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RESUMO

No Brasil, os queijos artesanais sdo tradicionalmente fabricados com leite cru
levando a possivel presenca de patdgenos e ou suas toxinas responsaveis por
distarbios entéricos que caracterizam os surtos de toxinfeccdo alimentar. Logo, o
tradicional queijo Minas artesanal (QMA) pode representar riscos a saude humana
guando produzidos sem 0s requisitos necessarios de qualidade e adocdo de boas
praticas de fabricacdo (BPF). Dentre os possiveis patdégenos que podem estar
presentes no QMA destacam-se as linhagens enterotoxigénicas de
Staphylococcus spp envolvidas em surtos de DTA no Brasil e no mundo. O
microrganismo apresenta a habilidade de se multiplicar no alimento e liberar
enterotoxinas responsaveis pelos sinais e sintomas caracteristicos de intoxicacao,
diarreia e vémito, apés um curto periodo de incubacao. A fim de avaliar o potencial
enterotoxigénico de Staphylococcus isolados de QMA, linhagens coagulase
positiva foram selecionadas e testadas para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC e
SED, pelo método Optimum Sensitive Plate (OSP). Para alcancar o objetivo
pretendido, amostras QMA de 25 pequenos produtores de 8 municipios das
microrregides do Serro, Cerrado e Canastra -MG, foram analisadas, sendo o Serro a
localidade que representou o maior nimero de produtores de QMA, neste estudo. A
analise dos resultados revelou que, dos 25 pequenos produtores avaliados, 21
produziam QMA que ndo atendiam a tolerancia maxima estabelecida pela
Legislacdo vigente (RDC.12/2001-MS) quanto ao parametro Contagem
de Staphylococcus coagulase positiva. Dentre as amostras fora do padrdo, nove
eram potencialmente capazes de causar intoxicacdo alimentar por apresentarem
contagem superior a 10°UFC/g. Em apenas uma amostra foi isolado
Staphylococcus coagulase positiva produtora SEA. Embora as linhagens
apresentarem um baixo potencial enterotoxigénico para as enterotoxinas testadas,
surtos de DTA podem ocorrer pelo consumo do alimento pois podem conter

enterotoxinas nao testadas neste estudo.

Palavras-chave: Enterotoxina estafilococica, Intoxicacdo Alimentar, Queijo Minas

Artesanal.



ABSTRACT

In Brazil, Minas artisanal cheese (MAC) are traditionally made from raw milk, which
can carry pathogens and / or their toxins responsible for food-borne diseases.
Therefore, the traditional MAC can pose risks to human health when produced
without both the necessary quality requirements and Good Manufacturing Practices
(GMP). Among the possible pathogens present in MAC are the enterotoxigenic
strains of Staphylococcus spp., which are responsible for human outbreaks in Brazil
and in the world. As enterotoxins are already ready in the food they cause signs and
symptoms after a short incubation period. Thus, the enterotoxigenic potential of
Staphylococcus coagulase positive isolated from MAC was tested for the SEA, SEB,
SEC and SED enterotoxins by the Optimum Sensitive Plate (OSP) method. In order
to reach this objective, MAC samples of 25 small producers from 8 municipalities of
the Minas Gerais state of Brazil were analysed. Of the 25 small producers, 21
produced MACs that did not meet the maximum coagulase Staphylococcus positive
counts established by the current legislation (RDC.12-2001 MS). Among the non-
standard samples, nine were potentially capable of causing food poisoning because
they had a count above 10° CFU/g, although isolated strains had a low
enterotoxigenic potential for the four enterotoxins tested, with only one isolate
producing SEA. It is emphasized, however, that only four types of enterotoxins were
analyzed in this study, which does not exempt the isolates from potentially producing

other untested enterotoxins.

Keywords: staphylococcal enterotoxin, food poisoning, Minas artisanal cheess.
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1 INTRODUCAO

O queijo tem estado cada dia mais presente na mesa dos brasileiros e
destaca-se pela sua importancia histérica e cultural; fabricado em varias regifes o
tradicional queijo tem ganhado cada vez mais espaco no mercado consumidor. Com
sabor caracteristico e textura diferenciada foi considerado Patriménio Cultural e
Imaterial Brasileiro (IPHAN 2000). Segundo dados divulgados pela Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) em 2017, o Brasil produz um milhdo
de tonelada de queijo por ano e um quinto desse total é produzido de forma
artesanal. Minas Gerais € um dos maiores produtores de queijo artesanal,

desempenhando uma importante fonte de renda para agricultura familiar.

O periodo de maturacdo adotado pelos produtores pode variar para cada
tipo de queijo, segundo MARTINS et al., (2014) a maturagcdo a temperatura ambiente
influencia diretamente no comportamento microbiano, causando reducdo da carga
microbiana contaminante. De acordo com LECITRA (2010) os queijos tradicionais
originam-se de varios processos que garantem a sua especificidade o que contribui
para a formacdo de caracteristicas organolépticas Unicas, caracterizando-se por
fortes ligacdes ao seu territorio de origem.

Minas Gerais € um dos maiores produtores de queijo artesanal, o estado é
consagrado como importante produtor de QMA as regifes de Araxa, Campos das
Vertentes, Cerrado, Canastra, Serra do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro constituem
regides que desempenham uma importante fonte de renda para agricultura familiar
(NETO, 2009).

Tradicionalmente utiliza-se leite cru recém-ordenhado na producao do queijo
artesanal é caracterizado pela adicao de pingo (soro salgado fermentado obtido a
partir de bactérias laticas). Condicdes estas que podem proporcionar a presenga de
microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas, representando um potencial risco a
saude do consumidor. O presente estudo destaca o Staphylococcus coagulase
positiva como um importante patdogeno pela capacidade de produzir, no alimento,
enterotoxinas que, quando consumidas, desencadeiam num curso periodo de tempo
(30 minutos a seis horas) um quadro de gastrenterite caracterizada por diarreia e
vomito (EVENSON et al., 1988).
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Estudos feitos por ORNELAS et al., (2012) a fim de verificar a presenca de
enterotoxinas estafilococicas em amostras de QMA da Serra da Canastra
demonstraram que 100% dos queijos analisados apresentaram positivos para as
enterotoxinas estafilocécicas (SEB, SEC e SED). De acordo com SENA et al., (2000)
a ingestao de enterotoxinas estafilococicas presentes em queijos pode desencadear
riscos mais sérios do que o consumo da mesma em leite, visto que durante o

processo de elaboracdo desses produtos, as enterotoxinas podem ser concentradas.

Em virtude da grande aceitacao do queijo artesanal pela populacéo de vérias
regides do pais, muitos esfor¢cos tém sido feitos para sua normatizagdo com o intuito
de contribuir para que esse produto ganhe cada vez mais espaco no mercado
formal. Na busca de uma caracterizacdo do cenario atual da qualidade
microbiolégica do QMA produzido por pequenos produtores de varios municipios
mineiros, este estudo teve como objetivo verificar o potencial enterotoxigénico de
linhagens de Staphylococcus coagulase positiva isoladas desse alimento. Esses
dados poderao contribuir para uma melhor compreensdo sobre 0s possiveis riscos

de ocorréncia de intoxicacao alimentar relacionada ao seu consumo.
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2 JUSTIFICATIVA

Os queijos artesanais tém sua importancia tanto econémica como social, no
entanto existe uma preocupacao quanto a viabilidade do produto. Por ser produzido
com leite cru podem conter patdgenos e toxinas microbianas causando danos a
saude do consumidor. Estudos realizados por varios autores demonstraram a
presenca de S. aureus em queijos artesanais mineiros em quantidade suficiente
para a producdo de enterotoxinas (BORELLI et al.,, 2006; ORNELAS et al., 2012;
DORES 2013).

Intoxicacbes causadas pela ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas
estafilococicas permanecem como potencial risco a saude publica. Em alguns casos,
porém, os sintomas sdo de curta duracdo e as pessoas acometidas ndo procuram
servicos médicos. Entretanto, deve ser ressaltado que nos casos em que a
intoxicacdo € agressiva, pode vir a ocorrer 6bito dependendo da quantidade de
toxina ingerida, do estado fisico da pessoa e da assisténcia médica imediata
(ORNELAS et al., 2012).

Considerando as origens do queijo artesanal, seu valor histérico e cultural e
como fonte de renda para pequenos produtores, grande atengéo tem sido dada para
gue esse produto tenha reconhecimento nacional. Todavia sua forma de producéo,
qualidade da matéria prima utilizada e, sobretudo estudos que demostram que o
periodo de cura minima ndo garante um produto seguro, torna-se necessario
determinar o risco que 0 mesmo apresenta a saude da populagéo devido a possivel
presenca de linhagens de Staphylococcus coagulase positiva produtoras de

enterotoxinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial enterotoxigénico de linhagens de Staphylococcus coagulase
positiva presentes em Queijo Minas Artesanal produzidos em diferentes regides
mineiras.

3.2 Especificos

»= Avaliar a qualidade microbiolégica de Queijos Minas Artesanal quanto &
tolerancia maxima de Staphylococcus Coagulase positiva permitida pela legislacao
brasileira, RDC 12/2001- Ministério da Saude.

= Verificar o potencial enterotoxigénico das linhagens de Staphylococcus
coagulase positiva para as enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC e SED)

isoladas das amostras analisadas.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Queijo Artesanal

Queijo artesanal € um alimento produzido de forma artesanal com intensa
ligacdo a sua regido de origem. DORES (2007) descreve QMA como aquele
produzido com leite cru, sendo provavelmente o mais antigo queijo dos brasileiros, a
autora descreve que sua producdo até hoje faz parte de uma cultura e constitui um
patrimonio a ser preservado como testemunho do passado e de uma maneira de
viver, para LECITRA (2010) os queijos tradicionais séo testemunho da histéria e da
cultura de vérias familias. O Decreto n° 3.551 de 4 de agosto de (2000) consolida o
QMA como Patriménio Cultural e Imaterial do pais, traz forca a cultura e solidifica
raizes de uma geragdo que muito contribui com a historia se fazendo viva até hoje
(IPHAN, 2000).

As condicbes para a producdo de queijos artesanais com qualidade e
inocuidade é estabelecida pela a Lei Estadual 20.549 de 2012 da Assembleia
Legislativa de Minas Gerais (ALMG). De acordo com a lei o leite para a producéo de
qgueijo deve ser proveniente de rebanho sem sinais clinicos de doencas
infectocontagiosas e cujos testes oficiais de zoonose, tais como brucelose e
tuberculose apresentem resultados negativos.

DORES (2013) estabelece as seguintes fases de producdo do QMA:
Ordenha, filtracdo do leite, adicdo do pingo e do coalho, coagulacdo, corte da
coalhada, mexedura, dessoragem, enformagem, prensagem, salga e maturacao. As
etapas de producdo do QMA sdo semelhantes nas regibes de maior producéo,
entretanto LECITRA (2010) atribui as caracteristicas de cada regido como clima,

pastagem e microbiota do leite cru ao sabor e textura de cada queijo.
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4.1.1 Historico e caracteristicas da producdo do Queijo Minas Artesanal

Segundo PERRY (2004) a possivel origem do queijo refere-se a um némade
arabe que em uma de suas viagens pelo deserto teria levado como alimento
tamaras secas e um pouco de leite sendo armazenado em recipiente feito de
estbmago de animal seco, passado certo tempo, ao beber o leite percebeu que
havia se solidificado e apresentado sabor agradavel.

Com relagcdo ao tempo, o que se sabe € que havia queijo na Mesopotamia
por 6000 a.C. As escrituras biblicas citam esse produto no velho testamento no livro
de | Samuel e no livro de J6. Os egipcios estdo entre 0s primeiros povos que
manejavam o rebanho como fonte de alimentacdo tanto o leite quanto o queijo
(LEANDRO, 2008).

Na época do Império Romano os queijos alcancaram um alto perfil de
aprimoramento, no século XIX iniciou-se a producdo em larga escala, porém
somente na segunda metade do século XIX ele verdadeiramente avangou,
(LEANDRO, 2008).

No Brasil, os relatos datam do periodo colonial por volta do século XVII,
quando os portugueses trouxeram para Minas Gerais varios garimpeiros que
produziam o queijo para 0 consumo proprio, 0o objetivo era produzir um queijo
parecido com o queijo Serra da Estrela, produzido pelos Portugueses (SILVA, 2007).

Em Minas Gerais 0 queijo artesanal resistiu as alteracdes da modernizagao,
ndo sO pela tradicdo o espalhamento das propriedades produtoras também
contribuiu para que se conservassem produtos tipicos de cada regido e de imenso
valor cultural e econémico (EMATER- MG 2018).

Para DORES (2007) a fabricacdo e o consumo de queijo sdo confundidos
com a historia e o povoamento da Serra da Canastra, familias oriundas de Sdo Joao
Del Rei, Barbacena e Sul de Minas, na busca por minerais e pedras preciosas
distribuiam e comercializavam os queijos entre as pessoas da regido. Segundo a
autora naquela época o processamento era simples, o coalho era obtido da
raspagem do estomago seco de diferentes animais como tatu, porco ou bezerro.
Como fermento latico usava-se 0 pingo que era trocado entre 0S pequenos
produtores. Os queijos assim produzidos eram transportados em animais de carga,
armazenados em malas de couro e, devido as dificuldades de transporte chegava a

ser comercializado com 30 a 60 dias de maturacgao.
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4.1.2 Condic0Oes e Periodo de maturacdo do Queijo Minas Artesanal

As condi¢cbes para a producdo e o periodo de maturacdo de queijos
artesanais resultam em alteracdes fisicas, quimicas e microbiolégicas produzidas
pela microbiota latica do queijo, sendo fundamentais para assegurar a qualidade
microbiolégica do produto (MARTINS et al., 2014).

Uma série de reacbes metabdlicas ocorrem no periodo de maturagéo, tais
como: glicélise, protedlise e lipolise, que conferem aos queijos sabor, aroma, textura
caracteristicos (FOX, 1993). Para FERREIRA (2004) a temperatura (T), potencial
redox (Eh), atividade da agua (Aw) e potencial Hidrogenibnico (pH) séo fatores que
afetam o crescimento de microrganismos no queijo durante o periodo de maturacgéo.

Quanto as condi¢cbes de maturacdo adequadas para a comercializacao,
segundo DORES (2013) os queijos artesanais quando comercializados sem
maturacdo ndo apresentam qualidade microbiolégica segura podendo se tornar um
potencial risco para a saude do consumidor.

De acordo com CARDOSO et al., (2012) o processo de maturacéo tem efeito
sobre os parametros microbiolégicos do tradicional queijo de Minas, suas pesquisas
foram eficazes para detectar indicadores microbiolégicos importantes na
contaminacdo do queijo, porém a maturacdo ndo foi eficaz na eliminacdo de
enterotoxinas estafilocdcicas quando presentes. Seus estudos avaliaram a influéncia
do periodo de maturacéo e os parametros microbioldgicos do queijo Minas artesanal
do Serro no periodo de estacdo seca e chuvosa. Com relacdo as enterotoxinas
estafilococicas no periodo de seca, foram verificadas que duas amostras com 30
dias de maturacdo e uma amostra com 60 dias continham SEC. Das amostras
obtidas da estagcédo chuvosa uma amostra com 30 dias de maturacao continha SEB e
SEC. A andlise dos dados demostraram que as enterotoxinas permaneceram no
gueijo, mesmo apos 60 dias de maturacao, sugerindo que o processo de maturacao
nao foi eficaz na sua eliminacdo. Todavia faz-se necessario mais pesquisas que
avaliem o comportamento microbiano e a producéao de enterotoxinas estafilocécicas

ao longo do processo de maturacao de queijos artesanais.
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4.1.3 Regides mineiras produtoras de Queijo Artesanal

A atividade artesanal garante a renda de muitas familias que vivem da
agricultura familiar. Em muitos municipios elas sédo beneficiadas pela renda obtida
da producéo de queijo artesanal (DORES, 2013). Com isso buscam cada vez mais 0
reconhecimento e a certificacdo nacional de seus produtos.

Segundo o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) as Microrregibes de
maior producdo de queijo artesanal sdo: Araxa, Campo das Vertentes, Canastra,
Cerrado, Serra do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro.

Minas Gerais possui varias regides queijeiras (FIGURA 1), nas quais o0s
queijos artesanais sao fabricados basicamente com as mesmas praticas de
producdo (DORES, 2013). NOBREGA et al., (2008) demostram que queijos da Serra
da Canastra fornecem condicdes de producdo que confere caracteristicas sensoriais
proprias. DORES (2013) atribui as caracteristicas finais de producdo do queijo
artesanal ao local de origem.

Contudo as queijarias estao espalhadas por todo o Estado (FIGURA 2), sua
comercializacdo tem crescido a cada ano se tornando um produto cada vez mais
presente na mesa dos brasileiros, logo, faz-se necessario que as queijarias

cumpram as exigéncias legais garantido um produto seguro de ser comercializado.



Figura 1- Regides Queijeiras de Minas Gerais
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Figura 1: Mapa das Regifes produtoras de Queijo Minas Artesanal. Fonte: EMATER- Empresa de

Assisténcia Técnica e extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (2018)

Figura 2- Regides Queijeiras e Municipios de Origem

Regides Queijeiras : e =%

s >
“ e
/r

o

: N ': —_—— X
5 < N2 LU —— - . S -
S e o - N = A\ — e
_;"‘4.' Sewro - | — - .::', {
B Corracn = /
N -t
Caia — =
! =5 - » f
N Acanm = Y o bes
- - | rndaa =

Ceanrpo dus Vartenies
.

= S e AT "'*

= [R— - —— e
— I et . oy ""n..f“;

u-'- o J_q- —— - ."'- -\=--4—-—‘>:'—
- .
Ly, & o, - - O - T —
= Pt — : e
pa—— — . = N=

Favts Cnes Dgtw Sesrema’ | DS 2000
rgareacie METTO M W
Chboraghs PRLMATES B 6 3081
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4.1.4 Aspectos Legais para comercializacdo do Queijo Minas Artesanal

A producdo e a comercializagcdo do QMA devem obedecer aos padrbes
legais para um melhor controle e melhoria da qualidade dos produtos. Para
MARTINS et al., (2014) a comercializacdo de alimentos artesanais de forma segura
€ um dos principais desafios enfrentados pelos produtores que vivem da agricultura
familiar no Brasil, segundo os autores esses produtos recebem pouca atencao do
governo e de agéncias de fomento de pesquisas que investem em seu

desenvolvimento.

Conforme a Lei Estadual 20.549 que dispbe sobre a producdo e a
comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais, é necessaria atencdo ao
controle de qualidade em todas as etapas de producao até a comercializacao. Assim
compete ao IMA, a fiscalizacdo e controle de todo processo produtivo conferido- Ihe
a aplicacdo de penalidade ao descumprimento da lei, a mesma dispde dos atos
autorizativos para a comercializacdo dos queijos artesanais tendo como requisito o
registro ou o titulo de relacionamento, ambos emitidos pelo 6rgdo de controle
sanitario do Estado e pelo Servico de Inspecdo Municipal (SIM) auditado pelo
Estado (ALMG, 2012).

Para que o produtor rural das regides caracterizadas atenda a legislacdo e
se cadastre junto ao IMA é necessario integrar-se a Empresa de Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural de Minas Gerais (EMATER-MG) do seu municipio e faca parte do
Programa de Melhoria do Queijo Minas Artesanal. Programa de iniciativa da
EMATER e que tém como principal objetivo garantir a seguranca alimentar por meio
do controle sanitario no processo de producdo, do incentivo e fortalecimento da
organizacdo dos produtores, cadastro e busca da certificacdo de origem (ALMG
2012). A analise dos dados do IMA demostraram que 263 produtores estao

cadastrados ao programa de queijo Minas Artesanal (IMA, 2018).

Segundo a Portaria do IMA n°® 1736 de 27 de julho de 2017 o periodo de
maturagcdo deve também atender aos padrfes legais. Considerando a necessidade
de inclusdo do periodo de maturacdo do Queijo Minas Artesanal produzido nas
microrregides de Araxa, Serra do Salitre e Triangulo Mineiro, passa a vigorar a
seguinte redacado: Periodo de maturacdo do Queijo Minas Artesanal minimo de 14
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(quatorze) dias para a microrregiao de Araxa, minimo de 17 (dezessete) dias para a
microrregido do Serro, e minimo de 22 (vinte e dois) dias para as microrregides da
Canastra, do Cerrado, Campo das Vertentes, Serra do Salitre e do Triangulo
Mineiro, até que sejam feitas novas pesquisas alterando os referidos tempos de
maturacdo. No entanto mais estudos que avaliem a microbiota bacteriana dos
queijos e a possivel presenca de enterotoxinas produzidas nos diferentes periodos

de maturagdo, sdo necessarios.

O Governo de Minas Gerais, por meio da Secretaria de Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (SEAPA), utiliza de metodologias para a regularizacdo dos
produtores de QMA. Ha exigéncias para a regularizagdo e comprovagao do registro
de atividade junto ao IMA e também o cumprimento de boas praticas de fabricacéo,
sanidade do rebanho e saude dos trabalhadores. O que garante melhoria na
qualidade de producdo e, ao mesmo tempo aumenta o numero de produtores
regularizados no estado, o que reduz a informalidade e garante a oferta de um
produto mais seguro aos consumidores (EMATER-MG 2017).

Toda fiscalizacdo exercida pelas autoridades sanitarias € necessaria tendo
em vista que o QMA pode ser um potencial veiculo de patbgenos como: Salmonella
spp, Campylobacter spp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli enteropatogénica
e Staphylococcus spp enterotoxigénicos (OLIVEIRA et al., 2013).
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4.2 Staphylococcus spp

O género Staphylococcus compreende 52 espécies e 28 subespécies, esta
inserido no filo Firmicutes e pertence a familia Staphylococcaceae (SCHLEIFER et
al., 2015). Sdo Cocos Gram-positivos, anaerébicos facultativos ndo esporulados,
imoveis e mesofilicos podendo crescer entre 6,7 e 48°C, com temperatura étima de
37°C, crescendo em baixa umidade com pH entre 4 e 10, sendo o 6timo em 7,0,
com capacidade de crescer em elevado teor de NaCl (BAIRDPARKER, 1990;
FRANCO et al., 2002). As colbnias em agar base sdo opacas, convexas, cremosas e
suas cores variam do branco a varios tons de amarelo, dependendo da espécie
(KLOSS, 1991).

Staphylococcus spp. possui caracteristica extrinseca que o diferencia em
dois grupos os que sédo: Staphylococcus coagulase positiva, incluindo as espécies:
S. aureus; S. hyicus; S. lutrae; S. intermedius; S. pseudintermedius; S. schleiferi e S.
delphini e Staphylococcus coagulase negativa, incluindo todas as demais espécies
(KLOOS et al.,1994; CUNHA et al., 2002; CHANG et al., 2003; ROSS et al., 2005;
SINGHAL et al., 2006).

A enzima coagulase esta relacionada a linha de defesa do microrganismo
sendo responsaveis pela viruléncia de Staphylocuccus spp. (MARTINEZ et al.,
2001). Espécies de Staphylocuccus que produzem a coagulase na presenca do
plasma tém por finalidade converter a fibrina em fibrinogénio dificultando a acdo de
células fagocitarias (SILVA 2014). De acordo com BERGDOLL (1989) uma estirpe
produtora de coagulase pode ser considerada como potencialmente produtora de
enterotoxinas.

Além da coagulase Staphylococcus produzem outras enzimas como fator de
viruléncia, como por exemplo, a catalase, DNAse, fibronolisina, hemolisina,
hialuronidase, lipases, protease e Beta-lactamases e toxinas como as enterotoxinas,
toxinas esfoliativas e toxina do choque toxico (TSST-1). As bactérias desse género
também tém como caracteristica fermentar agucares, como manitol e maltose
(LACHICA et al.,, 1969). Estdo presentes na pele, mucosas, trato respiratério e
intestinal do homem, destacando-se, o S. aureus considerado microrganismo
nosocomial de maior viruléncia responsavel por boa parte das infecgcdes (SANTOS
et al., 2007).
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Varios autores relatam que S. aureus é a espécie mais comum em surtos de
intoxicacdo alimentar, considerando as caracteristicas intrinsecas do patdégeno, o
mesmo faz parte da microbiota indigena e transitéria dos seres humanos, sendo
facilmente carreado por manipuladores em indulstria de alimentos, quando os
mesmos ndo adotam as boas praticas de fabricacdo (BPF) (STAMFORD et al., 2006;
MACHADO et al., 2009). Entretanto, outras espécies apresentam potencial
enterotoxigénico, dentre elas estdo, S. chromogenes, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. hyicus, S. intermedius, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri e S.
warneri (VALLE et al., 1990; JAY, 1992).
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4.2 1Enterotoxinas Estafiloc6cicas

A legislagao brasileira, pela resolugdo-RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001
que confere a ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, acdes de controle
sanitario na area de alimentos visa seguranca a saude da populacdo e a
regulamentacdo de padrbes microbiolégicos para alimentos, estabelece apenas
contagens de Staphylococcus coagulase positiva (BRASIL 2001). Entretanto alguns
autores ja relataram Staphylococcus coagulase negativa potencialmente produtoras
de enterotoxinas (OLIVEIRA 1999; EMBRAPA, 2011). A néo inclusdo desse grupo
como parametro de qualidade talvez se deva ao fato da baixa incidéncia de
linhagens enterotoxigénicas. Segundo JAY (1992), embora ja tenham encontrado
Staphylococcus coagulase negativa produtora de toxina considera-se que nao €
parametro para adicionar a legislacéo, devido os casos serem menor comparado a
coagulase positiva. No Brasil o Unico laboratério de saude publica que pesquisa
enterotoxinas estafilococicas € o Laboratério de Enterotoxinas de Alimentos da
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED-MG). Assim, maiores investimentos tornam-se
necessarios para uma avaliacdo mais criteriosa sobre o potencial enterotoxigénico

dos isolados coagulase negativa.

As enterotoxinas estafilocécicas (SEs) sdo exoproteinas termoestaveis,
resistente a pepsina. As SEs sdo formadas por uma Unica cadeia constituida por
aproximadamente 220-240 aminoacidos com um peso molecular variando de 25 a
30 kda (WU et al., 2016). Pertencem a uma ampla familia de superantigenos (SAgs),
consideradas proteinas curtas, sollveis em agua e soluc¢des salinas, resistentes ao
tratamento térmico e baixo pH, resistentes também a hidrélise pelas enzimas
gastricas que mantém sua atividade no trato digestorio apds ingestdo (LE LOIR et
al., 2003; ARGUNDIN et., al 2010).

De acordo com varios autores os genes que codificam SEs tém diversos
suportes genéticos. As SEs: SEA, SED, SEE e SEJ sdo codificadas por
bacteriéfago, SEH e SEP por plasmideos e também por cromossomo, SEB, SEC,
SEG, SEGV, SEI, SEIV, SEM, SEN, SEO, SEK, SEL e SEQ por ilhas de
patogenicidade cromossomal (BAYLES e IANDOLO, 1989; SU e WONG, 1995;
JARRAUD et al., 2001; OMOE et al., 2002; BLAIOTTA et al., 2004).
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Para o International Nomenclature Committee for Staphylococcal
superantigen Nomenclature (INCSSN) somente superantigenos que induzem vomito
por administracdo oral em experimentos utilizando primatas sédo denominadas de
enterotoxinas estafilocdcicas (LINA et a., 2004). Dentre as SEs que causam vomito
podemos destacar: (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH SEI, SER, SES e SET)
enguanto outras toxinas, porém, que ndo causam vomito nesse modelo experimental
(SEL e SEQ) e as que ainda nao foram testados (SEJ, SEK, SEM a SEP, SEU SEV
sdo mencionadas como enterotoxinas estafilococicas semelhante a superantigenos
(LINA et a., 2004; ARGUNDIN et al., 2010). Na literatura ha varias informacdes
sobre SEs que podem variar entre os tipos, descoberta e sua importancia na

intoxicacdo alimentar estafilocécica (LE LOIR et al., 2003).

Atualmente 23 sorotipos de enterotoxinas estafilocécicas ja foram
identificados (WU et al., 2016). BARAN et al., (2017) citam SEA, SEB, SEC, SED e
SEE como responsaveis por 95% das intoxicacfes alimentares. Varios autores
demonstraram em seus estudos que a enterotoxina SEA € a mais comum envolvida
em intoxicacdo alimentar causada por Staphylococcus spp. (ARGUDIN et al., 2010;
WU et al., 2016; BARAN et al., 2017).

Estudos de deteccédo de enterotoxinas feitos por ORNELAS et al., em (2012)
com 40 amostras de queijo coletadas de 5 municipios da Serra da Canastra
constataram que 100% dos queijos analisados apresentaram-se positivos para
enterotoxinas estafilocécicas (SEB, SEC e SED), ndo apresentado SEA. Para LE
LOIR et al., (2003) embora os testes imunoldgicos utilizados para deteccdo de
enterotoxinas sejam mais rapidos e de custo baixo, a relevancia desses testes ainda
estd sendo discutida. O fato de ndo ter apresentado SEA nos estudos feitos por
ORNELAS pode estar relacionado & matriz alimentar e a concentragdo das SEs em
niveis detectaveis pelo método utilizado, OSP.
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4.2.2Quorum Sensing e producdo de enterotoxinas estafilocécicas

O mecanismo de quorum sensing € um meio de comunicacdo utilizado
pelas bactérias (SCHAUDER et al.,, 2001; MILLER et al., 2001; KELLER et al.,
2006). Esse mecanismo permite que uma populacdo bacteriana controle a
expressao génica de toda a comunidade (SCHAUDER et al., 2001). Para AMMOR et
al., (2008) o mecanismo de quorum sensing utilizado por bactérias tem grande
relevancia na microbiologia de alimentos em especifico na deterioracdo de
alimentos. SOLA et al., (2012) demonstraram que esse meio de comunicacao célula-
célula, esteja presente nos processos que envolvem a deterioracdo de alimentos e

até mesmo no controle de patégenos alimentares.

A microbiota dos alimentos pode sofrer mudancas decorrentes das
alteracdes no processo de producéo, o que pode propiciar a expressao de genes em
resposta as condi¢cées do meio (SMITHT et al., 2004). Peptideos auto indutores (Ais)
sdo produzidos e liberados pelas bactérias que assim percebem e liberam sinais

pelo quorum por meio de ativacdo ou repressdo de genes (VIANA, 2006).

LE LOIR et al.,, (2003) em seus estudos com Staphylococcus aureus e
intoxicacdo alimentar demostraram que a expressao do gene agr (gene regulador)
estd inteiramente ligado a expressdo de algumas SEs, no caso S. aureus a
expressao desse gene tem por capacidade aumentar a densidade celular, essa
densidade estando elevada (10° UFC/g) no alimento pode modular fatores
ambientais, desempenhando um papel importante na expressao do gene SEs.

Quorum sensing é extremamente importante na regulacdo de diferentes
fendtipos tais como: sintese de bacteriocinas, toxinas e outros fatores de viruléncia
(CHARLIER et al., 2009). Segundo LE LOIR et al., (2003) genes reguladores sao
expressos por microrganismos quando estes atingem determinada concentragao,
resultando na regulacdo de diversas fungbes bioldgicas tais como producédo de
toxinas. O que possivelmente pode ser um fator importante nas pesquisas de

identificagédo de genes que controlam a expressao de enterotoxinas.
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4.2.3 Intoxicacao Alimentar por Enterotoxinas Estafilococicas

As doencas de origem alimentar provenientes do consumo de alimentos
com carga microbiana contaminante representam um potencial risco a saude da
populacdo (OLIVEIRA 2013). Dentre as doencas de origem alimentar a intoxicacao
estafilococica manifesta-se logo apds o consumo do alimento contendo enterotoxina
(DORES 2013).

Para MURRAY (2005) os sintomas de intoxicacdo alimentar por
enterotoxinas estafilocécicas podem ocorrer por uma pequena quantidade de
enterotoxina, 0,5 pg/mL. De acordo com WU et al., (2016) véarios alimentos podem
ser contaminados por SEs, especialmente alimentos umidos e proteicos. OLIVEIRA
et al., (2016) destacam em seus estudos que a manipulacdo dos alimentos por
individuos portadores da bactéria em suas maos oferece um potencial risco de
contaminacd@o e a ingestdo do alimento contaminado contendo toxina pré-formada
traz riscos de intoxicagdo alimentar. Os estudos feitos por BARAN et al., (2017)
demostraram que a causa de intoxicacdo alimentar pelo consumo de queijo
contaminado se da pela presenca de linhagens de Staphylococcus enterotoxigénicos
presentes no produto, sendo por contaminagcao direta no processo de producao

como também contaminagédo cruzada durante a producao.

Os sintomas causados pela intoxicacdo estafilocécica sao diarreia, vomito,
cefaleia, nauseas, dores abdominais, suor excessivo e em alguns casos
desidratacdo, aproximadamente, trinta minutos apds a ingestdo, com duracdo
aproximada de um dia, mesmo ndo sendo considerada como uma doenca grave, em
pessoas idosas, imunossuprimidas e criancas de pouca idade podem ser fatais
(BRASIL, 2010; OLIVEIRA 2016).

Em 1998 em Minas Gerais, aproximadamente 8000 pessoas se reuniram
para um evento religioso. Poucas horas ap6s o consumo de uma galinhada, 4.000
pacientes apresentaram gastroenterite aguda, e aproximadamente 2000 foram
atendidos pelo setor de emergéncia de 26 hospitais locais, dentre 0os pacientes
internados, dezesseis, criancas e idosos foram a Obito. A investigacdo chegou a

conclusdo de que houve contaminacdo por linhagens enterotoxigénicas de
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Staphylococcus aureus durante o preparo do alimento servido, (CARMO et., al
2004).

DIAS (2012) relatou surtos de intoxicagdo alimentar por Staphylococcus
ocorridos em municipios mineiros no periodo de janeiro de 2006 a abril de 2007,
durante esse periodo foram notificados 72 surtos de intoxicacdo alimentar
envolvendo o consumo de 173 alimentos suspeitos dentre eles, arroz, pernil, farofa,
salpicdo, macarronada, coxinha, bolo confeitado, carne de boi e queijo, com
aproximadamente 1.762 pessoas. As amostras de alimentos foram submetidas a
analise e os microrganismos isolados. Vinte e sete surtos foram confirmados pela
contagem de Staphylococcus coagulase positiva (>10° UFC/g) e pela presenca de

enterotoxinas nos alimentos analisados.

Neste cenério torna-se evidente a importancia dos servicos prestados pelas
autoridades sanitarias no ambito federal, estadual e municipal exercendo com maior
rigor a fiscalizagdo como também a notificacdo de surtos. Sobretudo praticas de
higiene sdo indispensaveis em toda linha de producdo. Garantido qualidade e,
seguranca microbiolégica desejada dos produtos, evitando ocorréncia de
crescimento microbiano contaminante, producdo enterotoxinas e consequentemente
surtos de intoxicagao alimentar (FRANCO, 2002).


https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Bernadette+Dora+Gombossy+de+Melo+Franco&search-alias=books
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4.2.4 Surtos de intoxicacao estafilococica pelo consumo de queijo

Na literatura h& varios relatos de surtos de intoxicagdo alimentar pelo
consumo de queijo, os relatos de surtos envolvendo esse alimento trazem alerta aos
consumidores que prezem pela procedéncia do produto consumido, como também
alerta aos pequenos e grandes produtores que prezem pela producédo de um produto
seguro de ser consumido (SABIONI et al., 1988; CARMO et al.,2002; RUWER et al.,
2011).

Em 1987 na cidade de Ouro Preto (MG) houve um surto de intoxicacdo pelo
consumo de queijo Minas, quatro pessoas da mesma familia, sendo que o pai a mae
e uma filha consumiram o alimento no mesmo horario e em torno de uma hora
apresentaram sintomas de intoxicacdo alimentar, o outro filho do casal consumiu no
dia seguinte 0 mesmo queijo e apresentou 0sS mesmos sinais sintomas. A analise do
produto confirmou que o queijo Minas estava contaminado por Staphylococcus
aureus com contagem de 9,3 x 107 UFC/g, o microrganismo isolado era produtor de
SEA, SEB, SED e SEE (SABIONI et al., 1988).

Em 1999, ocorreu no municipio Manhuagu, MG um surto de intoxicacao
alimentar envolvendo aproximadamente 50 pessoas. Duas horas apés o consumo
de queijo Minas de origem caseira, 0s individuos envolvidos manifestaram sinais e

sintomas de intoxicacéo alimentar (CARMO et al.,2002).

Na Paraiba dados coletados da vigilancia epidemiolégica do estado entre
2004 e o primeiro semestre de 2008 demostraram que Staphylococcus aureus foi 0
responsavel por 50% de contaminagdo envolvendo queijo, tendo 23,8% casos de
surtos notificados (RUWER et al., 2011).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencdo e metodologias de andlise das amostras de Queijo Minas
Artesanal

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

ApoOs 0 mapeamento dos pequenos produtores situados nas microrregides
tradicionalmente produtoras de queijo procedeu-se a coleta das amostras. As
amostras coletadas foram enviadas para o Laboratério de Seguranca Microbioldgica
em Alimentos (LSMA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) onde foram
analisadas quanto ao parametro Contagem de Staphylococcus coagulase positiva.
Os isolados foram encaminhados para o Laboratério de Enterotoxinas de Alimentos
da Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED-MG) para a verificacdo do seu potencial
enterotoxigénico.

A metodologia de analise adotada para o parametro Contagem de
Staphylococcus coagulase positiva foi a descrita no “Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods” (2015) e para a verificagdo do potencial
enterotoxigénico a Técnica de Extracdo Membrana sobre Agar. A Pesquisa das
Enterotoxinas realizada pelo método Optimum Sensitive Plate — OSP - (APHA,
2001).
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5.2 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Vinte e cinco gramas da amostra foram pesadas em bolsas plasticas
estéreis e, em seguida, adicionados 225 ml de solucao salina- peptonada (diluicdo
1071, para realizacdo de diluicdes sucessivas (10?2 e 103). Um volume de 0,1 mL de
cada diluicdo foi inoculado na superficie de placas contendo Agar Baird-Parker e o
inoculo espalhado uniformemente na superficie do meio, com auxilio de algca de

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

Apoés o periodo de incubacéo foram selecionadas para contagem as placas
que apresentaram entre 20 e 200 colonias suspeitas de Staphylococcus spp. Foram
consideradas como colbnias tipicas aquelas com coloracdo negra ou cinza,
brilhante, forma arredondada, convexa, com bordas regulares, circundadas por um
halo branco (lipase) e outro externo maior transparente (lecitinase). Foram

consideradas como colbnias atipicas aquelas sem halo ou um unico halo.

Coldnias tipicas e atipicas (n=5) foram repicadas para tubos de hemodlise
contendo caldo BHI e incubados a 37°C por 18-24horas. Apds o periodo de
incubacédo as culturas foram submetidas ao teste coagulase. O niumero de células
(UFC/g) de Staphylococcus coagulase positiva foi obtido por regra de 3 simples e 0
resultado multiplicado pelo fator de diluicdo. Os isolados coagulase positiva foram
testados para as provas de DNase, Manitol, Maltose, Hemdélise em Agar Sangue e

agrupados (pool) de acordo com o perfil bioquimico apresentado.

A contagem de Staphylococcus Coagulase positiva encontrada nas
amostras analisadas foi comparada com o parametro estabelecido pela Legislacao
Vigente (Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC12/2001 MS) (Brasil, 2001) que
estabelece uma tolerancia maxima para esta categoria de produto de 103 UFC de

Staphylococcus coagulase positiva/g.
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5.2 Verificacdo do potencial enterotoxigénico dos isolados

Placas de Petri contendo 20 mL de agar Infuso de Cérebro de Boi (BHI agar)
acrescido de 1% de extrato de levedura e 0,1 % de fosfato de potassio, foram
recobertas com um disco de membrana de dialise Sepectra 6000-8000 -100 mm,
estéril, de igual diametro.

Apbés a acomodacdo da membra sobre o agar, com auxilio de alca de
Drigalsk foi espalhado sobre a superficie da mesma, 0,5 mL da cultura das linhagens
agrupadas acima. Em seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. O
cultivo assim obtido foi recolhido com 2,5mL do tamp&o PBS (NaHPO4) - 0,2M- pH
7.5 e centrifugado sob refrigeragdo a 10.000xg por 10 minutos. O sobrenadante
obtido transferido para um frasco e ao mesmo adicionado 20 pL de timerosol 1:1000
como conservante.

Para a verificagdo do potencial enterotoxigénico dos isolados foram
preparadas placas de Petri de 50x12 cm, com 3 mL de agar Noble preparado em
tampdo PBS 0,02M pH 7,4, acrescido de 0,1 mL de timerosol 1: 1000. ApGs a
solidificacdo do meio, foram feitos 5 orificios de 8,3 mm e 2 outros medindo 6,7mm.
Nos dois orificios menores foi adicionado toxina padrdo (SEA, SEB, SEC e SED) e
no orificio central, a anti-toxina correspondente de titulo conhecido, de forma que as
linhas de preciptina formadas pela rea¢do antigeno/ anticorpo, se situem na metade
das distancias entre estes e cada um dos orificios menores. Os padrdes de toxina e
anti-toxina (FRI100-SEA, FRI361-SEC, FRIS6-SEB e FRI1151m-SED) foram
produzidos pelo Laboratério de Enterotoxinas da FUNED-MG.

Os orificios restantes foram preenchidos com sobrenadante das amostras
teste nas diluicbes (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8). A placa foi incubada em camera amida por
24 horas a 37° C. A leitura foi realizada e, consideradas como reacdo positiva
qgquando evidenciada a presenca de linhas de precipitina formadas entre o
sobrenadante da cultura teste e antissoro controle. O resultado para as amostras
positivas foi expresso como a presenca de Staphylococcus spp. produtor de
enterotoxina (SEA, SEB, SEC ou SED).
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6 RESULTADO E DISCUSSAO

Durante o periodo proposto amostras de QMA de 25 pequenos produtores
localizados nas microrregides do Serro, Cerrado e Canastra abrangendo os
municipios do Serro, Materlandia, Sabinapolis, Alvorada de Minas, Carmo da
Paraiba, Rio Vermelho, Paulistas e Medeiros foram avaliadas quanto a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) e verificado o potencial enterotoxigénico

dos isolados para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED.

De acordo com a legislagcdo brasileira a comercializacdo de queijos
produzidos com leite cru € permitida apenas com cura minima de 60 dias que, em
principio, garante a sua inocuidade pela reducéo/eliminacdo de patégenos. A ndo
observancia do periodo de maturacéo restringe a sua comercializacdo em apenas

em seu estado de origem, e na informalidade.

A maioria dos produtores que participaram deste estudo residem nos
municipios situados na microrregidao do Serro conforme pode ser observado na

Figura 03.

Figura 3- Municipios da Microrregido do Serro Produtoras de queijo Minas Artesanal

MAPA DO QUEIJO MINAS ARTESANAL - 5
SERRO f;bfifb\\_\
j KL(//C

| SERRO |

- ALYORADA DE MINAS
- CONCEIGAO DO MATO DENTRO
- DOM JOAQUIM

- MATERLANDIA

- PAULISTAS

- RIO VERMELHO

- SABINOPOLIS

- SANTO ANTONIO DO ITAMBE

- SERRA AZUL DE MINAS

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10 - SERRO

N° DE PRODUTORES  -881
PRODUGAD -3.106 tiano
EMPREGOS GERADOS -2.290
AREA -6.960 Km?

Fonte: EMATER-MG (2018)
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O periodo de cura adotado pelos pequenos produtores variou entre 5 e 39
dias, porém, a maioria (16/25 amostras) maturam seus queijos por 5 a 10 dias
(tabela 01), logo, nenhum produtor atende a legislacéo vigente. Sessenta e oito por
cento adotam a temperatura de refrigeracdo (entre 3 e 9°C) na maturacdo dos
queijos produzidos (tabela 01). A cura por um periodo menor que o estabelecido
pela legislacdo vigente pode proporcionar condicdes favoraveis para o
desenvolvimento de patdogenos como Staphylococcus enterotoxigénicos
representando um risco para saude dos consumidores (Le Loir et al., 2003).

Tabela 1: Tempo e temperatura de maturacdo de queijo Minas Artesanal produzido nas microrregifes
do Serro, Cerrado e Canastra, Minas Gerais, no periodo de 2017 e 2018.

Tempo de Maturagéo N° de N° de amostras maturadas a temperatura de refrigeracao
MédD;Zi)ZZ amostras (3-9°C) para n=25.

N° %
05-10 16 15 60
11-20 04 02 08
21-30 02 0 0
31-39 03 0 0
Total 25 17 68

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

A curva de crescimento de microrganismos € influenciada pela temperatura
e, de acordo com DORES (2013) a refrigeracéo inibe o crescimento de bactérias
desejaveis no processo de maturacdo comprometendo as reacdes metabdlicas que
ocorrem durante a cura e favorecendo a manutengdo de microrganismos

patogénicos, quando presentes.

Neste estudo é possivel observar que a maioria dos queijos mantidos sob
refrigeracdo apresentara contagem Staphylococcus coagulase positiva superior ao
permitido pela legislacdo (mais de 103UFC/g). Os resultados estdo de acordo com os
encontrados por BORELLI et al., (2011) que em seus estudos sobre Staphylococcus
spp isolados de queijo Minas, observaram que, amostras com menos de 7 dias de
cura apresentaram contagem acima de 10%UFC/g e aqueles com 7 e 15 dias

apresentaram contagens acima de 10°UFC/qg.

Na tabela 2 encontra-se o perfil de aprovacao/reprovacdo das amostras de
QMA produzidas nas microrregides avaliadas, para o parametro Staphylococcus
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coagulase positiva, (RDC n°12 de 2001 MS) e a incidéncia de linhagens

enterotoxigénicas.

Tabela 2. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva em amostras de Queijo Minas Artesanal
produzidas nas microrregides do Serro, Cerrado e Canastra no periodo de 2017 e 2018.

Contagem (UFC/g) N° % Interpretacéo Presenca de SE
Até 1,0x 108 4 16 A 0
2,0 x 10%-9,0x 10* 12 48 R 1
Acima de 1,0x 10° 9 36 S 0
Total 25 100 1

*A: Aprovada

*R: Reprovada (acima de 103UFC/qg)

*S: Potencialmente capaz de causar surto (acima de 10°UFC/g)
*Critérios de Aprovagdo/Reprovacdo: RDC n°12 de 2001 MS

A analise dos resultados revelou que, das 25 amostras de queijo produzidas
por 25 pequenos produtores avaliados neste estudo, 84% estavam improprias para o
consumo por ndo atenderam a legislacéo vigente. Das amostras reprovadas 36,0%
eram potencialmente capazes de causar intoxicacao alimentar.

A intoxicacao alimentar € uma sindrome resultante da ingestdo de alimento
contendo enterotoxinas pré-formadas, neste estudo Staphylococcus coagulase
positiva produtor de SEA foi isolado em apenas uma amostra de queijo analisada.
De acordo com EVENSON et. al, (1988) enterotoxina A (SEA) é responsavel pela
maioria dos casos de intoxicacdo em humanos; Segundo os autores, 100ng da
proteina € capaz de induzir quadro de gastroenterite aguda caracterizada por
evolucao rapida e curta duracao.

Cabe ressaltar que ja foram descritas mais de 17 enterotoxinas responsaveis
por desencadear sinais e sintomas de intoxicacéo e neste estudo foram pesquisadas
apenas as enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC e SED). As amostras com
elevada contagem do microrganismo podem conter linhagens produtoras de outras

enterotoxinas nao testadas neste estudo.

FILHO et al., em (2007) avaliaram producao de enterotoxinas por 72 cepas
de S. aureus isoladas de mastite bovina. Os resultados encontrados foram
superiores aos resultados encontrados neste trabalho, os autores verificaram que
91,7% das cepas produziam pelo menos um tipo de enterotoxina, isoladamente ou

em associacdo. A elevada incidéncia de linhagens enterotoxigénicas encontrada
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pelos autores pode estar relacionada a origem dos isolados, ou seja, rebanho ja
apresentando o quadro de mastite. A atividade de superantigeno apresentada pelas
enterotoxinas € um fator de viruléncia que contribui com a colonizacdo do Ubere
animal e consequentemente com a evolucéo da infeccao

Outra hipdtese poderia explicar a diferenca de resultados encontrada,
embora as amostras de queijo analisadas tenham apresentado elevada contagem
de Staphylococcus coagulase positiva € que 0s genes que expressam as toxinas
sdo modulados por fatores ambientais como temperatura, pH e microbiota presente
(Le Loir et. al, 2003). Segundo Le Loir et. al, (2003) peptideos auto- indutores sdo
liberados por microrganismos quando estes atingem determinada concentracao.
Tais peptideos séo responséavel pela comunicacdo celular resultando na regulacao
de diversas fun¢des biologicas como ativacdo/desativacdo da expressao de genes
relacionados a produgao de toxinas, fendbmeno chamado de “quorum sensing”.

O Serro foi a microrregido onde se concentrou a maioria dos pequenos
produtores de Queijo Minas Artesanal avaliado neste estudo. Ao analisar a
contagem de Staphylococcus coagulase positiva encontrada nas amostras por
municipio de origem observa-se que quase a metade ndo atende a legislacéo
vigente para este parametro e 16% sao potencialmente capazes de causar

intoxicacdo alimentar (Tabela 3).
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Tabela 3: Contagem de Staphylococcus coagulase positiva encontrada nas amostras de queijo Minas
Artesanal, coletadas entre 2017 e 2018, fabricados por pequenos produtores localizados em

diferentes municipios das microrregides mineiras.

N° N° de Amostras N° de Amostras
Municipios Produtores  Microrregides com contagem com contagem
entre 10% e 10* acima de 10°UFC/g
UFCl/g

N % N %

Serro 13 Serro 2 48 4 16
Materlandia 1 Serro 1 4 1 4
Sabinépolis 2 Serro 2 8 2 8
Alvorada de Minas 3 Serro 3 12 2 8
Carmo da Paraiba 1 Cerrado 0 0 0 0

Rio Vermelho 1 Serro 0 0 0

Paulistas 1 Serro 1 4 0 4
Medeiros 3 Canastra 2 12 0 0
TOTAL 25 3 11 88 9 40

*Observacao: Limite de tolerancia baseada na RDC n°12 2001 MS, para o parametro Staphylococcus

coagulase positiva.
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7 CONCLUSAO

O municipio do Serro representa a localidade com o maior numero de

produtores de Queijo Minas artesanal avaliado neste estudo.

A maioria dos pequenos produtores de Queijo Minas Artesanal produzem
gueijos que néo atendem a legislacéo vigente quanto ao parametro Staphylococcus

coagulase positiva.

Quase a metade das amostras analisadas apresentaram uma carga de
Staphylococcus coagulase positiva que as tornavam potencialmente capazes de

causar intoxicacao alimentar.

E as linhagens isoladas de Queijo Minas Artesanal produzidos nas diferentes
regides queijeiras apresentaram um baixo potencial enterotoxigénico para as

enterotoxinas testadas.

E o efeito “Quorum sensing” pode ter contribuido para os resultados
encontrados. Assim novos estudos deverao ser realizados a fim de se verificar a sua
participacdo sobre a producdo de enterotoxinas estafilococicas em Queijos Minas

Artesanal.
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