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041 - CARACTERIZACAO DE ESTIRPES DE Staphylococcus aureus ISOLADAS EM
QUELJO MINAS FRESCAL DE PRODUCAO ARTESANAL

CHARACTERIZATION OF STRAINS OF Staphylococcus aureus ISOLATES IN
HANDMADE MINAS FRESCAL CHEESE
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Introducao: O queijo Minas Frescal produzido artesanalmente € um produto de ampla
aceitacdo comercial e faz parte do habito alimentar da populag@o, na maioria das regides do
pafs. Porém, trata-se de um alimento altamente perecivel por apresentar elevado teor de
umidade, sofrer grande manipulacao, nao passar por maturacdo e ser normalmente
produzido a partir de leite cru, condi¢des que aumentam o risco deste produto veicular micro-
organismos patogénicos, como Staphylococcus aureus, constituindo-se em importante
problema de Satide Piblica. Diante do exposto, idealizou-se o presente trabalho com a
finalidade de avaliar a qualidade microbiolégica do queijo Minas Frescal, produzido sem
acompanhamento do Servico Oficial de Inspe¢do, comercializados em Ribeirdo Preto-SP, por
meio da quantificacao, identificacdo e confirmacao genotipica de estirpes de S. aureus.

Material e Métodos: Durante o més de agosto de 2009, foram analisadas 22 amostras de
queijo de produgdo artesanal, comercializadas em dois Mercados Municipais de Ribeirdo
Preto-SP, adquiridas aleatoriamente. Apds acondicionamento em caixa isotérmica com gelo,
as amostras foram transportadas até o Laboratério de Andlise de Alimentos de Origem
Animal e Agua, da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, da Unesp-Jaboticabal/SP
para processamento. De cada amostra foi pesado assepticamente e transferido para um saco
pléstico estéril, uma aliquota de 25 g, sendo essa homogeneizada em aparelho Stomacher,
com 225 mL de 4dgua peptonada 0,1%, obtendo-se assim uma diluicdo inicial de 10" A partir
desta diluicdo, foram preparadas diluicdes decimais até 10°, sendo utilizado o mesmo
diluente. Das dilui¢des 10~ a 10 foram retirados 0,1 mL e depositados em placas de Petri
contendo Agar de Baird-Parker. A seguir, com auxilio de um bastio em forma de “L”
esterilizado, foi procedida a distribui¢ido do indculo por toda a superficie do meio e as placas
foram incubadas a 36°C por 24 a 48 horas. Apds incubagdo, foram contadas as placas
contendo de 20 a 200 coldnias, separadamente, colonias negras, brilhantes, com zona de
precipitacdo ao redor e circundadas ou ndo por halo claro, além das que se apresentavam
somente negras e brilhantes. Os nimeros de colonias contados foram multiplicados pelo fator
10 e, em seguida, pela reciproca da dilui¢do correspondente a placa de contagem, obtendo-se

! Pesquisadora, EMBRAPA Caprinos e Ovinos — Sobral-CE. Estrada Sobral-Groairas, Km 4. Caixa Postal: 145. CEP: 62010-
970. Sobral-CE. Tel. (88) 3112-7573. Email: viviane.souza@embrapa.br

? Professora, Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal — LIPOA, Universidade Federal de Pelotas-RS;
Email: natachacereser @ yahoo.com.br

? Doutoranda do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reprodugdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrdrias
e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP; Email: vetmonica@ yahoo.com.br

4 Técnica de laboratério da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto - FMRP — USP; Email: conde_so@yahoo.com.br

5 pés-doutoranda em Morfologia, Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Uberlandia-MG; Email:

policame @yahoo.com.br

® Professor Titular Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reprodugdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrdrias e Veterindrias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP; Email: nader @fcav.unesp.br

Souza, V., et al. Caracterizacdo de estirpes de Staphylococcus aureus isoladas em queijo minas frescal de
producdo artesanal. Vet. e Zootec. 2013 jun.; 20(2 Supl 1): 102-103



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 103

assim o valor da contagem presuntiva de Staphylococcus spp. A seguir, 3 a 5 colonias de cada
tipo foram semeadas em tubos com Agar nutriente inclinado e incubadas a 35°C por 24 horas.
Ap6s, foram preparados esfregacos corados pelo método de Gram e as culturas identificadas
como cocos Gram-positivos, agrupadas em forma de cachos de uva, foram submetidas as
provas de catalase, da coagulase livre e de producdo de acetoina (VP). Para a extragdo do
DNA bacteriano foi utilizado o Kit Invitek - Uniscience®, que contém o protocolo de
extragdo de DNA para bactérias Gram-positivas. Posteriormente, a confirmacdo molecular
dos isolados de S. aureus, para a identificacdo da espécie, foi feita a partir da amplificacao de
fragmentos de DNA cromossdmico especifico do S. aureus de acordo com o protocolo
descrito por Martineau et al. (1). Os resultados obtidos foram confrontados com os limites
estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA, para queijo de muito alta umidade
(55%) de coagulacao enzimatica, sem agdo de bactérias lacticas.

Resultados e Discussao: Todas as amostras analisadas apresentaram contagens de
estafilococos coagulase-positivos superiores ao padrdo estabelecido pela ANVISA. As
contagens de estafilococos coagulase-positivos obtidas nas amostras do presente estudo
variaram de 2,1 x 10° a 2.4 x 10’ UFC/g, com uma média geométrica de 2,0 x 10° UFC/g.
Foram isoladas 46 estirpes de estafilococos coagulase-positivos, sendo que em 22 (48,0%) foi
amplificado o fragmento de DNA cromossdmico especifico da espécie de S. aureus. Ao
realizar a técnica de PCR, a presenca de S. aureus foi confirmada em 12 (54,5%) amostras de
queijo Minas Frescal artesanal analisadas. Além de diminuir a qualidade do produto
contaminado, a presenca desses micro-organismos coloca em risco a satde dos consumidores,
principalmente pela sua capacidade de produzir enterotoxinas termoestaveis. O alto indice de
S. aureus obtido nas amostras do presente estudo pode estar relacionado com a auséncia de
boas préticas agropecudrias na obtencdo do leite e com a auséncia de boas prdticas de
fabricacdo na produgdo dos queijos artesanais. O controle sanitdrio do rebanho, a obtencao do
leite segundo os padrdes de higiene, o controle higi€nico-sanitdrio das queijarias e a limpeza e
desinfeccdo dos equipamentos e utensilios utilizados no processo de produgdo, sdo
indispensdveis para prevenir a contaminagao durante a manipulacio e garantir a qualidade do
produto final.

Conclusoes: O estudo revelou um elevado percentual de amostras de queijo Minas Frescal
artesanal, impréprias para consumo devido altas contagens de estafilococos coagulase-
positvos. Os resultados evidenciam ainda que estirpes de S. aureus podem ser veiculadas pelo
queijo Minas Frescal, produzido em estabelecimentos nio registrados em Orgdos Oficiais de
Inspecao e, largamente consumido pela populacdo brasileira. Considerando o potencial
enterotoxigénico do micro-organismo, fica evidente o risco que este alimento pode
representar a satde publica.
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