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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de queijo tipo Minas
frescal através da pesquisa de Staphylococcus aureus (S. aureus), Listeria monocytogenes
(L. monocytogens), contagem total de microorganismos além da analise fisico-quimica
(determinagio do teor de agua e pH). Um total de 59 amostras de queijo tipo Minas frescal
foi analisado, correspondendo a 25 marcas comercias disponiveis para consumo, com a
presenga ou ndo do Servico de Inspe¢do Federal (SIF). As amostras foram obtidas de
supermercados, propriedades rurais e queijaria artesanal abrangendo quatro microrregides
do Estado do Rio de Janeiro, cuja produgdo foi originaria de trés Estados: Rio de Janeiro,
Sio Paulo e Minas Gerais. Todos os 58 queijos submetidos a pesquisa de I.
monocytogenes, utilizando-se agar “Lithium Phenylethanol Modified” (LPM) e agar
“MacBride Modified” (MMA), foram negativos para essa bactéria, concluindo-se que o
produto estava em acordo com a Legislagdo. Para S. aureus, foram analisadas 57 amostras
Utilizou-se dois meios seletivos: agar “Baird-Parker” e agar “Vogel-Jonhson”. Qg
resultados encontram-se em tabelas. Foram isoladas 93 colonias (38,91%) de

Staphylococeus sp. coagulase negativa, 25 (10,46%) de Staphylococcus sp. coagulase



positiva, 18 (7,53%) de S. aureus, 35 (14,64%) de Micrococcus spp., 64 (26,78%) de
Streptococcus spp. e quatro (1,67%) de leveduras. No total, sete (10,56%) amostras
apresentaram positividade para S. aureus das quais quatro tinham SIF e trés ndo. Também
foi observado que nove (15,79%) das amostras de queijos ndo cresceram em placa, cujo
crescimento foi atribuido o valor zero. A contagem total de microorganismos meséfilos
aerobicos em placas, das 59 amostras examinadas, variou de zero a 8,7x109UFC/g ou “Too
Numerous To Count” (TNTC). A percentagem média de umidade foi 60,91% com
desvio.padrdo de 7,12. A média de pH foi 5,53, com desvio padréo de 0,66. A presenca de
S. aureus coagulase positivo em valores acima do permitido sugere contaminagdo cruzada
por manipuladores portadores e/ou pasteuriza¢io inadequada de leite proveniente de vacas
com mastite por S. aureus, ou ainda esses fatores juntos, ou utensilios e/ou equipamentos
contaminados. Os resultados das analises de regressdo linear ao analisar as variaveis
isoladamente revelaram que o pH foi altamente significativo (p<0,01), enquanto a umidade

e tempo de prateleira ndo tiveram significancia estatistica.




SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate the hygienic sanitary condition of frescal
Minas soft cheese, through the research of Staphylococcus aureus (S. aureus), Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes), total plate count of microorganisms, and physic-
chemical exames (water content and pH). A total of 59 Minas soft cheese samples was
analysed, including 25 cheeses commercially available, with the presence or not of the
Federal Inspection (FI) . Samples were obtained from supermarkets, farms and “artesanal”
manufacture from four microrregions of Rio de Janeiro State, which production was
originated from three states: Rio de Janeiro, Sdo Paulo and Minas Gerais. All the 58
samples analised to investigade L. monocytogenes by utilization of Lithium Phenylethanol
Modified agar (LPM) and Mac Bride Modified agar (MMA) were negative, so it was
concluded that this product was in agreement with the current legislation. For the
investigation of S. qureus, 57 samples were analysed. Two selective agar were used: Baird
Parker agar and Vogel Johnson agar. Ninety and three isolated colonies of Staphylococcus
spp. (38.91%) were coagulase negative; 25 colonies of Staphylococcus spp. (10.46%) were

coagulase positive; 18 isolated colonies (7.53%) were classificated as S aureus, 35
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(14.64%) were Micrococcus spp., 64 (26.78%) Streptococcus spp and four (1.67%)
colonies of yeasts. Seven samples (10.56%) were positive to S. aureus from which three did
not have FI. It was also observed that nine cheese samples (15.79%) showed no growth in
plate, which was equivalent to zero. The total plate count (aerobic mesophilis) from the 59
samples ranged from zero to 8.7 x 10° UFC/g or too numerous to count (TNTC). The
moisture average was 60.91%, with standard deviation of 7.12. The pH average was 5.53
with standard deviation of 0.66. The presence of S. awreus coagulase positive in higher
numbers than the tolerated limit suggests cross contamination by human source and/or
inadequate pasteurization of milk originated from cows with mastitis caused by S. aureus,
or these factors in association, or contaminated equipment or utensilis. Results of the linear
regression analysis with isolated variables showed that the pH was highly significant

(p<0,01), while moisture and shelf time did not show statistical significance.



I. INTRODUCAO

Os alimentos de origem animal sio componentes importantes da dieta humana.
Dentre eles, o leite e seus derivados, merecem destaque por serem muito consumidos. Entre
esses derivados, o queijo, principalmente, o tipo Minas frescal € um alimento de grande
demanda. Segundo PINTO et al. (1996), na década de 80, por motivos econémicos a
produgdo dos queijos frescais teve um aumento significativo em relagdo as outras
variedades de queijos, por ser um produto de facil e rapida elaborag@o e, conseqiientemente,
de baixo custo. Um outro fator que contribuiu para este aumento, foi a utilizagdo do mesmo
nas dietas alimentares por ser um queijo de baixo valor calorico. O aumento da produgdo
leiteira, durante o periodo da safra, leva a um aumento da fabricagdo artesanal de produtos
lacticos, com certa predominancia do queijo “Minas frescal”, que pode refletir também no
surgimento de queijos com menor qualidade higiénico-sanitaria (PINTO et al., 1996).

De um modo geral, os produtos lacticos sdo produzidos a partir de leite pasteurizado
e sendo assim, ndo deveriam apresentar nenhum microorganismo patogénico. Porém, pode

haver contaminagdes durante ou apos o processamento, e/ou quando acondicionados, apos



preparo, em temperaturas inadequadas e/ou durante o periodo de transporte. Alguns

produtos, principalmente o queijo Minas frescal sdo fabricados a partir de leite ndo
pasteurizado, proporcionando grandes riscos ao consumidor. Os alimentos tém grande
importancia na transmissdo de microorganismos, por servirem como substratos para estes
que poderdo produzir substdncias nocivas, ocasionando doengas quando ingeridos
(GONCALVES, 1998).

A contaminagdo de alimentos por Lisferia monocytogenes (L. monocytogenes), nos
ultimos anos, tornou-se uma grande preocupagdo para a industria. Tudo isso deve-se ao
surgimento de inumeros casos isolados e surtos de listeriose humana associados com a
ingestdo de alimentos, incluindo leites e derivados (SCHUCHAT et al., 1992, OLIVEIRA,
1993). A listeriose humana tem aparecido como conseqiiéncia da mudanga de habitos
alimentares, marcadamente pela popularidade do consumo de alimentos crus ou semi-crus,
e pelo uso do frio na conservagdo de alimentos (ROBERTS,1990; NASCIMENTO, 1991,
NASCIMENTO & CULLOR, 1994; ROCOURT, 1996).

A L. monocytogenes é capaz de sobreviver e crescer em alimentos mantidos a 4°C
podendo contaminar outros alimentos a sua redondeza e manter a integridade visual do
produto sem gerar qualquer odor e gas que possibilite suspeita de contaminagdo, sendo
assim um grande risco ao homem. Nos Estados Unidos (EUA), s6 em 1985, foram
detectados 314 casos de listeriose, dos quais 40 foram fatais. Foram atribuidos ao consumo
de queijo mole, ou seja, queijo tipo fresco (LINNAN et al., 1988).

O Staphylococcus aureus (S. aureus) pode estar presente em varios produtos
alimenticios como doces, carnes e derivados e leites e derivados sem causar alteragio de

suas caracteristicas organolépticas. A maioria das cepas de S. aureus produz uma



enterotoxina que é resistente ao calor, e que tem propriedades de induzir os sintomas

classicos de vdmitos, diarréia e dores abdominais. Este microorganismo ¢ considerado a
maior causa de intoxicagdo alimentar do mundo (SENA, 2000).

A fonte mais provavel de contaminagdo primaria de alimentos por S. awreus € o
proprio ser humano. Uma grande parte da populagdo humana possul S. aureus como parte
da flora microbiana do nariz, pesco¢o e mdos e, consequentemente, €ssas pessoas que
manuseiam os alimentos podem contaminar o produto cru, 0s equipamentos, e/ou o produto
final (BRYAN, 1976). Durante o periodo de 1975 a 1979, dos 540 surtos registrados nos
“Center for Disease Control”, nos EUA, 153 foram por S. awreus, sendo que a causa
primaria para tais surtos foi a temperatura impropria na qual os alimentos foram mantidos
(SMITH et al., 1983). No Brasil, tem-se observado varios surtos (CARMO & BERGDOLL,
1990, SABIONI et al. 1994; PEREIRA et al.,, 1996) de intoxicagdo alimentar com queijo
tipo Minas frescal causados por S. aureus. Apesar do queijo Minas ter boas propriedades
fisico-quimicas, suas caracteristicas higiénico-sanitarias podem ser deficientes, pois uma
grande parte é feita de maneira artesanal, sem muitos cuidados higi€nicos, repercutindo
assim, na saude do consumidor (WENDPAP & ROSA, 1993).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de bactérias importantes a
Satde Publica: L. monocytogenes € S. aureus em queijo tipo Minas frescal disponiveis para
consumo no Estado do Rio de Janeiro, além de avaliar a qualidade higi€nica desses queijos
por meio da contagem total de microorganismos mesofilos aerdbicos em placa, e
determinar o pH e percentagem de agua. Objetivou-se também obter informagdes para
gerar subsidios para a prevengao € controle desses patogenos nesse tipo de alimento,

melhorando sua qualidade e aumentando a seguranga alimentar.



II. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Listeria monocytogenes

2.1.1. Caracteristicas da Listeria monocytogenes

A L. monocytogenes foi isolada pela primeira vez por MURRAY et al. (1926) a partir
de focos necréticos de figado de coelho num surto envolvendo animais de laboratorio e
denominada de Bacterium monocytogenes em virtude da infecg¢do ser caracterizada por uma
monocitose. Posteriormente, PIRIE (1927), descreveu este microorganismo denominando-o
Listeria monocytogenes, em homenagem a Lord Lister, descobridor da antissepsia, cujo
nome foi mais tarde aceito e é usado até hoje.

SEELIGER & JONES (1986) descreveram a L. monocytogenes como pequeno
bastonete regular, Gram positivo, aerobico ou microaerodfilo, oxidase negativa, catalase
positiva, parasita intracelular facultativo, ndo formador de capsula e mével por flagelos
peritriquios quando cultivados a 20-25°C, com movimento de tombamento ou rotatorio,
apresentando assim, um crescimento em forma de guarda-chuva em meio usado para

observar sua motilidade. Estudos demonstraram que a temperatura minima de crescimento



de L. monocytogenes é abaixo de 0°C em caldo de galinha, com uma faixa de variagdo entre
-0,1°C a 0,4°C (WALKER et al., 1990). Essa bactéria cresce normalmente na faixa de i-
45°C, sendo a temperatura otima entre 30-37°C (LOW & DONACHE, 1997). E bastante
tolerante ao sal. Cresce em meio contendo 10% de cloreto de sodio, sobrevivendo em 30%
a 22°C (EIROA, 1989). Cresce melhor em meio neutro ou ligeiramente alcalino, podendo
entretanto, se multiplicar na faixa de pH 5,0 até 9,6 (SILVA, 1997, LOW & DONACHE,
1997). Estudos reportam sua sobrevivéncia em pH abaixo de 4,7, sem apresentar
crescimento (RYSER & MARTH, 1987). Em determinada ocasides a L. monocytogenes
pode sobreviver em pH 4,3 (EIROA, 1989). Outras caracteristicas bioquimicas do género
estdo relacionadas na TABELA 1. Com base principalmente na analise das caracteristicas
genéticas e fenotipicas do género Listeria, segundo a nona edicdo do “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriologye” (SEELIGER & JONES, 1986), constitui-se de sete espécies:
Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria murrayi, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri, Listeria ivanovii, Listeria grayi. A L. denitrificans foi transferida para o género
Jonesia denitrificans (ROCOURT et al., 1987) e L. grayi e L. murrayi passaram a constituir
uma unica espécie, L. grayi (ROCOURT et al., 1992). De acordo com a revisao feita por
PEREIRA & ROCOURT (1993), com excegdo de L. grayi e L. murrayi, todas sio
contaminantes de alimentos. A L. ivanovii € responsavel por aborto em bovinos e caprinos
e a L. monocytogenes prima-se em importancia como patdgeno para o homem e animais.
Sorologicamente, as L. monocylogenes isoladas de fontes patologicas, foram
classificadas como sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 5, 6a, 6b e

7 (LOVETT, 1987). Os sorogrupos 1 e 4 sdo os mais encontrados no meio ambiente,



animais ou vegetais. Segundo PEREIRA & ROCOURT (1993) os sorovars 1/2a, 1/2b e 4b

sa0 responsaveis por 90% dos casos de listeriose humana.

2.1.2. Epidemiologia

A L. monocytogenes foi reconhecida pela primeira vez em 1926 como um patogeno
de importéncia veterinaria e em 1929 foi relatado o primeiro caso de listeriose humana.
Antes da década de 60, os casos eram raros, no entanto de 1960 a 1982, foram notificados
dez mil casos e a partir dai, os relatos vem sendo feitos em todo o mundo (EIROA, 1989;
OLIVEIRA, 1993: SILVA, 1997). De acordo com revisdo feita anteriormente,
NASCIMENTO & CULLOR (1994), a listeriose nao ¢ uma zoonose tipica, apesar de
inicialmente se acreditar nisto pelo fato de um mesmo sorotipo de L. monocytogenes ter
sido encontrado em animais e homem, e que na maioria das infec¢bes humanas e animais,
revelaram a ndo existéncia de qualquer relagao entre os sorotipos de Listeria isolados de
ambos tipos de hospedeiros. Adicionalmente, a listeriose humana ja ocorreu em locais na
qual o contato com animais era raro.

A L. monocytogenes ¢ considerada contaminante ambiental, pois encontra-se
amplamente difundida na natureza. Essa bactéria tem sido isolada de varias fontes como
solo, plantas em decomposigdo, vegetais, rios, lagos, esgotos, material fecal e poeira
(EIROA, 1989: PEREIRA & ROCOURT, 1993). A L. monocytogenes pode permanecer na
silagem, sendo mais encontrada em silagem de baixa qualidade, particularmente naquelas
onde o pH ¢ elevado (MENARD et al, 1993). Uma variedade de animais podem servir
como hospedeiros (portadores sadios ou assintomaticos) para L. monocytogenes

(NASCIMENTO & CULLOR, 1994) e no entanto, os animais domésticos de fazendas sdao



na maioria identificados como reservatorios, provavelmente porque a listeriose € mais

comumente reconhecida neste Ambito. O homem também pode ser reservatorio para a L.
monocytogenes. Segundo a revisdo feita por PEREIRA & ROCOURT (1993) e
NASCIMENTO & CULLOR (1994), individuos sadios sdo capazes de eliminar esta
bactéria no ambiente, inclusive nas fezes. Entretanto, pouco s¢ sabe sobre a importdncia do
meio ambiente na epidemiologia da listeriose humana, pois existem inumeras maneiras da
L. monocytogenes ser transmitida para um individuo susceptivel (NASCIMENTO &
CULLOR, 1994). De acordo com a revisdo feita por NASCIMENTO & CULLOR (1994),
em um estudo feito na Hungria, esse microorganismo foi encontrado nas fezes de 0,4% a
21% de individuos sadios, sendo a sua maior prevaléncia (21%) detectada em trabalhadores
de abatedouros. Este microorganismo esta normalmente associado a infecgdo no trato
intestinal ou infecgdes subclinicas em animais (SILVA, 1997) ou em humanos

(NASCIMENTO & CULLOR, 1994; SILVA, 1997).

A L. monocytogenes esta presente em varios tipos de alimentos, quer seja “in natura”

ou processados, como carnes frescas ou produtos carneos, frangos, pescados, leite e

derivados e vegetais. Isso se deve ao fato desse microorganismo estar amplamente

distribuido na natureza, aliado pela sua natureza psicotrofila, tendo um crescimento 6timo
-4

entre 30-37°C, porém com capacidade de crescer lentamente abaixo de 0°C (WALKER et

al., 1990) e a 45°C (ROBERTS, 1990). Essa caracteristica o torna importante em alimentos
refrigerados e congelados prontos pois, via de regra, a baixa temperatura aumenta a vida de
prateleira de varios produtos podendo proporcionar um elevado numero de Listeria nos
alimentos. O somatorio de todas €ssas caracteristicas contribuem para que varios casos

esporadicos e surtos tenham O alimento como veiculador da L. monocytogenes. Sendo




assim, as industrias de alimentos ¢ autoridades de saude de varios paises concentram hoje

sua atengdo sobre este microorganismo.

Apbs os surtos ocorridos na Europa e EUA, envolvendo possivelmente leite

pasteurizado e queijos, diversos estudos vém sendo direcionados a obtengdao de dados

quanto a presenca dessa bactéria sobretudo em produtos lacteos. Dentre as medidas de

controle de L. monocylogenes, 2 pasteurizagdo tem sido destacada, pois esse

microorganismo parece ser mais resistente ao calor do que outros patogenos, nao

formadores de esporos, de origem alimentar (PEREIRA & ROCOURT, 1993). De acordo

com a revisio feita por estes autores, varios estudos com respeito a termoresisténcia tém

sido realizados com leite € se€us derivados. FERNADEZ-GARAYZABAL et al. (1987), nao

roorganismo previamente inoculado no leite cru quando submetido ao

detectaram o mic

tratamento de 73°C. A hipotese de que a localizagao intracelular de L. monocytogenes, nos

leucocitos e macrofagos, constitui um fator de protegdo ao microorganismo (FLEMING et

al., 1985), deve ser considerada, uma vez que representa o estado real do microorganismo

maticos ou com listeriose. DOYLE et al. (1987)

no leite, procedente de animais assinto

desenvolveram um experimento 1O qual o gado foi previamente inoculado com L.

rificag@o de sua presenga no interior dos leucocitos, o leite foi

monocytogenes € apos Ve

submetido a pasteurizacﬁo- Qs autores nio detectaram O microorganismo no tratamento

conduzido a 76,4-77,8°C, durant€ 15,4 segundos, mas detectaram a 71,7-73,9°C, durante

16,4 segundos. Isto sugere que a Nao uniformidade dos métodos utilizados na recuperagio

de L. monocytogehnes aliada a contaminagao secundaria na usina de processamento e

em explicar esta controvérsia (PEREIRA & ROCOURT, 1993),

pasteurizagdo grosseira pod
De acordo com a “World Health Organization” - WHO, (1988), a L. monocytogenes ¢é
0 €O



destruida quando o processo de pasteurizacdo do leite € corretamente conduzide.
Entretanto, queijos e outros produtos de laticinios fabricados a partir de leite pasteurizado,
tém se apresentado contaminados por L. monocytogenes durante processamento ou mesmo
estocagem, a exemplos dos tipos “Brick” (RYSER & MARTH, 1989), “Feta”
(PAPAGEORGIOU & MARTH, 1989), “Anary” (AZADIAN et al, 1989), Minas
(DESTRO & SERRANO, 1990), “Cheedar” e “Cottage” (REED, 1994). Na revisdo feita

por PEREIRA & ROCOURT (1993), os queijos de textura mole e aqueles que sdo

submetidos a maturagdo com fungos de crescimento branco ou vermelho, parecem oferecer

melhores condi¢des para O desenvolvimento da bactéria, possivelmente em fungio da

elevagdo do pH.

EIROA (1989) em sua revisio, relatou os fatores que afetam a sobrevivéncia e

multiplicagdo da L. monocytogenes nos alimentos. Os alimentos com elevado teor de

gordura e carboidrato propiciam um desenvolvimento mais intenso da bactéria. Esta se

desenvolve melhor em leite integral do que desnatado. Quanto ao pH, a L. mofiocytogenes

pode sobreviver € crescer dentro de um amplo intervalo. Em algumas ocasides tem sido

constatada a sobrevivéncia do microorganismo em pH 4,3 e em pH 4,8. Entretanto, em uma

das literaturas revisadas por EIROA (1989), foi observado que a bactéria pode permanecer

viavel em silagem de boa qualidade com pH 4.0 ou inferior. Para atividade aquosa (Aw),

foi observade em valor minimo de Aw inferior a 0,93 para 0 desenvolvimento da bactéria,

porém, a sua sobrevivéncia foi constatada em alimentos desidratados com Aw inferior a

0,93, o que faz supor que al. monocylogenes seja capaz de tolerar baixas atividades de

agua pelo menos por um certo tempo. EIROA (1989) pesquisou também $ua sobrevivéncia

em relagio ao teor de cloreto de sodio. A L. monocytogenes exibe uma elevada resisténcig
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a0 sal, sendo capaz de sobreviver durante 15dias em concentragao 10,5% de cloreto de
sédio e cinco dias em concentragdo de 20-30% em temperatura de 37°C. A diminui¢do da

temperatura para 22°C duplica o tempo de resisténcia do microorganismo. A L.

monocylogenes € capaz de tolerar concentragdo de nitrito de sodio da ordem de 156 ppm,

porém combinando o uso de nitrato de sddio com outros parametros € possivel controlar o

desenvolvimento do microorganismo. Um outro pardmetro ¢ a atmosfera. Baixa

concentragdo de Oz € suplemento de anidro carbonico estimulam a multiplicagdo de L.

monocytogenes. Considerando-se o ja exposto, segundo EIROA (1989), pode-se concluir

que o controle da bactéria em alimentos ndo ¢ muito simples, visto ela ter capacidade de

sobrevivéncia em baixas temperaturas, elevadas concentragdes de cloreto de sodio, baixos

valores de atividade de agua ¢ haver estimulo do desenvolvimento em auséncia de

oxigénio. Apenas a aplicagao de temperaturas elevadas e a diminui¢ao do pH parecem ser

eficientes na inativagdo e na inibi¢do do desenvolvimento, respectivamente. O uso de nitrito

de sodio e de conservantes €m condicdes definidas parece ser eficiente, porém sdo

necessarios maijores estudos a respeito, levando-se também em consideragdo a influéncia de

outros parametros.

2.1.2.1. Listeriose humana

A listeriose humana pode provocar estados patologicos no homem e nos animais. No
ser humano, a L. monocylogenes é respOﬂSé“/‘ﬂ1 por infecgdes oportunistas, que afetam
preferencialmente idosos € individuos imunodeprimidos, como aqueles que se submeteram
por longos periodos a0 USO de corticosteroides e quimioterapicos (EIROA, 1989,
1991 PEREIRA & ROCOURT, 1993; McLAUCHLIN, 1996). As

NASCIMENTO,
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mulheres gravidas e recém nascidos tambem sao afetados. Sabe-se que as gravidas, quando
portadoras, desempenham um papel importante na epidemiologia da listeriose porque elas

podem armazenar a bactéria no trato genital, sangue e infectar o feto por via

transplacentaria ou O recém nascido durante o parto (NASCIMENTO, 1991). Os

alcoolatras, diabéticos, transplantados renais e aidéticos também compdem o grupo de risco

(EIROA, 1989, NASCIMENTO, 1991, PEREIRA & ROCOURT, 1993; McLAUCHLIN,

1996). A ocorréncia de listeriose relatada no periodo de 1986 a 1990 na Franca, mostrou

que a populagdo de risco seguiu a seguinte ordem decrescente: transplantados, aidéticos,

gravidas, cancerosos ¢ idosos (ROCOURT, 1996). O adulto sem imunodepressao

conhecida também pode adquirit a doenca (BILLE, 1986; NASCIMENTO, 1991;

PEREIRA & ROCOURT, 1993; NASCIMENTO & CULLOR, 1994).

A listeriose humana manifesta-se normalmente como meningite, meningoencefalite,

septicemia, abcessos, aborto ou parto pré-maturo (EIROA, 1989). Pode também apresentar-

se com manifestagoes oculares como conjuntivite, que pode evoluir para meningite
companhada de alta taxa de mortalidade (EIROA, 1989). Outro tipo de

a cutdnea contraida principalmente por veterinarios e

purulenta, a

manifestagdo da listeriose ¢ 2 form

o toque de vacas infectadas ou outros tecidos contaminados,

1989: NASCIMENTO & CULLOR, 1994; McLAUCHLIN,

fazendeiros pelo contato, &

entretanto, € rara (EIROA,
1996) e também, infecgdes adquiridas em hospitais (McLAUCHLIN, 1996) e
e ta ;
manifestaces respiratorias como pneumonias (EIROA, 1989). Um dos casos raros de
ifestagOes
listersi isado por NASCIMENTO & CULLOR (1994), foi de um noruegués de 54
iose, revi

: ~ L. monocylogenes, com meningi
feccao fatal por L “ ingite e
anos que desenvolveu uma If ¥

endeiro adquiriu a infecgdo pela inalagdo de 7.

) ' o faz
brOncOpneumoma. Acredita-5€ que
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monocytogenes durante a limpeza do estabulo de ovinos. Dois meses depois do incidente
A
foi diagnosticada listeriose em um ovino de sua fazenda, o qual desenvolveu encefalite. A

cepa de L. monocytogenes isolada foi a mesma no ovino e no fazendeiro.
As mulheres gravidas apresentam, no inicio, sintomas semelhantes aos do resfriado

benigno, febre, calaffios, dor de cabeca, dores nas costas (EIROA, 1989; NASCIMENTO

& CULLOR, 1994). Um caso também revisado por NASCIMENTO & CULLOR (1994),

foi de um bebé recém nascido que adquiriu listeriose através do leite materno. O mesmo

leite foi fornecido a cdes recém nascidos que também adquiriram listeriose. Um outro caso

de transmissdo rara de L. monocylogenes ocorreu através do equipamento de ressurreigdo

que havia sido usado previamente por um recém nascido com listeriose. O outro bebé foi

infectado apos ter usado o mesmo aparelho e este incriminado como veiculo da bactéria. De
acordo com uma estimativa feita por EIROA (1989), a taxa de mortalidade por listeriose

: : 0 : neonatos e individ :
nos EUA ¢ aproxlmadamente de 20%. Porém, em neona uos com mais de 60

anos, este nimero eleva-se para 30%. Foi estimada também que a taxa de portadores sios é

de aproximadamente 5%.
A dose minima infectante ainda ndo esta totalmente estabelecida. De acordo com a

revisio feita por ROCOURT (1996), oS estudos em macacos € ratos sugerem que

4 diminuir a doenga clinica. Mas estes experimentos

L , . .
diminuindo o nivel de exposica® pode

ndo afirmaram a dose infectante minima para 0 homem. Com base nos casos esporadicos e
surtos estima-se que a dose infectante seja baixa (EIROA,1989; ROCOURT, 1996).
estima-s

a revisdo, Nao exclui a possibilidade de doses muito baixas (<100

ROCOURT (1996) em su

e ; L) serem In
Listeria monocytogenes's ou mL)

fectantes. Todavia, na revisdo feita por

veis de L. monocytogenes detectados ambos nos alimentos

McLAUCHLIN (1996), 0s M




lacrados e retalhados obtidos dos pacientes acometidos de listeriose, tinham niveis altos de
células (>10° L. monocytogenes/g ou mL). De acordo com AZADIAN et al., (1989) em seu

relato, uma paciente de 40 anos, sem comprometimento imunologico ingeriu queijo

“Anary” e desenvolveu sintomas clinicos em menos de 24 horas. Supondo-se que ela

tivesse comido 85g do queijo, contendo 3.0 a 5,0x107 células/g de queijo, foi estimado uma
dose oral de 2,5 a 4,5x10° L. monocytogenes. Porém, tais observacdes devem ser vistas com
cautela, pois o periodo entre O consumo e detec¢do no alimento contaminado devem ter
resultados atenuados, visto que O organismo neste periodo pode vir a crescer ou morrer e

também, pode haver diferen¢as devido aos métodos de recuperagdo celular utilizado para

pesquisa de L. monocylogenes (ROCOURT, 1996).

Em decorréncia de sua ampla disseminagdo na natureza, ¢ possivel assegurar que

metimentos imunologicos entram em contato com L.

pessoas com € sem COMpro
monocyltogenes. Visto que nem todas desenvolvem a doenca, principalmente os individuos
sadios, acredita-se que este fator € deve a susceptibilidade de cada hospedeiro, quantidade

de inoculo e da viruléncia do microorganismo (EIROA, 1989; NASCIMENTO 1991;

PEREIRA & ROCOURT, 1993 SILVA,1997).

Acredita-se que a L monocytogenes pode penetrar pela mucosa nasal, todavia, a mais

provavel rota de infecgao ocorre através do intestino, na qual o microorganismo penetra na
parede do trato gastrointestinal, alcangam os macrofagos e hematocitos, desenvolvem-se
ulas, ganhando a corrente linfatica e em seguida, corrente

intracelularmente, rompem as cél
centa, bago, Sistema Nervoso Central e o figado. Existem

sangiiinea, podendo alcangar & pla
toxina, listeriliosina 0, seja de fundamental importancia

: ~ . ~ O
evidéncias de que a secregao da ex
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para a penetragdo e desenvolvimento de Listeria nos tecidos (NASCIMENTO, 1991:

PEREIRA & ROCOURT, 1993; LOW & DONACHE, 1997).

2.1.2.2. Surtos e casos esporadicos

Um dos relatos mais antigos de listeriose humana com a possivel associagdo com

alimentos, ocorreu em Halo, Alemanha, de 1949 a 1957, tendo o leite ndo pasteurizado

como possivel veiculador da L. monocylogencs.

De acordo com a revisdo feita por McLAUCHLIN (1996) de duas décadas atras,

diferentes tipos de alimentos tém sido envolvidos em varios surtos e casos de listerioses em

todo o mundo. Um grande surto de listeriose envolvendo vegetais (alface, tomate e aipo)

ocorreu em Boston em 1979, causando 23 casos com cinco mortes (HO et al. 1986). Na

Nova Zelandia, em 1980, ocorreu um surto de listeriose, possivelmente devido ao consumo
5 b]

de moluscos e peixes crus, resultando em 22 casos com cinco mortes (LENNON et al,

1984). Na Inglaterra, em 1988, ocorreu um ¢aso envolvendo galinha cozida (KERR et al.,

1988). Um outro caso envolveu ova de bacalhau defumado, na Dinamarca, em 1989

(JENSEN et al, 1994). Na Italia e EUA, ambos em 1989, ocorreram casos esporadicos,

: N, 1990).

envolvendo salsichas (CANTONI et al., 1989; ANON, )

U rto na Nova Escocia em 1981, devido ao consumo de vegetais (tipo salada de
m su

ortes (SCHLECH et al. 1983). Neste surto, foram detectados 34

repolho) resultou em 18 m

s de listeriose em adultos imunologicamente

. : caso
casos de listeriose perinatal € sete

fistimals, tipo 4b foi isolado do sangue dos pacientes e da salada de repolho presente
ais. O sorotip

entes. Foi isolado também na industria (na planta) a /..

no refrigerador de uma das pacl
b. de dois pacotes fechados, pelo emprego das técnicas de

monocytogenes, sorotipo 4




enri 1 5 i : . )
iquecimento a frio. Por meio de rastreamento epidemiologico, constatou-se que um d
. - 0s

f: ; : T
azendeiros que fornecia repolho para esta industria, usou adubo organico contendo est
erco

de ovelhas criadas no local, infectadas pela bactéria e que haviam morrido de listeri
iose

anteriormente. O uso de repolhos contaminados, estocados a frio durante o inverno e
no

inicio da primavera, provavelmente permitiu que 0s microorganismos se multiplicassem em

grande quantidade, dando origem aos elevados indices de contaminagdo do repolho

Em Massachusetts, EUA, no ano de 1983, ocorreu um surto, desta vez envolvendo o

leite pasteurizado integral € a 2% que, foi incriminado como veiculo de transmissdo

Ocorreram 49 casos com 14 mortes (FLEMING et al, 1985). Esse surto envolveu adultos

com comprometimento do sistema imunologico e gestantes.

Dois grandes surtos de listeriose ocorreu na California em 1985 (LINNAN et al
de infecgdo queijo tipo mexicano, levando o aparecimento

1988). Em um, teve como fonte

de 142 casos com 48 mortes. No outro, foram 86 casos de listeriose, dos quais 67%

envolviam mulheres € S€us bebés e foi isolados sorotipo 4b dos pacientes e de quatro

«Jalisco”- qUELJO tipo frescal. Em outro grande surto, ocorrido no

pacotes de produtos
m relatados mais de 350 casos envolvendo o consumo

Reino Unido entre 1987 ¢ 1989, fora

de paté (McLAUCHLIN et al, 1991). Na Franga, em 1992, foi descrito um surto tendo
casos de listeriose com 85 mortes (ROCOURT et

como veiculo lingua de porco ¢0m 279

al., 1993).
Relatos de um estudo feito por SCHUCHAT et al, (1992) e de uma revisao feita por
dicaram que a maioria dos casos esporadicos de

LLOR (1994) in

NASCIMENTO & CU
s a diferentes tipos de queijos. Nos EUA, s6 em

listeriose descritos, tém sido associado
am notificados. Destes, 40 casos foram fatais e a

1985, 314 casos de Jisteriose humana, for
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causa foi devido ao consumo de queijo mole, ou seja, queijo tipo frescal (LINNAN et al.,
1988). Na Inglaterra, o queijo mole, tipo frescal, foi o veiculo para um caso esporadico de
listeriose, envolvendo uma mulher jovem (36 anos), sadia, e ndo gestante. O sorotipo 4b foi

isolado do liquido cérebro-espinhal da paciente e do pacote de queijo que se encontrava

aberto no refrigerador da mesma (BANNISTER, 1987). Todavia, ndo pode ser isolado de

pacotes fechados do mesmo queijo, sugerindo que O refrigerador da paciente tivesse sido

contaminado e fora a fonte de infec¢ao. Um outro caso de meningite por L. monocytogenes

envolvendo queijo tipo mole “Anary” produzido a partir de leite de cabra foi também

relatado na Inglaterra. Foi isolada L. monocylogenes, sorotipo 4b, das fezes e liquido
cérebro-espinhal da paciente, uma senhora de 40 anos ndo gestante sem comprometimento
imunologico, e de quatro pacotes fechados da mesma partida do queijo suspeito. A paciente

desenvolveu os sintomas em menos de 24 horas apos ter comido o queijo (AZADIAN et

al., 1989).

. issio
2.1.2.3. Alimento como via de transmiss:
o um crescente interesse, sobretudo por parte das

) and
Nos ultimos anos, vem s€ olisery

de L. monocylogenes, tendo em vista sua comprovada

indtstrias de alimentos, na pesquisd

1 , emergente de origem alimentar, documentada pelos inimeros
relevancia como patogeno
" isteriose que surgiram nas décadas de 80 e 90,

surtos e casos espora’tdIGOS d
envolvendo alimentos como veiculos

a de mortalidade,

acompanhados de alta taX

JENSEN et al., 1994; NASCIMENTO & CULLOR,€

1987; LINNAN et al., 1988, AZADIAN et al
(SCHLECH et al.,

1989; PEREIRA & ROCOURT: S
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Saude Publi i
ublica, ju industri
, juntamente com as agro-industrias vém desenvolvendo estratégi
ratégias para
reduzir a s i )
u
a quantidade durante o processamento, bem como par
’ a prevenir a

recontaminaca 58- i
acdo pos-processamento. A aplicagdo de um programa
que permita
0

monit iti
oramento de pontos Criticos de controle de riscos “Hazard Analysis of C
sis of Critical

C . 23 -
ontrol Point” (HACCP),va1 assegurar a qualidade do produto final e, em con
> sequéncia,

preve i i i i
nir o aparemmento de futuros casos de listeriose humana e outras doencgas d
Y erivadas

de outros patogenos (COX et al., 1989; NASCIMENTO, 1991; SILVA, 1997). Al
? > : éem dO

mon; ; : ..
onitoramento visual para controle de limpeza e higiene dos equipamentos, na apli
y 1cacdo o

programa de HACCP, sao realizados também testes microbiologicos com intuito de rast
rastrear

possiveis fontes de contaminagdo que, uma Vez localizado, devem ser imediat
amente

removidas. Devido a isso, tem-S€ estimado estudos para O desenvolvimento d
€ novos

métodos e meios de cultura para a sud detecgdo (PEREIRA & ROCOURT, 1994), inclusi
> ’ usive

o enriquecimento a fio, porém nenhum desses estudos foram conclusivos por possui
irem

1996).

limitagoes (FURLANETTO et al.,
as sadias ndo sao susceptiveis a listeriose, o qu
> e

Felizmente, a maioria das pessoO

de disseminagdo de L. monocytogenes neste grupo

explica, de certa forma, O baixo poder

sil (BRASIL, 1997) tém adotado padrdo zero de

Mesmo assim, os EUA (FDA) € © Bra

tolerancia para presen¢a de L. monocytogenes em alimentos. Ja os paises da Europa, como
mitindo um maximo de 100UFC/g para algun
S

ais tolerantes per

a Alemanha, tém sido m
| discorddncia tem gerado uma polémica muit
ito

alimentos (SILVA & TIBANA, 1995). Ta

a dificuldade em €
sco td0 heterogénea (SILVA & TIBANA, 1995)

onhecer a dose infectante desse microorganism
0

grande, considerando-s¢

oportunista, diante de uma populaga® dert
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1994: SILVA & TIBANA, 1995 McLAUCHLIN, 1996, ROCOURT, 1996

FURLANETTO et al., 1996).

A freqiiéncia destes surtos € casos esporadicos deve-se a larga distribuigdo ambiental

dessa bactéria, a sua capacidade de sobreviver em diferentes tipos de alimentos e condigde
s

adversas e, sobretudo, em temperatura de refrigeragdo (AZADIAN et al., 1989; EIROA
1989: NASCIMENTO, 1991, PEREIRA & ROCOURT, 1993; NASCIMENTO &

CULLOR. 1994; SILVA & TIBANA, 1995), sem gerar qualquer odor ou gas que

possibilite qualquer suspeita visual de contaminagdo (NASCIMENTO, 1991). Um outro

fator que tem influenciado para evolugdo da listeriose é decorrente as mudancgas de habitos

ocorridas nos padroes sociais (PEREIRA & ROCOURT, 1993; ROCOURT, 1996, SILVA,

1997), sem haver diferengas entre ragas € grupos €tnicos (ROCOURT, 1996). Essas
mudancas sdo devidas a0 desenvolvimento da agroindistria alimentar através da expansdo
da cadeia de frio na estocagem de alguns alimentos de origem animal e vegetal aos niveis
cial e, mais recentemente, ao nivel doméstico, através do uso de alimentos

4 crus para o consumo (COX et al., 1989; SILVA &

industrial, comer

congelados prontos, semi-prontos ©

TIBANA, 1995, McLAUCHLIN, 1996).

de controle de . monocytogenes em alimentos destacam-se o uso

Dentre as medidas

plicagdo das praticas de higiene e a prevengdo contra recontaminagio

adequado do calor, 2
1089: NASCIMENTO, 1991). Num estudo feito por

preparo (COX et al.,

do produto pos-
ROCOURT (1996), sobre 05 surtos ocorridos na Franga, quase todos os casos humanos de

alimentos processados foram enquadrados como fortemente

listeriose causados Ppor

ocorrido  Por cont
umentes ocorridas na cozinha. Com isso, o orgdo de

aminagdes cruzadas. Ele relatou também uma

suspeitos de terem

similaridade nas contaminagoes com




No Brasil, FURLANETTO et al. (1996), encontraram uma amostra de queijo positiva

para L. monocytogenes € oito estavam contaminadas por Listeria sp., das 30 amostras de

queijo frescal industrializados e comercializados em Sdo Paulo. SILVA et al. (1998),

isolaram L. monocyfogenes a partir de quetjos consumidos no Estado do Rio de Janeiro.

Esses autores encontraram essa bactéria presente em sete amostras de queijo Minas frescal

caseiro, uma amostra de queijo Minas € Ricota industrializados e trés amostras em queijos

maturados (Gorgonzola, Brie € Rogquefort), todavia nenhuma ocorréncia de listeriose foi

relatada.

No Brasil, sdo poucos OS relatos quanto ao isolamento de Listeria a partir de

alimentos e mesmo quanto a sud implicagdo em termos de Saude Publica. Segunda revisdo

feita por SILVA & TIBANA (1995), varios registros divulgados quanto ao isolamento de

L. monocytogenes sao em animais e ambiente — esgoto, supondo-se, entretanto, que o
problema de listeriose no Brasil esteja sendo subestimado (SILVA & TIBANA, 1995). A
ente dificil haja visto ser uma doenga de baixa ocorréncia

prevencdo da listeriose ¢ extreman
R, 1994). A falta de informagoes epidemiologicas deixa

(NASCIMENTO & CULLO

vengdo ¢ controle (NASCIMENTO & CULLOR, 1994). De

lacunas nas medidas de pre
presenga de L. monocytogenes em um produto alimentar é
acordo com o exposto, @

seja automaticamente, considerado sem seguranga para
smo )

suficiente para que 0 M€

1994).
consumo (NASCIMENTO & CULLOR,
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2.2. Staphylococcus aureus

2.2.1. Caracteristicas do Staphylococcus aureus

O S aureus foi descrito pela primeira vez em 1878, por ROBERT KOCK a partir de

pus humano. Em 1880, o cirurgido escoces, Alexander Ogston, em suas publicagdes,

relatou que coccus em formato de cacho de uva, eram a causa de um grande nimero de

doengas piogénicas no homem. Subseqilentemente, em 1882, ele chamou este organismo de

Staphylococcus, nome derivado da palavra grega staphylé, que tem o significado de cacho

de uva (BAIRD-PARKER, 1990).

Segundo a nona edicdo do Manual Bergey’s, atualmente, 28 espécies e outras sub-

espécies foram descritas em base nos estudos de homologia de DNA e caracteristicas

bioquimicas e imunoquimicas (HOLT et al, 1994). Destas, somente 16 espécies sdo

encontradas em humanos (MURRAY et al., 1998).

Segundo HOLT et al. (1994), 0 S, aureus tem 0,5 a 1,5um de diametro; pode aparecer
de forma isolada, em pares, cadeias curtas ou em cachos. E Gram positivo, imovel, ndo

produz esporos catalase positivo € anaerobico facultativo o que o diterencia dos
2

Micrococcus que so crescem €m aerobiose. E quimiorganotrofico, com ambos metabolismo

rmentativo, € geralmente oxidase negativa. Comumente ndo produz

respiratorio e fe
capsulas, no entanto, algumas cepas podem apresentar capsulas, especialmente em culturas
jovens. Como as exigéncias nutricionais sao poucas, 0s Staphylococcus spp. crescem bem
nos meios de cultura comuns como © caldo e agar simples. As bactérias pertencentes a este
género sio tolerantes a concentragao de 10% de NaCl e também a nitritos, permitindo
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assim seu crescimento, mesmo em alimentos curados (MURRAYet al., 1998). Crescem na

faixa de pH 4,0-10, porém crescem melhor em pH em torno de 7,0 (BAIRD-PARKER,

1990).

O Staphylococcus  Spp. ¢ uma bactéria mesofila, apresentando temperatura de

crescimento na faixa de 6,7°C (ANGELOTTI, 1961) a 48°C, com uma temperatura 6tima

para crescimento de 37°C (BAIRD-PARKER, 1990). Os S. aureus produz enterotoxinas a

temperaturas entre 10-48°C e pH na faixa de 4,0-9,6, todavia o pH otimo para produgdo é

7,0. Apresenta crescimento otimo entre 40-45°C (GENIGEORGIS, 1989; BAIRD-

PARKER,1990).

Segundo a nona edigao do Manual Bergey's (HOLT et al., 1994), somente as espécies

S, aureus, S. delphini, S. intermedius, S. schleiferi coagulans e algumas cepas de S. hyicus

sdo coagulase positiva. A maioria das espécies de Staphylococcus sdo coagulase negativa.
nhecidas como importante causa de doencas (GENIGEORGIS, 1989),

produzir enterotoxinas (GENIGEORGIS, 1989;

Estas ndo sdo reco

mas sabe-se que algumas tambem podem
BAIRD-PARKER, 1990) € podem ser isoladas nos alimentos uma vez que tanto o homem
dores usuais destas estirpes (PEREIRA et al., 2000).

quanto os animais sdo porta
eus produz trés toxinas, dentre elas as enterotoxinas, que sdo reconhecidas

O S. aur
mentar. As enterotoxinas do S. aureus formam um

como responsaveis pela intoxicagao all
i te distintas, desi
grupo de cinco proteinas extracelulares sorologicamente _ designadas A, B, C, D e

C se divide em trés subtipos: Ci, Cz € C3; (ARBUTHNOTT et

E. sendo que a enterotoxina

& HARRIS, 1994:
temperatura otima de produgdo entre 40°C-45°C

MURRAY et al., 1998). As enterotoxi 3
al, 1990; BETLEY oIS sao

produzidas entre 10°C-48°C com




assim seu crescimento, mesmo em alimentos curados (MURRAYet al., 1998). Crescem na

faixa de pH 4,0-10, porém crescem melhor em pH em torno de 7,0 (BAIRD-PARKER

1990),

O Staphylococcus  Spp. ¢ uma bactéria mesofila, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 6,7°C (ANGELOTTI, 1961) a 48°C, com uma temperatura 6tima

para crescimento de 37°C (BAIRD-PARKER, 1990). Os S. aureus produz enterotoxinas a

temperaturas entre 10-48°C e pH na faixa de 4,0-9,6, todavia o pH 6timo para produgio é

7,0. Apresenta crescimento 6timo entre 40-45°C (GENIGEORGIS, 1989, BAIRD-

PARKER,1990).
Segundo a nona edicdo do Manual Bergey's (HOLT et al., 1994), somente as espécies

S, aureus, S. delphini, S intermedius, S. schleiferi coagulans e algumas cepas de S. hyicus

sio coagulase positiva. A maioria das espécies de Staphylococcus sdo coagulase negativa.
Estas ndo sdo reconhecidas como importante causa de doengas (GENIGEORGIS, 1989),
e algumas também podem produzir enterotoxinas (GENIGEORGIS, 1989;

soladas nos alimentos uma vez que tanto o homem

mas sabe-se qu

BAIRD-PARKER, 1990) e podem ser i
quanto os animais sao portadores usuais destas estirpes (PEREIRA et al., 2000).
7 trés toxinas, dentre elas as enterotoxinas, que sao reconhecidas

O S. aureus produ

r As enterotoxinas do S. aureus formam um

£ : ‘sacdo alimenta
como responsaveis pela intoxicagao alim

proteinas extracelulares sorologicamente distintas, designadas A, B, C, D e

grupo de cinco
e divide em trés subtipos: Ci, C2 € C3 (ARBUTHNOTT et

E, sendo que a enterotoxind Cs

al, 1990; BETLEY & HARRIS, 1994, MURRAY et al, 1998). As enterotoxinas sdo

oot e 10°C 48°C, com temperatura gtima de produgdo entre 40°C-45°C
uzidas entr -48°C,




(GENIGEORGIS, 1989; BAIRD-PARKER, 1990). Entretanto, segundo WENDPAP &
ROSA (1993), as enterotoxinas tornam-se evidentes em 4-6 horas, a 18°C. Os extremos de

temperatura estdo na dependéncia dos demais parametros que devem encontrar-se em

condi¢des otimas (BERGDOLL, 1989; HALFIN-DOHNALER & MARTH, 1989). As

enterotoxinas sdo produzidas na faixa de pH 4,0-9,6, todavia a produgdo ¢ 6tima no pH 7,0

(GENIGEORGIS, 1989, BAIRD-PARKER, 1990). Quanto a termoresiténcia, as

enterotoxinas resistem a fervura de 20 a 60 minutos, podendo manter-se ativas até mesmo

apos autoclavagdo a 120° C por 15 minutos (BAER, 1976, FURLANETTO et al., 1987,

WENDPAP & ROSA, 1993). A enterotoxina A cresce numa faixa de temperatura mais

RD-PARKER, 1990).
gdo as mais comuns (BAIRD-PARKER, 1990)

variada do que as toxinas B € C (BAI

As enterotoxinas A € D

¢ casos de intoxicagdo alimentar (BETLEY & HARRIS, 1994;

) e HARBRECHT & BERGDOLL (1980), a

principalmente a A, no

SENA, 2000). Segundo MERRILL €t al. (1984
enterotoxina B é raramente envolvida com intoxicagdo alimentar, exceto em casos es Rachats
o duro. Entretanto, a enterotoxina B tem sido encontrada

semelhantes tais como OVO cozid

em surtos causados por queijos contaminados (CARMO & BERGDOLL, 1990; PEREIRA

etal. 1991; SABIONI et al., 1994).
A intoxicagao alimentar causado pelo S. aureus ¢ mais caracterizado por uma
(MURRAY et al, 1998). A doenga € causada pela

toxemia do que por uma infec¢do

minado pela pré-toxina e ndo pelo efeito direto da bactéria

ingestio do alimento conta

1998). Apos @ ingest
dos sintomas de vOmito, diarréia, dores abdominais

io do alimento contaminado com a toxina pré-

(MURRAY et al.,

formada, o desenvolvimento
n rapidamente (BETLEY & HARRIS

50 € surget
eventualmente dor de cabes? e prostagdo &




1994: MURRAY et al,1998). O periodo de incubagdo ¢ de 30 minutos a oito horas

(BETLEY & HARRIS, 1994), todavia a média varia entre 2-6 horas (ARBUTHNOTT et
al., 1990; PEREIRA et al., 1996). Esta rapidez é decorrente da ingestdo da toxina ja pré-
formada e ndo a sua produgdo apos a ingestao (MURRAY et al.,, 1998). Calcula-se que a
ingestdo de apenas 1 1g da toxina de S. aureus seja suficiente para o desenvolvimento dos

sintomas no homem (GENIGEORGIS,1989). Contudo, tem se encontrado dificuldades no

esclarecimento do modo de acdo das enterotoxinas porque a a¢do emética sO pode ser

induzida no homem e macaco (KOKAN & BERGDOLL, 1987, ARBUTHNOTT et al.

1990). E de amplo conhecimento que ambos, epitélio intestinal e centro do vomito do SNC

sdo envolvidos (HUMPHREYS et al,

tomas variam com o grau de suscetibilidade e peso do

1989; BAIRD-PARKER, 1990; BETLEY &

HARRIS, 1994). Entretanto, 0S sin

individuo. concentragao da enterotoxinas no alimento e a quantidade do alimento

consumido (BAIRD—PARKER, 1990). As enterotoxinas sdo resistentes as enzimas

proteoliticas do trato intestinal do homem (GENIGEORGIS, 1989; MURRAY et al., 1998),

exceto a pepsina em pH menor do que 2,0 (GENIGEORGIS, 1989). As proteases

produzidas por algumas bactérias 4cido laticas podem destruir as enterotoxinas. As toxinas

sidratagdo, pH>2,0 e <12,0 e podem permanecer ativas em certos

sdo resistentes a de
anos (GENIGEORGIS, 1989).

alimentos por
eus e a liberagao de enterotoxinas estdo associadas, porém

A multiplicagdo de S. aut
existem controvérsias quanto a0 namero de S. qureus por grama necessario para o inicio da

oxinas. D€ acordo co

2 de S. anreus em torno de 10° UFC/g a 10° UFC/g do

producdo de enterot m GELLI & MARTINS (1986), em condigdes

favoraveis, verifica-se que a preseng
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produto esta associada a liberagao de enterotoxinas em quantidade capaz de afetar o

homem, desde que a cepa em questdo seja capaz de produzi-la. Porém, CAMPOS (1980)

em sua revisdo, relatou surtos de intoxicagdo alimentar com a presenga de 10° UFC/g a 10°
o

UFC/g e 10° UFC/g como nivel minimo para que as cepas enterotoxigénicas produzam

enterotoxinas e causem a doenga. SILVA et al. (1981), verificaram que havia produgéao de

enterotoxinas em intervalos da populagdo de S. aureus entre 10* UFC/g a 10° UFC/g e 10°

UFC/g, respectivamente. CARMO & BERGDOLL (1990) constataram produgdo de

enterotoxina com 10° UFC/g, PEREIRA et al. (1991) em populagio de 10" UFC/g de

Staphylococcus sp. € PEREIRA et al. (1996), em populagao 10® UFC/g de Staphyloccus sp.
FURLANETTO et al. (1987) € CAMPOS (1980) relataram que o potencial para

lococica nao pode ser assegurado somente por elevados numeros

causar toxinfecgdo estafi

de S aqureus no alimento, uma vez que 4 simples determinagdo populacional do mesmo
cer a presenga ou ndo de enterotoxinas ¢ de valor limitado, devido a toxina

para se estabele
ser termoestavel e uma veZ produzida persistir em alimentos aquecidos ou fermentados e

partir de leite pasteurizado, enquanto as células viaveis

mesmo em queijos elaborados a
ndo niveis nao detectaveis.

declinam em nimero, atingi
ARKER (1990), WENDPAP & ROSA (1993),

os por BAIRD-P

Trabalhos realizad
e a0 comparar 0S meios seletivos, as técnicas de

) mo straram qu

PEREIRA et al. (1991
m entre si devido ao seu maior ou menor grau de

enumeracdo e isolamento variava
(1993) afirmaram que 0s agentes seletivos, comumente

seletividade. WENDPAP & ROSA

numeragao do indice de S aureus no melo, sdo geralmente

utilizados para detecgdo € ©
ssadas o0 que poderia subestimar a quantidade de

N ~ srias estre
inibitorios a recuperagdo de bacterta

possibilitar a produgao de enterotoxinas.

células necessarias para




imento e a producio de enterotoxinas

2.2.1.1. Fatores que afetam o cresc

De acordo com a reviséo feita por WENDPAP & ROSA (1993), ha varios fatores que

afetam o crescimento e a produgdo de enterotoxinas, além da deteccdo de S. aureus. Entre

os fatores de maior relevdncia estdo O estado fisiologico do organismo, a posi¢do

competitiva do S. aureus nas amostras e limitagdes do meio de isolamento. Experimentos

tém sido feitos para observar OS fatores que afetam o crescimento € a produgdo de

enterotoxinas. De um modo geral, 0s Staphylococcus Sp. triplicam nas primeiras 24 horas
apos a fabricag@o do queijos (SPAHR & URL, 1994, PINTO et al., 1996), contudo, ndo se
multiplicam durante a fase de maturagdo em diferentes tipos de queijos (SANTOS &
1988, BARBOSA et al. 1993; SPAHR & URL,

GENIGEORGIS, 1981; OTERO et al.,
ram também, que a contagem de S. aureus na

1994). BARBOSA et al. (1993) observa
massa era maior em queijo prat que a encontrada no soro € resultados semelhantes foram
obtidos por MINOR & MARTH (1972), porém em queijo tipo Colby.

conclui!'am que O Clueijo frescal € Otimo para crescer

OTERO et al (1988)

o as suas caracteristicas: pH alto, umidade alta, concentragio de

Staphylococcus sp. devid
¢ NaClL O S. aureus ndo € um bom competidor

acido latico baixa e baixa concentragao d
(GILMOUR & HARVEY 1990). Numa revisao feita por GENIGERORGIS (1989), foi
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microorganismos presentes (GENIGERORGIS,1989; PINTO et al, 1996

crescido no alimento, €ssd bactéria s€ desenvolve normalmente € produz e)-t o
nterotoxi

Segundo GILMOUR & HARVEY (1990), o leite deve ser tratado com “Ul Oxm-as.

Temperature” (UHT) ou utilizar pasteurizagﬁo rapida e, mesmo assim, a emerototr'a o

> Xina, por

permanecer inalterada.
0 & LANDGRAF, 1996).
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temperatura, sendo lenta em temperaturas baixas (PINTO et al., 1996). A produgio de

enterotoxinas ¢ mais sensivel do que a de crescimento nos decréscimos de temperaturas de

alimentos estocados (GENIGEORGIS, 1989), ndo deixando, entretanto, de haver a

possibilidade de crescimento em temperaturas mais baixas (GENIGEORGIS et al., 1969).

2.2.2. Epidemiologia e importincia em Saude Publica

Os Staphylococcus Sp. estdo bem adaptados na pele dos animais de sangue quente

(BAIRD-PARKER, 1990) e no homem (MURRAY et al, 1998). O S aureus e

gulase negativa sao também encontrados na regido orofaringea

Staphylococcus sp. €oa
(BAIRD-PARKER, 1990; ML JRRAY et al., 1998), trato gastrointestinal e trato urogenital

1998). Segundo MURRAY et al. (1998), 15% dos adultos

no homem (MURRAY et al.,
stentemente, nNa regido nasofaringea. Numa revisao feita

saudaveis possuem S. aureis persi
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(5%) (BRYAN, 1976)

alta freqiiéncia de infecgdo i

-eus em leite cru em todo mundo (GILMOUR
&

MARTH, 1976). A
naparente de ubere tem contribuid
0

extensi
vamente para alta ocorréncia S. aill

HARVEY, 1990).
por PINTO et al. (1996), em Ribeirdo Preto, Sdo P
> aulO,

D Sy ik -
e acordo com a revisao feita

s Minas apreendidas pela Vigilanci j
g1lan01a Sanitaria d
a prefeitura

92 30
3% das amostras de queijo

]008.1, entre ] 989 € ]gE C,
s, aCih"S cereus, SCMHOHBH.CI Sp ClOSI ’{i. S

ncontrados S aqure

microbiologicos, sendo €
s, bolores € leveduras. Exames realizados por RODRIGUE
S et al

redutores, coliforme
I, coletados de bares, super

os Minas frescd "
ercados, padarias e feiras

(1995), com quei]
s Gerais, sendo 78,5

% provenientes de fazenda e 21,5% d
;0% de

l' "
ivres da cidade de Vigosa, Mina

ntes niveis meédios de contaminagao:
¢ao: 3,2X10’
0°UFC/g para

laticini
aticinios, revelaram OS segul
x10°UFC/g para

ente elevada,

mesofilos totais. Es
: ses resultados indi
s indicar
am

Staphylococcus sp- © 2,8
sendo que 100% continham nivei
els

extremam
a cidade do Rio de J

o ;
ontaminagdo dos queijos
aneiro, RODRIGUES et al. (1995)

Jococcts SP- N

elevados de Staphy
a5 de queijo Min

;
elataram que 38,4% das amostt
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aureus. FRANCO & ALMEIDA (1992), num estudo feito com queijo parmesao ralado, na

cidade de Niteroi, Rio de Janeiro, encontraram contagem de S. aureus, variando de 1,5 x
>

) . .
10% a 3,1 x 10’ UFC nas amostras analisadas de queijo ralado, vendido a granel, sugerindo

como causa das contaminagdes por esta bactéria, as baixas condi¢des inadequadas de

manipulacio, limpeza e desinfec¢do.
Em estudos recentes, CORBIA et al.,(1998) relataram, além da presenga de S. aureus

(22,22%), a ocorréncia de Micrococcus Sp. (33,33%) em queijo Minas frescal. A presenga
ancia, pelo fato dessa bactéria pertencer

de Micrococeus sp. em queijos torna-se de import
os (PARDI et al., 1996). Os Micrococcus

ao grupo das bactérias deteriorantes de aliment

ortunistas, consideradas como flora contaminate da pele, podendo

Sp. sdo bactérias op
ENIGEORGIS, 1989, BAIRD-PARKER, 1990;

facilmente contaminar os alimentos (G

MURRAY et al., 1998).

ange todas as classes sociais € em todo o mundo

cagao alimentar abr

ntre as bactérias passiveis

A intoxi
de serem encontradas no leite

1990). De

que varios fatores

(ARBUTHNOTT et al.,
propiciam condigdes favoraveis para

pode-se destacar o S. aureus, ja

tais como, a sud ubiqiiidade na natureza, 0 baixo nivel socio-

contaminagao deste alimento,
s, muitas vezes P
s higiénicos (GILMOUR & HARVEY, 1990,

ortadores assintomaticos de microorganismo

econdmico dos ordenhadore
% o . abito
patogénico e possuidores de maus b

levada prevaléncia de S. aureus como agente

PINTO et al, 1996) € também pela ©
bovina NO mundo (GILMOUR & HARVEY, 1990). Segundo

etiologico da mastite
das mastites clinic

as e subclinicas sdo causadas por S.

BANSAL ot al (1994, mais 42307

ureys.

=
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O quetjo ¢
eijo ¢ um d
os produtos mai 1
mais envolvidos em surtos de intoxi
oxicagio ali
imentar n
0

et al 1996) ria
b | 2?2 podendo i
ser pI'OdUZldO de forma artesanal e industri 1
jal. A matéria-pri
prima

utiliz
ada, do ponto de vista higiénico-sanitario, nem sempre é de b
acordo com a revisdo feita por SENA (2000) a contagem microbi oo e e
le; g icrobiana médi
(Tte cru no Brasil, esta em torno de 10° UFC/g. Numa revisdo fe:dla de S. aureus em
9 . a po
96), foi relatado que estudos realizados com queijo Minas Produzidp r PINTO et al.
. ’ 0
] presentava fosfatase na totalidade das amostras examinadas, comprovand rriesansimente
& ? 0 a utilizaca
S te cru como matéria-prima. Deve-se destacar, que no artigo 600 o Real zagdo do
—r men
rvi¢o de Inspegado Federal (RHSPOA), “s0 € permitida , fabricacdo de queijos f to do
s frescos e

ado” (PINTO et al.,1996). No e
o : ntanto, PINTO et
’ al. (1996)

mole : .
s a partir de leite pasteuriz

mam que O fato é extremamente preocupante, pois o |
, pois o leite cru

e G
ONCALVES (1998), afir
ansmissao para inumeros agentes etiologicos de enfermid
midades

constin |
nstitui importante via de tr
Zoonoti
cas. WENDPAP & ROSA (1993) relataram que & presenga de S. aureus ¢ fi
h eus € frequente
al, pois 0 processamento de queijo Min
as em

e maneira artesan

nos queijo
e1jos produzid
os d
al, poucos
> utensilio
s e

s industriais, pastando para t

nivel -
artesanal nao obedece as norma

cert
as regras de higiene.

(WENDAP

& ROSA, 1993, PINTO et al., 1996) afirmam
que o

Alguns autores
ustrial também pode oferecer risco

entro do setor ind

al produzido d
a destruigao das linhagens de S. a
. Hreus

¢do assegure
a bactéria podera ser
encontrada
em leit
e

ueij .
queijo Minas fresc

Emb
8] "
ra o processo de pasteurizd

leite CIYs €ss

origj
n
almente presentes 1O
o ou apos p
rocessam
entos

uma falha ante O processament

dur

2

e/ :
ou acondicionamentos ap0s preparo em temperaturd inadeq

_
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E e
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Surtos e casos esporadicos

visao feita por BAIRD-PARKER (1990), o primeiro rel
elato de

Conforme a re
foi provavel
mente descrit
o por Vau
gnan e

intoxicagdo ali
cagdo alimentar por Staphylococcts SP-

artir de um grande surto da doenga em Michigan (EUA)
. Os

Stekneberg em 1884 a p
m considerados como a provavel fonte d
e

queijos i
jos contaminados com Staphylococes fora

te, BARBER (1914)

conseqiiéncia do consu
mo de leite d
€ vacas

int()xi 5 emc .

cacgao. Posterim men

d str q o St P yl Cus Spp. er
PP a

¢ao alimentar em

capa :
paz de causar intoxica
us tem sido o organismo mais

aCOme 5 . e P
tidas de mastite estatilococica. Desde entao, © S. aure

tante difundido em todo 0 mundo nas intoxicagdes alim
entares

com 5
umente envolvido e bas
pos de alimentos
pestimada porque a mai

1994). Nos EUA, 54-70% das

(BAIRD-PARKER, 1990). A freqiiéncia de

.

5 aureis é su

i .
ntoxicagao alimentar po
& HARRIS,

notj
tificados (TODD, 1989; BETLEY
no . N - 27
tificagdes de surtos feitas &0 «Center for Diseas Control”, ficam sem esclarecimento d
0 da
S epidemiolégicos ou analises laboratoriais sa
sdo

et 2
iologia do surto porque os dado
in P - - .
suficientes (BETLEY & HARRIS, 1994). A maioria dos sintomas, vamito e diatréia. si
» 830
com 1550- grande parte dos afetados nao procuram ik
icos

de
curta duragdo ©
s ha relatos oficiais, de importanci
1a na

(BERGDOLL. 1979). gomente nos ultimos ano
Saide Publica, com intoxicaga0 alimentar POT g qureus, €m muitas cidades do Brasil. Co
| . Com
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¢oes de surtos, tem sido possivel detectar a presenca de

o resultado de varias investiga

Staphylococcus no alimento, estabelecer o tipo de alimento envolvido, a enterotoxina

formada e o numero de microorganismo (WEINEKE et al., 1993).

Nos EUA, durante O periodo de 1975 a 1979, dos 540 surtos de intoxicagao

«Center for Disease Control”, 153 foram por S. aureus. A

alimentar, registrados nos

temperatura abusiva, ou seja, a temperatura impropria para manter os alimentos foi o fator
surtos de intoxicagdo alimentar por S. aureus (SMITH et

primario que contribuiu para 05
o feita por SABIONI et al. (1994), mesmo possuindo

al,, 1983). Conforme a conclusd
energia elétrica abundante, uma grande disponibilidade de equipamentos para refrigerar e
aquecer alimentos, € uma populagdo com um nivel de educagdo relativamente alto, a
presente nos EUA. Numa revisdo feita por

intoxicagdo alimentar € ainda um problema

WEINEKE et al. (1993), n© periodo de 22 anos (1969-1990) no Reino Unido, 44% das
et al. ,

doencas de origem alimentar examinadas pelo «Food Hygiene Laboratory”, tiveram como
orige ]

causa a intoxicacdo alimentar POt s qureus. DO total, 359 incidentes (4836 casos) foram

a a intoxicagao a
a Inglaterra © paises de Gales, 27 da Escocia, seis da

325 originados d
s 359 incidentes, foram 193 surtos

investigados, sendo
m das [lhas de Channel. Do

Irlanda do Norte e U -
os, sendo que 35 incidentes ficaram

r .C
- casos esporadi
generalizados, 86 surtos familiares © 45
) ~ _ Esses autores r
tos por falt2 de informagoes detalhadas elataram
sem maiores esclarecimento
mais quentes do ano (ju
0. metade ocorreram 10s meses q (unho,
que 170 incidentes, ou S€J%
43 incidentes ocorreram nos outros nove meses do ano.
1631 7

julho e agosto) e a outrd metade _
ivadas, correspondendo a um

0s incidentes foram as €asas pr

Os locai i idos com
cais mais envolvl L
scente lugares nao identificados, restaurantes,

guida. o
cantinas, intituigdes, festas e

terco dos casos, em S€

Shopping, escolas,

TR EER T .
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fabricas. Varios tipos de alimentos foram implicados nos 359 incidentes relatados. Dentre

eles, 53% foram causados por carnes € produtos carneos contaminados, a maioria com

presunto; 22% foram com aves € Jerivados, a maioria com galinha cozida fria; 7% com

peixes e frutos do mar; 8% com leites e derivados e 3,5% com ovos. O numero de }
I — | 5X10" UFC/g ¢ a média foi de 3,0X10° UFC/g. Setenta e
nove por cento das cepas isoladas eram produtoras da enterotoxina A isolada ou associada
imentar é raramente fatal, porém ocorreram cinco

com outra enterotoxina. A intoxica¢ao al

= SN % X

mortes neste periodo de 22 anos, onde todas as vitimas eram idosas.
) identificaram © queijo Minas contaminado com §. aureus

SABIONI et al. (1988
tar em quatro pessoas de uma mesma

imen
como causa de um surto de envenenamento alim

i a italar.
familia, das quais duas tiveram internagdo hospita

e E, sendo 80% do tipo A Além do S. aurets, on

Foram encontradas as toxinas A, B, D

amero de coliformes fecais no queijo

consumido excedia os padroes:

GDOLL (1 990

) registraram na cidade de Belo Horizonte, Minas

N T U R TR e e

CARMO & BER
oas e os alimentos envolvidos

de 1989-1990 envolvendo 60 pess
queijos e oito amostras de bolo

o*10° UFC/g 1

Gerais, 18 surtos nos anos _
s recheados. Os alimentos

foram 10 amostras de
Staphylococcus spp. e foram

a contagem para

apresentaram variagdo de 1
. .o do tipo A e B. O autor afirm

d St Phyl()coccus enterotox1gemcos p 4

etectadas linhagens de ©/@

© os por Staphylococcus pot serem bastante

onfecgdo sio deixados a temperatura ambiente por

ua C >

cimento de Staphylococcus e produgao de

Que estes cremes Sa

: te 38
manipulados e geralmente: apos
a O CI€S
ar| uado par
varj empo aded | N
o Hatas, sa o717E também contribui para o seu

enterotoxinas além do « BER GDOLL (1990) concluiram que a refrigeracgio
0

Crescimento. Sendo assim,

_=2'g 2 -0C ,L-




pois o Staphylococcus spp. crescem muito

¢ a melhor forma de controlar esta situagao,

pouco em baixas temperaturas.

SABIONI et al. (1994) identificaram um surto causado por queijo Minas frescal

procedente de uma fazenda proxima a Ouro Preto, Minas Gerais, produzido a partir de leite

cru e comercializado pelo proprio fabricante, sem refrigeragdo. Neste surto, foram relatados
11 casos, com trés pessoas hospitalizadas e com um periodo de incubagdo medio de 3h e
30min. Os dados microbiologicos, 08 sintomas observados (vomito, diarréia, colica, dor
bagio indicaram que o S. aureus era o agente

abdominal e nausea) € O periodo de incu

etiologico do surto.
PINTO et al. (1996) em sud revisdo, relataram que dos 21 surtos de envenenamento
o Estado de Minas Gerais, entre 1992 e 1994, o queijo Minas,

alimentar em 11 municipios d
olvido nos surtos. Duzentos ¢ dezoito

inclui : inci imento env
incluindo o tipo frescal, for © prmcnpal alimen
intomatologia caracteristica e 49
3%) apresentaram sl
pessoas entre 239 expostos (91,
; .~ < migidnico-sanitarias dos queijos ficaram
SURT ondigoes higiénico-sant
(20,5%) foram hOSp]tallZadaS. As mas €
inagdo por coliformes fecais, pois 61,9% das amostras
contami

evidentes pela sua alta
SNMP/g. Nenhuma amostr

a revelou a presenga de

s 10° € 10

apresentaram valores entr
das amostras, sendo apontado

0
ens fot encontrado em 85,7%

Salmonella spp., mas O S.oai -
ente participagdao da

ial dos surtos analisados, com evid
nel

como o agente etiol6gico pote

toxina pré-formada no alimento- |
o em Minas Gerais em sete pessoas de uma

m surt
PEREIRA et al. (1990) relataram U |
de vomito € diarréia quatro horas apos terem —
mas

entaram sinto

d Sraphylo no queijo foi de 10° UFC/g,
m de o/

familia. Todos apres
cocctts Spp-

.. -
queijo Minas frescal. A contag _ o
] s s, Ao usar métodos mais sensiveis a exemplo de
tox1nas.

de entero

Suficiente para produ@ﬁo

~mow 4
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ELISA RIDASCREEN, para deteccdo de enterotoxinas, foi isolada a enterotoxina H, (SU

& WONG, 1995).
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€m camundongos
ger & Jones, 1986.

Fonte: Adaptado de Seeli (ND) nao definido.

fi i variavel;
(+) positivo; (-) negativo, (v)

36 |
e |
iai 2Cl Listeria. |
TABELA 1. Caracteristicas diferenciais das especies de I
Listeria
- e = P — —
e s inmocua  seeligeri _ivanovii  we O gl_y
monocytogene: E d : ;
o /L_ﬁ,/,+ - |
B-hemolise | | q !
Test CAMP ) _ ) + - -
S aureus : — i
o : s @ u
Fermentacdo de: X X N - : ; ’
Glicose : ' ; : : _ ‘
Raminose — - : N ‘
Xilose : : | | i ,
Manose _ - - | : !
Manitol : _ - : - w |
Red. de nitrato . — j
Patogenicidade |
g




[1I. MATERIAL E METODOS

3.1
o em microrregioes. Para o presente estud
udo

OE :
stado do Rio de Janeiro ¢ dividid

ale do Paraiba Fluminense e Grande Rio. O V.
: ale

escolh
eu- ;

se aleatoriamente duas delas: V
clos seguintes muni

Grande Rio € composto por Duque d
e

ciplos:
pios: Barra Mansa, Itatiaia, Pirai

a a.! i e

nda. Enquanto 0

Rese -
nde, Rio Claro e Volta Redo
Nova Iguagu, Rio de Janeiro, Sao

Nilopolis, Niteroi,

fato de algumas marcas desaparecerem d
0

Cax;i

Xla .

s, Itaborai, Mage, Marica,
Devido a0

recursos € dificuldade para | -
ocomogao p
ara as

GOn
¢alo e Siao Jodo de Meritl.

o e, principalmente, pela falta de
ca, Barra do Pirai e Valenga co
m

de Seropédi

local;
cal
1dades, adicionou-5€
mostras de queijo tipo Minas frescal

essario de a

co de [nspegao Federal).

inty;
1to
de contemplar © numero nec
dig
Ponivei . .
iveis para consumo (queijos come sem Servl
calculado de acordo com O litaie:
e

de queijos foi

resentativo
KOEPSELL, 1986), usando-se
-S€ a

O namero rep
ito (DIGIACOMO &

ses em quei jo

), uma yez que a

descr
s, descritas na literatura (BECKERS

al‘no
St

ragem previamente
mnocyme‘-’ 4

prevaléncia para S

med;
a das prevaléncias del. 7
[, 1990

€t
al | 1987. ARCHER,1985: MASSA et &

~aa
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aureus é maior e, sendo assim, estaria representada dentro da amostragem calculada para

Listeria. De acordo com essa amostragem, foram analisadas 59 amostras de queijos no

periodo de maio de 1998 a maio de 1999. Além disso, também houve uma varia¢io no

numero de queijos analisados, em relagdo as bactérias pesquisadas, uma vez que os

ntroduzidos no trabalho, a medida que se a adquiria cada meio

diferentes cultivos foram I

especifico.
btidas com a embalagem intacta, as quais eram acondicionadas

As amostras foram O
aboratorio de Seguranga de Alimentos,

em caixas de isopor com gelo até a chegada ao I
nvénio entre a Empresa Brasileira de

localizado no Projeto Sanidade Animal (PSA), ¢0
RAPA) e a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Pesquisa Agropecuaria (EMB
io de Janeiro, onde foram identificadas e

(UFRRJ), municipio de Seropédica, Estado do R

g 0 uso.
colocadas em refrigerador ate © momento d
3.2. Métodos

a monocytogenes

m asséptica, foi liquidificada

=  isteri
3.2.1. Isolamento € identiﬁcm;aﬂ de Lis
eijo, apos pesage

de cada QU
Caldo de Enriquecimento (EB)

Uma amostra de 238 g
225mL de
_ . inutos, O™

assepticamente, PoOr dois miny q diluicdo 10", e incubada a 30°C
. -5e a 3 >

e endice), obtend®
supl tibioticos (AP '
plementado com an escrito anteriormente (LOVETT,

e enriqueﬁi
(FIGURA 1

mento 2 frio, d

de acordo com o método d
dificag0¢s

). Apos 24 horas, realizou-se dois

1988), com pequenas MO

Procedimentos:

~mre, ThRCTRLET o
R W T = N
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a) Inoculou a
_Se O,lmL ili i
. com auxilio de pipeta automatica “(P200), peptman/GIL
, m ILSON”
, em

duplic m v
ata, e I um
, aca i
placas contendo respecti amente meios de “Lithi
1 Phenyleth
anol

“McBride Agar” (MMA) e, em s€g

’ 1 &
€

Modifield” (LPM) e
uida, espalhou-se o inoculado co
m

galski e mesa giratoria. Ap

-

uxilio da alga de Dri

das para a presenca de coldnias suspeitas d
s de

inCUba > o
das a 37°C, por 24-48 horas, © examina

Lh‘ferj
steria spp.
pipeta automatica “(PIOOO) peptman/GILSO
> N”, de

b) Fez-
z-se transferéncia, com auxilio da
a diluigdo 10" I
para 9mL de EB incubando-se essa nova diluica
» ¢ao (10-2) a 30°C
, por
bagdo, fez-s¢ © mes

¢ 28 dias. A partir dai, foi semeada em

24 hor
as. : ;
Apos as 24 horas de incu mo procedimento descrito no it
1tem a;
2 foi mantida a 4°C at
(FIGURA 1).

uenas e transparentes) de cada

Ap¢ .
pos o cultivo, a dilui¢a0 10°

_por 74-48 horas

MMA
e LPM, e incubada a 37°
eitas (colﬁnias peq

S colonias susp
eio solido de LPM e MMA par
a

to isolado em m
W seguiu-se a identifica¢do padrdo d
e

A ’ &
pPos o crescimento, a

stra, foram semeadas pard crescimen
obtenca :
en¢io de colonias puras- Depois deste proced1ment
positiva (NASCIMENTO, 1991). Para as coloni
as

vas © catalas®
o' oxidase, hemdlise em

bac - -
térias Gram positi
de testes, tais com

ras paterias
entagdes de agucares (manitol
5

ge out
ed 25°C e

(FIGURA 2)
adrdo de L. monocylogenes, ATCC

POsiti o
1va testes fez
vas nesses tes,

3 rial 8 uréia, ferm

agar
$ ' "
angue, esculina, motilidad

Os organismos suspeitos foram

xilo m

S )

e, glicose, rhamnose altose)
amostra p

e testes da
orio de Substincias

Com
parados com O crescimento
nologia — Laborat

Microbio
o de Culturas,

s bioquimico

logia © Jmu
a Fundagao Oswaldo Cruz

7644 ;
, cedida pelo Setor de
localizado n

a€ Co]e@ﬁ

oS oS teStG

0]0 ¥1
g1cas de Ref énci
erenCl
s, as colonias suspeit
as foram

(FI
OCRUZ). Apés finalizal '
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G
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inoculadas “ i oras e
em caldo “Brain Heart Infusion” (BHI), a 37°C, por 24 h

freezer (BHI mai i
[ ¥ a
ais gallcerol P_A. na proporgao de 1:1) para identificagdes fut
uras.

3.2.2. 1 . - )
. Identifica¢iio e isolamento de Staphylococcus aurcis
O métod A ili i
o de analise utilizado seguiu as recom 0
endagdes do “Americ i
an Public Heal
th

para isolamento de S. aqureus. Uma am
8. ostra de 25g d
e cada

Association” (APHA, 1976)

ptica, foi liquidificada assepticamente, por dois minuto
s, com

queijo, apos pesagem asse
225 5
mL de agua peptonada a 0,1%, obtendo-se & diluigdo 107!, Fez-se transferéncia de 1
e lmL
(P1000), para um tubo contendo 9mL do

xilio da pipeta automatica

d T
a diluicdo 10, com au
pos agitagdo no agitador de tubos, “Phoenix

o-se a diluigao 102 A

m s
esmo diluente obtend
elhante para preparar as dilui¢des 102 10% e 10°

mod 2 3
_at. 56”, procedeu-se de maneira sem

o crescimento foi pouco significativo para contage
m.

sto que nas diluigoes subseqiientes
pipeta automatica (P200), em

mL com auxilio de

‘noculou-se 0,1
de “Baird Parker” (BP) e “Vogel
o

Para cada diluigdo,
duplicata, em placas contendo, respectivamente, meios
and Johson” (VJ). Em seguida. espalhou-s€ © noculado com auxilio da alga de Drigalski e
as placas foram invertidas € incubadas a 37°C, por 24-48

me ] " , 2
sa giratoria. Apos O cultivo,
senca de colonias pretas, suspeitas de

ho
ras e examinadas paré Jetectar @ Pr€

Staphylococcus spp- (FIGURA 3)-
de dilui¢gdes que continham

-se pard ambos 08 meios, placas

Para contagem escolheu
nearas (cold O resultado da contagem foi

e
Ntre 30 e 300 colonias
as placas, multiplicado pelo fator de

r -
Cpresentado pela média do pnumero de colonias das du
consideraqﬁo a aliquotd de 0,1mL. Para o meio de BP, as colonias

dilujca
uig¢io e levando-se €M
ordas regulares, tinham ou ndo um anel

€se .
olhidas apresentavam-

S
A - S~ S
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S
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> om O 1 e

cultura devido 2
o a reducido dos lipidios n
a gema de ovo (THATCHE
R & CLARK
, 1973). Os

agentes se 1 b BP (] V orem., O 3
]ethOS i i p d
sao0
ldenthOS em amoos, J, : aSpeCtO d
» as CO]OHiaS p(} e
S€I

m pouco d'jei en(:'a
1 1 d() pela presenqa de halo ClElIO no BP e halo dourado no VIJ
devido 3
? a

fermentaca
t .
acdo do manitol presente no meio (ANONYMOUS 1987a)
as suspeitas foram repicadas em meios solidos de BP
e V],

Apc
pos contagem, as coloni
soladas, puras € incubadas a

s testes de diferenciagao bioquimi
ca

para -
obtencdo de colonias 1 37°C, por 24
, por 24-48 horas. Ap¢
. Apos
g foram submetidas a0

cresci
rescimento essas colonia
BIBERSTEIN (1990), para diferenciar

(FIG .
URA 4), seguindo-s€ aS recomendagoes de

cocctis SpPp- coagulase
e, coagulase, resisténcia a bacitracina, Vogel
> ge -

positiva € negativa e Micrococcus spp

Sf}"e 3
plococcus spp., Staphylo
o de Gram, catalas

Tai
s testes foram; coloraga
s foram estocadas em freezer (

colonias SuS eita is oli
p BHI mais glicerol

PI‘O
skauer (VP). Todas as
es das espécies nao clas

sificadas.

PA . -~
- na proporgdo de 1:1) pard identificago

3.2.3
. Contagem em placa de mesofi
o no subitem anterior. Porém, as

nicial foi idé
ard Method A
URA 5) visto que, durante

O procedimento i ntico ao descrit
gar” (SMA) e as diluigdes utilizadas

in()c ~

ulagdes foram feitas ©

- bt -7 i

as de 10*a 10 (FIG a realizagdo dos
ento que inviabilizaram a contagem nas

00 colonias (TNTC). Foi

S0m

& .

nte puderam ser feit
crescim

dilisiax
]]UICOGQ s -4 Se.a
s menores que 10 ou seJ%
i anterior

mCIUUU

lamhe
] i
bém utilizado 0 JllL‘.‘imU

(AN
ONYMOUS, 1987b).

~ame
=
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R
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as dos queijos sob estudo

3.24.D
-2.4. Determinaca
inacio das caracteristicas fisico-quimic

3.24.1. pH
Uma amo
stra d y 1] i
e 10g de cada queijo foi pesada, misturada e homo
geneizada com
a e o pH fol medido atraveés do i
medidor de s
pH “pHTestr

20m :
L de agua destilada esterilizad

ogia previamente descrita (SANTOS & GENIGEOR
GIS,

2w
5 ate v
rproof”, conforme metodol

1981).

.2. Determinagio da % de agua
ueijo foi determinada por meio de secagem. U
. ma

A quantidade de agua cada q
40°C, por duas horas. A diferenga

ada e incubada a 1

amost
ra de 10g de cada queijo foi pes
gem de agua do produto.

de
peso : indico
antes e depois da secagem 1 dicou a perceﬂta

s aureus € Listeria monocytogenes

s para Staphylococc

3.2.5
. Testes bioquimicos usado
isoladas.

Todos os testes foram feitos @ partir de colonias

325
.1. Coloraciio de Gram
gago N4 Jdicionou-se s0PT€ © esfregago 0S corantes na
o. Retirou-s€ 0 €XCe€sso e

Apos ter feito O esfre
ir por um minut

SEgu‘
1 Gl - . 3
nte sequencia: cristal yioletad
o5 agi POT também por um minuto. Retirou-se 0 €xcesso
m agua corrente para retirar

xaguou-se 0
perou-sé agir por 30 segundos

i
onou-se lugol deixan
la
V()u i
] ' e en
se com alcool-aceto atameﬂt
e fuccina € €s

tad
5 o )
0 alcool-acetona. Em seguldﬂ, a

Parg ~
entdo enxaguar-

ERW. W
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3.2.
5.2. Prova da catalase

l min 0 1( no

St
de

ara Listeria monocytogenes

3.2.6 i
. Testes bioquimicos usados p

3.2.6
.1. Teste de oxidase
Pego :
u-s I oni
e, assepticamente, com alga de platina, colonias de placas e espal
uma pequ N
ena a i i
a area de papel filtro previamente impregnado com © reagente de oxid
idase
st | para
1or le Anit iti 1
itura. As colonias positivas que possucil o citocromo C, que ¢ um elét
’ étron ti
l'ecept . po
or : i1a
> l'ap]damente ())(Idam, tornando lilas © 100&1 onde ha o contato da coléni
nia com o
ndo possuem O citocromo C nao podem fazer ist
1sto e

Conseqij
glientemente, s30 oxidase neg

e,
TR
_
A R
S N
VB R D T -
AN~ §
2 % -t
S

3.2
.6.2. Teste de uréia
realizada pela ‘noculagdo das colonias suspeita
s

A detecgdo da atividade de urease foi
mo indicador. As amostras foram incubadas
a

de fenol €0
a aquelas que degradam a

em ¢ ..
aldo uréia contendo Vermelho
das positivas par

coes foram considerd

370
C, por 24 horas ¢ as rea

urej
a ocorrendo, assim, mudan

ares
\bos contendo cada carboidrato

33
.6.3. Fermentagio pard aguic
adas nos tu

eitas fora™

37°C, POr 24

inocul

derou-se positiva as amostra
s

As amostras SusP

ndente € incubadas 2




em acidos, evidenciadas pela

capazes de desdobrar, em aerobiose, 0 respectivo carboidarato

mudanca de cor vermelha, do meio, dado pelo indicador purpura de bromocresol, para o

amarelo. Os carboidratos utilizados foram: xilose, rhamnose, glicose, maltose e manitol.

3.2.6.4. Teste de esculina
Com um estilete inoculou-sé uma por¢do de cada colonia suspeita até ao fundo do
gar esculina inclinado em tubo. Incubot @ 37°C, por 24 horas e, em seguida fez-se a
leitura. Considerou-se positiva 2 amostra que escureceu O MEi0; devido a hidrolise da
esculina em esculetina e glicose: © negativa, aquela que 1ao manifestou alteragao na

coloraciao do meio.

3.2.6.5 Hemolise em Agar Sangu¢ '
de hemolise foram utilizadas placas contendo Agar
a ac ’

fez-s€ esgotamerlto

Para verificaga a ot
em placa das colonias

da da alca de platind,

7oC, por 24 hord

Sangue de bovino. Com aju .
5. A leitura foi baseada na presenca ou

Suspeitas de Listerid, incubou-5¢€ - , .
< Al monocylogenes € B-hemolitica.

4 colﬁﬂia
N30 de halo transparente a0 redor a3

3. . , .
2.6.6. Teste de motilidade | Jco da colonia suspeita, em duplicata, no

am incubadas, uma a

ilete,
m est! s amostras for

Com ajuda de u

Me; A i
¢io adaptado ( ApendlCe) para AL m onocylogenes cresce em forma

) ~Quan
37°C ¢ outra a 25°C, POT 2445 hipkes

~ae SRS W
TS Ve RS B BRSSO TN B WRR
=



de guard
a-chuva 1
quando incubada a 25°C por causa do desenvolviment d
o de flagelos

peritri '
queos e, crescimento imovel a 37°C

co a
ntrole, uma amostra padréo de L. monocytogenes ATCC

Utilizou-se sempre, cOmMO

1644
. pa
para todos os testes referentes a sua classificagao.

32.7. T
ol e . , .
stes bioquimicos usados para Staphylococcus aureus

3.2.7
.1. Teste de coagulase
A bactéri
ctéria coagulase positiva ativa o mecani
ecanismo de coagulagdo
com a enzim
a
uzindo coagulagao 1o meio. Para cada 1mL de amost
ra

Coag
gulase (staphylccoagulase), prod
HI) previamente incubada, “over-

ebro € Coragdo (B

culti
ivada em Caldo de Infusdo de Cer
u-se e incubou-se a 37°C sendo

night,; &
. colocou-se 1mL de plasmé de coelho, homogenelzo
pos. Considerou-s¢ positiva 2 amostra que solidificou o plasma

foram deixadas em temperatura ambiente ate

feit :
a a leitura quatro horas a

de

co . .
elho e, as que nao solidificavam.

fez-se a leiturd final. As amostras que se apresentavam

ivas. Qualquer grau de

Com :
pletar 24 horas. A partir dai,
as outras, negat

positivas e

solidi
ificadas, eram consideradas
. ) | ) _— ‘
agulagio foi considerado positivo © ndo coagulagac até 24 horas foi considerado
re

sultado negativo.
3.2

7.2 Resisténcia  bacitrac?

foi feita pelo método de difusdo de

a pacitracind
se somente as amostras coagulase

A determinagdo da
) utilizando-

(1%6
o de cada amostra

di
SCos, segundo BAUER ¢t al..
de caldo BHI em

mbebidos em cultiv

Negqt; 3
gativa. Plaqueou-s€ «gwabs’ ©
de bacitracina 10mcg «gensibiodisc CECON”

A )
gar Mueller Hinton, dispensando—se o disco

~—m
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N
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€ as pla
cas foram i
incubadas a 37°
37°C, por 24 horas. A avaliacdo foi feita basead
a na ausénci
ia

Ou presen
¢a deh inibicd '
alo de inibi¢do de crescimento abaixo de 10,5mm, para classif]
; : classificar o gru
po

de St
Staphylococcus
occus spp. coagulase negativa € halo medindo de 10,5
,omm a 25mm

Micrococe
ococcus spp. (BIBERSTEIN, 1990).

3.2.7
3. Teste de Voges-Proskauer

a Gram + coagulase po
se a 37°C, por 48 horas. Decorrido este

0]

platina e incubou-

€m
VM com auxilio da alca de
«ido de potassio (KOH)/

o, 0,2mL de hidro

Homogeneizou-

mL do cultivo e

tem
)
po, acrescentou-se primeir
/ mL do cultivo. se por um minuto e fez-se

-se a
20 minutos. A mudan

e acetoina. O resultado negativo

lo ;
80 apés, 0,6mL de *-naftol)
perou-s¢ até 10- ¢a de cor para rosa ou

leit :

u -

ra imediatamente ou €3
do a prOdUGﬁo d

verm .
el : it i
ho indicou resultado posmvo, devl

foi
@
onstatado pela insignifi

—=
= momaes
——————

e

S B

e

W

~ B S S

P

3.3
étodo estatistico
ediana, yalores maximo € minimo) e Analise

tica Descritiva
(1970). Para essas analises, o

Usou-se Estatis

a de Colonia por grama (UFC/g) de

de R
egressdo Linear, segundo
Formador

em Unidade
UFC=0, consider

Crege;
Ci . .
mento bacteriano, obtido
o €aso de ou-se O menor
og

m logi &

Quei; .
jo, foi transformado €

Possi
ssivel, log=0,00.
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o Linear abrangeu duas etapas. Na primeira etapa testou-se a

A Analise de Regressa
icr s, com cada variavel, pH,

relacdio do crescimento de Staphylococcus e/ou Micrococcus, €O p

- ; ijos. independentemente.

percentagem de umidade e tempo de prateleira obtidos dos 47 queijos, p

5. em conjunto, para verificar o efeito

?

— variavel
Na scgunda ctapa, usou-sc as mesmas

sinérgico.

'i
g
i
a
a
E
|
[
:
f
s
[
l
/
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FIGURA 1
. Fluxograma da metodologia utilizada para pesquisa de Listeria monocyto,
genes

em queijos tipo Minas frescal.

HOMOGENEIZAGAO
25g queijo + »25mL EB-FDA com antib. (10™)
§ul)
INCUBACAO ’
;l\ 30°C / 24h
10"
(}l mL 1 l'[l]-l
omL EB+ Antb
O @ 30°C / 24h
MMA  LPM 10”
37°C (2448 h)
0.1 mbL Manter 2 49 C por 28 dias
MM A LPM
37u C(24—48 h)
@ O
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37°C (24-48 h)
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FIGURA
2. Flux .
ograma da representagdo esquematica dos testes bioquimicos utilizad
utilizados

ara o1 P
p isolamento de Lisieria monocylogenes em queijo Minas frescal
scal.

Coloragdo de Gram E
E
Catalase g
) |
Oxidase |
f
|
|
1
Hem(ﬂise Esculina Moti]idﬂde Uréia Ferm. de agucares I
Glicose I
Xilose !
Maltose f
Manitol f
Rhamnose




FIGURA 3. Fluxograma da metodologia uti

em queijos tipo Minas Fr

escal.

HOMOGENEIZAGAO
) 25¢g de queijo + 225mL de
Em_] agua peptonrflda (? p.)
‘ a 0,1% (dil.10 )
DILU[COES 1mL 1mL 1mL
- = — _
mt H 9mL 9mL H 9mL H 9mL
’ = a.p. , a.p i a.p. 03 a.p.
10" 1072 10 10
cada diluigao (0,1mL)

em duplicatas

INOCULACOES / / \ \

RESULTADO POSITIVO

negras, brilhantes com halo claro

BP: colonias
|onias negras com halo dourado

lizada para pesquisa de Staphylococcus aureus

T S
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¢ao esquematica dos testes bioquimicos utilizados

Fi
GURA 4. Fluxograma da representa

ccous aurens em queijo Minas frescal

para o isolamento de Staphyloco

Colonias suspeitas

coccus Gram positivos

Teste da catalase

Streptococcus spp.

( +
Sta
phylococcus spp. ou Micrococcts Spp-

|

Teste de coagulase

s spp. ou Staph. coag. neg.

+
Staph Micrococctt
- coag. pos. |
T | Resisténcia a bacitracina
este de VP
+ ;
- Staph. €038 neg. = Rou abaixo de 10,5mm
p.= 10,5 a 25 mm

AY
- UFes |
eus Staph. coag: poE-
Micromccus sp
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dologia utilizada para a pesquisa da contagem total de

FIGURA 5. Fluxograma da meto

jos 1 inas frescal.
mesofilos aerobicos em queyos tipo Minas fr
HOMOGENEIZACAO
7 Z— o +225mL de
| ng ?:l(;t?ggnada (a.p.)
= aga 0,1%(dil_1o-‘)
1mL
L
DILUICOES - - - .
—= " - 9mL 9mL
omL omi
ﬂ ImL H o . -
a. p- ! -7
6 - 10 . 10'6 10
: g N/ 4
cada diluigao (O,lmL)
em duplicatas O
O SMA
SMA o H
INCUBAC AO , (24-4
I m placas
dos microorganlsmos em p
ontagen®

RESULTADO

- Tmm I T ST
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IV. RESULTADOS

analisadas, prov i
enientes d
e quatr
0

4.1
1. Distribuici

ibui¢io das amostras de queijos
aneiro

Rio de J
as, foram contempladas

Micy
or i
regides do Estado do
as frescal analisad

Min
s e propriedades rurais) de

Do t
otal de 59 amostras de queijo tipo
(supermercado

aneiro (Vale
(18 marcas) tinham Servigo de

25
marc di

a f

s diferentes, diSpOﬂiVeiS
do RiO de J
ove am()stras

) ndo possuiam S

(uatr
& s
microrregides do Estado

arenta © n
IF, ou seja eram

Gr
ande Rj
Rio e Barra do pirai). QU
(sete marcas

amostr as

lns
peca
¢d0 Federal (SIF) € apen®
i analisﬁda ueijos origl
i originadas de

¢ amostras de q

am do Estado do Rio de Janeiro, 19

Quei;

JO (49

s “clandestinos” (TABEL
marcaS) for

seis amostras
bém analisados por serem

ras (16

de Mind
s Estado

nto dess® es
‘s @ quatro de

(duas marcas) do Estado

trég
Est
ados, das quais, 34 amost
s Gerais €

am
Ostra
s (sete marcas) d© Estado
S foram tam
o0s, 50 foram

tudo. Dos 59 queij

de
Sio
Paulo. Estes queijos
queijaria artesanal

vend:
ndid
0 v 5
$ NO comeércio enquadrd 0
Pro
ientes de supermer cados: cinc?

(T
ABELA 2)
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=
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queijo tipo Minas frescal

42.0 "
vy C % . .

orréncia de Listerid monocytogenes em
Pa ; i -

ra pesquisa bacteriologica de L. monocylogenes, utilizando a metodologia
ijo tipo Minas frescal, da qual foram

g amostras de que

tradic;
dicional, foram analisadas >
LPM e/ou

pequenas; transparentes, crescidas em

isolad

a o - Ani
s colonias suspeitas (colonias
s 192 coldnias, € somente cinco

, foram isolada
a L. monocylogenes, quando

(9,099
o) amostras apresentar
). Porém, de acordo com 0S

30, ATCC

Com
paradas com a amostra padr
observou-se 100% de negatividade para

ltados adquiridos, apesar da semelhan¢d,

1s0la
m
ento de /.. monocylogene®:

o de Listeria monocytogenes

43 .
- Avaliaciio dos meios utiliz

M) ¢ Agar «MacBride Modified”
nhecidos pelo “Food

hanol
sa0 reco

O Agar “Lithium Pheny!®"
M

MA), utilizados para isolamento
amento de .. monocylogenes em

PM mostrou-se mais

Dry
8 Adminstration” (FDA) €
inadas e apenas

alim
€ntos. Apesar de ambOS
as semelhantes

lclent 1na
ee 3 ptamin Ani
m relagdo a €0 se obter colont

em qU¢
crescimento de Listeria em

dug
S em MMA. O MMA
(

s diferentes

|onias (coI()nia

g arel’]t@S)a p

Colan;

Oni
as bem pequenas; tran
cr

amb
08 meios. Apenas observoy”
o LPM.

da
S i
Pesquisadas) em maior prop®”

e
—
ma e e

- e
——
I R T2

e e -
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4.4. Co
ntagem total de mesofilos aerébicos, pHe umidade

tivos a contagem total de microorganismos dos 59 de i
queijos

Os resultados rela
ELA 2. Nas 59 amostras analisadas pertencentes a 25
marcas

encontram-se no TAB
o de 0 (zero) a 8,7 x 10° Unidade

ma variagdo de cresciment

diferentes, obteve-se u
nforme dados tabulados na TABELA 2

(UFC/g) ou ~ (TNTC), co

E
ormadora de Col6nia/g
Os resultados da porcentagem de agua revelaram que, das 59 amostras analisad
isadas,
com uma média de 60,91%. De acordo com o
s

—
— ——

¢ 43.60% a 79,60%;
o dos padroes estabelecidos

< umidade < 46%) e 49

h )
ouve uma variagdo d
para alta umidade (

resultados, nove amostras estavam dentr
46% > umidade < 55%), uma amostra abaixo do padrdo (36%
adrio (umidade > 55) (GRAFICO 1).
H nos queijos analisados.

am
ostras estavam acima do P
ada em relagdo ao p

ante foi observ
2555 8 6,54 (TABELA 5).

Uma diversidade marc
pectivamente, 4,2,

0 s -
s pH minimo, médio e maximo foram, TS

ipo Minas frescal

4.5 a
- Ocorréncia de Staphylo
B Minas frescal somente 57 foram usadas para

ras de queijo
oal3 marcas (TABELA 4). Obt

SUFC/g, 1espec

mercado ou diretamente de

Do total de 59 amost
eve-se variagdes de

rresponden
0.00 a 5,13x10 tivamente, independente
ptidas de super

uspeitas (coldnias pretas com

a ¥
e v
Pesquisa de S. anreis; co

Crese; L
sCimento, minimo € maximo. U
gerem O

das
amostras apresentar®
A1aS S
pro 4 39 colonia
priedades rurais. A0 todo, for®
» ¢ para O meio de “Vogel-
s, inclusive na sua

paco pard
também isolada

hal
0
transparente ou ©

(100%) foram coccits

Jo
nh D) PO
son”, colonias €O

Maiori
oria, colonias sem h

h.
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Gra
m positi
ivos. Além d i
. € sel 3 oni
" solar 18 (7,53%) colonias de S. aureus coagul %
uma bactéri e pet
I iva,
patogénica, capaz de causar intoxica¢ao aliment
ar, por .
> possuir

_se também, 25 (10,4

enterotoxi
0X i
inas termoresistentes, isolou-s 6%
%) coldnias de Staphylococc
[TAY

onias Staphylococcts spp coagulase negati
gativo, 35

| %) col
4,64%, A

%) colonias de Micrococcs SPP- 64 (26,78%) colonia
(GRAFICO 2). 0s €8

Sp- coau
agulase positiva, 93 (38,91
s de Streptococcus spp. e

ultados dos isolamentos para

Quatro
(1,67%) colonias de leveduras.

Cada am
ostra encontram-s€ na TABELA 4.

ara isolamento de Staphylococcus aureus

meios utilizados P
o agar Baird-Parker (BP) e agar Vogel

4.6
- Avaliacio dos
e isolamentos,

stras. Das 43 amostras cultivadas nos doi
is

A utilizagdo dos dois meios d
a todas as amo
ipicas (pretas: ¢
vJ (GRAFICO 3). No BP,

JOhn
S
on (VJ]), ndo foi possivel par
om formagdo de halo) em

Mej

0s

, observou-se crescimento
te para BP ¢

espectivameﬂ
maior nUMero de UFC/g em 22

74 470
Yo e 81,39% dos queijos r

Obse
rv
ou-se crescimento melhor (
yJ, observou” _se somente em 10 (23,26%)

meio de

dMost
ras (51,16%), enquanto M°
amostra (2,32

, =
0/p) crescet! em BP e ndo cresceu cm

anK)t ,
stras (GRAFICO 4). APE™®
\2]

g 55 queijos referentes ao pH

4.7
o/, An’ =
alise estatistica
. descrl
s a0s geéneros

ctérias pertencente

m ba

Os resultados da analis
de queijo cOo
respectlvamente, de 5.529:

ade, tempo de prate]eira

L1

.X'f
Uphy,
_,]’ j(){_‘()(s('.us e/ou A/f[c]'()(,'(}c(' l

— ——
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60 989/
,98%; 10,47 e 4,680 UFC/g. Os demais valores minimo € maximo e desvios padrdes

m-se tabelados (TABELA 5).

a L
Para essas variaveis encontra
ara testar a influéncia das variaveis

O resultado da analise de Regressao Linear, p
ra sobre a variavel dependente UFC/g para

Independentes pH, umidade e tempo de pratelei
/s encontram-se nas TABELAS 6 ¢ 7.

0s p@é 2 .
generos Staphylococcus e/ou Micrococcl
pH e umidade foram ne

feito sinérgico das variaveis umidade

gativos e para tempo de

O coeficiente de regressao para
Houve um pequeno ©

Prateleira positivo (TABELA 6).
o 25,61%

pH, explicand da variagio de UFC/g de

0,005).

e
tempo de prateleira com ©
us'g de queijo (P<

Sf ¢
whylococcus efou Micrococe




TABE
A N
2. Relagdo das amostras coletadas € resultados microbiologicos (Numero total de

usando-se contagem padréo em placas e caracteristicas

microorganismos/g de queijo),
aminados.

(pH e umidade) de 59 queijos tipo Minas frescal ex

\
QUe" /
- arcgg . Origem SIF Umidade Tempo de pH Mesofilos
N Venda/fabricagdo prateleira (dias) (UFClg)
A :.
IB S/MG Sim 60,40 %o 14 6,20 1,43 x 10 ;
2A S/MG Sim 56,00 %o 5 4,40 1,5x10° |
2 S/RJ Sim 53’70 % 12 5;60 2,135 X 107 I
B : 60 ¥ 12 5,70 1,535 x 10° I
C i Sim 597 o0 8 5,30 92x 10° 1
3A S/RJ Gim  5350% ’ s :
3B SIMG Sim 55,20 /¢ 20 T |
3C S/IMG Sim 53, ¢ 4.80 0 8 |
- 54,60 % 3 = 1,04 10
48 S/R.] Slm 597 o 638 1 SX]OG
4c S/RJ Sim 0 % 8 6,41 6,6 x 10
4D S/RJ Sim 59720 0/" 5 6,04 1,6 x 10°
4R S/RJ Sim 63710 o g 560  1315x10°
SA S/RJ Sim 60720 % 14 4,70 TNTC
5B S/MG Sim > Cy" 15 4,90 TNTC |
i 55,20 70 5,59 4,6x10° |
6A S/IMG Sim 0’50 % 23 ; 8
68 S/RJ gim °© 0% 3 5,10 6,8x 10
6C S/RJ Sim 67730 % 2 4,50 TNTC
Ic Mo Sn ek 0w w10
8 S/IMG Sim e 5 ’ 4 5
92 S/RJ Sim 57’16 8 é‘l ;. 2’33 18’617};11007
9B S/RJ Sim 5, 70 % 17 522 1.74x 10°
9 S/RJ Sim 21’90 % 12 6’11 9, 5x 10’
on S/RJ sim  1g10% . 5,35 18 x 10°
104 S/RJ Sim 4970 % 8 os4  125x10°
AL S/RJ Nio 050 % i 6,24 0,00
B, S/SP Sim  8°00 % 7 6.30 0,00
ey, S/SP Sim o750 % ’1 6,46 =
lp S/SP sim  4130% ¥ 5.90 0,00
Iy S/SP Sim 140 % 6 6,30 0,00
e S/SP 9

S/SP




TABE,
A 2. Relagio das amostras coletadas © resultados microbiologicos (Numero total de

), usando-se contagem padrao em placas e caracteristicas

microorganismos/g de queijo
(pH e umidade) de 59 queijos tipo Minas frescal examinados (Continuagao).

/ ’
Tempo de pH Mesofilos

S
~
fMSr;liS " Origem SIF Umidade PO e
i : : - 535 515x 10
128 Q/R] Nao 63,60 D/A: - oo el
s o a0 fhyte 6 5,30 8,0 x 10°
a 79,60 % : >
D Q/RJ Nio 0% : e Daslf
0 L NEo 0%, 14 511 3,9 % 10°
144 S/RJ Sim gt 5 6,52 2,0x 10
IS P/R] Ngo 61207 6.44 134x 10°
o4 P/RJ No 69200 - 6,18 8,7 x 10°
i : 77,30 % 20 > 110
168 S/IMG Slm 73790 % 11 6,18 1x '
l6C S/IMG S}m 67’30% 11 6,00 772 " IOG
174 S/MG Sim 6",40% 11 6,42 i, X 105
178 SIMG Sim 613=00 % 12 6,44 ,%%éo
I7c S/IMG S@m 65?10 % 17 %g . 9;; »
e TR o 51,00% ’ 4.80 6.1x 10
e Ay b mpd . 4,40 7.1 x10°
- iy S 59,40% ; 4,20 8.5 x 107
o o o 65,40 % ’ 530 6.7 x 10°
204 S/RJ Sim )10 % 10 2 S
208 S/R Sim (380 % ’ 480 1,02x 10°
o - Sim 62,90 % . g0 L14x10°
21 S/RJ Pz 58,60 %o g 5,70 7.2 x 10°
N SIMG Sim 5580 % 5 520 TNTC
¢ SIMG Sim 5390 % 4,40 9,65 x 10°
22A S/IMG Sim 55’30 % ] 4,40 4,1 x 109
534 P/RJ Nae 25,60 % ] 5,00 5.1 x 10
a0 ’
ueijos de composi¢ao

P/RJ a
A Nao

(Y ] RY
i tigoes PO 147 ou's

d . . . rep®€ i sht”,

i .3 n°1‘ma? da'ldentlﬁgﬁo numericd, e P au 4ij0S Lig

f\P ‘gUnida - Adigdo da segunda letra

by ervi%s Formadora de Colonia

rgsrmercaz Inspegdo Federal

\ ] 0 .

\‘{].r‘)ll@j‘ledade R 9 Qllltanda 0

3 - [aca acima de 3

=

““Ton x. PEQqueno porte om
0 N“mercms To Count” (Contagem

to, ara >
d alfabe if alor calorico.
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vas bioquimicas das cinco colonias “suspeitas” mais

T y

ABELA 3. Resultados das pro
semelhantes com Lister ia monocylogenes, isoladas de 58 amostras de queijo
Minas frescal consumidos no Estado do Rio de Janetro.

Gram C Ox H
Tf;_ + + _ 5 + - + + + - -
. # + - T + - + * + F + |
2 + N } PR § “ + + % + ¥
3 + + - + + + = + i3 # + +
4 " % ) " + s - + + + + +
C) Catalase; (Ox) Oxidase “1‘305;““2“53 ﬁiuoﬁl?ai Sf;gnﬁz?lﬁgf 1(\2 :itii E:X;,

)Ia 37 °C; (U) Uréia,
tlose; (1. m.) Listeria mor

()C))t()ge”b 5.




T
ABELA 4. Isolamento e clas
Staphylococcus aure

Frescal.

—

Amostray SIF

1A S 6.30x 10
IB S 73 x 10
2A S 2.5x 10
2B S 1.0 x 10
2C S 14x10
3A S 1.2x 10
3B S 1.31x 107
3C S 76x 107
4A S 0,00
4B S 0,00
4C S 9.1 x 10
4D S 230x10"5
4E g 1,07 x 10
SA S 6,1 %107
5B S 9.9 X 10°
6A g 513x 10
6B S 6,6 X 10:
6C S 3)()){ 106
TA S 1,45 X 106
7B S 1,57 x10
7C S 133 x 10
BA S 1.53x 10
9A S NF. |
9B § 1,7x10;
oC S 6’O5X 10.6
oD S 193 x 10
oA N 34% 10,
AL S 2.01x 10
l1BL S 0,00
lCL S 0,00 .
1A S 1.6 10
12B N

sificagdo de colénias pretas, Gr

Staphylococcts spp-

61

am positiva (suspeitas de

us) isoladas de 59 amostras de Queijo Tipo Minas

isolados

Streptococcis, levedura, Stap. coag. neg.

6,86 Stap. coag. neg., Streptococcus
4.40 Micrococcts Stap. aureus
4’00 Micrococcus
515 Micrococcus
6108 Micrococcts , Streptococcus
7’ 11 Streptococcls, Stap. coag. neg.
588 Stap. coag. neg.
L * N.A.
0,00
0.00% N.A.
A: 96 Stap. aurens, Stap. coag. neg.,
’ Stap. coag. pos.
6.30 Micrococcs Stap. coag. neg.
5’ 04 Stap. coag. neg.
6.79 Stap. coag. neg. - !}J:cmcoccus
6700 Stap. coag. nes. - Streptococcus
: M;‘crococcus, Stap.coag. nesg., levedura,
8,71 Stap. aureus
Sﬂ-eptococcus, Stap. coag. neg.
4,82 Streplococcs
5,59 Stap. c0ag neg.
6,16 Stap. €03g pos.
6,20 Sg-gpfococcus, Stap. coag. neg.
6,11 g,,-gpjacoccus, Stap. coag. neg.
6,18 ’ N.A.
N.F. MicrococcHs
523 . ag, neg. » S coag. pos.
3,79 3 'SMZ !f:."f Sy-eptoco(,'us, Stap. coag,
6,28 Stap: neg.
Micmcoccus*
6,53 N.A
5,30 N.A.
0.00% N.A.
0.00* N.A.
6,20 N.A.
O,OO* N.A.
O,OO* Stap. aureus
5.11 Microcnccus




cacdo de colonias pretas, Gram positiva (suspeitas de

TABELA 4. Isolamento e classif
eus) isoladas de 59 amostras de Queijo Tipo Minas

Staphylococcus aur

Frescal (Continuagdo)-

log Isolados

Amostra SIF  Staphvlococcus Spp-

Stap. coag. neg.

12C N 9% 10 6,28
12D N 4.9 x 10° 3,56 Stap. aureus
13A S 8.75 X 10 5.94 ATJICI‘OCOCCHS
14A N 2.0 X 10° 530 blapl.\]c}z:reus
I5A N.F. A
16A ];] 2}(\;:1 0° 5,51 Micrococcus
3 5 Micrococcus
6B S 9.7x 10 5,90
16C 6.93 Stap. coag. neg. , levedura,
S 8,6 10° ’ Streplococcs
N.A.
1 0,00*
1712 2 8’88 0,00% E-i-
*
l7C S 0,00 0’0403 Stap. c0ag. 1€ Micrococcus, levedura,
13A S 2,7% 10° , Streptococcis
7,20 Stap. coag. neg. » Streptococcus
}SB S 6,3 X lO 4’52 SireptocSoccus, Stap. coag. neg.
A S 33x1 0 ’ tap. c0ag. NES.
198 S 1,4 X 10 3,13 M,‘c;-ococcus, Stap. coag. neg.,
20A q 472 % 10° 6,62 Streptococcus
Stap. €088 neg., Streplococcus
20B . 07x 10 6,99 Stap. €O neg. , Streptococcus
7,00 Srap. coag. Neg.
20C 1,0 X 10 P
A S lO 4,75 Stap. coag. neg
21 S 5.0 X 10 6,64 Sncplococcm
B S 4,4 X 6.88 , neg., Micrococcus
2 10 " Sap. €088 N6
I G S 7.6 X 4,69 Stap. c09%: neg., Micrococcis
22A N 4,9 X 10 4,79 S a[[))' coag neg., Micrococets
23A N 6,1 X 10 : Rl

i“ Sim
Np do

A = Nao Feito _0
« — Nio Apllcave] -

a
ra analise estatistica, €©
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descritiva do pH, umidade, tempo de

TABE
LA 5 Resultados da analise estatistica

o bacteriano (UFC de Staphylococcus — e/ou

prateleira ¢ cresciment

Micrococcus) de 55 queijos Minas frescal.

P
Tempo de
prateleira (dias)

—
UFC (log) pH Umidade (%)
Média 4.68 5,53 60,98 10,47
Desvio Padrio 2,58 0,66 7,12 5,41
C
oef de Variagdo 55.11 12,01 11,68 51,63
B o 5,59 59,70 10,00
0.00" 4,20 43,60 1,00
79,60 25,00

VaIOr Minimo
\Y_ﬂo_r Maximo 8.71 6,54
zero, pard calculo do log.

mento igual 2

%
A : . 1
tribuju-se UFC = 0,00 paré crescl
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e Regressao Linear de crescimento bacteriano (UFC) d
e

TABE
LA 6. Resultado da analise d

Staphyl
ococcs elou Micrococe 40 2 1
us em relagao as variaveis i
is independent
es pH
amostras de queijos Minas frescal

umidade e tempo de prateleira, em 47

Coeficiente

Variavels
Constante 18,156
oH _1,8791
Umidade -0,0584
teleira 0,0342

ntinham tempO

Casos incluidos (qu€ co
Graus de liberdade = 43
F total = 4,933

2

= (. 2501

p = 0,49




TABELA
7. R . ;
esultados da Regressao Linear de crescimento bacteriano (UFC
/g

) com todas as possiveis combinacdes de pH

Staphylococcus ‘Micrococcus

rateleira em 47 queijos Minas frescal.

umidade e tempo de p

r Modelo das variavies™*
I

P
1 ’b;ﬂbQ”""“" A
2 0,0912 B
3 0,2389 6
4 0,0943 A B
5 02413 AC
6 0,2520 B C
P —
P = possiveis combinagdes (A) tempo Je prateleir®: (B) umidade; (C) pH

dentes:

Variaveis indepen
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GRAFICO 1. Resultados do total de amostras de quejo Minas frescal em relagdo ao padrdo

ercentagem de agua estabelecido pela Portaria n° 451.

da p
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GRAFICO 3. Comparagdo do crescimento de colonias tipicas dos meios de “Baird-Parker™

(BP) e “Vogel-Jonhson” (VJ) utilizados para isolamento de Staphylococcus

o Minas frescal.

aureus em amostras de queijo tip

Crescimento

i} . O V)
Situa?ﬁes:
halo
. . pretas: €O
Cf@scimento A CO]6niaS hplcas pr "
a

. i . pretas:S©
(‘reSCimentO de colonias tipicas P




GRAFICO 4. Comparagdo do desempenho dos meios

crescimento melhor (menos contaminagéo

Jonhson™ (VI), em relacdo a

peitas de Staphylococcus aure

e/ou maior UFC/g) sus

queijo Minas frescal.

Crescimento (%)

gituagoes
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“Baird-Parker” (BP) e “Vogel-

us em 58 amostras de
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V. DISCUSSAO

de L. monocylogenes nas amostra
S

isolamento

m risco a Saude

No
presente estudo,
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as, significando qu€ os que
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des
Ses quelij
e1jos con I 1
taminados. A competi¢gdo com 2 flora natural e até
mesmo com
aveis € introduzidos, como bactéria laticas
e

micro )
org
ganismos tecnologicamente dese]

AIN et al,

éncia de L. monoc togene.
ytogenes em 100% das

levedu
ras e t : .
ambém mencionada (McCL 1988). A competigéo, principal
’ almente

com .
mes g8
ofilos aerobicos talvez explique 2 aus

presente estudo.

amost
ra i :

s de queijos analisadas, no
tras de queijos examinadas, ndo se

r Listeria das amos

Como ni .
0 ndo se conseguil isola
izados. Apenas observou-se que o

meio de cultivo util

Pode con m outro

c ‘
cluir em favor de u tr
«orosseira’, Ou seja, menor

MMA
apresentou aparentemente menos contaminagao

elhantes as de Listerid.

Quantidade de colénias ndo sem

Os resultados da enumeragao de mesofilos aerobicos revelaram uma variacao de 0,0
UFC/g (ndo houve crescimento: independente da dilui¢a0 cultivada) a TNTC (contagem
%cima de 300 colonias em 10435 diluigdes) Muito embord & Portaria n° 451 (BRASIL,
1997) ndo inclua padroes P contagem (otal, pode-s® observar que cinco amostras
AFICO 5) Acredita-se 44° 50 tenha sido possivel de ser
a de fabricagdo desses queijos, uma

apr
esentaram 0,00 UFC/8 (GR
_sanitaria desse produto

indilstri

por pal’te da
de higiénico

atin ¥

1 "

gldo porque deve ter havido;

pre L lida
éa estocagem. Ficou comprovado

prOdUGEio
se a um produto

desq :

€ 0 inicio da linha de

Pela ossivel chegar-

auséncia total de crescimento

“inggygr
(BRAS[L, 1997) © queijo Minas frescal €

de <55%

), sendo assim, a0 avaliar os

i portaria

E

m acordo €O
a 08 analisados variaram em trés
avia a maioria das amostras

Cone;
Siderado queijo de alt




€n
C()ntr()u B " . d
s queljos mais acl

S

e acordo €O
m as percentagens de umidade obtid
as, estes

Vi
gentes (BRASIL, 1997). D

l BIJOS i")ss I 3 Z .. .
gu €

para O seu desenvolvimento.

umdo
s fatores mais importantes
ados obtidos pard pH, observou-se uma variagdo de 4
ed43a

ntes aos Padroes Microbiologicos de Alimentos (BRA
SIL

os diferentes tipos de queijos. Sabe-se
: -se que

De
acordo com OS result

6 54
»24. Porg
rem, as normas refere

padroes de pH para
faixa de pH 4, 0 -6,5

NCO & LANDGRAF, 1996). No presente

1997y 13
) ndo fazem referéncia a
(PINTO et al., 1996)

geral, esta na

0 pH
p -
dos queijos, de um modo

1 4.9-5,9 (FRA
<a citadas pelos dois autores

Oscila
ndo geralmente entré P
e dentro da faix

tido encontra-s

pH minimo €
pH € acrescido da alta

trab
alh .
o, a variagao do pH ob
maximo para crescimento de S.

RKER (1 990), ©
umidade

Porg
m, segundo BAIRD-PA

ssimnl,
crescimento de

us ¢
de 4,0-10. Sendo @
ges que fayorecem O

m condi¢

5 S€ encontram €
1996), @ faixa de

enc
Ontrad
a nas amostras, estd
pH mais favora
vel

hY
- Aireys .
us, pois segundo FRA

anismos €
pH, umidade e tempo de

Parg
cresci
scimento de microorg
as yariaveis

) como variavel dependente
2

Us -
ando-se analise d€
Pratele;
eleira indivi .
eira individualmente verso creSCIme
‘ma influéncia na carga bacteriana
169) respectlvamente. O pH teve

.denciando que o pH

2
Umj '
dade e tempo de pratelel’

20, 0912

% (T
5<0,01), v

(P<

0

,01) com valores 0,12
/5 1108 queijos sob estudo

lM]C]OLUCCI
mente justiﬁcével quando se

uéncid

23
) 1890
70 (1-210’238()) de lnﬂ
de Stcy)hyloc
s plend

(>UF C) de Staphylococcus




e : e e . L B
fou Micrococcus, ou seja, estas bacterias ja teriam crescido e acidificado os queijos, na
bl

época da analise microbiolégica.

Analisando as variaveis pH e umidade associadas, em relagio a UFC, s6 o pH
novamente mostrou-se significativo, explicando 25,20% (r*=0,2520) de influéncia sobre o

crescimento bacteriano, 0 que demonstrou pouquissima agdo sinérgica entre as variavies
dependentes (TABELA 7). No presente estudo a umidade foi bastante variada, mas sem
Qualquer influéncia significativa sobre o crescimento de Staphylococcus e/ou Micrococcus
gniﬂcativa. Ao analisar as variaveis pH e tempo de

a0 contrario, do pH cuja influéncia foi si
cdo a UFC ob

servou-se queé houve 24,13% (r*=0,2413) de

Prateleira associadas, em rela
ateleira observou-se uma

' " : mpo de pr
fluéncia e ao analisar-se a5 variaveis umidade € temP P
x & .2 veis juntas a agdo foi de
' : lisar-se as tres variaveis jun
fluéncia d P 43). Porem, ao anad
e 9.53% (r’=0,09 )-
i sscimo de 0,034

: : sim, que houve um acrescimo ;
25,61% (12 7) evldenCIaﬂdO as

217 (r"=0 TABELA /) .
( et ando que a medida que

;s e/ou Micr

queijo, confirm

1
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a menta © nume
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e 0s meios
, observou-
ou-se que o meio BP teve col
colonia
s

Ao f:
t' azer comparagoes entr
lpicas em ;
maior numero
I e a enumeragao também foi maior quando
ordando com 5 oo som
N observagdes previas obtidas por BAIRD e
e -PARKER
N (1990
(1993). Segundo BAIRD—PARKER (1990) '
o meio BP € um
meio

SUpe'
rior e d
cm 1
elhOI' FBCOﬂhCClmeﬂtO em relagéo a

os demais mel
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e S

aifyre
Hs em 1
aliment
0s, S€ i i
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e
S
tressadas pela temperatura € inibir o cresci
cimento d
€

fa
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cer n
a recuperagao de células €
amb¢
bém cresceram colonias tipicas
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presente estudo,

CO“[ |.|‘
2 OS

eus, concordando com a
S

€m
coloraca
ragdo (pretas) porém
S. aur

nostico caracteristico € a

do
S test i
es bioquimicos levaram @
diag

(1990)-
encontrado na gema de ovo

ObSe i
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ARKER

pr()du 1
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(1990) 2
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N e
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o BP, todavia, BAIRD-
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auny

eus <

S sa ‘
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dutos |acteos: piante
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adicy
fao
quando se€ analisa P
se que MO otal, 116 amostras 4¢
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ara Staphy

p. dentro do

cimento Z€10 e 45 amostras deram

St
Aph v
,VIUC( S
sccus spp. Obse ou-
JococctS

anta
l gem de colonias suspeitas P
€gislacs
agao (BRASIL, 1997), nOV¢ deram ©1%
aCim .

S;aphylacoccus spp- coagulase  negativa

Ay
reus, |
eveduras, MicrococcuS
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St
pF
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Se
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ermitldo e som fioLR yhessam SIS0
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ava
m
com a contage™ acl




tinha SIF. Estes r¢
: sultados poderiam ser j
ser justificados
por

padrio (10°) e i
0”) e inclusive esta nao
MOUR &
HARVEY, 1990; PINTO et al., 1996)

fato
res menci
ncionados anteriormente (GIL

processamento e/ :
ou pos-proc
essamento
e/ou

Como
as 1
ocorridas durante a ordenha ou
u ali
liada as temperaturas inadequadas d
s de

probl
emas d
e
C armazenamento no transporte €/0
onse
rvagao
em nivel d Sre 1
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APENDICE
1
Agar Baird Parker;
dratado (Merck) em 950mL de agua destilada. Esperar 15
issolver completamente.

S
uspender 58g do meio desi

mj
E:e:lc:z para enxarcar “0 PO © aquecer €M banh
ar em autoclave (1 21°C, por 15 min). o pH deve estal 468%0; 2. Apos esfriar até
i| de gem de ovo, 3 mL de soluga0 aquosa de
= placa

lsao estérl

45.5
- 00 o
telyr C, adicionar 50 mL de €M
rto . .
de potassio a 3,57 (esterilizado por filtragdo) mistul
2E
Mulsiio de ovo:
i Lavar os ovos com sabao € sgua mor a. Secar; emergit €M solugdo aquosa de cloreto
e
Mercurio a 1%, por 1 0 min. Secar em t alha estéril Quebrar & casca © geparar & gema,
=0 v i o. misturar
b Olocando-q AU PrOvel ostéri Adicionat o mesmo yolume de soro fisiologico, M
roveta . ) r em
®m. Se esto o usar retiral recedéncid esperar descongelar ©
C ?
te empe ar no freezer, quando aturd 65°C
ratura ambiente pois a £ ema cozmha a tempP
3
- So]
ucs ] )
¢iio de telurito de potzisslo a 5% :
luri 3,5
etk T L 358
8ua ¢ de potassio ... s 100
estilada estéril ...
pient®

Es
tocar em temperatur@
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4. “
Standard Method Agar”:
Dissolve
r22,5 i o (Di
Para dissolver 5g do meio em po (Difco) em 1000mL de agua destilada. Levar 80 f0g0
bor completo. Esfriar a 45-50°C € Jferir o pH 7,0 0,1 Esterilizar a 121°C

porl5 min

S.A
gar Vogel-Johnson:
da. Levar ao

000mL de agua destila

atado (Difco) em 1
pH 7,2 £ 0,1. Esterilizar a

Di
issolver 60g do meio desidr
0°C e aferir ©

friar @ 45-5
e for verter em

fogo
para di
ra dlSSOlVel' pOI’ completo. Es
assim qu

121°C
, por 15 min. Adicionar solugdo d

e telurito de potassio 2 1%

pla(}a_

6 S
. Olu -~
¢io de telurito de pot:issio al%:

Est
ocar em temperaturad ambiente-

de tripton? (Difco), 1,0g de glicose
o glicina (S18TY
isturar © es

7 o«
. Lit . 9
hium Phenylethanol Modified Agar’
Misturar 2,5g de extrato de levedurd (Di
gma): 1’Og

(Si
gm ‘
dga a), 4,5g de cloreto d® jitio (S1
. u
(Difco) e em seguida, adiciona’ 1000mL de a2 |
de moxalactam e depo

1210
C L.
, por15 min e, apos esfriar; adiciona’ !

) e 20g de agar-
terilizar @

cas.

8. “M
aCBride M d- 'll‘”:
Dj adifice-2F ifco) © IOOOmL de agud destilada. Mistural
bem lSSO]Ver 46g do meio d dratad 1 . & oC pOf ]5 min. DepOiS de esfriar,
€ aferi Ester! 1za ’
erir o pH em 78 & 0,5 (50m ¢ verter em plac
Sigma

eSCe
Ntar 4mL de ciclohexam‘
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9. 3
Soluciio de ciclohexamida:

P
ara fazer 5ml na diluigdo a 50mg/mL:

Cycloheximida ...
A e g,?Smgi
2’5 mL

Alcool a 75 % ...

Col T
ocar em frasco estéril € congelar.

00mL de agua destilada. Aquecer

idratado (Difco) em 10
0°C e adicionar,

rilizar a 121°C, por 1
brinado estéri

Dissolver 40g do meio des

Para di
dissolver completamente. ESt€

5 min. Esfriar a 5

assepticament 0 i [
e, 5% de sangue de bovino desfi |. Homogenetzar € distribuir em

Placas.

a. Levar ao fogo para

11. A
Agua peptonada a 0,1 %:
lizar a 121°C,

mlL de agud destilad

Difco) em 1000
2. Esteri

45-50°C € aferir o pH em 7,00,

Dissolver 1g de pepton? (

diss
0 . s
Iver por completo. Esfriar @

Por 15 min

“trypticase soy broth” (Difco) €

12, « 3
Enrichment Broth” (EB):
com 308 de
.50, Esterilizar

Misturar 6,0g de extrato de Jevedura

dilyj
uir em 1000mL de agud destilada
r

t
le()s e balio.

mlL de agud destilada.

pifco) © adict ;
1 121°C, por15 min.

nfuso Cérebro Cor
;dratado (
05 € esterilizar @

Pesar 15,6g do meio des

Mis
turar, aferir o pH em 74 % 0.2

e distribuif em
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14. A
Agar Mueller Hinton:

1ssolver 3

D g ; . :

s completa g do melo desidratado (Difco) em 1000mL de agua destilada té ob

. e . até obt

2 omogeneizagao. Aferir o pH em 7,4 % 0,2 e esterilizar 121°C, porl5 )
, porl5 min .

\%
erter em placas.

15, :
Meio de Clark e Lubs (V- M.):

Fosfato
de di 5
Peptona t: rg‘pPOC;::csisao (VELeC).....omweriee st 508
Glicose ... T ;,8 P
.......................................................... 0g
1000 mL

Agua destilada ...
entes € hornogeneiz

21°C, por 15 min.

ar bem. Esterilizar al

Mi
isturar todos os compon

16, -
Soluc¢iio de «c-naftol:

s
Alcr:l aftol (Sigma).........ow T 508
N 100 mL
Misturar e homogeneizar pem. Estocal na geladeira.
17, Hidor
idroxido de potdssio 2 40 Yo:
.................... 40 8
......... oL

Hidrox;
' gu;);ldo' de potassio (Vetec)
estilada esterilizada....-+="

Misturar todos 0s componeﬂtesv ho

18
+ Caldo uréia:

Dissolver 38,5g do ™
0. Distribuir em

m
68 +0,1e esterilizar




96

19. Meio para motilidade:

Pesar 25 i ; :
g do melo de triptose (Difco) e adicionar 1000mL de agua destilada. E
1iada. £m

2 3 a

a 121°C, por 15 min.

20. Meio para fermenta¢iio:

IIzleptona ................ 15¢g
R
Pur (SHEMA). ... ooceveorrrmresessmssneese e 50g
pura de bromocresol a 1 08 . snpseus
Agua mmds brommmesd e 0,5 mL
T T: TR Lt 1000 mL
irpura de

ara dissolver. Juntar 0 indicador pu

Misturar os componentes © aquecer p
ubos e

m 7,0. Filtrar em papel, distribuir em t

br : . .
omocresol. Deixar esfriar € ajustar o pH €

esterilizar.

para testes de fermentagao:

21. Solugiio de agucares

Aglicar desidratado ( SHGAY. .rrvoerseor o7
I M e 100 mL
ilose, rhamnose; glic

Apos diluir, distribuir em tubos de hem

ose, maltose.

atm, por 20 min.

Agucar; manitol, X
olise € esterilizar @ 0,5

22. Solugiio de purpura de promocresol 3 1 %:

Purpuyra d 1,0g

‘ e bromocresol .......................................... s

Alcon] stilion B A, s 100 mL

Misturar e aferir o pH ent® 52-6,8¢ conservar € geladeira
2 r
3. Agar esculina:

ESCLllina (Sigma). e 1g

A‘tratO e e o 0215()%
.............................. g

s de Infysio de Coragao (D)~ 1000

8ua destilada

A
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Misturar 0S ¢
omponentes e aquecer para dissolver. Esfriar e aferir o pH em 7,0

Esterilizar a 121°C, por 15min e colocar em tubos inclinados

24. Alcool a 75 %:

Alcool etilico P.A. (Vetec).......
o APSETAE asmmapror oo e B ;2 :?0
............................. 0
25. Reagente de Oxidase a 1%:
Cloridrato de tetrametil parafenilenodomina
(SIGMA)....ccocermrnmnsreseiisiseiiiseesrs st 1,0g
100 mL

Misturar e homogeneizar bem para completa diluicio. Estocar em frasco mbar em

freezer.

26. Solucio de agua oxigenada a 3% :

pleta diluigao. Colocar em frasco ambar €

Misturar € homogeneizar bem para com

estocar na geladeira.

28. Plasma de coelho:
0. Esperar decantar

o acrescido de citrato a 1

Estocar em freezer em peq
lo.

mente sangue de coelh

paragao do plasma.

lar todo o plasma obti

Coletar asseptica
uenas porgoes

e centrifugar para total se
do toda vez que for usa-

(aliquotas) para ndo desconge




