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RESUMO GERAL

Varios tipos de intoxicagdo alimentar atingem a populagao humana em todo o mundo. Dentre
0s microrganismos envolvidos em intoxicagdes e na produgdo de metabdlitos capazes de
causar tais enfermidades, bactérias do género Staphylococcus tém sido uma das mais
comumente relacionadas. Certas cepas desse microrganismo produzem enterotoxinas
termoestaveis que sao veiculadas ao homem pelo consumo de alimentos, causando
intoxicagdes caracterizadas por vomito, diarréia e dor abdominal. A ocorréncia desse tipo de
doenga € elevada em varios paises, inclusive no Brasil, destacando-se o consumo de produtos
de origem animal, principaimente queijos frescais como uma das fontes de transmissdo- mais
freqiientes. Portanto, foram conduzidos cinco experimentos a partir de 107 amostras de queijos
coalho comercializados em Recife, PE com o objetivo de isolar e identificar Staphylococcus sp;
investigar o potencial de cepas isoladas em produzir enterotoxinas dos tipos A, B, C e D e de
toxinas da sindrome do choque toxico (TSST-1); verificar a susceptibilidade das cepas isoladas
aos antimicrobianos mais comumente utilizados no tratamento de mastites contagiosas
bovinas; e, finalmente, avaliar o efeito inibitério de conservantes permitidos pela legislagao
brasileira sobre o crescimento de cepas de S. aureus enterotoxigéncos isolados. Das cepas
isoladas, 377 foram identificadas como: S. aureus (218), S. coagulase-negativa (96), S. hycus
(41) e S. intermedius (22). As espécies isoladas foram submetidas a indugdo de producdo de
enterotoxinas pelo método de membrana sobre agar. Utilizando-se os métodos de sensibilidade
6tima em placas e ELISA para detecgédo das enterotoxinas, observou-se que todas as espécies
isoladas e identificadas foram capazes de produzir enterotoxinas. Cepas de S. aureus foram
também capazes de produzir TSST-1. Quanto a resisténcia multipla a antimicrobianos
observou-se, de um modo geral, um maior percentual de cepas resistentes a Penicilina G, com
um valor médio de 71,5 %, sendo maior a resisténcia para o S. aureus (87,4%). Maior
sensibilidade foi observada com relagdo a gentamicina e vancomicina, com percentuais de 100
e 96,2 %, respectivamente. A gentamicina, demonstrou, neste estudo, ser o antibiético de
maior efetividade frente a Staphylococcus sp isolados de queijos coalho. Os conservanies
testados, nas concentragdes utilizadas nao apresentaram efeitos inibitorios significativos (p >
0,05) sobre o desenvolvimento de cepas de S. aureus durante a elaboragao de queijos frescal,
armazenados a 10 e a 30 °C, quando comparados com 0s controles.

Palavras-chave: Staphylococcus sp, queijo coalho, enterotoxinas, TSST-1, OSP, ELISA,
sistema lactoperoxidase, nisina.
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GENERAL: SUMMARY

Epidemiological profile, resistance to antibiotics and to the preservatives nisin and
lactoperoxidase system of Staphylococcus sp isolated from “coalho” chesse marketed
in Recife, PE, Brazil. Many types of foodborne diseases reach mankind throughout the world.
Among those microorganisms involved in diseases and in metabolites production, which are
able to cause illness, Staphylococcus has been one of the most commonly related. Some
strains of this microorganism produce heat stable enterotoxins, which are transmitted to man by
foods' intake, causing intoxications characterized by vomiting, diarrhea, abdominal pain. The
occurrence of this disease is high in several countries, including Brazil, stressing animal’s origin
products intake, mainly artesanal cheeses, as one of the most frequent transmission sources.
Thus, five trials were carried out from 107 “coalho” cheese samples marketed in Recife, PE,
Brazil with the objective to isolate and identify Staphylococcus sp; to investigate the potential for
enterotoxins (SEA, SEB, SEC and SED) and toxin (TSST-1) production by the isolated strains;
to investigate the susceptibility of isolated strains to antimicrobials commonly used for bovine
contagious mastitis treatment; and, finally, to evaluate the inhibitory effect of preservatives
approved by the Brazilian legislation against growth of isolated enterotoxigenic S. aureus during
“frescal” cheese manufacture. Among the 637 isolated strains of Staphylococcus sp, 377 were
identified as: S. aureus (218), S. coagulase-negative (96); S. hycus (41) and S. intermedius
(22). The strains were induced to produce toxins by the membrane over agar method. Using
Optimum sensitivity plate and ELISA methods, it was observed that all the isolated and
identified species were potentially able to produce enterotoxins. S. aureus was also capable of
producing TSST-1. With respect to resistance to antimicrobials, it was observed that a higher
percentage of strains were resistant to Penicillin G (71.5 %), with higher resistance observed by
S. aureus (87.4 %). High resistance was also observed for novobiocin, ranging from 57,1 % for
S. intermedius and 76,7 % for S. coagulase-negative. Higher sensibility was observed to
gentamicin and vancomicin with values of 100 and 96.2 %, respectively. Gentamicin, was
observed to be the best antibiotic against Staphylococcus sp isolated from “coalho” cheese. The
tested preservatives, according to the recommended concentrations, did not show significant
inhibitory effect (p > 0.05) on S. aureus growth during “frescal cheese”, manufacture stored
either at 10° C or at 30° C, when compared to the control samples.

Key words: Staphylococcus sp, “coalho” cheese, enterotoxins, TSST-1, OSP, ELISA, LPS,
nisin.
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1 INTRODUGAO

O queijo coalho, produto elaborado com
leite cru adicionado de coalho e sem adigdo
de cultura lactica, € valorizado pela
populacco nordestina e pelos turistas,
sendo utilizado dianamente na culinaria
regional em acompanhamento de pratos
tipicos como came de  sol e
macaxeira(manihot esculenta ), recheio para
tapioca, cuscuz, além de ser servido como
sobremesa tendo como cobertura o mel de
engenho. Ultimamente tem sido consumido
assado no espeto nas praias € em eventos
publicos. Apesar de ser um produto popular
e fazer parte da cultura da regido, nao
existem dados estatisticos que permitam
estimar a producdo meédia anual do mesmo,
uma vez que sua producao € basicamente
informal, sem existir uma fiscalizagao oficial.

A producgdo de queijo coalho € uma pratica
comum em Pemambuco e nos demais
Estados da regiao Nordeste do Brasil. A
maior parte do produto é fabricada de forma
artesanal em pequenas industrias ou em
pequenas queijarias urbanas ou rurais. O
leite utilizado para sua fabricagdo
normalmente ndo é submetido a quaiquer
tratamento témmico, sendo o produto
elaborado com leite cru. Deve-se salientar
que o leite € geralmente obtido sem os
cuidados basicos de higiene. Nao existe
padronizacdo no processo de fabricacdo
quanto ao tempo de coagulagdo, tipo de
coalho utilizado, prensagem, salga e teor de
umidade do produto final. Deste modo,
pode-se encontrar no mercado, uma grande
variedade de queijos coalho, sem atender a
um padrao de identidade ou de gqualidade.
Além das deficiéncias observadas na
obtengdo da materia prima e durante o seu
processamento, estes  queijos  sdo
geralmente expostos a venda sem
refrigeragdo, a temperatura ambiente, nos
supermercados, mercados publicos,
padarias e feiras livres.

O leite, por ser um produto de elevado valor
nutritivo, torna-se um excelente meio para o
desenvolvimento de microrganismos
desejaveis e indesejaveis. Entre estes
microrganismos  estao  aqueles  que

deterioram o leite e seus derivados,
interferindo diretamente no valor nutrtivo e
na qualidade sensorial dos mesmos.
Existem também aqueles responsaveis por
toxinfecgdes alimentares, colocando em
risco a saude dos consumidores, como por
exemplo Staphylococcus sp, Salmonella sp,
Campylobacter sp, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli. Destes,
a intoxicagdo por Staphylococcus tem sido
considerada uma das mais comuns sendo o
queijo um dos alimentos mais envolvidos
(Carmo e Bergdoll, 1990).

A ocorréncia de surtos de origem alimentar
€ uma realidade tanto em paises
subdesenvolvidos como em  paises
desenvolvidos. No Brasil foram registrados
593.212 casos de intoxicagdo de origem
alimentar no periodo de 1984 a 1997 (Brasil,
1998). Sao varios os fatores que contribuem
para os surtos de origem alimentar. Dentre
eles, pode-se citar: maténa-prima de
qualidade insatisfatoria, temperatura
inadequada de armazenamento, ma
higienizacdo dos equipamentos e dos
utensilios, tratamento térmico inadequado,
manipuladores sem conhecimentos basicos
de higiene, além de acondicionamento em
temperatura e condigdes insatisfatdrias nos
pontos de distribuigdo e comercializagao.

Considerando que o© queijo coalho e
consumido em grande quantidade no
Nordeste do Brasil, e que apresenta
deficiéncias na sua qualidade e fabricagao,
0 seu consumo pode representar risco a
saude humana. Toma-se necessario,
portanto, caracterizar a qualidade do queijo
coalho quanto a presenca de
Staphylococcus sp, avaliar seu potencial
enterotoxigénico e propor medidas viaveis
para minimizar a contaminagdo e,
consequentemente, reduzir o risco a saude
dos consumidores.

Assim sendo, este trabalho teve como
objetivos:

1. estudar a frequéncia de
Staphylococcus sp e identificar as
espécies presentes em amostras de
queijos coalho fabncados
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artesanalmente no  Estado de
Pernambuco e comercializados em
Recife no periodo de janeiro a maio de
1997;

2. avaliar a enterotoxigenicidade das
espécies isoladas por meio de provas
imunologicas;

3. determinar o comportamento das
cepas de Staphylococcus sp frente a
antibidticos comumente usados no
tratamento de mastites bovinas; e
avaliar a eficiéncia dos conservantes
nisina e do sistema lactoperoxidase no
crescimento de estirpes
enterotoxigénicas de Staphylococcus
aureus durante a fabricagdo e
armazenamento (10 e 30°C) de queijo
frescal.

2 REVISAO DE LITERATURA

O leite € um alimento de grande valor
nutritivo, fornecendo ao homem macro e
micro nutrientes necessarios ao seu
crescimento, desenvolvimento e
manutengcdo de sua saude (Gurr, 1992).
Como fonte de carboidratos, vitaminas,
proteinas, lipides e sais minerais, o leite
constitui-se também em excelente meio
para o desenvolvimento de microrganismos
desejaveis, deteriorantes e- patogénicos
(Chen & Hotchkess, 1993). Estes
microrganismos podem contaminar o leite
durante ou apos a ordenha e
consequentemente os derivados de leite, 0s
quais podem ainda sofrer contaminacao
durante processamento e estocagem,
principalmente nos casos em que ha grande
manipulacdo do produto (Nout, 1994).

Entre o0s microrganismos que podem
contaminar o leite e seus derivados,
Staphylococcus sp tem sido considerado um
dos mais frequentemenie envolvidos em
surtos de intoxicagao alimentar, juntamente
com Salmonella sp e Escherichia coli (Davis
& Wilbey, 1990).

Staphylococcus sp

Em 1880, Ogston, um pesquisador norte
americano, descreveu uma bactéria que ao
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microscopio apresentava-se em forma de
cocos agrupados em cacho, relacionando-a
a varnas patologias humanas. Em 1882,
essa bactéria foi denominada
Staphylococcus, do grego staphyle - cachos
de uvas - e coccus - graos (Baird-Parker,
1990). Em 1884, Rosenbach obteve uma
cultura pura do Staphylococcus. A partir dai,
essa bactéria passou a ser pesquisada
devido a sua importancia na industria de
alimentos e na medicina, sendo um dos
patogenos mais envolvidos em surtos de
origem alimentar (Franco & Landgraf, 1996).

O primeiro relato de intoxicagdo envolvendo
o Stahylococcus foi associado a ingestao de
uma torta de came. Em 1885, Stenberg
descreveu um surto decorrente da ingestao
de queijo contendo Staphylococcus em
Michigan, nos Estados Unidos, EUA (Baird-
Parker, 1990). Certamente varios casos de
intoxicagdo estafilococica ocorreram no
passado, porém pouco progresso na
identificagdo do agente foi obtido. Em 1914,
Barber, investigando um surto envolvendo
leite proveniente de uma fazenda nas
Filipinas, atribuiu este fato a uma toxina
produzida pela bactéria, sem, entretanto,
demonstrar a presenga da referida toxina
em filtrados da cultura. Dack e seus colegas
pesquisadores da Universidade de Chicago
(EUA) demonstraram que o© surto foi
realmente causado por uma toxina
produzida por Staphylococcus, sendo o0s
resultados da investigacdo publicados em
1930 (Bergdoll, 1990). Entre as espécies
estafilococicas, Staphylococcus aureus € 0
agente mais comumente envolvido em
surtos de intoxicagdo alimentar. Porém,
espeécies como S. intermedius ja foi descrita
como agente de surto de intoxicacao
alimentar (Kambhaty et al., 1994).

Os Staphylococcus pertencem a familia
Micrococaceae, que apresenta quatro
géneros: Staphylococcus, Micrococcus,
Planococcus e Stomatococcus (Murray,
1995). Segundo Kloos (1990), existem 27
espécies e 7 subespécies conhecidas de
Staphylococcus, cuja  heterogeneidade
reflete  na grande variedade das
propriedades genéticas, fisiologicas e
bioquimicas das espeécies.
Morfologicamente, 0s estafilococos




caracterizam-se como cocos Gram

positivos, imoveis, nao esporulados,
catalase, termonuclease e coagulase
positivos  ou negativos, anaerobios

facultativos, medindo cerca de 0,5 a 1 um
de didmetro (Kloos & Lambe Jr, 1991). Além
do seu envolvimento em surtos devido a
sintese de enterotoxinas (lchickawa et al.,
1996), sdo causadores de varias doengas
no homem e nos animais. Estas bacterias
tém como habitat natural pele e mucosa de
mamiferos e estdo diretamente envolvidos
em inflamagdes intramamaras de fémeas
em lactacao (Owens et al, 1993). No
homem, sdo responsaveis por infecgbes
cutdneas e de mucosas, infecgdes
septicémicas, estando geralmente
associadas a infecgdes viscerais ou 0sseas
(Anderson, 1983).

2. Enterotoxinas estafilococicas

Enterotoxinas estafilococicas sao
polipeptideos de cadeia simples com
quantidade relativamente grande de lisina,
acidos glutdmico e aspartico. Apresentam
peso molecular variando de 26.000 a 29.000
Daltons e ponto isoelétrico de 7,0 a 8,6
(Tranter, 1991). Séo resistentes a enzimas
proteoliticas (pepsina, tripsina, renina e
papaina) e sao também termo-resistentes.
Apresentam como sitio de acdo o sistema
gastrointestinal. A quantidade requerida
para produzir doenga em individuos
sensiveis & variavel, podendo ser de 100 ng
a 1 pg (Bergdoll, 1990; Asperger, 1994).

Atualmente, nove diferentes tipos de
enterotoxinas estafilococicas (SE's) foram
identificadas: SEA (Casman, 1960); SEB
(Bergdoll et al. 1959); SEC e SED (Bergdoll
et al., 1965, Casman et al., 1967); SEE
(Bergdoll et al., 1971); SEG (Munson &
Betley, 1991); e SEH (Su & Wong, 1995). A
primeira  enterotoxina identificada  foi
denominada de SEB, sendo em seguida
identificada a SEA, que foi designada desta
maneira por ser a principal enterotoxina
isolada de intoxicagdes alimentares. As
enterotoxinas B, Ci, C,, Csz, E e H foram
identificadas por pesquisadores do Food
Research Institute, enquanto A e D foram
identificadas por pesquisadores do Food

and Drug Administration dos Estados
Unidos.

Uma vez pré-formadas no alimento e
ingeridas na dose minima de 0,05 pg/Kg de
peso corporeo, estas enterotoxinas
provocam vOmito e diarréia, sintomas
caracteristicos da intoxicacgao estafilococica.
Porém vale salientar que
experimentalmente, 50 % dos voluntarios
que receberam 0,01 pg/Kg de SEA
apresentaram a sintomatologia
caracteristica. Talvez esse fato possa ser
explicado por ser esta enterotoxina a mais
toxigénica de todas. A dose emética para
macacos € de 5 a 20 pg/animal, via
intragastrica e de 0,02 a 0,5 pg/animal, via
endovenosa (Bergdoll, 1989).

A gastroenterite estafilococica € causada
pela ingestdao de alimentos que contem
quantidades suficienies de uma ou mais
enterotoxinas. A freqiéncia desta
intoxicagao tem sido estimada nos Estados
Unidos em um a dois milhdes de casos por
ano. A estocagem dos alimentos em
temperaturas inadequadas ou falta de
higiene na manipulacdo destes produtos
tém sido descritos como 0s principais
fatores relacionados a esta alta fregiéncia
(Bean et al., 1990).

3. Toxina da sindrome do choque toxico

Além das enterotoxinas, algumas linhagens
de Staphylococcus aureus produzem uma
toxina designada como toxina da sindrome
do choque toxico (Toxic Shock Syndrome
Toxin, TSST-1). Esta toxina causa sintomas
caracterizados por febre, congestdo dos
vasos, hipotensao e choque letal (Bergdoll &
Chesney, 1991). A toxina € descrita como
sendo um polipeptideo de cadeia simples,
com peso molecular de 22.000 Daltons e
ponto isoelétrico igual a 7.2.

Alguns  pesquisadores relacionam a
produgdo da TSST-1 com a produgao de
enterotoxinas. Takeuchi et al. (1998),
trabalhando com 272 cepas de S. aureus
isolados de leite provenientes de portadores
de mastite subclinica e clinica e de leites
estocados em tanques de expansao,
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concluiram que a TSST-1 era produzida
associada com a producgao de SEC. Keny et
al.  (1992) analisando 262 cepas,
demonstraram que 20 % dos isolados
produziam TSST-1 em associagdo com
SED. Nio foi encontrado, no entanto, na
literatura consultada relatos de infoxicagéo
alimentar envolvendo esta toxina. Além
disto, dados sobre a producdo dessa toxina
por cepas isoladas de queijos ou outros
produtos manufaturados também nao foram
encontrados na literatura consultada.

4. Ocorréncia de Staphylococcus sp e
enterotoxinas em leite e derivados

Surtos de intoxicacdo estafilococicas
associados com leite e produtos lacteos tém
sido relatados  tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento
(Sharp, 1987). No Reino Unido, Wieneke et
al. (1993) relataram a ocorréncia de 359
casos de intoxicagdo alimentar devido a
enterotoxina estafilocdcica no periodo de
1969 a 1990. Do total de casos, 8 %
ocorreram devido a ingestdo de leite e
derivados contaminados. Na India, Gill et al.
(1994) relataram uma freqiiéncia de 18,71
% de amostras de leite cru positivas para
Staphylococcus aureus. Em  produtos
lacteos, a fregiiéncia foi de 18,13 %, sendo
que 17,30 % dos queijos analisados
apresent~-am-se contaminados.

No Brasil, varios estudos tém demonstrado
alta contaminagédo de leite e derivados por
Staphylococcus aureus (Cammo et al., 1994;
Cergueira et al., 1994b; Santos et al., 1995;
Sena et al., 1998b). Aratjo (1984) ao
analisar 100 amostras de leite cru no
municipio de Niterdi, verificou que 50 %
apresentaram-se positivas para
Staphylococcus aureus, sendo que 48,0 %
das amostras positivas apresentaram
contagens variando de 10° a valores
superiores a 10° UFC/mL. Santos et al.
(1981) ao analisarem 78 amostras de leite
cru em Minas Gerais, observaram que 46,9
% estavam contaminadas por este agente
em contagens variando de 3,0 x 10° a 9,8 x
10° UFC/mL. Em Goiania, Mesquita et al.
(1988) detectaram Staphylococcus aureus
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coagulase positiva em 71,4 % das amostras
de leite cru (63) examinadas.

Além da alta contaminacao verificada em
leite cru, varios autores tém demonstrado
elevada freqiiéncia de Staphylococcus
aureus em queijos produzidos em diversas
partes do mundo, inclusive incriminados em
surtos (Marth, 1982; Ibrahim & Baldock,
1991). No Brasil, Gomes & Gallo (1995)
observaram em leite e queijo Minas
Frescal comercializadc.  n Piracicaba, SP,
contagens de 1,2 x 10” a 7,4 x 10° UFC/mL
e de 478 x 10° a 14 x 10° UFC/g,
respectivamente. Santos et al. (1995) ao
avaliarem a qualidade microbiolégica de 56
amostras de queijo coalho provenientes de
Fortaleza, CE, observaram valores acima
dos padroes em 62,5% das amostras.
Segundo os autores, os principais fatores
que contribuiram para esta contaminagao
foram uso de leite ndo pasteurizado com
alta incidéncia de Staphylococcus aureus,
contaminacédo do queijo pos-processamento
e temperaturas inadequadas durante a
manufatura e armazenagem. Camo &
Bergdoll (1990), ao analisarem 18 surtos de
intoxicacdo estafilococica pela ingestdo de
bolo e queijo Minas em Belo Horizonte, MG,
detectaram enterotoxinas A e B em 12 dos
surtos, somente enterotoxina A em um e B
em outro. Dados na literatura sobre
contaminacao de queijos por
Staphylococcus sp na regido Nordeste sao
escassos.

Os relatos sobre identificagdo de
enterotoxinas estafilococicas em queijos
Minas incluem trabalhos realizados por
Mandil et al. (1982) que, ao analisarem 99
amostras colhidas em Belo Horizonte, MG,
detectaram produgéo de enterotoxinas A, B,
C, D e E em 91 das 236 culturas testadas.
As enterotoxinas A, B e E foram iguaimente
predominantes.

Alguns relatos de detecgdo da TSST-1 em
leite proveniente de vacas com mastite,
encontram-se descritos na literatura. C
primeiro foi feito em 1986, quando o0s
pesquisadores Jones & Wieneke (1986)
detectaram a toxina em leite de vacas com
quadro severo de mastite.




5. Fatores que confribuem para a
ocorréncia de Staphylococcus sp em leite
e derivados

Saude animal e resisténcia a antibiéticos

A mastite continua sendo a principal doenca
responsavel pelas perdas econdmicas
ocasionadas a bovinocultura de leite (Kirk et
al., 1994). Segundo Blosser, (1979), as
perdas estimadas no periodo de 1970 até
inicio de 1980, variaram de 35 a 295 dolares
por vaca/ano. Estes prejuizos incluem perda
na produgdo de leite, aumento dos custos
de reposigao dos animais, descarte de leite,
aumento dos custos com drogas,
assisténcia veterinaria e m&ao-de-obra
(Fetrow, 1980). A mastite subclinica, por sua
vez, acarretou 10 a 11 % de perdas na
capacidade produtiva total por vaca/ano. A
diminuigdo na produgéo de leite por mastite
subclinica foi mais importante
economicamente do que a causada pela
mastite clinica.

Adicionalmente ao impacto econdmico da
mastite aos produtores de leite, ha perdas
econdmicas significativas para as industrias
de laticinios devido a baixa qualidade do
leite. A mastite resulta, portanto, em
reducdo significativa na quantidade e
qgualidade (composigao) do ieite. Para os
produtores de leite, isto significa menor
retorno devido a diminuicdo da produgao e
para as industrias, significa numerosos
problemas no processamento, diminuigcdo
do rendimento, da qualidade e da
estabilidade dos laticinios.

Além de causar prejuizos econémicos aos
produtores de leite e as industrias de
laticinios, 0os microrganismos envolvidos na
etiologia da mastite podem causar
importantes doengas no homem, como
intoxicacéo estafilococica, listeriose,
campilobacteriose dentre outras.

A presenca constante de Staphylococcus sp
em leite e derivados, pode esta relacionada
ao fato deste apresentar elevada resistencia
aos antimicrobianos usados comumente na
terapia da mastite bovina. Owens et al
(1997) citam que a media de insucesso nas

terapias varia de 03 a 92 % duranie a
lactagd@o. Essa resisténcia esta relacionada
com uma serie de interagdes enire o
patogeno e o hospedeiro envolvido, dentre
estas: baixa penetracdo da droga no tecido
infectado, localizagdo intracelular da
bactéria, inatividade metabolica, atividade
reduzida do antibiotico, a propria resisténcia
bacteriana assim como a unido da bactéria
aos globulos de gordura (Craven &
Anderson, 1984; Eng et al., 1991; Louhi et
al., 1992; Myllys et al., 1992; Owens et al.,
1993; Ali-Vehmas et al., 1997). Patogenos
resistentes a antibidticos, dificutam a
eficacia do tratamento aumentando os
custos com saudde animal. Além disto,
podem resultar em morbidade e mortalidade
(Levy, 1982; AMERICAN..., 1995).

5.2. Condigdes higiénico - sanitarias

O leite, ao sair do Ubere, possui uma
microbiota wvaridvel de 500 a 1000
microrganismos/mL,  representada  por
micrococos e bacilos ndo patogénicos
(Skovgaard, 1990; Teuber, 1992). Da
obtengdo até a comercializagdo, varios
fatores podem afetar negativamente a
qualidade do leite, contaminando o produto
ou favorecendo a proliferagdo de patogenos
importantes em saude publica.

A contaminacdo do leite inicia-se nas
fazendas, durante ou apos a ordenha,
sendo resultado de deficiéncias da
higienizagdo do meio ambiente e dos
utensilios, doengas do rebanho e do
homem. As dificuldades de transporte e as
falhas durante 0S processos de
beneficiamento e estocagem do leite
também podem interferir na sua qualidade
(Borges et al., 1978; Durel, 1983). O
controle deficiente em qualquer uma destas
etapas pode causar sérios problemas.

As fontes de contaminagdes usualmente
encontradas no ambiente, no homem e no
animal podem oferecer riscos indesejaveis e
a partir destes pontos verifica-se o inicio do
ciclo evolutivo na transmissdo de doengas a
populagao consumidora. Merecem destaque
a brucelose, a tuberculose, as infecgdes
estreptococicas, intoxicacoes por
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endotoxinas estafilocécicas, salmonelose,
listeriose, campilobacteriose, yersiniose e
doencgas causadas por E. coli patogénicas,
como a O157:H7 (Zadow, 1989).

A garantia da qualidade do leite,
principaimente para evitar veiculagdo de
doengas ao homem, se inicia com o©
atestado sanitario da vaca, do ordenhador,
das condigdes sanitarias do ambiente em
gue as vacas sdo ordenhadas, do
equipamento usado na coleta e transporte
do leite, bem como do tratamento aplicado
ao leite. A garantia da qualidade depende
ainda das condigdes higiénico-sanitarias
durante a producao, do tratamento témico,
da temperatura de armazenamento do leite
na propriedade, durante o transporte até a
industria, assim como os cuidados na rede
de distribuicado e no consumo (Santos,
1981). Cada fase exige o mais rigoroso
cuidado sanitario para nao tornar frustrada
toda a operagao.

Uso de conservantes no leite visando
controlar a proliferacao de
microrganismos.

Varios fatores afetam a proliferacdo de
microrganismos em alimentos e diversas
interagbes sinérgicas e antagodnicas tém
efeitos significativos em seu crescimento.
Muitos pesquisadores tém tentado estudar
simultaneamente, em diferentes niveis,
alguns destes fatores que afetam o
crescimento  microbiano,  tais  como
temperatura, pH, atividade de Aagua,
concentracdo de NaCl (Buchanan & Phillips,
1990; Buchanan, 1993), uso de produtos
como sorbato de sodio (Lahellec et al.,
1981; Narasimhan et al., 1989), nisina
(Davies et al., 1997), lisozima (Lodi, 1990) e
sistema lactoperoxidase (Kamau et al,
1990). Alguns microrganismos tém sido
testados frente a estes aditivos, podendo
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ser destacados a Listeria monocytogenes e
o Staphylococcus aureus (Kamau et al.,
1990; Davies et al., 1997).

Alguns  produtos, classificados como
conservantes foram recentemente
aprovados pela legislacao brasileira, afim de
minimizar o crescimento de patégenos em
alimentos. Segundo a Portaria n° 146,
publicada no Diario Oficial em 11 de margo
de 1997 (Brasil, 1997), sdao permitidas as
adicbes de sorbato de sodio, nisina,
lisozima, nitrato de sodio e potassio e
natamicina em leite destinados a fabricacédo
de queijos. Dois produtos comerciais, um a
base de nisina e outro tendo como principio
ativo o sistema lactoperoxidase foram
aprovados recentemente para uso em
alimentos processados (entre eles, leite e
derivados) pelo Ministério da Agricultura.

Embora estes conservantes tenham sido
aprovados para uso em produtos lacteos,
ndo ha dados disponiveis sobre a sua
eficiéncia na literatura brasileira. Alguns
destes produtos tém sido recomendados
para matéria-prima com baixas contagens
microbianas (Davies et al., 1997). Este fato
gera duavidas sobre sua eficiéncia em
relagdo ao leite produzido no Brasil, o qual
caracteriza-se geralmente por alta carga
microbiana. Como a contagem microbiana
média de Staphylococcus aureus em leite
cru no Brasil, estd em tomo de 10° UFC/mL,
ha riscos de producdo de enterotoxinas e
desencadeamento de intoxicacdo alimentar
(Bergdoll, 1990). Considerando  este
aspecto, a simples recomendagido de uso
de conservantes, nao isenta os alimentos de
causarem quadros de intoxicagao alimentar.
Desta forma, verifica-se a necessidade de
avaliar a eficiéncia destes produtos frente a
estirpes enterotoxigénicas isoladas de
queijos brasileiros, uma vez que nao existe
na literatura trabalhos demonstrando essa
eficiéncia.




1. Experimento |

Isolamento e identificagdo de Staphylococcus sp em queijos coalho
comercializados em Recife-PE

Resumo

Este trabalho teve como objetivo isolar e
identificar Staphylococcus sp em queijos
coalho comercializados em Recife-PE.
Amostras de queijo foram coletadas
aleatoriamente, de Janeiro a Maio de 1997,
em estabelecimentos comerciais que
acondicionavam o produto em temperatura
ambiente (29 — 33 °C). As mesmas foram
enviadas sob refrigeracao por via aérea até
Belo Horizonte, MG. As analises dos queijos
foram processadas nos Laboratorios de
Microbiologia de  Alimentos e de
Enterotoxinas Estafilococicas da Fundacao
Ezequiel Dias. Das 107 amostras
analisadas, 98,1 % apres_entaram-se
contaminadas com 10° a 10’ UFC de
Staphylococcus por grama de queijo, com
valor medlo de 10° UFC/g. Contagens de
10° a 10 representaram 79 % das amostras
e de 10’ UFC/g, 12,4 %. Coldnias tipicas e
atipicas foram identificadas por meio dos
testes de coloragdo de Gram, coagulase,
termonuclease, glicose  (anaerobiose),
manitol (anaerobiose e aerobiose), hemadlise
e catalase. Foram isoladas 637 cepas das
quais 377 foram identificadas como:
Staphylococcus. aureus (58 %), S.
coagulae-negativa (25 %), S. hyicus (11 %)
e S. intermedius (6 %). A presencga dessas
espécies nos queijos analisados e 0s niveis
encontrados, demonstram risco potencial a
saude publica.

Palavras chave: Staphylococcus sp, queijo
coalho, S. aureus, S. hyicus, S. intermedius,
S. coagulase-negativa.

Summary

Isolation and identification of
Staphylococcus species in  “coalho
cheese” marketed in Recife-PE, Brazil.
The objective of this work was to isolate and
identify Staphylococcus sp in “ coalho
cheese” market in Recife-PE, Brazil.
Samples of coalho cheese were randomnly

collected during January to May, 1997 from
stores which commercialized the cheese at
room temperature (29 - 33 °C). The
samples were shipped under refrigeration to
Belo Horizonte, MG. The samples were
analyzed at the Laboratories of Food
Microbiology and Staphylococcal
Enterotoxins of Fundagdo Ezequiel Dias.
Among 107 samples analyzed, 98.1 % were
contaminated with 10° to 10" CFU of
Staphylococcus per gram of cheese mean
value of 10° CFU/g. Counts from 10° to 10
represented 79% of samples and of 10’
CFU/g, 12.4 %.Typical and atipical colonies
were identified through the tests: Gram,
coagulase, thermonuclease, glucose
(anaerobic conditions), mannitol (anaerobic
and aerobic conditions), haemolysis and
catalase. From the 637 isolates of
Staphylococcus, 377 were identified as: S.
aureus (58 %), S. coagulase-negative (25
%), S. hyicus (11 %) and S. intermedius (6
%). The presence of such species and the
counts detected in the samples of coalho
cheese indicate potential health risk.

Key words: Staphylococcus sp, “coalho”
cheese, S. aureus, S.  hyicus, S.
intermedius, S. coagulase-negative.

1.1. Introdugao

O leite, por ser um alimento de alto valor
nutritvo, € um excelente meio para o
desenvolvimento de microrganismos
desejaveis, indesejaveis e deteriorantes.
Dentre 0os microrganismos indesejaveis, 0s
Staphylococcus se destacam como uma das
mais importante causas de intoxicagéo
alimentar proveniente de leite e derivados
(Dohnalek-Halpin & Marth, 1989; Davis &
Wilbey, 1990). Intoxicagbes estafilococicas
tém ocorrido no mundo todo e sao,
provavelmente, as que ocorrem com maior
freqiiéncia (Berdgoll, 1979; Bean et al.,
1990; Bean & Griffin, 1990).
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Varios estudos tém sido realizados com o
objetivo de investigar os niveis de
contaminag@o do leite por Staphylococcus
sp. Na India, Gill et al. (1994) relataram uma
frequiéncia de 18,71 % de amostras de leite
cru positivas para Staphylococcus aureus.
Santos et al. (1981) ao analisarem 78
amostras de leite cru em Minas Gerais,
observaram que 46,9% das amostras
estavam contaminadas com S. aureus, com
contagens que variaram de 3,0 x 10°a 9,8 x
10° UFC/mL. Araujo (1984), ao analisar 100
amostras de leite cru proveniente de
Pirassununga, SP, verificou que 50% eram
positivas para S. aureus, sendo que 48,0 %
das amostras positivas apresentaram
contagens entre 10° e 10° UFC/mL. Em
Goiania, GO, Mesquita et al. (1988)
analisando 63 amostras de leite cru,
isolaram S. aureus em 714 % das
amostras. Gomes & Gallo (1995),
analisando leite cru em Piracicaba, SP,
observaram contagens de 1,2 x 10°a 7.4 x
10° UFC/mL.

Diversas pesquisas tém demonstrado alta
contaminagdo de produtos derivados do
leite, principaimente queijos, por
Staphylococcus sp. Kivanc (1989), ao
estudar a qualidade microbiologica de trés
tipos de queijos comerciais na Turquia,
observou que 60 % das amosiras de queijo
Savah, 35% de queijo branco e 30% de
queijo Van Herby estavam contaminadas
com Staphylococcus sp. Gill et al. (1994)
estudando a qualidade de queijos
comercializados na India concluiram que
17,3 % dos queijos estudados, estavam
contaminados com © microrganismo. De
Luca et al. (1997), ao analisarem 135
amostras de queijos na Bolonha-italia,
observaram que 22 amostras eram positivas
para Staphylococcus.

No Brasil, varios trabalhos indicaram a
presenca de Staphylococcus em queijos,
inclusive amostras associadas a ocorréncia
de surtos de intoxicacao alimentar (Santos
et al., 1981; Cerqueira et al.,(1994a; Carmo
et al.,1994). De acordo com os dados da
Fundagao Ezequiel Dias, de 341 amostras
de alimentos envolvidos em surtos de
toxinfecgao  alimentar, analisados no
periodo de dezembro de 1985 a dezembro
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de 1990, 106 foram de queijo Minas Carmo
et al., (1994). Além destes dados, Cerqueira
et al. (1994a) relataram a ocorréncia de
surto epidémico de toxinfecgdo alimentar
envolvendo queijo tipo Minas frescal em
Para de Minas, MG. Neste episddio, 15
individuos estiveram expostos a possivel
fonte de infecgdo (quatro  queijos
manufaturados com leite cru). A taxa de
ataque foi de 93,33% e a contagem de S.
aureus observada foi de 4,1 x 10° UFC/g.
Gomes & Gallo (1995), avaliando a
qualidade de queijo Minas frescal
comercializados em  Piracicaba, SP,
observaram contagens de S. aureurs
variando de 4,8 x 10 a 1,4 x 10° UFC/g de
gueijo. Gongalves & Franco (1996),
analisando 30 amostras de queijo Minas
Frescal comercializados no municipio de
Niteroi, RJ, verificaram que 50% das
amostras estavam contaminadas com S.
aureus , com contagens variando de 5,0 x
10 a 1,2 x 10° UFC/g.

Varios fatores estdo relacionados com a
elevada freqiiéncia de Staphylococcus em
queijos. Um deles seria os niveis elevados
destes microrganismos no leite cru, e sua
utilizagdo na elaboragcdo desses queijos
(Pereira et al., 1991). Outros fatores estao
associados a contaminagdo do produto
devido a condigdes higiénicas defic  2sno
local de obtengdo do leite e fabnc _ao do
gueijo, e a utilizagcdo de temperatura
inadequada no transporte, armazenamento
e comercializacao do produto (Santos et al.,
1995). Dentre 0s  queijos mais
problematicos, aqueles tipo frescal
consistiriam no maior risco de veiculagao de
toxinfecgbes, devido as suas caracteristicas
de identidade e tecnoldgicas. Somente nos
ultimos anos estes casos tém despertado a
atengdo dos Orgdos oficiais de saude
publica em diversas cidades do Brasil
(Carmo & Bergdoll, 1990).

Considerando que o queijo coalho &
consumido em grande quantidade no
Nordeste brasileiro (em pragas, praias,
eventos publicos, acompanhamento de
pratos regionais), que seu processo de
fabricacdo € geralmente feita com leite cru,
de forma artesanal, que a qualidade
higiénico-sanitaria do leite utilizado na
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fabricagdo desse queijo é insatisfatoria e
que este leite pode apresentar contagens
elevadas de microrganismos patogénicos, o
consumo deste produto, geralmente nao
inspecionado, pode constituir um risco a
saude publica. Diante do exposto torna-se
necessario um estudo criterioso visando
conhecer a freqiiéncia de Staphylococcus
sp em queijos coalho fabricados
artesanalmente no Estado de Permambuco
e comercializados em Recife.

1.2. Material e Métodos
1.2.1. Amostragem

Cento e seie amostras de queijos coalhos
foram coletadas de forma aleatéria durante
10 semanas, em intervalos de sete dias, no
comercio varejista de Recife-PE, no periodo
de janeiro a maio de 1997. Os queijos eram
originarios de cidades cujas distancias entre
o centro produtor e o centro distribuidor
variavam de 70 a 300 km. No momento da
coleta, foram verificadas e registradas
temperatura dos balcdes de venda e foram
ainda observadas as condi¢Ges higiénico-
sanitarias dos locais onde o produto era
exposto. Para que as amostras obtidas
representassem mais adequadamente o
comércio varejista da cidade de Recife-PE,
0s queijos foram adquiridos de mercados
localizados em regibes  geograficas
diferentes. Os mesmos foram
acondicionados em  embalagens de
polietileno de primeiro uso, colocados em
caixa isotérmica sob refrigeracdo e enviados
imediatamente por via aérea, para Belo
Horizonte, MG. Logo apds a chegada, as
amostras  foram levadas para 0s
Laboratérios de Microbiologia e de
Enterotoxinas Estafilocécicas da Fundagéo
Ezequiel Dias, onde foram analisadas
guanto a presencga, contagem, isolamento e
identificagao de Staphylococcus sp.

1.2.2. Métodos de analise

1.2.21. Isolamento e identificacdo do
microrganismo

Preparo da amostra. Foram
homogeneizadas 25g da amostra em 225
mL de agua peptonada tamponada, para

obtengdo da diluigdo 10" e, a partir desta,
foram preparadas diluigbes até 107
(Lancette & Tatini, 1992).

Inoculagdo por espalhamento. Sobre a
superficie de placas de Petri contendo agar
Baird-Parker, foram espalhadas com auxilio
de alga de Drigalski, 0,1 mL de cada diluicdo
preparada (em duplicata). Apds este
procedimento, as placas inoculadas foram
invertidas e incubadas a 37°C, durante 48
horas.

Isolamento e enumeragao de
Staphylococcus sp. Para a enumeragio de
Staphylococcus sp, foram contadas colénias
tipicas e atipicas de cada placa. O resultado
foi multiplicado pelo inverso da diluicdo e
por 10, resultando no total de UFC/g de
queijo. As coldnias tipicas foram
caracterizadas por apresentarem coloracio
negra, com brilho, puntiformes e circundada
por um halo de lipase e outro transparente
mais externo de lecitina. Coldnias atipicas
cinzentas mucoides, desprovidas de halo e
col6nias negras, com apenas um halo ou
sem halo, foram também pescadas. Cinco
colénias  tipicas e dez  atipicas,
representativas de cada amostra analisada,
foram transferidas com o auxilio de alga,
para o dagar PCA (Plate Count Agar)
inclinado e incubadas por 24 h a 37 °C.
Apos esse tempo foram submetidas ao teste
de coagulase livre, sendo considerados
como resultados positivos, coagulase 4+,
3+, 2+ e 1+. Os resultados obtidos foram
expressos em UFC de Staphylococcus sp
por grama do produto (Lachica et al., 1969;
Lancette & Tatini, 1992).

Caracterizagdo bioquimica. As 637 cepas
de Staphylococcus sp. isoladas foram
submetidas a testes bioguimicos para
identificacdo das respectivas espécieis. Os
testes, que incluiam a coloragdo pelo
método de  Gram, produgdo de
termonuclease; capacidade de lisar
hemacias de carneiro, e de produzir acido e
gas, a partir de glicose (anaerobiose) e de
manitol (anaerobiose e aerobiose), foram
feitos segundo metodologias propostas por
Mac Faddin (1980), Kloos(1990),ver
Apéndice.
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1.5. Resultados e Discussio

Das 107 amostras de queijo coalho

analisadas, 105 (98,1%) apresentaram-se
contaminadas com Staphylococcus,
conforme ilustrado na Figura 1.1.

negativas

positivas

Figura 1.1. Percentual de amostras de queijos coalho comercializadas em Recife-PE positivas para

Staphylococcus sp.

A contaminagdo de amostras de queijo
coalho por Staphylococcus sp observada
neste estudo & superior aquelas descritas
na literatura, o que pode estar relacionado
diretamente com a qualidade da matéria
prima utilizada para a elaboragdo do
produto. De Luca et al. (1997),
demonstraram que de 135 amostras de
queijos analisados na Bolonha, ltalia, 22
estavam positivas para Staphylococcus.
Estudos realizados por Santos et al. (1995),
avaliando a qualidade de queijos coalho
comercializados em Fortaleza-CE,
demonstraram que 62,5 % das amostras de
queijo coalho, estavam contaminadas com
este microrganismo. Do mesmo modo,
Cerqueira et al. (1994b) encontraram que
43,33% de amostras de queijo Minas
Frescal comercializados em Belo Horizonte,
MG analisadas, estavam contaminadas com
0 microrganismo. Estudos realizados por
Santos et al. (1981) indicaram um menor
percentual de contaminagdo (15,2%) ao
analisarem queijos Minas comercializados
em Belo Horizonte, MG. Porém, esta menor
contaminacdo pode ser explicada pelo fato
do queijo ter sido fabricado com leite
pasteurizado sendo a presengca do
microrganismo conseqiiéncia de
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contaminagdo pés-processamento.

O elevado percentual de contaminagdo de
amostras de queijos coalho comercializados
em Recife encontrado neste estudo pode
ser atribuido, principalmente, a utilizacdo de
leite cru na elaboragdo do produto,
associado a manipulagdo, condigdes
higiénico - sanitarias insatisfatorias e falta
de refrigeragdo no ammazenamento do
produto tanto na fonte de produgdo como no
comércio (29 a 33°C). Além disso as
condigbes de higiene dos “boxes” onde os
mesmos sdo expostos & venda na maioria
das vezes € insatisfatéria. Em muitos casos
o produto fica em cima dos balcGes sujeito a
contaminagdes por moscas e outros insetos.
Associado a isso existe o agravante
relacionado com a falta de cuidados
higiénicos do vendedor na comercializacéo.

As contagens de Staphylococcus variaram
de 10° a 10" UFC/g, com um valor médio de
10° UFC/g. Conforme indicado na Figura
1.2, as contagens abaixo de 10° UFC/g
representaram 8,6% das amostras (4/105),
de 10° a 10°UFC/g corresponderam a 79%
(83/105) e em 12,4% dos queijos analisados




(13/105) a contagem foi equivalente a 10’

UFC/g. Estes resultados coadunam com 0s
dados descritos por Carmo & Bergdoll
(1990) que em estudo realizado no periodo

de 1985 a 1990, observaram que 84,8% dos
queijos analisados aEresentaram contagens
variando de 10° a 10° UFC/g.

Grifico 2: Contagens (UFC/g) de Staphylococcus sp

79%

< 10° UFC/g
M 10° a 10° UFC/g

10" UFC/g

Figura 1.2. Percentual de amostras de gueijos coalho comercializados em Recife-PE com contagens de

Staphylococcus sp variando de 10° a 10’ UFC/g.

Das 637 cepas isoladas 377 foram
identificadas como Staphylococcus sp assim
distribuidas: 218 (58%) de S. aurgus; 96
(25%) de S. coagulase-negativa; 41 (11%)
de S. hyicus e 22 (6%) de S. intermedius
(Figura 1.3). Portanto Staphylococcus
aureus foi a espécie mais freqiiente neste
estudo . Varios estudos confirmam a
presenca desta espécie em queijos. Santos
et al. (1981) avaliando a qualidade
microbiologica de queijos Minas frescal
observou contagens de Stfaphylococcus
aureus em niveis maiores que 10° UFC/g
em 57,44 % das amostras.

Outras espécies de Staphylococcus foram
também isoladas e identificadas neste
estudo. Embora, S. aureus seja o mais
comumente envolvido em surtos de

intoxicagdo alimentar, ja existe relato de
surto envolvendo outras espécies como S.
intermedius relatado por Khambaty et al.,
(1994). A baixa ocorréncia de intoxicagio
alimentar envolvendo esta bactéria pode,
segundo Talam et al. (1989), ser explicada
pelo fato desta espécie ndo ser comumente
isolada de humanos, considerados uma das
principais fontes de contaminagdo de
alimentos por Staphylococcus (Bergdoll,
1989; Carmo et al., 1994). A detecgdo desta
espécie neste estudo, demonstra a
existéncia de outras possiveis fontes de
contaminagio do queijo coalho,
representadas por infeccbes em animais,
conforme descrito por Devriese et al. (1985).
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B S coagulase-negativa
] S. aureus
S. hyicus

= S. intermedius

Figura 1.3. Frequéncia de Staphylococcus sp em amostras de queijos coalho comercializados em Recife-

PE.

A freqliéncia de amostras positivas para S.
coagulase-negativa observada neste estudo
sdo semelhantes aquelas obtidas por De
Luca et al. (1997). Estes pesquisadores
demonstraram que de 135 amostras de
queijos analisados na Bolonha, Italia, o S.
epidermidis, que € uma espécie coagulase-
negativa, apresentava-se como uma das
espécies mais comumente encontradas. Em
um estudo realizado no México, entretanto,
a frequéncia foi mais elevada. De Aguayo et
al. (1992) observaram que das 170
amostras de leite pasteurizado estudadas,
105 (61,7 %) estavam contaminadas por S.
epidermidis. Neste mesmo estudo
constatou-se que 31 amostras de leite em
pé e 27 amostras de leite ultra-pasteurizado
representando 93 e 90 % das amostras
estavam contaminadas por essa espéecie.
Este fato pode estar relacionado ao
aumento da incidéncia desta espécie em
casos de mastite bovina (Devriese et al.,
1985).

A alta freqiiéncia de Staphylococcus
observada em queijos coalho pode ser
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ainda explicada pelo processamento
tecnolégico empregado, ou seja, fabricagéo
artesanal, utilizando-se leite cru sem
tratamento térmmico e sem manipulagdo em
condigdes higiénicas adequadas.

1.6. Conclusdes

Queijos coalho comercializados em Recife-
PE apresentam alta contaminagdo por
Staphylococcus sp, potencialmente capazes
de produzir enterotoxinas.

O consumo deste produto, apresentando
niveis de contaminagdo encontrados neste
estudo pode se constituir em risco a satude
publica.

A detecgdo de espécies como S. aureus, S.
intermedius, S. coagulase-negativa e S.
hyicus sugerem contaminagéo do leite e/ou
do queijo a partir do homem e dos animais.




2. Experimento ||

Produgao de enterotoxinas por Staphylococcus sp isolados de queijos coalho
comercializados em Recife-PE, utilizando os métodos de Sensibilidade Otima em
Placas e ELISA sanduiche

Resumo

Este trabalho teve como objetivo, determinar
o potencial de produgdao de enterotoxinas
por pools de cepas de Staphylococcus
isoladas de queijos coalho comercializados
em Recife-PE. Os pools foram induzidos a
produzir enterotoxinas, em condigdes
laboratoriais, pelo Método de Membrana
sobre Agar. Os extratos obtidos foram
testados quanto a presenca de
enterotoxinas pelo metodo de imunodifusao
em gel - Sensibilidade Otima em Placas
(OSP). Dos 78 pools de S. aureus testados,
SEB foi produzida por 61,5 %; SEC por 12,9
% e SED por 2,5 %. Dos 11 pools de S.
intermedius estudados, 63,6 % produziram
apenas SEB. Os pools de S. coagulase-
negativa (55) e de S. hyicus (26) nao
produziram  enterotoxinas. Os pools
negativos na prova OSP foram testados
pelo ELISA sanduiche. Com relagdo ao S.
aureus, 25,6 % dos 78 pools eram positivos
para SEA; 166 % dos 30 pools foram
positivos para SEB; 32,3 % dos 68 pools
foram positivos para SEC; e 17,1 % dos 76
pools foram positivos para SED. Para o0 S.
coagulase-negativa, dos 55 pools testados,
18,2 % foram positivos para SEA; 16,3 %
para SEB; 41,8 % para SEC; e 20 % para
SED. Considerando os 11 pools de S.
intermedius testados para SEA, SEC e SED,
0s respectivos resultados de positividade
foram: 27,2; 36,3 e 36,3 %. Dos 4 pools
testados para a presenca de SEB. todos
foram positivos. Em relagdo aos 26 pools de
S. hyicus testados para SEA, SEB, SEC e
SED os resultados respectivos foram: 30,7;
19,2, 230 e 26,9 %. Assim sendo, um
grande percentual de pools de cepas de
Staphylococcus sp isoladas de queijo
coalho apresentaram potencial de formacgao
de enterotoxinas in vitro.

Palavras chave: enterotoxinas

estafilococicas, queijo coalho, OSP, ELISA
sanduiche.

Summary

Production of enterotoxins by
Staphylococcus sp isolated from coalho
cheese marketed in Recife-PE, using
Optimun Sensitivity in Plate and ELISA
sandwich. The objective of this work was to
determine the potential for enterotoxins
production by Staphylococcus pools isolated
from coalho cheese marketed in Recife-PE.
The pools were induced to produce
entorotoxins under laboratory conditions
using the membrane over agar method. The
extracts obtained were tested for the
presence of enterotoxins by gel
immunodiffusion using the  optimum
sensitivity plate (OSP) method. Among 78 S.
aureus pools tested, SEB was produced by
61.5 % of the pools; SEC by 12.9 % and
SED by 25 %. Among 11 pools of S.
intermedius, 63.6 % produced only SEB. S.
coagulase-negative (55) and S. hyicus (26)
pools did not produce enterotoxins. The
pools which were negative by OSP were
tested immunoenzimatically by the ELISA
sandwich test. With respect to S. aureus,
256 % of the 78 pools were positive for
SEA; 16.6 % of 30 pools for SEB; 32.3 % of
68 pools for SEC; and 17.1 % of 76 pools
were positive for SED. For S. coagulase-
negative, among 55 pools tested, 18.2 %
were positive for SEA; 16.3 % for SEB; 41.8
% for SEC; and 20 % for SED. Pools (11) of
S. intermedius tested for SEA, SEC and
SED, provided the respective positive
results: 27.2; 36.3 and 36.3 %. Among 4
pools tested for the presence of SEB, 100%
were positive. With regard to the 26 pools of
S. hyicus investigated for SEA, SEB, SEC
and SED, the positive pools represented
30.7; 19.2; 23.0 e 26.9 %, respectively.
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These results indicate that a large
percentage of Staphylococcus sp pools
isolated from coalho cheese showed
potential for the in wvitro formation of
enterotoxins.

Key words: Staphylococcal enterotoxins,
“coalho cheese” OSP, ELISA sandwich.

2.1. Introducgao

A importancia do Staphylococcus aureus
sob o ponto de vista de saude publica tem
sido evidenciada atraves de levantamentos
epidemiologicos relacionando-o a
toxinfecgdes alimentares relatadas em todo
o mundo (Genigeorgis, 1989). S. aureus tem
sido reportado como um dos principais
microrganismos contaminantes de leite cru e
de queijos no Brasil (Pereira et al., 1996) e
no mundo (Ewald, 1988; Gomez et al.,
1992; Vermnozy-Rozand et al., 1998).

Os Staphylococcus sintetizam
enterotoxinas, que sao termoestaveis e
resistentes a enzimas proteoliticas como
tripsina, quimotripsina, renina e papaina
(Bergdoll, 1989). Estes metabdlitos, quando
ingeridos, podem causar intoxicagdes
alimentares em humanos. No Brasil, alguns
surtos desse tipo foram descritos e
relacionados ao consumo de queijos
artesanais (Santos et al., 1981; Camo &
Bergdoll, 1990; Cerqueira et al., 1994a).
Nesse tipo de alimento o problema pode ser
mais sério, uma vez que durante 0 processo
de elaboracao tais substancias podem ser
concentradas.

Segundo Valle et al. (1991), enterotoxinas
estafilococicas (SE’s) sd3o metabdlitos
extracelulares produzidos por certas cepas
de Staphylococccus aureus. Até o momento
foram identificados nove tipos diferentes de
SEs: SEA, SEB, SEC., SEC,, SEC;, SED,
SEE,SEG e SEH (Wyatt, 1992; Park et al.,
1996; Pereira et al., 1996; Su et al., 1996).
As enterotoxinas tipo C sao muito
relacionadas entre si e podem ser
identificadas por reacgdes cruzadas com
anticorpos preparados contra qualquer uma
delas. As outras enterotoxinas sao
identificadas por anticorpos especificos para
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cada uma, embora reacdes cruzadas entre
SEB e SEC e entre SEA e SEE possam
ocorrer (Bergdoll, 1990).

Intoxicacao estafilococica € causada pela
ingestao de enterotoxinas produzidas em
alimentos por algumas linhagens de S.
aureus (Park et al., 1996). Crescimento de
S. aureus enterotoxigénicos a uma
populacao de pelo menos 5,0 x 10° células/g
de alimento, geralmente € considerado
necessario para a produgcdo de uma
quantidade de enterotoxina suficiente para
causar intoxicagdo se o alimento for
consumido (Park & Szabo, 1986; Newsome,
1988). Das enterotoxinas detectadas em
alimentos, SEA €& a mais comumente
envolvida em surtos de intoxicagao
estafilococica. Estudos indicam que 100 a
200 ng de SEA podem produzir sintomas de
intoxicagdo (Evenson et al., 1988). A
intoxicagdo pode originar sintomas de
gastroenterite aguda.

Varios estudos tém sido desenvolvidos,
demonstrando alta freqliéncia de
Staphylococcus enterotoxigénicos em
queijos. Todd et al. (1981), ao analisarem
queijos tipo  suico  implicados em
toxinfecgbes  alimentares,  encontraram
contagens meédias que variavam de 10° a
10° UFC de Staphylococcus/g. De 186
amostras testadas para enterotoxina B, 72.6
% estavam positivas. Enterotoxina A foi
detectada em 52,2 % das 122 amostras
testadas. No Brasil, Mandil et al. (1982)
analisando 99 amostras de queijos Minas,
coletadas em Belo Horizonte, MG,
detectaram presenga de enterotoxinas A, B,
C, D e E em 91 das 236 culturas testadas.
As enterotoxinas A, B e E foram igualmente
predominantes. Em outro estudo, Carmo &
Bergdoll (1990), ao analisarem 18 surios de
intoxicacao estafilococica pela ingestdao de
bolo e queijo Minas em Belo Horizonte, MG,
detectaram enterotoxinas A e B em
alimentos incriminadas em 12 surtos.
Entretanto, trabalhos que tém como objetive
a deteccao de enterotoxinas estafilococicas
em leite e produtos derivados no Brasil
ainda sao incipientes, principalmente na
regido Nordeste do pais.




Os métodos comumente utilizados para
detectar enterotoxinas estafilococicas em
alimentos sao radioimunoensaio,
imunodifusdo, aglutinagdo passiva reversa,
“Western  immunoblotting® ,  aparelho
“VIDAS" e ELISA (Freed et al., 1982,
Morissette et al., 1990 ; Kraatz-Wadsack et
al., 1991; Oliveira et al.,, 1994; Park et al.,
1996; Su,1997, Meyrand et al, 1998;
Rasooly & Rasooly, 1998). Como a
quantidade de enterotoxina necessaria para
causar sintomas de intoxicacao € baixa (100
a 200 ng), o método utilizado deve ser
altamente sensivel e especifico (Evenson et
al., 1988; Park et al., 1996). Os meétodos
ELISA e radioimunoensaio sao o0s mais
sensiveis, entretanto o primeiro € o preferido
por néo utilizar materiais radioativos. Dentre
os diferentes tipos de ELISA utilizados para
a detecgado de enterotoxinas estafilococicas
em alimentos, o ELISA sanduiche, com
anticorpo marcado, tem se destacado dos
demais pela rapidez e sensibilidade,
produzindo os melhores resultados
(Ewald,1988; Morissette et al., 1991; Bhatti
et al.,, 1994; Park et al.,, 1996 ). Como o
teste de ELISA apresenta custo elevado, o
mais recomendado seria utilizar um teste
menos sensivel como screening e submeter
as amostras negativas ao teste de ELISA.

Uma vez que o queijo coalho apresentou
contagens de Staphylococcus capazes de
produzir enterotoxina (Sena et al., 1998b),
torna-se necessario avaliar a
enterotoxigenicidade das espécies
estafilocdcicas isoladas. Assim sendo, este
trabalho teve como objetivo determinar o
potencial de produgdo de enterotoxinas por
pools de cepas de Staphylococcus isoladas
de queijos coalho comercializados em
Recife-PE.

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Material

Foram utilizados para esse estudo, 78 pools
de S. aureus, 11 de S. intermedius, 55 de S.
coagulase-negativa e 26 de S. hyicus
isolados de gqueijos coalho. As toxinas
utilizadas como padrao e os anti-soros
especificos foram gentiimente cedidos pelo

Pesquisador Luiz Simedo do Carmmo, do
Laboratério de Enterotoxinas Estafilococicas
da Fundagdo Ezequiel Dias. As analises
foram feitas nos Laboratorios de
Enterotoxinas Estafilococicas e Imunologia
da Fundagado Ezequiel Dias. As solugdes-
tampdes utilizados foram cuidadosamente
preparados conforme indicado no Apéndice.

2.2.2. Métodos

Indugdo da producdo de enterotoxinas.
Um pool de culiuras jovens de
Staphylococcus sp procedenies de uma
mesma amostra de  queijo, que
apresentaram perfil bioquimico idéntico, foi
obtido por incubagdo em caldo infuso de
cérebro-coragao (BHI) durante 24 h a 37 °C.
Placas de membrana sobre agar foram
preparadas com 20 mL de agar BHI simples,
acrescido de 1% de extrato de levedura,
recobertas com disco de membrana de
didlise Spectra/Por (Spectrum Labs, EUA)
de 100 mm para proteinas de 6.000 a 8.000
Daltons. As placas foram inoculadas com
0,5 mL do indculo do pool e incubadas a 37
°C por 24 h. As culturas obtidas foram
lavadas com 2,5 mL de PBS 0,02 M pH 7.4
em duas etapas (1,5 e 10 mL,
respectivamente). O liquido da lavagem foi
centrifugado sob refrigeracdo a 10.000x g a
4 °C por 15 minutos, e o sobrenadante foi
utilizado para averiguagdo de produgdo de
enterotoxinas pelos métodos de OSP
(Robbins et al., 1974) e ELISA sanduiche
(Ewaid, 1988).

Preparo e purificacdo dos anticorpos. Os
soros contendo 0s respectivos anticorpos
foram obtidos por imunizagdes de coelhos e
cedidos pelo Pesquisador Luiz Simedo do
Carmo para ser utilizado neste experimento.

Os anticorpos foram purificados pelo
método de cromatografia em coluna de
imunoafinidade preparada com sepharose
4B ativada com brometo de cianogénio
(Thompson et al., 1986; PRINCIPLES...,
1993) conforme descrito a  seguir.
Inicialmente, 0,57 g de sepharose 4B
ativada com brometo de cianogénio foi
pesada, adicionada de 40 mL de HCI 1 mM,
deixando em repouso por 15 min., o0 que
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resultou em um gel. Este gel foi centrifugado
5 vezes com HCI 1 mM a 3000 rpm a 4 °C
durante 5 min, e por mais duas vezes com
tampao bicarbonato utilizado como tampao
de ligacdo. Apods esse procedimento, o
tampao foi descartado e imediatamente
adicionado o] ligante (enterotoxina)
correspondente, na proporgdo de 10 mg/ mL
de gel. A coluna foi submetida a agitagio
lenta por 2 h a temperatura ambiente para
uma perfeita homogeneizacdo entre o
ligante e o gel. Em seguida a mesma foi
centrifugada e o sobrenadante separado
para dosagem de proteina
(espectrofotometro a 280 nm). Na etapa
seguinte efetuou-se o blogueio dos grupos
que permaneceram ativos utilizando-se
etanolamina 1 M, deixando sob agitagdo por
2 h a temperatura ambiente. Apos esse
procedimento a coluna foi lavada
alternadamente por cinco vezes com
tampao acetato e tampao carbonato, sendo
a altima lavagem feita com tampé&o PBS.

A coluna foi equilibrada com tampao Tris-
HCI 0,1 M pH 8,0 com 10 vezes o volume da
coluna. A amostra foi equilibrada com o
mesmo tampao usado na coluna (anti-
soro+10 % do tampao) e aplicada. A cotluna
foi lavada com 20 mL de Tris-HCI 0,11 M e
Tris-HCI 0,01 M pH 8,0 com a finalidade de
retirar as substancias nao ligadas a mesma.
A etapa seguinte consistiu na eluicdo dos
componentes ligados a coluna com glicina-
HCI 0,1 M pH 2,5. Os componentes eluidos
foram neutralizados com Tris-HCI 1M, pH
8.0 na proporgdo de 10 % do volume
coletado. Apos a coleta, a coluna foi
regenerada com 20 mL do tampao Tris-HCI
0,1 M, o eluido foi dialisado contra tampéao
PBS 0,01 M em camara fria, sendo feitas
quatro trocas. Apos essa etapa foi verificada
a concentragdc de  proteina em
espectrofotometro a 280 nm.

Apos a purificagdo dos anticorpos, o0s
mesmos foram testados quanto a sua
especificidade. Cada anticorpo foi testado
pelo método de ELISA frente a cada uma
das enterotoxinas (A, B, C e D). As reagdes
cruzadas foram eliminadas passando o
eluido na coluna de imunoafinidade
correspondente a enterotoxina, até que néo
fosse observada nenhuma reagado cruzada,
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tornando o anticorpo especifico para cada
uma das enterotoxinas. ApoOs esse
processo, as imunoglobulinas foram
tituladas para obtengdo de uma reatividade
especifica. Uma curva padrdo foi construida
para cada enterotoxina utilizando-se as
respectivas enterotoxinas purificadas
reagindo com suas imunoglobulinas
homologas. Desta curva padrdo foram
calculadas as concentragées nas amostras
testadas. Uma vez determinada essa
concentragdo, o material foi liofilizado e
estocado para ser utilizado no preparo do
conjugado especifico para cada
enterotoxina.

Preparo do conjugado. O preparo do
conjugado foi feito utilizando-se o método
do m-periodato de sodio descrito por
Nakane & Kawoai (1974). Inicialmente foram
dissolvidos 5.0 mg de peroxidase (HRP,
Sigma, P8375) em 1,2 mL de agua
destilada. Foi preparada uma solugéo fresca
de m-periodato de sdédio 0,1 M em agua
destilada. Desta solugdo foram retirados 0,2
mL e adicionados & solugdo de peroxidase,
a qual adquire coloragdo verde. A solugdo
foi colocada sob agitagao lenta por 20 min.,
em temperatura ambiente, sendo logo
depois dialisada durante 12 horas em 2 L de
tampao de acetato de sodio 1,0 mM, pH 4,0
a 4 °C. Uma solugdo contendo 10 mg de
imunoglobulina (IgG) em 1,0 mL de PBS foi
também dialisada por 12 h em tampao
carbonato/bicarbonato 0,02 M pH 9,5. Apos
a dialise, o pH da solugdo de peroxidase foi
ajustado para 9,0-9,5 com a adicdo de 40
puL do tampéaoc carbonato/bicarbonato de
sodio 0,2 M pH 9,5 A esta mistura, foi
adicionada imediatamente a  solugdo
contendo I1gG de coelho, ficando sob
agitagdo lenta por 2 h, em temperatura
ambiente para uma homogeneizagao
perfeita. Uma solugdo de borohidreto de
sodio foi preparada e 100 ulL adicionado a
peroxidase, ficando em repouso por 2 h a 4
°C. Essa solucdo foi entdo dialisada em 2 L
de tampao borato por 12 h a 4°C. O
conjugado preparado foi  aliquotado,
acondicionado em tubo eppendorf e
congelado, para posterior uso no teste de
ELISA sanduiche.




Detecgdo de enterotoxinas pelo método
de Sensibilidade Otima em Placas. Os
extratos ou sobrenadantes obtidos na
indugdo da produgdo de enterotoxinas
foram submetidos ao método Sensibilidade
Otima em Placas (OSP), de acordo com
Robbins et al. (1974). Trés mililitros de Agar
Nobre fundido foram adicionados as placas
de Petri 50 x 12 mm. Uma vez solidificado, o
agar foi perfurado de forma a constituir sete
orificios, seguindo molde préprio (Figura
2.1), confeccionado pelo Food Research
Institute (Madison, Wisconsin, EUA). O
anticorpo especifico na diluigdo (1:16) foi
colocado no orificio central. A enterotoxina
padrao foi disposta nos dois orificios
menores na concentragdo de 4 pg e a
amostra teste foi adicionada nos quatro
orificios mais externos. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24h em camara
umida. Reacdes positivas foram
determinadas pela formagdo de linhas de
precipitina formadas entre as amostras e o
anticorpo correspondente.

Detec¢do de enterotoxinas pelo método
ELISA sanduiche. A detecgdo de
enterotoxinas foi feita utilizando o método
de ELISA sanduiche descrito por Ewald
(1988). Foram utilizadas placas de
microtitulos contendo 96 “well’'s’ para o
processamento das analises. Inicialmente
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as placas foram sensibilizadas com o
anticorpo especifico para cada enterotoxina
diluido em PBS no volume de 100 ul em
cada ‘well’. Em seguida, as placas foram
colocadas sob refrigeragdo por 12 horas.
Apds esse periodo, as mesmas foram
lavadas duas vezes com solugdo de
lavagem (NaCl + Tween-20 + H,0 destilada
g.s.p.). A etapa seguinte consistiu no
blogueio das placas com PBS contendo 3 %
de albumina bovina. As placas foram
incubadas a 37 °C por 1 h. Novamente
foram lavadas por duas vezes e adicionadas
de 100 pL dos sobrenadantes a serem
testados diluidos em tampédo PBS tween-20
0,05 % sendo incubadas por 1 h a 37 °C.
Logo em seguida, apds a lavagem (duas
vezes), foi adicionado as placas 100 plL do
conjugado diluido em tampao PBS tween-20
0,05 % mais 5 % de soro de camundongo
‘germ free’ sendo entdo incubadas por mais
1 h a 37 °C, e lavadas seis vezes. A etapa
seguinte consistiu na adicdo do substrato
(OPD + tampao citrato + H;O,). As placas
foram novamente incubadas no mesmo
tempo e temperatura. Apos esse periodo a
reacgao foi interrompida com 20 pL de H,SO4
(1:20) e procedeu-se a leitura no leitor de
ELISA a 492 nm.

Figura 2.1. Molde segundo Food Research Institute usado para perfuracdo dos pocos em agar nobre

(medidas em mm).
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2.3. Resultados e Discussao

Os pools das cepas de S. aureus testados
quanto ao potencial de produgdo de
enterotoxinas, apresentaram o0s seguintes

resultados pelo método de OSP (Figura
2.2): dos 78 pools testados, 48 (61,5%)
produziram SEB; 10 (12,9%) SEC e 2
(2,5%) produziram SED. N&o foi detectada a
SEA.

Figura 2.2. Deteccdo de enterotoxinas pelo método OSP a partir de cepas de S.aureus isolados de

queijos coalho comercializados em Recife-PE.

Trabalhos realizados por Reyes et al.
(1984), verificaram a produgdo em maior
freqiiéncia de enterotoxinas estafilocécicas
tipos A e D em queijos, utilizando método da
microplaca associado ao teste de
imunodifusdo em agar. Enterotoxinas SEB e
SEC foram também detectadas, mas em um
namero menor de cepas. Em nosso estudo
portanto foram observadas produgdo das
quatro enterotoxinas em um ndmero maior
de cepas.

Sabioni et al. (1988) revelaram a presenca
de enterotoxinas A,B,.D e E em queijos
Minas frescal contaminados por S. aureus
porém ndo foi detectada enterotoxina C
como neste estudo. Em outro estudo,
Carmo et al. (1994) verificaram a presenga
de SEA, SEB e SEC em amostras de queijo
branco associadas com surto de intoxicagéo
alimentar em Minas Gerais, trabalhando
com o método OSP, porém nesse estudo
néo foi detectada a presenca de SED. A ndo
detecgdo de enterotoxinas por esse método
pode ser explicada pela menor sensibilidade
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do mesmo ou ainda pela baixa producdo
apresentada pelas cepas.

Gomes & Gallo (1995) isolaram
Staphylococcus aureus de queijo Minas
frescal comercializado em Piracicaba, SP,
entretanto, nenhuma das 23 linhagens foi
produtora de enterotoxina, empregando-se
o método OSP, diferindo portanto dos
nossos resultados quando foi observada
producao de algumas enterotoxinas por este
método revelando assim risco potencial pelo
consumo desse produto.

Com relagdo as outras espécies de
Staphylococcus isoladas observou-se que,
dos 11 pools de S. intermedius
investigados, 7 (63,6 %), produziram apenas
SEB. Os pools de S. coagulase-negativa
(55) e de S. hyicus (26) ndo produziram
enterotoxinas. Segundo Bergdoll (1995), a
ndo detecgdo de enterotoxinas pode ser
explicada em parte pela menor sensibilidade
do método OSP, quando comparado com
outras técnicas. Pequenas quantidades de
enterotoxinas (10 a 20 ng/mL de




sobrenadante) podem nao ser detectadas
por esse método.

A maior detecgdo de enterotoxina tipo B
(SEB) observada neste estudo, confirna os
relatos de Carmo & Bergdoll (1990) que
descreveram esta enterotoxina como a mais
frequentemente associada a surtos de
toxinfecgdo alimentar, juntamente com a
SEA. A nao deteccao da SEA neste trabalho
pode estar relacionada a concentragdo em
niveis inferiores a 1 pg, concentragdo esta,
limite para o método (Robbins et al., 1974).
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Os pools que apresentaram resultados
negativos no método de Sensibilidade
Otima em Placas, foram testados pelo
Método de ELISA sanduiche, método este
de maior sensibilidade. Foram encontrados
0s seguintes resultados: dos 78 pools de
Staphylococccus aureus testados para
presenca de SEA, 20 (25,6%)
apresentaram-se positivos. Dos 30 pools
testados para SEB, 5 (16,6%) foram
positivos. Dos 68 pools investigados para
SEC, 22 (32,3%) foram positivos. E, dos 76
pools pesquisados para a presencga de SED,
13 (17.1%) foram positivos (Figura 2.3).

BSEA
B SEB
B SEC
BSED

Figura 2.3. Detecgédo de enterotoxinas pelo método ELISA sanduiche a partir de cepas de S.
aureus isoladas de queijos coalho comercializados em Recife-PE.

Resultados semelhantes ao do presente
estudo foram observados por Bautista et al.
(1988) que analisaram 87 cepas de S.
aureus isoladas de amostras de leite de
ovelna na Espanha. Estes autores
verificaram que todas essas cepas
produziram SEA, SEB, SEC e SED. Porém,
nesse trabalho, a maioria das cepas
isoladas produziu principalmente SEA e
SED, diferindo dos resultados deste
experimento onde foram observadas maior
produgéo de SEB e SEC. Da mesma forma,
Lapeyre et al. (1988) utilizando a técnica de
ELISA duplo sanduiche ,detectaram SEA,

SEB, SEC e SED em amostras de leite e
queijo envolvidos em intoxicagao alimentar.

Gomez-Licia et al. (1992), estudaram a
producdo de enterotoxinas em queijo tipo
Manchego maturado, elaborado com leite
inoculado com varias cepas de S. aureus.
As enterotoxinas detectadas foram SEA e
SED. Tais resultados diferem dos resultados
encontrados neste estudo onde a
enterotoxina C e B também foram
detectadas.

35




Com relagdo ao Staphylococcus coagulase-
negativa, os 55 pools testados pelo método
de ELISA apresentaram o0s seguintes
resultados: 10 (18,1 %) foram positivos para
SEA; 9 (16,3 %) para SEB; 23 (41,8 %) para
SEC; e 11 (20 %) para SED (Figura 2.4).
Um dos pools testados ndo produziu
enterotoxina.

A deteccdo de enterotoxinas a partir de
cepas de Staphylococcus coagulase-
negativa & importante do ponto de vista de
saude publica, porque a legislagdo brasileira
ndao especifica padrées para estes
microrganismos, restringindo-se apenas, a
descrever valores para espécies coagulase-
positivas. Além disto, deve-se ressaltar a
elevada freqiiéncia deste microrganismo na
etiologia dos processos de mastite bovina
(Makaya et al., 1996). A atividade da

coagulase tem sido usada para indicar
patogenicidade de um isolado toxigénico e a
termonuclease tem sido sugerida como um
indicador mais confiavel desta
enterotoxigenicidade (Bennett, 1996).
Portanto, sugere-se que estes dois
parametros sejam avaliados
simultaneamente. Evidéncias sugerem que
a produgdo de enterotoxinas € uma
caracteristica de varias espécies de
Staphylococcus. Bergdoll (1989) €
Genigeorgis (1989) ao revisarem relatos
identificando enterotoxinas produzidas por
S. aureus tipicas e atipicas, contradisseram
os postulados anteriores de que somente S.
aureus sdo enterotoxigénicos, reafirmando
que Staphylococcus coagulase-negativa e
outras espécies ndo caracterizadas como S.
aureus podem causar riscos a saude.

%
-
-

m SEA
mSEB
P mSEC
O SED

Figura 2.4. Deteccdo de enterotoxinas pelo método ELISA sanduiche a partir de cepas de Staphylococcus
coagulase-negativa isoladas de queijos coalho comercializados em Recife-PE.

As espécies coagulase-negativa
identificadas neste estudo, segundo a chave
de provas bioquimicas para identificagao de
espécies estafilococicas proposta por Kloos
(1990), poderiam ser classificadas como
Staphylococcus epidermidis. Porém, vale
ressaltar que, independente da espécie,
esse € um dado de suma importdncia uma
vez que as mesmas mostraram-se
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potencialmente  capazes de  produzir
enterotoxinas. Bennett (1996) chama
atengdo para o envolvimento de outras
espécies que ndo Staphylococcus aureus e
espécies coagulase-negativa
potencialmente capazes de produzir
enterotoxinas e, consequentemente, causar
surtos de intoxicacdo alimentar. Este estudo
demonstrou o potencial de produgdo de




enterotoxinas por espécies estafilococicas
coagulase-negativa o que vem chamar
atencdo com relagdo ao  possivel
envolvimento dessas espécies em surtos de
intoxicagdo alimentar, demonstrando assim
que somente a atividade da coagulase ndo
define a enterotoxigenicidade da espécie,
como postulam varios pesquisadores.
Baseado nos resultados deste trabalho, é
importante ressaltar que em relagdo ao risco
a saude publica ndo s6 o Staphylococcus
aureus ou as espécies coagulase-positiva
merecem atencgdo, e sim qualquer espécie
potencialmente capaz de produzir
enterotoxinas. Levando em consideragao
esses aspectos, a legislagdo brasileira
deveria se referir as espécies produtoras de
enterotoxinas quando da liberagdo de
alimentos para consumo humano.

Foram testados pelo método de ELISA os
11 pools de S. infermedius. Com relagéo a
presenca de SEA, SEC e SED, que ndo
foram detectados no teste OSP, observou-
se 0s seguintes resultados(Figura 2.5): 3
(27,2 %), 4 (36,3 %) e 4 (36,3 %) positivos,
respectivamente, conforme indicado na
Figura 2.5). Os 4 pools de S. infermedius,
que também ndo apresentaram produgio de
SEB no teste OSP, pelo método de ELISA
foram 100% positivos. Bautista et al. (1988),
analisando amostras de leite de ovelha na
Espanha, verificaram que das 124 cepas de

Staphylococcus isoladas, trés de S.
epidermidis  produziram  enterotoxinas,
detectadas pelo método de ELISA. Essas
cepas produziram SEB, SEC e SED, mas
ndo produziram SEA, como também
observado nesse trabalho.

O primeiro surto de intoxicagdo envolvendo
S.intermedius, foi descrito por Khambaty et
al. (1994) o qual envolvia o consumo de
produtos a base de manteiga. A detecgéo
de enterotoxinas pelo método ELISA
demonstrou que das 22 cepas isoladas, 16
produziram somente SEA, e 2 cepas
produziram somente SEC. A produgdo de
enterotoxinas por essa espécie vem reforgar
a teoria de que ndo s6 o Staphylococcus
aureus € potencialmente capaz de produzir
enterotoxinas.

Em relacdo aos 26 pools de S. hyicus
testados para presenca de SEA, SEB, SEC
e SED, os resultados respectivos foram: 8
(30,7 %), 5 (19,2 %), 6(23,07 %) e 7 (26,9
%) conforme indicado na Figura 2.6. A
producdo de enterotoxinas pelo S. hyicus
isolados de queijos coalho mostra a
necessidade de um estudo mais criterioso
sobre o envolvimento desta espécie em
surtos de toxinfecgdo alimentar, uma vez
que estudos experimentais também ja
revelaram a produgdo de enterotoxinas por
esta espécie (Adesiyun et al., 1984).

[=] “Pools*” 11 4
@ Positivos 3 4
m% 27,3 100

6.4

Figura 2.5. Deteccéo de enterotoxinas pelo método ELISA sanduiche a partir de cepas de S. intermedius
isoladas de queijos coalhos comercializados em Recife-PE.
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M| "Pools” 26 26 26 26
PP ositivos 8 5 6 7
% 30,7 192 23,1 26,9

Figura 2.6. Detec¢do de enterotoxinas pelo método ELISA sanduiche a partir de cepas de S. hyicus
isoladas de queijos coalho comercializados em Recife-PE.

Os pools testados apresentaram
concentragbes de enterotoxinas A,B,C e D
variando entre 10 e 650 ng/mL,
demonstrando assim a maior sensibilidade
do método ELISA, considerando que o teste
OSP atinge niveis de detec¢do proximos a
0,5 pg/mL, podendo ser detectado até 0,1
png/mL, ao se fazer a concentragdo do
sobrenadante (Robbins et al., 1974).

2.4. Conclusoes

Cepas de Staphylococcus sp inclusive,
Staphylococcus coagulase-negativa,
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isoladas de queijo coalho comercializado em
Recife-PE sdo potencialmente capazes de
produzir enterotoxinas.

O consumo deste produto pode se constituir
em risco a satde publica.

As enterotoxinas mais freqiientemente
detectadas foram a SEB e a SEC.




3. EXPERIMENTO l1li

Produgao da toxina da sindrome do choque toxico por Staphyiococcus aureus isolados de
queijos coalho comercializados em Recife-PE

Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar o
potencial de produgdo da toxina da
sindrome do choque toxico por cepas de
Staphylococcus aureus isolados de queijos
coalho comercializados em Recife-PE.
Sessenta pools de cepas foram testados
quanto ao potencial de produgao da toxina,
por indugdo em condigbes laboratoriais,
pelo Método de Membrana sobre Agar. Os
extratos obtidos foram testados quanto a
presenca da toxina pelo método de
sensibilidade otima em placas utilizando
toxina como padrao. Dos 60 pools testados,
21 (35 %) foram positiv0s. Estes resultados
sugerem que o potencial para a producao
de toxina da sindrome do choque toxico por
cepas de Staphylococcus aureus isoladas
de queijos coalho pode representar sério
risco a saude publica.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus,
toxina da sindrome do choque tdxico, queijo
coalho.

Summary

Production of toxic shock toxin
syndrome by Staphylococcus aureus
isolated from coalho cheese marketed in
Recife-PE. The objective of this work was to
investigate the potential for the formation of
toxic shock toxin syndrome by
Staphylococcus aureus strains isolated from
coalho cheese marketed in Recife,
Pemambuco, Brazil. Sixty pools of the
strains were evaluated for the potential to
produce the toxin, by induction under
laboratory conditions using the membrane
over agar method. The extracts obtained
were tested for the presence of the toxin by
the optimal sensibility in plates technique.
From the 60 pools tested, 21 (35 %) were
positive. This result suggests that the
detected potential for formation of toxic
shock toxin syndrome by Staphylococcus
aureus strains isolated from coalho cheese

can represent serious health risks to “coalho
cheese” consumers.

Key words: Staphylococcus aureus, toxic
shock toxin syndrome, coalho cheese.

3.1. Introdugao

A importancia do Staphylococcus aureus
sob o ponto de vista de saude publica tem
sido evidenciada por meio de levantamentos
epidemiologicos relacionando-o as
toxinfecgbes alimentares relatadas em todo
o mundo (Genigeorgis, 1989).

Além das enterotoxinas, algumas cepas de
Staphylococcus aureus produzem tambeém
outros metabdlitos, entre eles, a toxina da
sindrome do choque toxico (TSST-1). Esta
toxina € um polipeptideo de cadeia simples,
apresentando peso molecular de 22.000
Daltons e ponto isoelétrico de 7,2. Os
sintomas causados por esta toxina em
humanos incluem febre, hipotensao,
congestdo em varios orgaos e choque letal
(Bergdoll & Chesney, 1991). Segundo
alguns autores, a TSST-1 tem varias
propriedades bioldégicas em comum com
outras exotoxinas pirogénicas, como por
exemplo, capacidade de induzir febre,
aumentar a letalidade do choque
endotoxico, estimular a  proliferagao
inespecifica de células T, induzir a produgao
de interleucina-1, gama interferon e fator
alfa de necrose tumoral (lgarashi et al.,
1986; Fast et al., 1988; Ikejima et al., 1988;
Micusan et al., 1989; Ellis et al., 1993).

Jones & Wieneke (1986) relataram o
primeiro caso de deteccdo de TSST-1
originaria de S. aureus de origem animal
isolados de casos severos de mastite
bovina.

Varios autores estudaram a associacao da
TSST-1 com a producao de uma ou mais
enterotoxinas  produzidas por cepas
envolvidas em casos de mastites.
Matsunaga et al. (1993) descreveram que S.

39




aureus produtores de TSST-1 e enterotoxina
estafilococicas do tipo C estdo relacionados
com ocorréncia de mastite clinica super
aguda, possivelmente pela alta resposta
inflamatoria. Jones & Wieneke (1986),
Morgan et al. (1986), Bogni et al. (1997) e
Takeuchi et al. (1998) também observaram
que a TSST-1 era produzida em associagao
com a enterotoxina tipo C. Em outro estudo,
Kenny et al. (1992) testaram 262 cepas
isoladas de leite e observaram que 20%
destas eram produtoras de TSST-1 e de
enterotoxina estafilococica tipo D. Igarashi
et al. (1986) isolaram 41 cepas de S. aureus
de pacientes humanos e concluiram que
56% eram produtoras de TSST-1 e de
enterotoxina estafilococica tipo A. Cardoso
(1999) observou que 47,2 % das cepas de
S. aureus associadas a processo de mastite
eram capazes de produzir de TSST-1. Estas
tambem produziram enterotoxina
estafilococica dos tipos B (3,1 %) e D (13,4
%).

No Brasil, os estudos sobre a toxina da
sindrome do chogue toxico sdo escassos.
Considerando a importancia desta toxina em
saude publica e a escassez de trabalhos
cientificos, o presente trabalho teve como
objetivo investigar o potencial de produgao
de toxina da sindrome do choque toxico por
cepas de Staphylococcus aureus isoladas
de queijos coalho comercializados em
Recife-PE.

3.2. Material e Métodos

Amostras de queijos coalho foram coletadas
no periodo de janeiro a maio de 1997, em
sete locais diferentes do comércio varejista
de Recife - PE. As 107 amostras foram
transportadas em embalagens plasticas sob
refrigeracao, por via aérea, e analisadas nos
Laboratérios de Microbiologia de Alimentos
e de Enterotoxinas Estafilococicas da
Fundacao Ezequiel Dias (FUNED) em Belo
Horizonte, MG. Dentre as cepas de
Staphylococcus aureus isoladas, 218
tiveram sua identificacdo confirnada por
provas bioguimicas termonuclease, glicose
(anaerobiose), manitol (anaerobiose e
aerobiose), hemdlise e catalase. As cepas
foram agrupadas em 78 pools dos quais 60
foram testados quanto ao potencial de
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produgao da toxina da sindrome do choque
toxico.

A producdo de toxina da sindrome do
choque toxico foi induzida em condigdes
laboratoriais pelo Método de Membrana
sobre Agar (Hallander, 1965). Os
sobrenadantes obtidos foram testados
quanto a presenga da toxina pelo Método de
Sensibilidade Otima em Placas (OSP). O
antigeno e o anticorpo utilizados foram
produzidos no Laboratorio de Enterotoxinas
Estafilococicas da FUNED.

3.2.1. Indugéo da produgao da toxina

A indugcdo da producdo de toxinas da
sindrome do choque toxico foi feita
utilizando a técnica de membrana sobre
agar segundo metodologia descrita por
Hallander (1965). Um pool de culturas
jovens de Staphylococcus aureus com perfil
bioquimico idéntico procedentes de uma
mesma amostra de queijo foi obtido por
incubacdo em caldo infusdo cérebro-
coracdo (BHI) durante 24 h a 37 °C. Placas
de membrana sobre agar foram preparadas
com 20 mL de agar BHI, acrescido de 1%
de extrato de levedura, recobertas com
disco de membrana de dialise, inoculadas
com 0,5 mL do indculo do pool e incubadas
a 37 °C por 24 h. As culturas obtidas foram
lavadas com volumes de 1,5 e 1,0 mL de
PBS 0,02 M, pH 7,4. O liquido da lavagem
foi centrifugado sob refrigeracdo a 10.000 x
g a 4 °C por 15 minutos e o sobrenadante
utilizado para averiguagdo de producédo de
toxina.

3.2.2. Detecgao da toxina

Os extratos sobrenadantes, obtidos na
etapa anterior foram submetidos ao método
Sensibilibade Otima em Placas (OSP) para
investigar a presenca de toxina da sindrome
do choque toxico conforme metodologia
descrita por Robbins et al. (1974). Agar
Nobre fundido (3 mL) foi adicionado a
placas de Petri de 50 x 12 mm. Uma vez
solidificado, o agar foi perfurado de forma a
constituir sete orificios, seguindo molde
proprio segundo Food Research Institute.
Antitoxina com titulacéo 1:24 foi colocada no




orificio central no volume de 50 pL e nos
dois orificios menores foi adicionada a
toxina padrdo na concentragdo de 4 pg/mL
no volume de 25 L. Aliquotas de 50 puL da
amostra teste foram adicionadas aos quatro
orificios externos. As placas foram
transferidas para uma camara umida e
incubadas a 37 °C por 24 h. Reagbes
positivas foram determinadas pela formacio
de linhas de precipitina entre as amostras e
a toxina padréo.

3.3. Resultados e Discusséo

Dos 60 pools de Staphylococcus aureus
testados, 21 (35 %) foram positivos para a
toxina da sindrome do choque toxico,
conforme indicado na Figura 3.1. Estes
resultados sdo superiores aqueles obtidos
por Cardoso (1999), que analisando
amostras de leite cru proveniente de varios
municipios do Estado de Minas Gerais,
observou que das 127 cepas de S. aureus
isoladas, 29 (23 %) eram produtoras de
TSST-1. Entretanto, esses resultados sdo
inferiores aos obtidos por Takeuchi et al.
(1998) que, ao testaram 272 cepas de S.
aureus, encontraram altas porcentagens de
produtores de TSST-1: 76,7 % dos isolados
de mastite subclinica, 58,1 % de mastite
clinica e 75,4% isolados de leite estocado
em tanques de expansdo. Na literatura
consultada ndo foram encontrados relatos
de TSST-1 produzidas por cepas isoladas
em queijos. Esse fato pode ser explicado

65%

pela auséncia de casos de intoxicagdo
alimentar envolvendo a toxina ou qualquer
outro distrbio orgdnico causado por
ingestdo oral da mesma. Porém sdc
necessarios estudos mais criteriosos em
relagdo a presenca desse metabdlito em
queijos uma vez que a literatura mostra uma
alta fregiiéncia em leite proveniente de
vacas com mastite assim como a alta
letalidade em humano por ocasido da
sindrome do choque toxico.

Considerando as condiges de obtengédo do
leite e de elaboragdo do queijo coalho em
Pernambuco e a alta contaminagéo desses
produtos por S. aureus enterotoxigéncos
conforme  descrito  anteriormente  no
experimento I, a presenca de TSST-1
nesse tipo de produto pode representar
sério risco a sadde dos consumidores de
queijos coalho nessa regido do Brasil.

Apesar de ainda ndo haver trabalhos
associando a ocorréncia da sindrome do
choque téxico com o consumo de alimentos,
seria importante investigar a possibilidade
de transmissdo desta sindrome via queijos
coalho.

3.4. Concluséo
Staphylococcus aureus isolados de queijo
coalho sdo capazes de produzir TSST-1,

responsavel pela sindrome do chogque
toxico em humanos.

35%

M positivas
M negativas

Figura 3.1. Produgdo de TSST-1 a partir de cepas de S. aureus isoladas de queijos coalho

comercializados em Recife-PE.
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4. EXPERIMENTO IV

Susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus sp isolados de queijos
coalho comercializados em Recife-PE

Resumo

Cepas de Staphylococcus sp isoladas de
amostras de queijos coalho comercializados
em Recife - PE foram avaliadas quanto a
resisténcia a antibidticos de uso comum em
medicina humana e veterinaria. S. aureus,
S. coagulase - negativa, S. infermedius e S.
hyicus apresentaram um percentual médio
de 34,0, 284; 286 e 208 %,
respectivamente, de resisténcia por doze

diferentes  antibioticos, dentre  eles,
penicilina G, ertromicina, vancomicina,
cefaclor, novobiocina, oxacilina,
gentamicina, ampicilina, kanamicina,

rifampicina, estreptomicina e lincomicina.
Maior resisténcia foi observada relativa a
peniciina G (71,5 %), seguida da
novobiocina (64,1 %) e da ampicilina (60,4
%). Menor resisténcia foi observada frente a
gentamicina (0 %), seguida da vancomicina
(3.8 %). As cepas de S. hyicus
apresentaram uma resisténcia de 15% em
relagdo a vancomicina.

Palavras chave: Staphylococcus sp
antibioticos, penicilina, gentamicina.

Summary

Antimicrobial susceptibility of
Staphylococcus sp isolated from coalho
cheese marketed in Recife, Pernambuco,
Brazil. Staphylococcus strains isolated from
coalho cheese commercialized in Recife,
Permambuco, Brazil were evaluated with
respect to resistance to antibiotics generally
used for human and veterinary medicine. S.
aureus, S epidermidis, S. intermedius and S.
hyicus showed mean percent resistance of
34.0, 28.4, 28.6 and 20.6 % respectively, to
twelve different antibiotics, among them,

penicillin-G,  erythromycin, vancomycin,
cephaclor, novobiocin, oxacillin, gentamicin,
ampicillin, kanamycin, rifampicin,

streptomycin e lincomycin. Higher resistance
was observed to penicillin (71.5 %), followed
by novobiocin (64.1 %) and (ampicillin 60.4
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%). Smaller resistance was observed for
gentamicin (0 %), followed by vancomicin
(3.8 %). This last one showed resistance
only by 15 % of the S. hyicus strains
investigated.

Key words: Staphylococcus sp, antibiotic,
penicillin, gentamicin.

4.1. Introdugéo

Por mais de 45 anos, os antibiéticos tém
sido usados com sucesso no tratamento de
doengas infecciosas no homem e nos
animais. Entretanto, adicionalmente a sua
utilizagdo terapéutica, os antibiéticos tém
sido incluidos regularmente em ragdes
animais como promotores de crescimento
{(De Aguayo et al., 1992). A principal
conseqiiéncia do amplo uso de antibiéticos
tem sido a emergéncia de amostras
bacterianas resistentes (Levy, 1982).
Patogenos resistentes a antibidticos em
animais ndo somente preocupam devido a
satide animal mas também pela possivel
transmissdo destes pela ingestdo de
alimentos contaminados (AMERICAN...,
1995).

Resisténcia a antibidticos resulta em
morbidade e morntalidade por falhas de
tratamento e em aumento dos custos com a
saude. Os custos atuais relatados para o
tratamento de infecgbes por microrganismos
resistentes a antibioticos sdo estimados pelo
“National Center for Disease Control and
Prevention” (CDC) em mais de 4 bilhdes de
dolares por ano. As resisténcias
disseminam, envolvendo mais de um agente
infeccioso, dificulttando a eficacia do
tratamento com drogas antimicrobianas.
Uma preocupagdo crescente nos Estados
Unidos e no mundo, refere-se ao impacto da
resisténcia antimicrobiana nas indistrias
produtoras de alimentos (Levy, 1982;
AMERICAN..., 1995).




O leite de vaca tem sido considerado um
valioso alimento para o homem, mas sua
rigueza nutritiva o torna também um
excelente meio de «cultura para o
desenvolvimento de microrganismos,
inclusive aqueles patogénicos para o
homem (De Aguayo et al., 1992). Durante
ou apos a ordenha, estes microrganismos

podem contaminar o leite, causando
alteracbes inflamatorias na  glandula
mamaria e/ou intoxicacdo alimentar no
homem.

A importancia do Staphylococcus aureus
sob o ponto de vista de saude publica tem
sido evidenciada por meio de levantamentos
epidemiologicos relacionando-o as
toxinfecgbes alimentares relatadas em todo
o mundo (Genigeorgis, 1989). A intoxicagao
estafilococica € causada pela ingestdo de
enterotoxinas produzidas em alimentos por
algumas espécies de S. aureus (Park et al.,
1996). Staphylococcus aureus € a causa
mais fregliente de mastite clinica e
subclinica em vacas leiteiras na Inglaterra
(Booth & Green, 1988; Mackie et al., 1988),
assim como infecgbes por coliformes,
embora ndo sejam frequentes os casos
agudos e hiperagudos (Hill et al., 1984). Dos
principais patogenos causadores de mastite,
S. aureus € o mais dificil de ser tratado com
antibidticos eficazmente, e taxas de falhas
da terapia de 50 a 80% sao comuns durante
a lactacdo (Bramley & Dodd, 1984).
Antibioticoterapia € usualmente a primeira
escolha de tratamentos pelos veterinarios. A
escolha do antibidtico a ser usado pode ser
obtida de amostras sensiveis a antibiéticos
por isolados de mastite contra uma variagéo
de drogas antimicrobianas. Se um
microrganismo patogénico € sensivel a um
antibidtico, a terapia pode nao ser
necessariamente um sucesso (Pearson &
Mackie, 1979) mas, se o microrganismo &
resistente, provavelmente o0 sucesso de
tratamento € muito baixo (Davidson, 1980).
Ha muito tempo, varios pesquisadores tém
demonstrado que a resisténcia pode
aumentar com o0 uso de antibidtico na
terapia de mastite (Wilson, 1961; Muckle et
al., 1986).

Embora a maioria dos artigos cientificos,
anteriores a 1970, atribuissem alteracdes

patogénicas em animais ao Staphylococcus
aureus, trabalhos mais recentes citam
outras espécies, dentre elas, S. intermedius,
S. hyicus e S. coagulase-negativa como
patogenos para animais (Gutierrez et al.,
1990; De Aguayo et al., 1892; Muhammad
et al, 1993; Khambaty et al., 1994).
Espécies de Staphylococcus coagulase-
negativa sao mais frequentemente isoladas
de amostras assépticamente colhidas de
leite bovino (Hammon & Langlois, 1989).
Segundo Honkanen-Buzalski et al. (1994), a
proporgdo de casos de mastite clinica
devido a estes Staphylococcus tem
aumentado durante a ultima década, mas as
proporgdes de outros microrganismos como
S. aureus e Escherichia coli tem
apresentado poucas alteracoes.

Nos Estados Unidos, no periodo de 1983 a
1987, Staphylococcus aureus foi identificado
entre os trés principais agentes bacterianos
causadores de surtos de origem alimentar
(Bean et al.,, 1990; Bean & Griffin, 1990).
Estes surtos, na maioria das vezes, estao
associados com cames processadas,
produtos avicolas (especialmente salada de
frango), molhos, produtos lacteos
(especialmente queijos e pudins) e produtos
de padaria (Dohnalek-Halpin & Marth,
1989).

Embora os dados na literatura brasileira
(Santos et al., 1981, Carmo & Bergdoll,
1990; Cerqueira et al., 1994b) demonstrem
a presenca desse microrganismo em queijos
fabricados artesanalmente em condicdes
higiénico-sanitarias deficientes, as citagdes
referentes a sua ocorréncia em queijos
coalho comercializados na regidao Nordeste
do pais sdo escassas (Santos et al., 1995),
assim como o seu perfil de resisténcia a
drogas antimicrobianas de uso comum em
medicina humana e veterinaria.
Considerando o exposto, este trabalho teve
como objetivo avaliar a resisténcia -
sensibilidade, de diferentes espécies de
Staphylococcus isoladas de queijos coalho
comercializados em Recife-PE, a
antibidticos de uso comum na medicina.




4.2. Material e Métodos

As cepas de Staphylococcus utilizadas
neste experimento foram isoladas de 107
amostras de queijos tipo coalho coletadas
no comeércio varejista de Recife-PE, em sete
locais diferentes, no periodo de janeiro a
maio de 1997, conforme  descrito
anteriormente (experimento ).

As linhagens de Staphylococcus foram
testadas quanto a resisténcia a diferentes
antibidticos nas concentragbes mais
comumente utilizadas em medicina humana
e veterinaria: penicilina G (10 UI)
vancomicina (30 pug), cefaclor (30 ug),
eritromicina (15 ng), rifampicina (5 ug),
estreptomicina (10 pg), lincomicina (2 pg),
ampicilina (10 upg), kanamicina (30 pg),
gentamicina (10 pg), oxacilina (1 pg) e
novobiocina (5 ug).

A metodologia empregada baseou-se no
método do disco (nico de alta concentragéo
proposto por Bauer et al. (1966). A partir das
culturas puras de Staphylococcus aureus
(127), S. coagulase-negativa (43) S. hyicus
(20) e S. intermedius (14), cinco colbnias
semelhantes foram selecionadas,
inoculadas em 5 mL de caldo Miiller-Hinton
e incubadas por 2 a 8 horas em
temperaturas de 35 a 37 °C, até atingir a
turbidez padrdao de 0,5 na escala de Mc
Farland. Obtida a turbidez. o material foi
semeado por meio de “swabs” em placas de

44

Petri medindo 14 cm de diametro e
contendo 20 mL de agar Miiller-Hinton. A
semeadura foi feita em eixos diferentes para
uma completa uniformidade da placa. Apos
5 minutos, os discos foram depositados
sobre a placa a uma distancia de 24 mm, de
centro a centro. Apds esse procedimento, as
placas foram incubadas a 35 °C e a
determinagdo do diametro dos halos de
inibicdo foi efetuada apds 24 horas,
utilizando-se régua milimétrica(Ver
Apéndice).

4.3. Resultados e Discussido

Os resultados obtidos, conforme indicado na
Figura 4.1, indicam que S. aureus, S
coagulase-negativa, S. intermedius e S.
hyicus apresentaram resisténcia média
variada aos doze diferentes antibidticos. De
um modo geral, um maior percentual de
cepas de S. aureus (32,3 %) e um menor de
S. intermedius (26,3 %), foram resistentes
aos antibioticos testados. Os resultados
obtidos, conforme indicado na Figura 4.2 e
Tabela 4.1, demonstram uma freqiiéncia
elevada de cepas de Staphylococcus sp
resistentes aos diferentes antibidticos. Estes
dados sdo semelhantes aqueles obtidos por
Swartz et al. (1984), Riedner et al. (1987),
Mackie et al. (1988) e Refai et al. (1988) que
também observaram um grande nimero de
cepas de Staphylococcus isolados de leite
proveniente de wvacas com mastite
resistentes a antibioticos.
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Figura 4.1. Percentual médio de cepas de Staphylococcus sp. resistentes a diferentes antibidticos.
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Figura 4.2. Resisténcia média de S. aureus, S. coagulase-negativa, S. intermedius e

S hyicu a doze diferentes antibidticos.
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Tabela 4.1. Percentual de cepas de S. aureus, S. coagulase-negativa, S. intermedius e S.

hyicus resistentes a doze antibioticos

Antibidticos Percentual (%) de cepas resistentes
(concentragao) S. aureus S. coagulase- S. intermedius S. hyicus Média
negativa (%CV)

Penicilina G (10 Ul) 87.4 74,4 64,3 60,0 71,5 (17)
Eritromicina (15 pg) 55 2,3 286 50 10,4 (118)
Vancomicina (30 ug) 0 0 0 15,0 3,8 (200)
Cefaclor (30 pg) 21,2 23 14,9 50 10,9 (81)
Novobiocina (5 pg) 57,5 76,7 57,1 65,0 64,1(14)
Oxaciclina (1 pg) 457 419 0 50 23,2 (104)
Gentamicina (10 pg) 0 0 0 0 0,0 (0)
Ampicilina (10 pg) 72,4 53,5 85,7 30,0 60,4 (40)
Rifampicina (5 pug) 11,0 93 0 5,0 6,3 (78)
Estreptomicina (10 13,4 7,0 42,9 95,0 39,6 (101)
Hg)
Lincomicina (2 pg) 57,5 86,0 14,3 95,0 63,2 (57)
Kanamicina (30 ug) 16,5 47 71 0 7,1(98)
Média (% CV) 32,3 29,8 26,3 31,7

(94) (105) (113) (108)

Observou-se que um maior percentual de
cepas foram resistentes a Penicilina G, com
um valor médio de 71,5 % (Figura 4.1) e
coeficiente de variacdo de 17 %. A maior
resisténcia a Penicilina G foi observada para
0 S. aureus (87,4%). Esta maior resisténcia
a penicilina G, pode ser explicada pela
capacidade do S. auwreus produzir beta-
lactamase e pela possibilidade dos
plasmideos  carrearem determinantes
genéticos de resisténcia a drogas a outras
espécies de Staphylococcus (Richmond,
1980). Este fato é importante porque estas
espécies podem permanentemente alterar o
perfil de sensibilidade a drogas usualmente
empregadas no combate a infecgdes
humanas e animais.

Alguns autores atribuem a alta resisténcia a
antimicrobianos apresentada por
determinadas cepas de Stfaphylococcus ao
fato da transferéncia de resisténcia de uma
linhagem a outra. Deste modo, Archer
(1988) descreveu a capacidade de S.
epidermidis ser um portador de gens de
resisténcia a antibioticos e de transferi-los
para o S. aureus em condigdes in vitro e in
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vivo. Muhammad et al. (1993), no entanto,
descrevem que informagbes sobre a

transferéncia interespecifica de
Staphylococcus isolados de glandula
mamaria bovina sdo extremamente

limitadas. Além desses fatores, a exposigao
do microrganismo a um mesmo antibiético
por periodos prolongados também contribui
para o aumento da resisténcia.

Os resultados obtidos neste estudo para a
Penicilina G s3o semelhantes aqueles
descritos por Panlilio (1992) para S. aureus
e por Honkann-Buzalski et al. (1994) para

Staphylococcus coagulase-negativa.
Segundo Panlilio (1992), apesar de
praticamente todas as amostras de

Staphylococcus aureus serem sensiveis a
penicilina quando este antibitico foi
introduzido em 1940, atualmente, mais de

90% das cepas deste microrganismo sao 2.'¢

resistentes a penicilina e outros antibidticos
beta-lactamicos.

Resisténcia elevada também foi observada
para a novobiocina, variando de 571 %
para o S. infermedius e 76,7 % para 0s S.

L LA




coagulase-negativa, com um valor médio de
64,1 % e um coeficiente de variagio de 14,3
%.

Com relagdo a ampicilina, observou-se
resisténcia total por cepas de
Staphylococcus sp semelhante a obtida com
a novobiocina. Entretanto, 85,7 % das
cepas de S. intermedius e apenas 30% das
de S. hyicus foram resistentes. De Aguayo
et al. (1992), ao estudarem a resisténcia
multipla a antibidticos de microrganismos
isolados de produtos lacteos
comercializados no México, observaram
resisténcia similar de S. aureus frente a
ampicilina (80 %) guando comparado com
0s dados deste trabalho (72,4 %). S.
coagulase-negativa apresentou 63% de
resisténcia frente a ampicilina, enquanto
que este estudo demonstrou uma
freqiiéncia de 53,5 %, confiimando alta
resisténcia a mattiplos antibiéticos, de cepas
deste microrganismo isoladas de alimentos.

Maior sensibilidade foi observada com
relacdo a gentamicina e vancomicina, para
as quais 0 e 3,8 %, respectivamente, das
cepas testadas foram resistentes, isso pode
estar relacionado ao fato desses antibioticos
serem pouco utilizados para tratamentos de
mastite bovina devido ac seu alto custo
quando comparado com a penicilina por
exemplo, desse modo o0 microrganismo nao
sendo exposto com frequéncia ao antibidtico
apresenta uma maior sensibilidade. O
aminoglicosideo gentamicina, demonstrou,
neste estudo, ser o antibiotico de maior
efetividade a Staphylococcus sp isolados de
gueijos coalho. Buragohain & Dutta (1990),
também observaram maior sensibilidade
das cepas de S. aureus a gentamicina (94,7
%). No Brasil, Lange et al. (1996) testaram
100 cepas de S. aureus isoladas de
inflamagdes intra-mamaria e constataram
uma sensibilidade de 100 % em relagdo a
gentamicina. Entretanto, deve-se ressaltar
que, embora este produto tenha

apresentado maior efetividade, o wuso
indiscriminado na terapia da mastite ou
outras  infecgbes, pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia,
comprometendo a eficacia dos tratamentos.

Em relagao aos antibidticos macrolideos, as
cepas estudadas apresentaram baixa
resisténcia a eritromicina. Dados
semelhantes foram  observados  por
Buragohain & Dutta (1990), que observaram
uma resisténcia similar por S. aureus (6,87
%).

Um aspecto importante refere-se a
resisténcia de S. intermedius frente aos
diversos antibidticos testados,
demonstrando que mesmo esta espécie
bacteriana, que nao é frequentemente
isolada de leite proveniente de vacas com
mastite, logo supde-se nao estar exposta a
acdo multipla de antibidtico, apresentou
pouca sensibilidade as drogas usualmente
empregadas na medicina humana e
veterinaria.

O alto nivel de resisténcia multipla a
antibioticos representa um risco potencial
para a saude publica e pode dificultar o
tratamento de doengas humanas e de
animais, agravando quadros clinicos
potencialmente curaveis.

4.4 Conclusao

Considerando os resultados obtidos neste
estudo, pode-se concluir que
Staphylococcus sp isolados de queijos
coalho comercializados em Recife-PE
apresentam resisténcia multipla a
antibioticos comumente utilizados no
tratamento de mastite bovina, sendo maior a
resisténcia a peniciina e menor a
gentamicina e vancomicina.
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5. EXPERIMENTO V

Efeito inibitério da nisina e do sistema lactoperoxidase no crescimento de
Staphylococcus aureus enterotoxigénicos durante a producgao de queijo frescal

Resumo

Os efeitos inibitorios de dois produtos a
base de nisina e do sistema lactoperoxidase
(LPS) foram avaliados sobre cepas
enterotoxigénicas de Staphylococcus
aureus (PE-54) durante a produgdo de
queijos frescal. Foram fabricados 70 queijos,
utilizando, leite pasteurizado adicionado de
coalho e cloreto de calcio. Algumas
amostras foram inoculadas com duas
concentragdes de S. aureus - 10° e 10°
UFC/mL e adicionadas de nisina e LPS nas
concentragdes de 12,5 mg/kg e 200 mg/L,
respectivamente. Os queijos fabricados
foram ammazenados a 10 e 30 °C por 48
horas. Os queijos foram analisados quanto
a contagem de S. aureus e valores de pH.
Diferencas significativas (p > 0,05) nao
foram observadas entre os resultados
obtidos nos grupos experimentais e
controle. Os resultados obtidos neste
trabalho sugerem que nas condigbes
utilizadas, os aditivos nao inibiram o
crescimento do S. aureus.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus,

nisina, sistema lactoperoxidase, queijo
frescal.

Summary

Inhibitory effect of nisin and

lactoperoxidase system on
enterotoxigenic Staphylococcus aureus
growth during “frescal” cheese

production. The inhibitory effect of two
preservatives nisin and lactoperoxidase
system (LPS) were evaluated on
enterotoxigenic strains of Staphylococcus
aureus (PE-54). Cheese samples were
processed, using pasteurized milk, rennet
and calcium chloride. Some samples were
inoculated with 2 concentrations of S.
aureus - 10° and 10° CFU/mL and in some,
nisin and LPS were also incorporated at the

48

concentrations of 125 mg/kg and 200
mg/kg, respectively. The processed cheese
samples were stored at 10 and 30 °C for 48
hours. Samples were analyzed for S. aureus
and pH. Statistical difference (p > 0,05) was
not observed among results, suggesting that
under the conditions wused in this
experiment, growth of S. aureus was not
inhibited by incorporation of nisin and LPS.

Key words: Staphylococcus aureus, nisin,
lactoperoxidase system, "frescal” cheese.

5.1. Introdugao

O envolvimento de microrganismos em
surtos de toxinfecgdo alimentar € uma
realidade que pode ser constatada por
varios relatos, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento.
Staphylococcus aureus € um importante
patégeno  envolvido em  toxinfecgdo
alimentar (Eifert et al. 1996; Bergdoll,1989;
Carmo et al.,1994). O microrganismo esta
amplamente distribuido na natureza sendo a
contagem média em leite cru no Brasil em
tomo de 10° UFC/mL, o que constitui em
riscos de produgdo de enterotoxinas e
desenvolvimento de intoxicagdo alimentar
(Bergdoll, 1990). Ainda, segundo Bergdoll et
al. (1989), o tipo mais comum de intoxicacao
alimentar resulta do crescimento de
Staphylococcus sp produtores de
enterotoxinas tipo A € B em alimentos. De
fato, enteroxina estafilococica tipo A esta
associada a 70 % dos casos confirmados de
intoxicacdo alimentar causada por este
microrganismo (Betley et al., 1984). O queijo
€ um dos produtos mais envolvidos em
surtos de intoxicagdo estafilococica no
mundo (.Bergdoll, 1989). Isto pode ser
explicado pelo fato deste ser muito
manipulado, além de outros agravantes
como condigdes higiénico—sanitarias
inadequadas em toda cadeia produtiva,
principalmente em queijos elaborados de




forma artesanal e sem inspegao (Santos &
Genigeorgis, 1981).

Segundo 0s resultados obtidos
anteriormente( experimentos | e Il), o queijo
coalho apresentou contagens elevadas de
Staphylococcus sp capazes, inclusive, de
produzir enterotoxinas in vitro. Além disto,
as cepas isoladas apresentaram resisténcia
a varios antibiéticos mais comumente
utilizados na terapia da mastite bovina. O
queijo coalho assim como outros queijos
tipo frescal, amplamente produzidos e
consumidos no Brasil apresentam em geral
alta fregliéncia de Staphylococccus sp
podendo constituir em risco a sadde publica
(Cerqueira et al. 1994b; Santos et al. ;1995;
Sena et al, 1998b). Assim sendo,
alternativas viaveis para o controle da
contaminagdo e  proliferacdo  destes
microrganismos  nesse produto  séo
necessarias.

Além do controle da sanidade do gado
leiteiro e da utilizacdo de condigdes
higiénico—sanitarias adequadas durante a
ordenha, armazenamento e distribuicdo da
matéria prima, ultimamente, tem sido uma
preocupacao constante de varios
pesquisadores estudar simultaneamente,
em diferentes niveis, alguns fatores capazes
de afetar o crescimento de microrganismos
durante a fabricagdo de queijos, tais como
temperatura, pH, atividade de agua,
concentragcdo de NaCl (Buchanan & Phillips,
1990; Buchanan, 1993), uso de aditivos
como sorbato de sodio (Lahellec et al.,
1981; Narasimhan et al., 1989), nisina
(Davies et al., 1997), lisozima (Lodi, 1990) e
o sistema lactoperoxidase (Kamau et al.,
1990). Alguns microrganismos
freqientemente encontrados em queijos
tém sido testados frente a estes fatores,
podendo ser destacados a Listeria
monocytogenes e o Staphylococcus aureus
( Kamau et al., 1990; Davies et al., 1997).

Adicionalmente, o controle e prevencao da
contaminacao € proliferagao de
Staphylococcus sp ao nivel tecnologico e
industrial seria uma alternativa viavel de
garantir a qualidade higiénico—sanitaria do
queijo. Alguns aditivos, classificados como
conservantes, foram recentemente

aprovados pela legislagado brasileira, a fim
de minimizar o crescimento de patégenos
em alimentos, inclusive leite destinado a
fabricagao de queijos. Segundo a Portaria n°
146, publicada no Diario Oficial de 11 de
marco de 1996 (Brasil, 1996), sao
permitidas as adicdes de acido sorbico e
seus sais (Na, K e Ca), nisina, lisozima,
nitrato de sodio ou potassio e natamicina
em leite destinados a fabricacdo de queijos.
Um produto a base de nisina teve seu uso
liberado pelo Ministério da Agricultura para
ser adicionado como conservante em leites
destinados a fabricagdo de queijos, segundo
oficio do Departamento de Inspecao de
Produtos de Origem Animal N° 196/98
publicado em 30/04/98(Brasil,1998).

Um outro produto cujo principio ativo € o
sistema lactoperoxidase foi aprovado pelo
Ministério da Agricultura no oficio 0122/97
do Departamento de Inspe¢do de Produtos
de Origem Animal, publicado em 24/06/1997
(Brasil, 1997a), para ser adicionado como
conservante em alimentos processados
inclusive derivados de leite. Este produto foi
registrado no Ministério da Salde segundo
a Portaria n° 161 publicada no dia 28 de
abril de 1997.

Dentre estes conservantes pemitidos
recentemente pela legislagdo brasileira, a
nisina e o sistema lactoperoxidase
apresentam caracteristicas que o0s tornam
mais faceis de serem aceitos, como o fato
de serem naturais e de ja estarem sendo
utilizados amplamente em outros paises
(Sarkar & Mitra, 1994; Turtell & Delves-
Broughton, 1998).

A nisina é um polipeptideo antibacteriano
produzido por determinadas cepas de
Lactococcus  lactis  subespécie  lactis,
inicialmente conhecido como Streptococcus
lactis. Este polipeptideo apresenta atividade
antimicrobiana contra varias bactérias Gram
positivas, particulamente formas
esporuladas termorresistentes  (Deives-
Broughton, 1998). O primeiro relato da
possivel agdo da nisina foi feito por Rogers
& Whittier (1928), com o objetivo de inibir
bactérias acido laticas. Em 1947, pesquisas
reconheceram que esse polipeptideo era
produzido por certas cepas de
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Streptococcus, do grupo N, dando a origem
ao nome nisina (Hirsch et al., 1951). Uma
vez que o0 processo de pasteurizagao
destroi principalmente as bactérias Gram
negativas, leveduras e fungos, recomenda-
se 0 uso da nisina para inibir as bactérias
Gram positivas que sobrevivem ao processo
de pasteurizacao. A nisina tem sido utilizada
em leite e produtos lacteos, produtos a base
de ovos, vegetais, vinhos e cervejas (Hurst,
1983).

O sistema lactoperoxidase (LPS) € uma
combinacdo da enzima lactoperoxidase
(LP), tiocianato (SCN) e o peroxido de
hidrogénio (H,O,). Este procura imitar o
sistema naturalmente presente no leite cru,
que consiste na agao catalizadora da
enzima lactoperoxidase sobre a oxidagao do
tiocianato pelo peroxido de hidrogénio
resultando na formagdao de ions de
hipotiocianato, responsaveis pelo efeito
antimicrobiano do LPS (Reiter,1985). Esse
sistema e bacteriostatico para
microrganismos Gram positivos e
bactericida para Gram negativos (Reiter &
Hamulv, 1984). Entretanto, segundo
Wolfson & Sumner (1993), diferentes grupos
de bactérias apresentam grau variado de
resisténcia. A acdo do sistema depende do
pH do meio, da temperatura, do tempo de
incubacdo e da densidade celular. O efeito
bactericida do LPS é verificado em pH baixo
(< 5,0), em baixas temperaturas e na
auséncia de agentes redutores (Pruitt &
Reiter, 1985). Este mecanismo de agéao
possibilita o aumento do tempo de
estocagem do leite cru controlando também
o crescimento de bactérias psicrotroficas.

Embora estes conservantes tenham sido
aprovados no Brasil para uso em produtos
lacteos, nao ha dados disponiveis sobre a
eficiéncia dos mesmos na literatura
brasileira. Uma das duvidas sobre a sua
eficacia reside no fato destes produtos
serem recomendados para maténa-prima
com baixas contagens microbianas. Como a
contagem microbiana média do leite no pais
é em toro de 10° UFC/mL (Brand&o, 1998),
ou seja, uma alta carga microbiana, a
eficiencia destes conservantes pode ser
comprometida. Considerando apenas este
aspecto, a simples recomendagao destes
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conservantes, nao isenta o0s queijos de
causarem quadros de intoxicacdo alimentar.
Desta forma, verifica-se a necessidade de
avaliar a eficiéncia destes produtos frente a
estirpes brasileiras enterotoxigénicas
isoladas de queijos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia dos conservantes nisina e sistema
lactoperoxidase na inibigdo do crescimento
de cepas de Staphyloccoccus aureus
(isoladas de queijo coalho fabricado
artesanalmente no Estado de Pemambuco
e comercializado em Recife) durante a
producao de queijo tipo frescal.

5.2. Material e Métodos
5.2.1. Material

Para a fabricagdo dos queijos foram
utilizados um total de 140 litros de leite,
obtido de vacas pertencentes ao rebanho
leiteiro da Fazenda Experimental da UFMG,
localizada no municipio de Pedro Leopoldo,
MG, sendo as mesmas negativas ao
California Mastitis Test (CMT). O leite
destinado a elaboragdo dos queijos foi
obtido de um lote de vacas pertencentes ao
rebanho leiteiro da Fazenda Experimental
da UFMG. Este lote, durante trés meses nao
recebeu tratamento com antibictico ou
carrapaticida. A medida que uma vaca
mostrava-se positiva para mastite pelo CMT,
a mesma era descartada do lote, assim
sendo um lote que era inicialmente
constituido de 29 vacas, chegou ao final do
experimento com 12 animais.

O leite foi ordenhado pela manhad sob
rigoroso controle higiénico, e imediatamente
encaminhado & Planta Piloto de Laticinios
do Centro Tecnologico de Minas Gerais
(CETEC) para a fabricacdo dos queijos. a
qual se procedeu conforme descrito na
Figura 5.1.

5.2.2. Preparo do indculo

O indculo foi preparado segunao
metodologia descrita por Anunciagio et al.
(1994). Uma cultura jovem foi obtida por




meio de crescimento em caldo infuso de
cérebro coracdo (BHI) incubado a 37 °C por
24 horas, repicada na superficie de Agar
Triptona de So;a (TSA) e novamente
incubada a 37 °C por 24 horas. Um volume
(7 mL) de agua peptonada tamponada foi
adicionado ao tubo, sendo o crescimento
raspado e homogeneizado. A partir desse
tubo foram feitas diluigdes decimais até 10
O. as quais foram plaqueadas em Agar
Baird-Parker e incubadas a 37 °C por 48
horas. Foram entao efetuadas as contagens
e calculado o volume do inoculo a ser
adicionado ao leite (4000 mL) de forma a se
obter contagens de 10° e 10° UFC/mL. Para
contagem de 10° UFC/mL foram utilizados
0.5 mL da diluigio de 10° flitro de leite,
totalizando 2 mL para os 4 litros utilizados
em cada tratamento. Para contagem de 10°
UFC/mL foram calculados 3,7 mL da
diluigio de 107 / litro de leite, totalizando
14,8 mL para os 4 litros utilizados por
tratamento. Apés 30 e 50 minutos de
mcuba(;.ao essas contagens atingiram 10° e
10° UFC/mL, respectivamente.

5.2.3. Fabricacao dos queijos

A fabricagdo dos queijos procedeu-se
conforme indicado na Figura 5.1. O leite foi
submetido a pasteurizagao lenta (65 °C por
30 minutos) em tanque de camisa dupla e
rapidamente resfriado a 32 - 35 °C. Para a

fabricagdo dos queijos foram utilizadas
cubas plasticas identificadas com os
respectivos tratamentos. Quatro litros de
leite foram adicionados em cada cuba e, em
sequida, adicionada dos mocu!os de forma a
se obter contagens de 10° e 10° UFC/g,
como descrito anteriormente. Logo em
seguida, foram adicionados os conservantes
LPS, na quantidade, maxima recomendada
pelo fabricante, de 200 mg/L de leite ou
Nisina, na quantidade, permitida pela
legislacao, de 12,5 mg/kg de queijo. Foram
também adicionados cloreto de calcio e o
coalho nas concentragoes de 20 g/100 mL
de leite e 1 mL/L de leite respectivamente.
Em 42 a 45 minutos, confimada a
coagulacgdo do leite, procedeu-se o corte da
massa e as etapas subsequentes. Foram
entdo obtidos sete grupos com a
composigao descrita na Tabela 5.1. Para
cada grupo foram fabricados dois queijos de
0,250 kg, sendo um estocado a temperatura
de 10 e o outro a 30 °C (temperatura
ambiente meédia anual do Estado de
Pemambuco) durante 48 horas. O
processamento completo foi efetuado em
cinco dias distintos (guintuplicata). Apos a
elaboragao dos queijos o soro foi recolhido
e autoclavado. Tanto os tanques como
todos os utensilios utilizados no
processamento passaram por uma rigorosa
sanitizagdo com solugéo clorada.
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LEITE CRU
U
PASTEURIZACAO LENTA
(62-65 °C/30 min)
Y
RESFRIAMENTO
(32 - 35°C)
U

ADICAO DOS INOCULOS
(10? e 10° UFC)
Y

INCUBACAQ
(30 e 50 min, respectivamente)

ADICAO DOS INGREDIENTES E INIBIDORES
(LPS ou nisina, CaCl, e coalho)

COAGULAGAO
U

CORTE DA MASSA
U
MEXEDURA
U
DESSORAGEM
U
ENFORMAGEM E PRENSAGEM MANUAL
U
SALGA
U
VIRAGEM
U
SECAGEM
U
ENVASE
(embalagem de polietileno)
U

ARMAZENAMENTO
(10°C e 30°C)

Figura 5.1. Fluxograma de fabricagéo dos queijos.
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Tabela 5.1. Ingredientes utilizados na elaboracao dos diferentes grupos de queijo frescal

Ingredientes

Tratamentos Leite CacCl, Coalho Contagem Conservante*
S. aureus (PE-54)
10° 10° Nisina LPS

~NonhkWNn =

* Os conservantes nisina e sistema lactoperoxidase foram utilizados nas concentragbes de 200 mg/L e

12,5 mg/kg, respectivamente.

5.2.4. Métodos de analise

Amostras de leite antes e apos a
pasteurizagdo foram encaminhadas aos
Laboratorios de Fisico-Quimica do DTIPOA
da Escola de Veterinaria da UFMG e para o
Laboratério de Enterotoxinas Estafilococicas
da Fundagédo Ezequiel Dias (FUNED), onde
foram feitas as analises fisico-quimicas
bioque microbiolégicas, respectivamente. As
andlises fisico-quimicas incluiram acidez
tituldvel, alcool alizarol, pesquisa das
enzimas fosfatase alcalina e. peroxidase
(Brasil, 1981). O leite também foi avaliado
quanto ao conteddo de células somaticas
(CCS) pelo método “Wisconsin Mastitis
Test”. Foi também realizada pesquisa de
inibidores (TTC) segundo metodologia
descrita por Magalhdes (1995), visando
controlar a qualidade do leite e preservar a
integridade dos resultados do experimento.

As analises microbiologicas do leite
incluiram: (i) isolamento e determinagao
quantitativa de Staphylococcus sp de
acordo com metodologia proposta por
Lancette & Tatini (1992); (i) nimero mais
provavel (NMP) de coliformes, pesguisa de
microrganismos mesofilicos e psicrotréficos
aerobios (Brasil, 1992).

As amostras de queijo foram analisadas
apos 48 horas de armazenamento, no
Laboratorio de Enterotoxinas Estafilococicas

da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), as
analises processadas constaram de
isolamento e determinagdo quantitativa de
Staphylococcus aureus de acordo com
metodologia proposta por Lancette & Tatini
(1992), assim como a determinagdo de pH
(Brasil, 1992).

5.2.5. Andlise estatistica

Os resultados quantitativos  discretos
(contagens) ndo apresentaram distribuicéo
normal mesmo apods a transformagao
logaritmica, razdo pela qual foram
submetidos a uma analise ndo paramétrica
de Kruskal-Wallis com as ordenagdes
meédias comparadas pelo teste T de Student
(Sampaio, 1998). Os dados quantitativos
(pH) foram submetidos a analises de
variancia seguindo delineamento
inteiramente casualizado com 0s
tratamentos em esquema fatorial 2 x 7 (2
temperaturas e 7 condicbes com 5
repeticdes). As médias foram comparadas
pelo teste de Duncan.

5.3. Resultados e Discussdo

5.3.1. Controle fisico-quimico, bioguimico e
microbiolégico do leite cru e pasteurizado
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As amostras de leite cru apresentaram
auséncia de floculagdo, indicando pH
normal e resisténcia ao aquecimento. Da
mesma forma, a acidez titulavel média foi de
14,5 °D. Apos a pasteurizagdo, observou-se
valor médio de acidez de 14 °D,
demostrando que ndo houve alteragdo de
acidez do leite durante o tratamento térmico.

O resultado médio observado para a
contagem de célula somatica foi de 3 mm,
correspondendo  a 140.000 células
somaticas (CCS/mL de leite), indicando
tratar-se de um leite apto para produgao de
queijos, sem provavel comprometimento do
rendimento  industrial. Foi também
observada auséncia de inibidores em todas
as amostras de leite, uma vez que o teste
TTC foi positivo.

Os resultados obtidos em todas as amostras
de leite cru, quanto a pesquisa das enzimas
fosfatase alcalina e lactoperoxidase foram
positivos, demonstrando a presenga e
atividades destas enzimas. Os resultados

com leite pasteurizado comprovaram que o
leite foi apropriadamente aquecido em
binémio temperatura-tempo suficiente para
inativar a fosfatase alcalina, e nao a
lactoperoxidase.

As analises microbiologicas do leite cru e do
leite pasteurizado indicaram auséncia de
Staphylococcus aureus em 25 mL de
amostra, baixos valores para coliformes
totais e fecais (NMP/mL), e baixas
contagens de microrganismos mesofilicos e
psicrotroficos aerdbios, conforme descrito
na Tabela 5.2 e no Apéndice. Esses
resultados demostraram que as condigdes
higiénico-sanitarias de ordenha foram
eficientes e que o acondicionamento do leite
cru foi apropriado. Com relagdo ao leite
pasteurizado e 0s queijos processados, ndo
foi verificada contaminagédo durante ou pds-
processamento, demonstrando que estes
produtos foram higienicamente
manipulados.

Tabela 5.2. Resultados médios de analises microbiolégicas de amostras de leite cru e

pasteurizado
Anailises Tipos de leite
Cru Pasteurizado
Staphylococcus aureus (25 mL de amostra) Auséncia Auséncia
Contagem de microrganismos mesofilicos aerdbios <20x10° <2,0x10°
(UFC/mL)
Contagem de microrganismos psicrotroficos <2,0x10° <2,0x10°
(UFC/mL)
Pesquisa de coliformes totais (NMP/mL) <0,3 <03
Pesquisa de coliformes fecais (NMP/mL) <03 <03

5.3. 2. Qualidade dos queijos

Os valores meédios de pH dos queijos
obtidos em cada um dos sete tratamentos
estdo descritos na Tabela 53 e no
Apéndice. Observou-se que menores

valores (p < 0,05) foram encontrados em
queijos incubados a 30 °C comparado a 10
°C. Esse fato ocorreu independente da
concentragao do inoculo de Staphylococcus
aureus, bem como da presenga ou auséncia
dos inibidores LPS ou nisina.
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Tabela 5.3. Valores médios do pH de queijos frescal fabricados com leite inoculado com S.
aureus e adicionado dos conservantes LPS ou nisina e amrmazenados a 10 ou 30 °C por 48

horas

Tratamentos: pH de amostras incubas a *
leite + CaCl; + coalho + 10 °C 30°C
1 (controle negativo) 6,98 *4 588"
210° S. aureus 710X 588 2%
310° S. aureus 6,98 A 59028
410° S. aureus + LPS 7.08*2 5928
510° S. aureus + LPS 6,96 %% 59828
6 10° S. aureus + nisina 6,96 24 6,04 %8
7 10° S. aureus + nisina 6,924 6,18 28

*Letras mindsculas iguais nas colunas indicam tratamentos equivalentes e letras mailsculas iguais nas

linhas indicam efeito de temperatura equivalente.

Esta diferengca observada no pH, com
valores mais baixos nos queijos incubados a
30 °C pode ter ocomido devido a conversao
da lactose em acido latico pelo processo de
fermentacao, por microrganismos
acidificantes termoestaveis, que poderiam
ter sobrevivido & pasteurizagdo. Essas
bactérias tem melhor crescimento a 30 °C
em relacdo a 10 °C, pois sua temperatura
otima de desenvolvimento esta entre 30 a
45 °C.

Os resultados obtidos com relacdo a
contagem de Staphylococcus aureus nos
queijos  submetidos aos diferentes
tratamentos estdo descritos na Tabela 5.4 e
no Apéndice. Observa-se que, no
tratamento controle nao houve crescimento
de S. aureus, confirmando que o controle do
rebanho e a manipulagdo durante o
processo de ordenha foram eficientes para
garantir a auséencia de S. aureus nos
queijos, e que ndo houve contaminagdo do
queijo por este microrganismo durante sua
fabricacdo e atmmazenamento.

Tanto para as amostras amrmazenadas a 10
como a 30 °C, os tratamentos 3, 5 e 7, ou
seja aquelas em que o leite foi inoculado
com 10° UFC/mL, apresentaram resultados
médios mais elevados (p < 0,05) do que os
obtidos nos tratamentos 2, 4 e 6 (leite
inoculado com 10° UFC/mL). Assim sendo,
conclui-se gue, quando o .inéculo foi maior,
a recuperagdo do microrganismo nos
gueijos também foi maior, independente das
demais variaveis.

Observa-se que menores contagens
observadas nos grupos incubados a 10
comparado a 30 °C. Estes resultados estio
de acordo com aqueles obtidos por Tatini et
al. (1973) e associados as caracteristicas do
S.  aureus, que apresenta melhor
crescimento em faixas de temperatura de 7
a 47°C, com temperatura 6tima de 37°C.

Nao foi observada diferenga significativa (p
> 0.05) na contagem de S. aureus entre os
tratamentos 3. 5 e 7 para ambas as
temperaturas. Estes resultados indicam que
nao houve efeito inibitério dos conservantes
adicionados, LPS (tratamentos 5) ou nisina
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(tratamentos 7) sobre o desenvolvimento do
S. aureus quando comparados com 0S
tratamentos 3 (grupos controles inoculados
com S. aureus a 10° UFC/mL). O mesmo

ocorreu para as amostras submetidas aos
tratamentos 2, 4 e 6; ou seja, controle
positivo, adicdo de LPS e de nisina,
respectivamente.

Tabela 5.4. Contagem media de S. aureus isolados de queijos frescal fabricados com leite
adicionado dos conservantes LPS ou nisina e ammazenados a 10 ou 30 °C por 48 horas

Tratamentos: S. aureus (log1o UFC/g) nas amostras incubas a
leite + CaCl. + coalho + 10 °C 30°C

1 (controle negativo) ol Ap e

210° S. aureus 95,02 ° A7.94°

310° S. aureus ®9,18° A9,56°

410° S. aureus + LPS ®5,20° Ag21°

510° S. aureus + LPS ©g8,63% A949°

6 10° S. aureus + nisina B 555" A8,06°

7 10° S. aureus + nisina Bg854° Ags5g?

*Letras minUsculas iguais nas colunas indicam tratamentos equivalentes.
*Letras maiUsculas iguais nas linhas indicam efeito de temperatura equivalente.

No caso da lactoperoxidase, a ineficiéncia
na inibicdo do crescimento de S. aureus,
pode estar associada ao elevado valor
médio de pH observado ou seja 5,96 a 30
°C e 6,99 a 10 °C. Segundo Pruit & Reiter
(1985), os efeitos antimicrobianos do
sistema lactoperoxidase dependem, dentre
outros fatores, da temperatura e pH do
produto, sendo mais eficiente de 0 a 5 °C e
em valores de pH < 5 Estes dados,
entretanto, sdo contraditérios aqueles
publicados em informativo técnico dos
fabricantes, que garantem eficiéncia mesmo
em faixa de pH vanando de 3,6 a 8,3.

Com relagao a concentragdo do inoculo de
S. aureus, verifica-se que mesmo quando o
produto foi expostc a uma menor
concentragdo - 10° UFC/mL, limite maximo
permitido pela legislagdo brasileira (Brasil,
1996) para queijos de alta umidade, o LPS
nao foi eficiente. Considerando que o leite
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produzido no Brasil, apresenta de um modo
geral, elevada contaminacao, inclusive por
este microrganismo, a utilizagdo deste
inibidor, ndo ira garantir a inocuidade do
gueijo obtido.

Com relacio a nisina, verifica-se também a
auséncia de eficacia do tratamento na
inibicdo do crescimento de S. aureus. Isto
pode ser devido ao valor do pH dos queijos.
Apesar dos dados da literatura (Delves-
Broughton, 1998), serem conflitantes com
aqueles descritos pelos fabricantes (EL
QUESO..., 1996), os quais descrevem pH
otimo de atuacdo como sendo 2.0 e 54,
respectivamente, na faixa de pH estudada,
nao teria sido observado efeito significativo.
Um outro fator que pode ter afetado a
eficiéncia da nisina neste estudo seria a
concentragao utilizada. A concentragao do
produto aprovada pelo Ministério da
Agricultura (12,5 mg/Kg), e utilizada neste




experimento €& bem inferior aquele
recomendada pelo fabricante para
fabricagao de queijos, ou seja, de 200 a 600
mg/Kg. Além disto, outro aspecto importante
refere-se a possivel perda durante o
processamento, principalmente no soro.
Desta forma, a concentragdo remanescente
no alimento, pode nao ter sido eficiente para
evitar a proliferacdo de S. aureus,
independentemente da temperatura de
armazenamento dos queijos (10 e 30 °C).

5.4. Conclusao

Os conservantes lactoperoxidase e nisina
nas concentragoes utilizadas nao foram
efetivos na inibicdo do crescimento de S.
aureus a uma concentragio inicial de 10° e
10° UFC/g durante a fabricagdo e
armazenamento de queijos frescos a 10 e
30°C por 48 h.

3 CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados obtidos nesse estudo
permitem concluir que:

Queijos coalho comercializados em Recife-
PE apresentam alta contaminagdo por
Staphylococcus sp.

A identificacdo de espécies como S. aureus,
S. intermedius, S. coagulase-negativa e S.
hyicus sugerem contaminagao do leite e/ou
do queijo a partir do homem e dos animais.

As cepas de Staphylococcus sp isoladas
dos queijos coalho apresentam-se capazes
de produzir enterotoxinas in vitro.

As enterotoxinas mais freqlientemente
produzidas pelas cepas de Staphylococcus
sp isoladas dos queijos coalho foram a SEB
e a SEC.

O consumo deste produto, comercializado
em temperatura ambiente pode se constituir
em risco a saude publica.

Queijos coalho comercializados em Recife-
PE, apresentam  contaminagdo  por
Staphylococcus coagulase-negativa

enterotoxigénicos, potencialmente capazes
de causar intoxicacao alimentar.

Staphylococcus aureus isolados de queijos
coalho foram capazes de produzir toxina
TSST-1, responsavel pela sindrome do
choque toxico.

Staphylococcus sp isolados de queijos
coalho comercializados em Recife-PE
apresentam resisténcia multipla a
antibidticos. A gentamicina mostrou ser o
antibiotico mais eficiente para as cepas de
Staphylococcus sp isoladas dos queijos
coalho.

Os conservantes lactoperoxidase e nisina
nas concentragdes utilizadas nao foram
efetivos na inibicdo do crescimento de S.
aureus a uma concentragao inicial de 10° e
10° UFC/g durante a fabricagdo e
armazenamento de queijos frescos a 10 e
30°C por 48 h.

Com o exposto, pesquisas adicionais em
relagdo a presenca de enterotoxinas em
extratos do queijo deve ser investigadas;

Bioensaios devem ser realizados visando
investigar o possivel envolvimento da TSST-
1 em surtos de intoxicagao alimentar
quando ingerida;

Em relagdo aos produtos comerciais
utilizados, pesquisas devem ser efetuadas
no sentido de se determinar as
concentracbes reais em que devem ser
utilizadas para que 0S mesmos sejam
efetivos em produtos com  cargas
microbianas acima de 10° UFC/g/mL;

Trabalhos de extensdo rural envolvendo
orgdaos publicos como Universidades,
Secretarias de Saude do Estado e
Municipios, Secretaria da Agricultura,
Ministério da Agricultura e outros devem ser
realizados no sentido de orientar o produtor
e monitorar a produgao de gqueijos coalho no
Estado;

Considerando estes aspectos, torna-se
necessario, a implantagcdo de politicas
visando monitorar a producdo de queijos
coalho no Estado de Pernambuco. Essa
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politica deve ser fundamentada
principalmente em programas que
incentivem a producdo formal do queijo
coalho uma vez que praticamente toda
produgdo do Estado € realizada
informalmente.
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EXPERIMENTO |

Caracterizagao de espécies de Staphylococcus

Staphylococcus

Propriedades Aureus Intermedius Hyicus
Coagulase %
Tnase

Hemolise

Mannitol (aer)
Mannitol (an)
Glicose(an)
Segundo Kloos, 1990
an=anaerobiose
aer=aerobiose

d=11 a 89% positivo

+| 4|4+ +
+| ool +|+
L

EXPERIMENTO Il

TAMPOES E SOLUGOES
PBS 1M pH 7,4

NacCl 80,0g
KH.PO, 20g
Na,HPQO,4.12H,0 28,0g
KCIi 20g
Completar para um litro em agua destilada

PBS 0,02M pH 7,4

Solugao A

Na;HPO,4.12H,0 2,76 g
NacCl 9,0g
completar para 1L de H,0(dest.)
Solugao B

Na,HPO, 2,84g

NaCl 9g

Para cada litro de base preparar % de acido.

COATING BUFFER - CARBONATO/BICARBONATO - 0,02M pH 9,5

Na,CO; 1,59 g (0,015M)
NaHCO4 2,93 g (0,035M)

Completar para um litro em agua destilada. Ajustar o pH com a adi¢ado de solugéo salina
monobasica ou dibasica.
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SOLUCAO DE LAVAGEM

NaCl 90g
Tween-20 0,5mL
H,0 (dest) 10L

OBS: Adicionar o tween-20 apos dissolver o NaCl
SOLUGAO BLOQUEIO - ALBUMINA

Albumina 30g
PBS 100 mL

TAMPAO CITRATO - 0,15 M pH 5,0

Acido Citrico 73g
Na,HPO,.2H,0 11,86 g ou Na,HPO4.12H,0 2384 ¢
Dissolver em um litro de agua destilada, ajustar o pH com a adigéo de 4cido ou salina dibasica.

SOLUGAO SUBSTRATO (OPD)

Dissolver OPD para a concentragdo de 4mg/10mL de tampéo citrato
Adicionar 1 ul de H,0, concentrada (ou 5,0 mL a 30% viv).

Misturar e imediatamente, use.

Em suma: 4mg OPD + 10m| tampdo citrato + 1,0l de H-0- conc.
OBS.: Nao toque ou aspire OPD. Use luvas. Produto cancerigeno.

GLICINA-HCL 0,1 M pH 2,5

Glicina 7507 g

H,O (dest) 800 mL

Ajuste o pH com HCL conc e complete o volume para 1 L
HCL1,0Mm

HCI 82,5 mL

Completar volume para 1 L
ACETATO DE SODIO 0,1M pH 4,0

(Solugdo A)  Ac. acético glacial 1,2mL
H>0 (dest) 98,8 mL

(Solugao B) Acetato de Sédio anidro 164 g
H,O (dest) 100 mL

Junte 41 ml da solugéo A com 9,0 mL da solugao B. Complete o volume para 100 mL Cheque o pH -

TRIS 0,1 M pH 8,0

Tris 1211 g
H.0 (dest) 800 mL
Ajuste o pH com HCL e complete o volume para 1,0 L

TRIS 0,01M HCL 0,5 M pH 8,0

Tris 1211 ¢g
HCI 2922 g
H>O (dest) 800 mL

Ajuste o pH com HCl e complete o volume para 1,0 L
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ETANOLAMINA 1,0 M pH 8,0
Etanolamina 3.0mL

H-0 (desi) 20 mL
Ajustar o pH com HCI e completar o volume para 50 ml

TAMPA < 30RATO 0,1M pH 7,4

Ac. bérico 6,183 g
H,O (dest) 1.0L

Borax 9535¢g
H,0 (dest) 250 mL

Adicionar 57 ml da solugdo de borax a solugé@o de ac. bérico. Checar o pH e continuar adicionando

até que o pH se ajustado.

TAMPAO DE LIGAGAO 0,1M CARBONATO DE SODIO pH 8,3

Na,CO, 0,098 g

Na,HCO; 832¢g
NacCl 2922¢g
H,0 (dest) 10L
HCL 1mM

HCI 0,825 mL
H,O (dest) 100L
Diluir 1000 x

EXPERIMENTO IV

TABELA PADRAO PARA INTERPRETACAQ DE HALOS DE INIBICAO

Padrao interpretativo
Antimicrobianos Zonas de inibicdo em mm
| Resistente |  intermediario Sensivel
Penicina G 10Ul (AMP) [ <28 | - >29
Vancomicina  30ug  (VAN) ' <9 | 10a 11 >12
| Cefaclor 30ug  (CFC) <14 15a17 >18
Ertromicina 15pg  (ERI) <13 14a22 >23
Rifampicina 5ug  (RIF) , <16 17a18 i >20
Estreptomicina  10ug  (EST) | <1 12a 14 I >15
Lincomicina 2ug  (LIN) ‘ <14 15a16 217
Ampicilina 10ug  (AMP) <28 - =28
| Kanamicina 30ug  (KAN) <13 14217 >18
| Gentamicina  10ug  (GEN) <12 13a14 >15
| Oxacilina 1ug  (OXA) <10 11a12 >13
[ Novobiocina 1ug  (NOV) ; <17 1 18a21 >22

Adaptado do NCCLS
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Contagens individuais de Staphylococcus aureus isolados de queijos frescal com leites

EXPERIMENTO V

adicionados dos conservantes LPS ou Nisina e armazenados a 10° ou 30° C por 48h

TEMP. TRATAMENTOS
10°C _ DIL. 1 2 3 2 5 6 7
2 0 21000 999999999 14000 999999999 100000 999999999
3 0 30000 10000000 50000 10000000 150000 10000000
-4 0 10000 15500000 100000 12600000 500000 122000000
=, 0 19000 999999999 20000 999999999 14000 999999999
3 0 100000 12000000 150000 10000000 70000 11000000
4 0 200000 16000000 100000 13000000 500000 44000000
2 0 13000 999999998 70000 999999999 15000 999999999
3 0 90000 2000000 350000 10000000 80000 12000000
4 0 500000 1100000 1000000 12000000 600000 22000000
2 0 14000 999999999 15000 999999999 12000 999999999
-3 0 40000 12000000 70000 10000000 70000 9800000
4 0 200000 20000000 200000 20000000 100000 12000000
2 0 12000 999999993 15000 999999999 34000 999999999
3 0 40000 10000000 60000 10000000 150000 5800000
4 0 300000 4500000 200000 14000000 3000000 10000000
Total 0 1589000 5103099995 2414000 5121599995 5395000 5258599995
Média 0 105933 340206666 160933 341440000 359667 350573333
Desvio 0 140225057 482944914, 249778893 482023165, 756047964 476184068,
2 5 8
CV (%) 0 132,37 141,96 155,21 141,17 210,21 135,83
TEMP. TRATAMENTOS
30°C  DIL. 1 ’) 3 4 5 6 7
4 0 6500000 9999999999 48000000 9999999999 44000000 9999999999
5 0 96000000 450000000 120000000 380000000 190000000 430000000
5 0 480000000 720000000 960000000 450000000 370000000 470000000
4 0 60000000 9999999999 34000000 9999999999 62000000 9999999999
5 0 100000000 330000000 120000000 750000000 130000000 600000000
5 0 190000000 1000000000 130000000 710000000 660000000 670000000
4 0 8400000 9999999999 7200000 9999999999 19000000 9999999999
-5 0 15000000 280000000 8000000 240000000 14000000 990000000
5 0 30000000 400000000 30000000 640000000 60000000 1000000000
4 0 53000000 9999999999 80000000 9999999999 67000000 9999999999
5 0 80000000 660000000 98000000 680000000 100000000 960000000
5 0 150000000 880000000 660000000 980000000 30000000 700000000
4 0 19000000 9999999993 24000000 9999999999 46000000 9993999999
5 0 21000000 330000000 26000000 530000000 19000000 260000000
5 0 10000000 510000000 100000000 500000000 20000000 1200000000
Total O 1318900000 5555999999 2445200000 5585999999 1831000000 5727999999
5 5 5
Média O 879266667 3704000000 163013333 3724000000 122066667 3818666666
Desvio O 121654760 4612505981 272033564 4596673952 175295451 4530695100
CV (%) o) 138,36 124,53 166,88 123,43 143,61 118,65

TEMP = temperatura de incubagao dos queijos

DIL= diluigdes utilizadas
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Valores individuais do pH de gueijos frescal fabricados com leite inoculado com Staphylococcus
aureus isolados de queijos frescal com leites adicionados dos conservantes LPS ou Nisina e

armazenados a 10° ou 30° C por 48h.

A10°C
1 2
6.4 6,9
6,9 7
7 71
7.3 1,3
7.3 7.2
A30°C
1 2
52 6
6 58
6,2 58
6,1 6,2
59 56

6.4
6,8

7,5
7.2

3
5.6
59
5,8
6.5
56

TRATAMENTOS
4
6.4
7.2
7.1
7.4
7,2

TRATAMENTOS
4
5,9
6,2
6
5,9
56

6.2
6.6
1.2
7.3
7.5

5
53
59
6.4
6,6
5,7

6 7
6,2 6,2
72 6.8
7 7.1
7.4 72
7 7.3
6 7
6,2 54
5,9 6,2
6.3 6,7
6,2 6.4
56 6,2

Controle fisico-quimico e microbiologico do leite cru e pasteurizado destinado a elaboracao dos

queijos
1° Semana

Anadlises LEITE CRU LEITE PASTEURIZADO
Acidez titulada(°D) 17 17
Alizarol Neg |
Fosfatase Pos | neg |
Peroxidase Pos i pos :
WMT 3mm | '
CCS 140.000 {
coliformes totais(NMP/mL) <0,3 '! <03
Coliformes fecais(NMP/mL) <0,3 <03
S.aureus | Auséncia | auséncia ;
Mesofilos <2,0x10° <2,0x10° |
Psicrotréficos <2,0x10° <2,0x10° l
inibidor Neg | neg |
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2° Semana

Analises LEITE CRU LEITE PASTEURIZADO

Acidez titulada(°D) 14,5 14

Alizarol Neg

Fosfatase Pos neg

Peroxidase Pos pos

WMT 3mm

CCS 140.000

coliformes totais(NMP/mL) <0,3 <0,3

Coliformes fecais(NMP/mL) <0,3 <0,3

S.aureus Auséncia auséncia

Mesofilos <2,0x10° <2,0x10°

Psicrotroficos <2.0x10° <2,0x10°

inibidor Neg Neg

3° Semana

Analises LEITE CRU LEITE PASTEURIZADO

Acidez titulada(°D) 14 14

Alizarol Neg

Fosfatase Pos Neg

Peroxidase Pos Pos

WMT 3mm

CCS 140.000

coliformes totais(NMP/mL) <0,3 <0,3

Coliformes fecais(NMP/mL) <0,3 <0,3

S.aureus Auséncia auséncia

Mesdfilos <2,0x10° <2,0x10°

Psicrotroficos <2,0x10° <2,0x10°

inibidor Neg neg

4® Semana

Analises LEITE CRU LEITE PASTEURIZADO

Acidez titulada(°D) 14 14 ;

Alizarol Neg '

Fosfatase Pos neg

Peroxidase Pos pos

WMT 3mm |

CCS 140.000 |
|

coliformes totais(NMP/mL) <03 <0.3 '

Coliformes fecais(NMP/mL) <0,3 <0.3

S.aureus Auséncia auséncia

Mesofilos <2,0x10° <2,0x10° |

Psicrotroficos <2,0x10° <2,0x10°

Inibidor Neg neg
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5% Semana
LEITE CRU LEITE PASTEURIZADO
Analises LEITE CRU LEITE PASTEURIZADO
Acidez titulada(°D) 15,4 14
Alizarol Neg
Fosfatase Pos neg
Peroxidase Pos pos
WMT 3mm
CCS 140.000
|
coliformes totais(NMP/mL) <0,3 <0,3
Coliformes fecais(NMP/mL) <0,3 <0,3
S.aureus Auséncia auséncia
Mesofilos <2,0x10° <2,0x10"
Psicrotréficos <2,0x10° <2,0x10°
Inibidor Neg neg
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