serro LTDA. Outros 45.000 litros séo destinados a demais
compradores de leite; e cerca de 60.000 litros sdo transformados em queijos
artesanais a partir do leite in natura EMATER-MG (2013).

Esses produtos representam a principal fonte de sustento de quase 1.000
pecuaristas da regido. Em sua larga maioria, 76 %, sdo produtores de economia
familiar, que ndo tem outra atividade alternativa. Sem a producdo do queijo
artesanal, teriam de viver a custas de subsidios publicos, ou migrar para as grandes
cidades, o0 que, em ambos 0s casos, trariam transtornos sociais (ABREU, 2000).

Além da Serra da Canastra e Serro, Alto das Vertentes é outra regido que produz o
QMA, sendo formada por 14 municipios. Eles séo: Barroso, Concei¢do da Barra de
Minas, Coronel Xavier Chaves, Carrancas, Lagoa Dourada, Madre de Deus de
Minas, Nazareno, Prados, Piedade do Rio Grande, Resende Costa, Ritapolis, Santa

Cruz de Minas, S&do Jodo Del-Rei, Sdo Tiago e Tiradentes. Esses municipios
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ocupam uma area de 6.254 km? (figura 4), com clima predominantemente chuvoso,

o que influencia na cultura leiteira (MORENO, 2013).

Figura 6 — Apresentacéo cartografica da Regido Alto das Vertentes
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Semelhante as regides citadas, Cerrado também é outro territorio com forte
influéncia na producédo de queijo artesanal. Situada no oeste de Minas Gerais, a
regido possui uma extensdo territorial de 29.397 km?2, em que congregam vinte
pequenas cidades. Nesses municipios, h& registros da existéncia de 6.112
produtores formais, os quais produzem um total de 17.357 toneladas por ano de
queijo, gerando 17.572 empregos, conforme dados fornecidos pela EMATER-MG

(2013). Essas informacgdes sao apresentadas na figura 5.

Figura 7 — Municipios que compdem a regido de Cerrado
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Fonte: EMATER-MG (2013).

De acordo com Oliveira et al. (2017), a regidao do Cerrado destaca-se como um
importante polo industrial quanto a producao de queijo artesanal. Devido a diferentes
fatores, como as condicBes ambientais que se apresentam como apropriadas para a
criacAio de gado, como também o clima e relevo que proporcionam o

desenvolvimento de bactérias tipicas da regiéo.

Por fim, segundo a EMATER-MG (2013), outra regido influente na producao de
queijo artesanal é Araxa, cuja extensdo territorial é de 13.629 km?. A regido é
composta por dez cidades, as quais, em conjunto produzem um total de 2.755
toneladas de queijo ao ano. Além disso, Araxa gera 2.640 empregos diretos e estdo

presentes na regido 943 produtores (figura 6).

Figura 8 — Municipios que compdem a Regido do Araxa
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Fonte: EMATER-MG (2013).

O queijo dessa regido € destacado, em virtude de possuir, assim como as demais
regides, forte influéncia cultural. Com origens voltadas ao século XVIII, cuja técnica

de fabricacdo permaneceu mantida ao longo dos tempos, trata-se de um queijo de
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grande importancia histérica e cultural para o Estado de Minas Gerais (ARAUJO,
2004).

2.3.2 Legislacdo do Queijo Minas Artesanal

A producédo do Queijo Minas Artesanal € centenaria. No entanto, foi somente no ano
de 2002, que instituiu a Lei n° 14.185, de 31 de janeiro, a qual dispds sobre o
processo de sua producdo. Essa lei indica o QMA produzido conforme tradicao
histérica e cultural da regido estadual, em que € produzido. Essa lei definiu normas
de fabricacéo, de embalagem e de transporte do queijo artesanal. Estabeleceu ainda
a obrigatoriedade de certificacdo de qualidade dos produtores e o cadastramento
oficial das queijarias junto ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) (MINAS
GERAIS, 2002a), sendo regulamentada pelo Decreto n° 42.645, de 5 de junho
(MINAS GERAIS, 2002b).

Segundo o Decreto n° 42.645, de 05 de junho de 2002 (MINAS GERAIS, 2002a), o
IMA certificard as condi¢cdes higiénico-sanitarias necessarias para producao do
gueijo artesanal. Os principais fatores serdo a higiene dos manipuladores, os
processos de obtencdo do leite e de elaboracdo do queijo, 0 armazenamento e o

transporte do queijo para comercializagdo, bem como a sanidade do rebanho.

A primeira década do século XXI (2000 a 2010) foi um periodo de extrema
importancia para o Queijo Minas Artesanal, em que ocorreram movimentos para o
reconhecimento de seu valor histérico em Minas Gerais. Assim, a edicdo da Lei
Estadual n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002 e regulamentada pelo Decreto
Estadual n°® 42.645, de 05 de junho de 2002, foi de real valor e significado para a
producdo queijeira artesanal nesse estado. Dentre as diversas razfes que podem
justificar essa importancia, considera-se, principalmente, a identificacdo,

caracterizacao da regido e sua tradicao historica e cultural na atividade.

No mesmo ano, a Portaria n° 517, de 14 de junho, do IMA, estabeleceu normas de
defesa sanitaria para rebanhos fornecedores de leite para a producdo do queijo
artesanal, sendo obrigatéria a vacinacéo contra febre aftosa, raiva e brucelose, além

do controle de mastite e parasitas no rebanho. No caso das vacinas, o produtor deve



31

realizar os testes anualmente e apresentar a comprovacao no IMA (MINAS GERAIS,
2002c).

Além da portaria mencionada, a Portaria n° 518, 14 de junho de 2002 também
estabelece algumas exigéncias aos produtores, o que reforga ainda mais 0 processo
de controle, fiscalizacdo e seguranca dos queijos produzidos. Assim, o documento
dispbe sobre requisitos basicos das instalacdes, materiais e equipamentos para a
fabricacdo de Queijo Minas Artesanal, descrevendo desde o curral e sala de
ordenha até os equipamentos utilizados na producdo (MINAS GERAIS, 2002d).
Complementar a esse documento, em 3 de julho de 2002, entrou em vigor a Portaria
n° 523, a qual aborda as condi¢cdes higiénico-sanitarias e boas praticas de

manipulagéo e fabricagao do Queijo Minas Artesanal (MINAS GERAIS, 2002e).

Além dessas conquistas, a Portaria n° 818, de 12 de dezembro de 2006, aprovou o
regulamento técnico para a producdo do Queijo Minas Artesanal, no que tange a
auditoria de conformidade. Essa Portaria contemplou normas para o funcionamento
dos centros de distribuicdo, procedimentos para coleta de amostras, parametros
para avaliacdo de risco, documentos necessarios para cadastro junto ao programa
Queijo Minas Artesanal da EMATER-MG, além das regras para rotulagem do
produto (MINAS GERAIS, 2006).

Além das legislacdes descritas, algumas alteracdes foram realizadas, com objetivo
de melhorar continuamente o processo de producdo de queijos, gerando, como
consequéncia, beneficios para produtores e consumidores. O Decreto n° 44.864, de
1° de agosto de 2008, por exemplo, alterou o regulamento da Lei n° 14.185, de 31
de janeiro de 2002, que dispunha sobre o processo de producdo de queijo artesanal,
delimitando a area e situagfes para a producédo, a qualidade do produto e da agua
utilizada, bem como embalagem, transporte e comercializagdo desse queijo (MINAS
GERAIS, 2008).

Em 2011, a Lei n° 19.492, de 13 de janeiro, alterou varios pontos da producédo do
Queijo Minas Artesanal citados na Lei n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002. Dentre

as modificacdes, € importante enfatizar o processo de fabricacdo do queijo, 0
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processo de rotulagem demarcando da regido conforme regulamento, dentre outros
aspectos cadastrais (MINAS GERAIS, 2011).

No mesmo ano, em ambito federal, foi criada a Instrucdo Normativa n° 57, de 15 de
dezembro, a qual permitiu que os queijos artesanais sejam maturados por periodo
inferior a sessenta dias. Essa autorizacdo somente sera valida desde que haja
estudos que comprovem que 0S requisitos minimos microbiolégicos fossem
atendidos como valores de umidade e contagens microbiolégicas dentro dos limites
permitidos (BRASIL, 2011).

Outra Lei que dispdes sobre os queijos artesanais é a Lei Estadual n° 20.549, de 18
de dezembro de 2012, que menciona aspectos relacionados a producdo e a
comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais. Seu intuito foi gerar regras
gue viabilizem a expansdo da producédo e ainda dispor sobre a condicdo higiénico-

sanitaria dos estabelecimentos de producédo (MINAS GERAIS, 2012).

Em sintese, observa-se que a legislacdo cumpre o papel controlador dessa
atividade, ao estabelecer critérios sobre o cadastramento dos produtores e
consequentemente sua adaptacdo aos novos parametros para as boas praticas da
agricultura. Além de organizacdo social, envolve ainda um grande esforco em
realizar as caracterizacdes dos queijos, segundo suas regides de origem e
propriedades organolépticas (MERGAREJO NETTO 2012).

Além da legislacdo referente aos aspectos estruturais das queijarias e a devida
certificacdo desses estabelecimentos, € preciso considerar, também, as exigéncias
estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Essa
agéncia, por meio da Resolugdo n° 12, de 02 de janeiro de 2001, estabeleceu

regulamento técnico sobre padrées microbiolégicos para alimentos (ANVISA, 2001).

O objetivo principal desse documento € instituir uma referéncia sanitaria para a
fiscalizagdo de estabelecimentos que comercializam alimentos industrializados e/ou
in-natura, assim como restaurantes, acougues, supermercados, feiras livres e outros.
Com isso, a resolucdo determina os padrbes microbiolégicos sanitarios para

alimentos, descrevendo 0s microrganismos que representam riscos a saude do
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consumidor, tais como os estafilococos coagulase positiva, salmonela, bacilos
cereus e listeria monocitogenes (KOGA; FAGNANI, 2014). Sdo também descritos 0s
grupos alimentares e a tolerancia exigida para cada tipo de microrganismo. No caso
dos queijos, a tolerancia para amostra indicativa deve ser de 10° por grama dos
microrganismos permitidos (ANVISA, 2001).

Assim, para atender a legalizacdo, desenvolver estudos acerca do processo de
fabricagdo, com base no atendimento aos parametros legais, e condi¢cbes
adequadas de higiene e producdo oferecidas pelas queijarias, torna-se um fator

indispensavel, garantindo melhorias no processo produtivo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo e metodologias de analise das amostras de Queijo Minas Artesanal

As amostras de Queijo Minas Artesanal foram provenientes do projeto “Fatores de
risco para patdgenos especificos em queijos artesanais e avaliacdo do tempo de
maturacdo adequado para assegurar a inocuidade deste alimento” coordenado por
Dr. Marcio R. Silva e Financiado pela Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de
Gado de Leite (SEG 02.13.10.007.00.00) e FAPEMIG termo_APQ-03989-17.

Foram coletadas 25 amostras de Queijo Minas Artesanal das propriedades
localizadas nas microrregides tradicionalmente produtoras de queijo no periodo de
2017 e 2018, e enviadas para o Laboratorio de Seguranca Microbiolégica em
Alimentos (LSMA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) onde foram analisadas
guanto ao parametro Contagem de Staphylococcus coagulase positiva. Os isolados
foram encaminhados para o Laboratorio de Enterotoxinas da Fundagédo Ezequiel
Dias (FUNED-MG) para a verificagdo da capacidade de producdo de TSST-1.

A metodologia de analise adotada para o parametro Contagem de Staphylococcus
coagulase positiva foi a descrita no “Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods” (2015), e a produgéo de TSST-1 foi verificado pela Técnica
de Sensibilidade Otima em Placas — OSP (APHA, 2001).
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3.2 Staphylococcus coagulase positiva

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva foram pesados 25 gramas
da amostra em bolsas plasticas estéreis e, em seguida, adicionados 225ml de
solucéo salina- peptonada (diluicdo 1071). Posteriormente foram realizadas demais
diluicbes (102 e 103). Um volume de 0,1 mL das dilui¢cGes preparadas foi inoculado
na superficie de placas contendo Agar Baird-Parker (meio diferencial seletivo para o
isolamento e enumeragdo de Staphylococcus aureus) e o inoculo espalhado
uniformemente na superficie do meio, com auxilio de alca de Drigalski, até a

completa absor¢cdo. Em seguida, incubadas a 37°C por 48 horas.

Apoés o periodo de incubacédo foram selecionadas para contagem, as placas que
apresentaram entre 20 e 200 coldnias suspeitas de Staphylococcus spp. Foram
consideradas como colbnias tipicas aquelas que apresentaram coloracdo negra,
brilhante, forma arredondada, convexa, com bordas regulares, circundadas por um

halo branco (lipase) e outro externo maior transparente (lecitinase).

Colbnias tipicas e atipicas (n=5) foram repicadas, individualmente, para tubos de
hemolise contendo Caldo BHI. Os tubos foram incubados a 37°C por 18-24horas.
Apoés o periodo de incubacédo as culturas foram submetidas ao teste coagulase. O
namero de células (UFC/g) de Staphylococcus coagulase positiva foi obtido por
regra de 3 simples e o resultado multiplicado pelo fator de dilui¢éo.

As linhagens coagulase positiva foram testadas para as seguintes provas: DNase,
Manitol, maltose, Hemolise em Agar Sangue e agrupadas (pool) de acordo com o

perfil bioquimico encontrado.

A qualidade microbiolégica das amostras analisadas foi baseada nos parametros
estabelecidos pela Legislacdo Vigente (Resolucdo da Diretoria Colegiada -
RDC12/2001 MS) que estabelece uma tolerancia maxima para Staphylococcus

coagulase positiva de 103 UFC/g.
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3.3 Verificagao da producgéo de TSST-1 dos isolados

Placas de Petri contendo 20mL de agar Infusdo de cérebro e coracdo (BHI &gar)
acrescido de 1% de extrato de levedura e 0,1 % de fosfato de potassio, foram
recobertas com um disco de membrana de didlise Sepectra 6000-8000-100 mm,

esterilizadas de igual diametro.

Apéds a acomodacdo da membrana sobre o agar, com auxilio de alga de Drigalski, foi
espalhado sobre a mesma, 0,5 mL do pool das culturas obtidas acima. Em seguida
as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. O cultivo assim obtido foi lavado
com 2,5mL do tampdo PBS (NaHPO.) - 0,2M- pH 7.5). O lavado da cultura foi
transferido para tudo da centrifuga e centrifugada sob refrigeracdo a 10.000xg por
10 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para um frasco e ao mesmo,

adicionado 20uL de timerosol 1:1000 como conservante.

Posteriormente, foram preparadas placas de Petri de 50x12 cm, com 3mL de &gar
noble preparado em tampé&o PBS 0,02M pH 7,4, acrescido de 0,1 mL de timerosol 1:
1000. Apos a solidificacdo do meio, foram feitos 5 orificios de 8,3 mm e 2 outros
medindo 6,7mm. Nos dois orificios menores foi adicionado toxina padréo e no orificio
central, a anti-toxina correspondente de titulo conhecido, de forma que as linhas de
preciptina formadas pela reacdo antigeno/ anticorpo, se situem na metade das

distancias entre estes e cada um dos orificios menores.

Os orificios restantes foram preenchidos com sobrenadante das amostras teste nas
diluicdes (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8). A placa foi incubada em camera Uumida por 24 horas a
37°C. A leitura foi realizada e, consideradas como reacdo positiva quando
evidenciada a presenca de linhas de precipitina formadas entre o sobrenadante da
cultura teste e antissoro controle. O resultado para as amostras positivas foi
expresso como presenca de Staphylococcus spp produtor de TSST-1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo proposto foi avaliada a qualidade microbiologica (Staphylococcus
coagulase positiva) de amostras de QMA de 25 pequenos produtores localizados
nas regidbes do Serro, Cerrado e Canastra abrangendo os municipios do Serro,
Materlandia, Sabinapolis, Alvorada de Minas, Carmo do Paraiba, Rio Vermelho,

Paulistas e Medeiros.

Para que seja possivel a sua comercializacdo em todo o pais, 0 queijo deve atender
os padrbes exigidos pela legislacado federal (Brasil, 2000) que estipula um tempo
minimo de maturacdo de 60 dias para aqueles produzidos com leite cru. Este
periodo de maturacdo, em principio, garante a sua qualidade uma vez que pode
contribuir significativamente para a eliminacdo de agentes patogénicos. O nao
cumprimento da legislacdo restringe a sua comercializacdo, na informalidade e
apenas em seu estado de origem.

As amostras coletadas apresentaram um periodo de cura entre 5 e 39 dias com uma
média de 22 dias (Tabela 01). Tempo de cura inferior ao estabelecido pela
legislacdo vigente pode proporcionar o desenvolvimento de contaminantes
patdgenos como: Staphylococcus enterotoxigénicos 0 que representa um risco para
saude dos consumidores (Aarestrup et al., 1995; Le Loir et al., 2003). Observa-se
também que a maioria dos produtores que participaram deste estudo estédo

localizados na microrregido do Serro (Figura 3).
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Tabela 1: Tempo e temperatura de maturacéo de queijo Minas Artesanal produzido nas microrregides

do Serro, Cerrado e Canastra no periodo de 2017 e 2018.

N° de amostras maturadas
atemperatura de
Tempo de Maturagéo N° refrigeracéo (3-9°C).
(Dias) N° %
Média= 22

05-10 16 15 60
11-20 4 2 8
21-30 2 0 0
31-39 3 0 0
Total 25 17 68

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

A curva de crescimento de microrganismos € influenciada pela temperatura e,
observa-se que 17 dos pequenos produtores maturavam os queijos entre 3 e 9°C.
De acordo com Dores (2013) a refrigeracdo inibe o crescimento de bactérias
desejaveis no processo de maturagcdo favorecendo a manutencdo de

microrganismos patogénicos, quando presentes no leite cru.

Neste estudo observamos que a maioria dos queijos mantidos sob refrigeracéo
apresentaram contagem de Staphylococcus coagulase positiva superior ao
estabelecido pela legislacdo, como detalhado na tabela 2. Tais resultados estdo de
acordo com Borelle et al (2011) que, em seus estudos sobre Staphylococccus spp
isolados de gueijo Minas observaram que as amostras com menos de 7 dias de
maturacdo apresentaram contagem acima de 103 UFC/g e aqueles com 7 e 15 dias

apresentaram contagem de S. aureus acima de 10° UFC/g.

Na tabela 2 encontram-se o perfil de reprovacdo das amostras de Queijo Minas
Artesanal produzidas nas microrregides avaliadas, para o parametro Staphylococcus
coagulase positiva (RDC12-2001 MS) e a incidéncia de linhagens produtoras de

Toxina 1 da Sindrome do Choque Téxico.
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Tabela 2: Contagem de Staphylococcus coagulase positiva em amostras de Queijo Minas Artesanal

produzido nas microrregides do Serro, Cerrado e Canastra no periodo de 2017 e 2018.

Contagem (UFC/g) N° % Interpretacéo Presenca de
TSST-1
Até 1,0x 10° 4 16 A* 0
2,0 x 10®- 9,0x 10* 12 48 R** 0
>1,0x 10° 9 36 R** 0
Total 25 100 0

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

*A: Aprovada
**R: Reprovada
Critérios de Aprovagao/Reprovacao: RDC n°12 de 2001 MS - valor de referéncia: 1,0x 103(UFC/g)

A analise dos resultados revelou que, das 25 amostras de queijo produzidas por 25
pequenos produtores avaliados apenas 16% atendem a legislacédo vigente. Ja 36%
das amostras apresentaram um nivel de contaminacdo com contagem acima de
(contagem >1,0x 10° UFC/g), que as tornam potencialmente capazes de causar

intoxicagéo alimentar.

Em nenhuma das amostras avaliadas neste trabalho foi detectada linhagens de
Staphylococcus coagulase positiva produtoras de TSST-1. Ja Cardoso et al (2000)
ao avaliarem 127 linhagens de S. aureus isoladas de amostras de leite proveniente
de vacas com mastite no Estado de Minas Gerais, verificaram que 47% eram
produtoras de TSST-1. Provavelmente a presenca de linhagens produtoras de
TSST-1 no trabalho de Cardoso esteja relacionada a mastite apresentada pelos
animais. Embora as amostras de queijo analisadas neste trabalho tenham
apresentado elevada contagem de Staphylococcus coagulase positiva € sabido que
a expressdo dos genes produtores de toxina é modulada por fatores ambientais
como pH e microbiota presente no queijo (LE LOIR, 2003).

Na tabela 3 encontra-se apresentado os resultados da avaliacdo da qualidade
microbiolégica das amostras de queijo Minas Artesanal produzidas nas

microrregides do Serro, Cerrado e Canastra assim como o potencial de producédo da
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Toxina 1 da sindrome do Choque Toxico das linhagens de Staphylococcus

coagulase positivo isoladas.

Tabela 3: Qualidade microbiolégica dos queijos Minas Artesanal, fabricados por pequenos produtores

localizados em diferentes microrregiées de Minas Gerais no periodo de 2017 e 2018.

N° de Amostras N° de Amostras
com contagem > com contagem >

10° UFClg 10°UFClg
Cidades N° Produtores Microrregides

N % N %
Serro 13 Serro 12 48 4 16
Materlandia 1 Serro 1 4 1 4
Sabindpolis 2 Serro 2 8 2 8
Alvorada de Minas 3 Serro 3 12 2 8
Carmo da Paraiba 1 Cerrado 0 0 0 0
Rio Vermelho 1 Serro 0 0 0 0
Paulistas 1 Serro 1 4 0 0
Medeiros 3 Canastra 2 8 0 0
TOTAL 25 3 21 84 9 36

Fonte: Dados da pesquisa (2018). *Observacéo: Qualidade microbiologica baseada na RDC n°12
2001 MS, para o parametro Staphylococcus coagulase positiva.

O Serro foi a microrregido onde se concentra a maioria dos municipios dos
pequenos produtores de Queijo Minas Artesanal avaliado neste estudo. Observa-se
que quase a metade dos municipios produzem queijos que nao atendem a
legislacdo quanto ao parametro analisado e 16% produzem queijos potencialmente

capazes de causar intoxicacao alimentar (Tabela 3).
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5 CONCLUSAO

O municipio do Serro representa a localidade com o maior nimero de produtores de
Queijo Minas Artesanal avaliado neste estudo. Isto se deve ao fato das amostras

terem sido coletadas, na maioria das microrregides do municipio.

A maioria dos pequenos produtores de Queijo Minas Artesanal produzem queijos
gque ndo atendem a legislacdo vigente quanto ao parametro Staphylococcus
coagulase positiva, trazendo riscos a saude da populacédo local, e das regibes onde

sdo comercializados estes queijos.

Apesar das amostras de queijo analisadas tenham apresentado elevado indice de
reprovacao pela contagem de Staphylococcus coagulase positiva acima do limite
estabelecido pela legislacdo (10%) tornando o produto impréprio para o consumo.
Quando realizada a verificacdo da producédo de TSST-1, constatou-se que as cepas
nao eram produtoras da toxina. Desta forma, caracteriza o queijo analisado neste
trabalho, como um produto com baixo risco de propagacéo de linhagens produtoras

de TSST-1 entre a populacdo que o consome
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