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1. INTRODUGAO

No Brasil, o consumo de queijo tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, sendo inclusive necessario a
importagao do produto para atender a demanda do mercado. Em 1984
foram langados no mercado 73.197 toneladas de queijo no estado
de Minas Gerais, o0 que representou 62% da produgdo nacional,
MINAS GERAIS (59). O Ministério da Industria e Comércio prevé
que a produgdo de queijos no Brasil atingira 175 mil toneladas/

ano até 1990, MIC (12).

Hoje existem inumeros tipos de queijo no mercado’
brasileiro, porém, no sul de Minas Gerais, dois tipos, o Minas
frescal e o Mussarela, s3o extremamente consumidos pela
populagdo. O queijo Minas frescal se caracteriza por ser
semi-mole, e o Mussarela um queijo de massa filada. Ambos s&o
produzidos em grande escala a nivel de pequeno produtcr, que
emprega, na maioria das vezes, o leite cru como matéria-prima e

elabora o produto com técnicas rudimentares.



O uso do leite cru e as condigdes higiénico-sanitarias
precarias existentes nas fazendas, contribuem em grande parte
para a frequente mé& qualidade microbiolégica do produto,
trazendo riscos ao consumidor. VArias podem ser as intoxicag¢des
causadas por queijos, porém, uma que se destaca, pela frequéncia
em produtos lacteos, & a intoxicagd@o por Staphylococcus aureus,
j& havendo um grande numero de surtos relatados em varios

paises, devido ao consumo de queijo (14,34,47,66, e 94).

No Brasil, assim como nos paises em desenvolvimento, onde
a pasteurizagdo do leite frequentemente ndc é feita e onde nem
sempre sdo respeitados os padrdes sanitdrios para os produtos
lacteos, S. aureus pode representar um importante perigo a Saude

Pablica, BRYAN (14) e SANTOS et alii (95). Por isso, a

intoxicagdo por Staphylococcus causada por queijos, tem recebido
especial interesse pelas autoridades sanitarias de muitos
paises, inclusive do Brasil, segundo a International Dairy
Federation, citado por SANTOS & GENIGEORGIS {94) . A
caracteristica da toxina de, uma vez formada, poder resistir aos
processos tecnolbgicos empregados na fabricagdo dos quéijos,

SANTOS et alii (95), agrava o problema.

Niveis de Staphylococcus de (logfﬁ) 5,69 a (l°giﬁ ) 6
céis/g de alimento s8o considerados capazes de produzir
enterotoxina suficiente para causar a intoxicagdo, READ JUNIOR

et alii (88) e NOLETO & BERGDOLL (69). Pesquisas realizadas nos



altimos anos para detectar a incidé&ncia de microrganismos
patbgenos no leite cru e pasteurizado, revelaram uma alta

incidéncia de S. aureus coagulase positiva, produtores de

enterotoxina, a niveis elevados, (1,24,95 e 108). Entretanto,
quando se analisam produtos processados, como o queijo, células
injuriadas poderd@o estar presentes e ndo serem detectadas pelos

processos usuais de contagen.

Considera-se como bactérias injuriadas aquelas que tenham
gofrido algum dano, mas conservam a capacidade de manter certas
fungdes, podendo recuperar o seu estado fisiolégico normal,
gseguido de crescimento e divisdo celular, gquando os alimentos
s@8oc removidos de condigles protetoras de estocagem. Esta
recuperagdo de bactérias pode promover alteragdo nao perceptivel
no alimento, que passa a representar um potencial de risco a

saude publica, BUSTA (17) = HOBBS (37).

Agsim, quando uma populagd@o de microrganismos & exposta a
um ambiente de ‘''stress'", algumas células poden tornar-se
injuriadas ou lesadas. Um volume substancial de dados da
literatura, mostram gue as células nao podem se multiplicar em
certos meios seletivos, apbés serem expostas a ambientes
estressantes, tais como altas temperaturas, KLEIN & WU (51) ou a
presenga de agentes inibidores, ROSE & LITSKY (92) e SCHEUSNER
et alii (96). A maioria dos tratamentos fisicos ou quimicos sdo
conhecidos como injuriadores de bactérias, mas apenas alguns

desses processos tém sido estudados com profundidade.
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Em geral, a maioria dos métodos utilizados para recuperar
células lesadas, incluem um processo de reparo, qgque restaura
estas ceélulas a condigles fisiolégicas normais, antes de
sujeita-las & severidade do meio seletivo, ANDREW (3). Muitos
pesquisadores recomendam, o uso de meios de prée-enriquecimento
ndo-seletivo em temperatura adequada, para recuperar células,
que uma vez reparadas, readquirem a capacidade de se multiplicar

e formar colénias (3,19,27,49,70 e 75).

Durante a fabricagdo de queijo e no periodo de estocagem e
comercializagd@o, ocorre naturalmente um aumento na 2acidez e
modificagSes de pH no produto que sdo, comprovadamente, fatores
que podem provocar injuria as células bacterianas, RAYMAN et

alii (87) e ROTH & KEENAN (93). O presente trabalho teve como

objetivos:

- Verificar o comportamento da populagdo de S. aureus,

durante o periodo correspondente a comercializagdo dos queijos
Minas e Mussarela, elaborados com a metodologia empregada pelos

pequenos produtores de Lavras- MG;
- Observar a influéncia das variagbes de pH e acidez,
desenvolvidas naturalmente nos queijos Minas e Mussarela, na

formagdo de injuria em S. aureus inoculados;

- Comparar a metodologia usual com a que utiliza

pré-enriquecimento, na enumeragao de S. aureus nos queijos Minas

e Mussarela adquiridos no comércio de Lavras M.G.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 - O queijo como veiculo de toxinfecgdes.
Existe naturalmente um grande potencial para o queijo

atuar como veiculo de disseminagd@o de um patégeno especifico. No

caso do S. aureug, os niveis elevados frequentemente encontrados

no leite cru, constitui fonte para a contaminag@oc dos diversos

tipos de queijos frescos e curados, SANTOS & GENIGEORGIS (95). O

—_—

uso de leite ndc pasteurizado e o abuso da temperatura durante o
. ;\_\J’”/// e e —————

———

manuseio e estocagem do produto, agravam o problema, SANTOS
PR ———

B e SRR —

GENIGEORGIS (94). Entretanto, a legislagao brasileira, MA (10),

exige pasteurizagd@o do leite destinado a fabricagdo de queijos
cujo periodo de cura nao ultrapasse 60 dias, excluindo aqueles
tipos que sofrem tratamento térmico durante o precessamento como

é 0 caso dos queijos fundidos.

Formas <clinicas e subclinicas de mastites sd@o muito
prevalentes em rebanhos leiteiros (14,24,57,73 e 106). Mais que
30% dos casos de mastite em vaéas que produzem leite destinados

as industrias de queijos é devido a Staphylococcus, ABBAR et

alii (1). Assim, mastites por Staphylococcus, praticas

——




sanitarias def1c1entes em laticinios e transporte d°, leite sem

———— "

refrigeracao, sao cons1derados os fato;gs responsaveis pela alEg

~. . ———
. e — -

1nczdén01a de S. aureus em leite cru'(l& 38,95 e 98). Uma parte

—— e T

substancial dos queijos produzidos com leite pasteurizado,
também apresenta evidéncias de contaminagéo fecal e
egtafilocédecica. Isto indica a poasivel contaminagio
pés-pasteurizagdo, decorrente das condigdes insatisfatérias de
sanitizac8o dos equipamentos e utensilios, ou da higiéne dos

manipuladores (14,50,104 e 108).

SANTOS & GENIGEORGIS (95) avaliaram a qualidade do leite

cru e pasteurizado, usados para a fabricagdo de queijo Minas com
S o = pestERi raeed

regspeito a §. aureus. Encontraram uma incidéncia de (46,9%) nas

amostras de leite €ru com contagem maxima de (loglo) 5,99

ceéls/ml enas de le:i.te<;'§::\§’(7.;_'v.t—zs‘_:i._.'za\clc:\»J com contagem maxima

de (1og10) 3 a 4,43 céls/ml, sendo ambos niveis elevados.

O queijo pode também servir como veiculo de toxinas
bacterianas. J& em 1956, THATCHER et alii (104) demonstraram a
ocorréncia de toxinas, 1letais e dermonecréticas ao serem
injetadas em ratos e em cobaias, e enterotéxicas para gatos,
provenientes de queijos suspeitos de terem causado intoxicagao.
Hoje, sabe-se que as enterotoxinas produzidas por §. aureus
durante a fabricagBo de queijos s@o termoestaveis e permanecem

ativas por muito tempo no produto, TATINI (102).



Em 1958, nos Estados Unidos, foi relatado por MINOR &
MARTH (60), um surto de 200 casos relacionados com o consumo de
queijo Cheddar, em Iowa. Uma série de casos ocorreu ainda
nagquele ano devido ao consumo de queijo Colby, produzidos em

Wiscongin.

Numa pesquisa de Staphylococcus em leite e produtos
lacteos realizada na india por GHOSH & LAXINARAYANA (26), foi

constatada uma incidé@ncia de 81,57% de Staphylococcus spp. e

31,57% de S. aureus coagulase positiva para queijo Cheddar.

No Brasil, em 1978, GALLO (23) analisou 30 amostras de
queijo Minas frescal em S3o Paulo, encontrando presenga marcante

de bactérias patogénicas, inclusive S. aureus. SILVA et alii

(97), em 1979, investigando queijos Minas frescal na cidade do
Rio de Janeiro, constataram que, 40,3% do total de 52 amostras
examinadas apresentaram niveis elevados de S. Aureus. Em 1983,
GOMEZ et alii (28) estudando as condi96és higiénico-sanitarias
do queijo Minas frescal em Lavras-MG, verificaram que(%9i§§::has
amostras apresentaram contagens entre 5x10g e 1,0x107 células de

S. aureus por grama de queijo, faixa considerada de alto risco a

saude puablica.

O potencial para multiplicagd8c de S. aureus durante a

fabricagdo de varios tipos de queijos tem sido eatudado

extensivamente em varios paises (38,48,91,98 e 102). Ficou



evidenciado que a possibilidade para S. aureus iniciar o
crescimento e produzir enterotoxinas em queijos durante a
fabricagdo, depende de varios fatores. Assim, verificou-se que o

elevado numero de microrganismos no leite inibe o crescimento de

Staphylococcus, RICHARDSON & DIVAHIA (91). Portanto, o wuso de

uma cultura latica inicial ativa, recente, com alta concentragao
de bactérias, minimiza (e} potencial de enterotoxigénese
egstafilocébecica (44,889,102 e 111). O efeito inibitério ¢ mediado
peia produgdo de acido, bem como por outros fatores inerentes ao
crescimento e ambiente formado pelo iniciador, nd@o sendo um
processo muito simples, IBRAHIM (44) e REITER et alii (89). Nos

—_—
Queijos em que a acidificagdo inicial ¢é abaixo da normal,
Staphylococcus mantém sua multiplicagdo nas primeiras semanas de

maturagao, REITER et alii (89).

O altov'humero de Staphylococcus no 1leite usado na

elaboragdo de .queijos seria provavelmente devido a superacdo do
ambiente inibitério, permitindo sua multiplicagdo durante a

fabricacdo de gqueijo (91,94 e 102).

2.2 - Injuria bacteriana.

A injuria bacteriana ¢ definida como uma alteragdo de

ordem estrutural e/ou funcional tempordria nas células vivas,

representando um estado fisiolégico transitérioc causado por um



agente estressor de natureza fisica ou quimica. Estas
alteracdes, em todos os niveis celulares, podem ser manifestadas
pela inabilidade do microrganismo se multiplicar e formar

colbnias sob determinadas condigfes (3,36 e 39).

As células bacterianas injuriadas té&m a capacidade de se
recuperar em um ambiente propicio e retornar ao 8seu estado
fisiolégico normal, concomitante ao inicio de crescimento e

divisao celular (41,75 e 77).

O fendmeno da injuria parece ser bastante comum em cocos

Gram + (Staphylococcus aureus e estreptococos fecais), emn

bastones Gram - (Escherichia coli, Salmonella sp, Vibrio sp.),

em bactérias esporogénicas (Bacillus e Clostridium) bem como em

leveduras, LEITAO (52).

2.2.1 - Fatores fisicos ou quimicos capazes de acarretar
(iiga;zg)microbiana.
vVarios processos de conservagdo e de preparo dos alimentos
envolvem a utilizagdo de métodos fisicos ou quimicos que exercem
efeito deletério variavel sobre a microbiota presente.
Tratamentos inadequados, ou ainda, o uso crescente de processos
de semi-preservac@o destinados a manter o “flavor" e outras
qualidades organolépticas do alimento, resultam na sobrevivéncia

de uma maior proporgdoc de células bacterianas injuriadas
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subletalmente, HOBBS (36). Pesquisas tén, entretanto,

evidenciado que os processamentos que empregam calor

(pasteurizag8o ou esterilizagdo), refrigeragdo, congelamento,
desidratagdo (por liofilizagdo, '"spray - drying'", tambores,
etc.) e irradiag8o (ultravioletas ou radiagdes ionizantes), sao

capazes de provocar a formagdo de injuria subletal de células. O
mesmo efeito ¢é atribuido ao uso de sal, acidulantes,
conservantes, desinfetantes, e de outras substéncias guimicas,

naturais ou adicionadas ao alimento (8,16 e 40).

A grande maioria dos meios de cultivo utilizados para o
isolamento e contagem de bactérias patogénicas ou indicadoras, a
partir de alimentos, apresentam em sua composigdo ingredientes
capazes de impedir por completo a reparagido e posterior
multiplicagdc das células injuriadas, provocando um "stress"
secundario nas mesmas. Dentre estes estdo as substlncias
tensocativas (sais biliares, desoxicolato de sédio, "teepol"),
sais téxicos (cloreto de litio, cloreto de s6dio, sulfito de
bismuto, selenito de sédio, iodo, azida de 86dio, telurito de
potassio), corantes (verde brilhante, eosina), Acidos orgénicos
(4cido tartarico, Acido acético) e antibiéticos (polimixina,

cicloserina), RAY (84).

E evidente que a presenca de um ou mais desses compostos
qQuimicos na formulacdo de meios seletivos, embora possibilite o

desenvolvimento e a multiplicagdo de células normais, exerce um
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pronunciado efeito inibitério sobre as células injuriadas,
levando, consequentemente, 3 obtencd8o de resultados incorretos
por ocasido dos exames microbiolégicos de alimentos, LEITAO

(52).

2 2.2 - Consequéncias da Injuria.

A injuria letal ou subletal ocasiona alteragdes em algumas
caracteristicas das células, o que as diferenciam das que
mantiveram comportamento normal apoés exposigdo a um agente
estressor. RAY (B84) cita estas alteracgSes nos seguintes

aspectos:

2.2.2.1 - Perda da Capacidade de Multiplicacéo.

Depois de sofrerem lesdo subletal, as células injuriadas
geralmente s8o caracterizadas pela incapacidade de proliferarem
e formarem coldnias em meios que contenham agentes seletivos, e
de readquirirem a capacidade de multiplicag@o quando nutrientes
complexos sdo adicionados ao meio minimo, na ausé&ncia de agentes
restritivos (16,53 e 75). Segundo RAY & SPEAK (86), a causa da
perda da capacidade das células bacterianas se dividirem, quando
injuriadas, ndo & bem conhecida. Talvez seja devido a alteragdes
em uma ou mais estruturas vitais ou componentes funcionais,

podendo também resultar do efeito acumulativo de muitas

nudangas.
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2.2.2.2 - Liberagd@o de Material Celular.

Células injuriadas frequentemente perdem alguns de seus
componentes celulares através da liberacdo para o meio
circundante. Células de S. aureus termo-injuriados, por exemplo,
liberam potassio, aminoAcidos e proteinas, BUSTA (17). Lipidios
e fosfolipidios dos cocos gram-positivos, localizados na
membrana, s88o perdidos por injdria térmica, o0 que ocaaiona uma
les@o nesta estrutura, HURST et alii (41). HURST (39) relata que
perdas similares de compostos de célula tém sido observadas em

outras bactérias injuriadas.

Obviamente, a mnultiplicacdo das células injuriadas em
condigdes normais, vai depender da quantidade de material
perdido e recuperado pela célula, BUSTA‘(17). MOSS & SPEAK (109)
verificaram que a perda de peptidios provoca a morte da célula.
Assim, a viabilidade celular também esta diretamente relacionada

con o tipo de produto liberado.

2.2.2.3 - Maior sensibilidade a compostos tensoativos,
sais e outros elementos quinmicos téxicos,

antibiéticos, corantes e pH &cido.

Frequentemente a injuria & observada como um aumento ou
desenvolvimento de sensibilidade aos agentes seletivos,

antimicrobianos, ou substancias similares no meio de
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crescimento, pelas células injuriadas, BUSTA (17). De acordo com
RAY & SPECK (86), este fenfmeno tem servido como base para a

identificagdo de células estruturalmente injuriadas.

A perda da capacidade de Staphylococcus aureus injuriados

subletalmete de formar col8nias em meio agar seletivo contendo
cloreto de 1litio e cloreto de 8édio tem sido atribuida,
presumivelmente, ao aumento da sensibilidade a estes compostos,
HURST (41). Possiveis interpretagdes para o fato seriam
modificagBes na membrana ou parede celular das células

injuriadas, BUSTA (17).

Um outro ponto importante & que, uma bactéria submetida a
"stress" subletal, torna-se hipersensivel a um "stress"
secundario, MOSS & SPEAK (109), tornando mais problematica a sua

recuperagdo em meios contendo substancias inibidoras.

2.2.2.4 - Aumento acentuado da fase lag.

As células bacterianas injuriadas frequentemente
apresentam uma extensa fase lag, o que resulta em crescimento
lento e com pouco acumulo de produtos finais. De acordo com MOSS
& SPECK (62,63), a fase lag prolongada representa o tempo
necessario para que as bactérias reparem o dano produzido pelas
codigSes de "stress". Este fen®meno tem sido uma das observacgdes

constantee na injuria microbiana, mencionada por diversos

pesquisadores (17,62,63,80 e 83).
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2.2.2.5 - Maiores exigéncias nutricionais.

Uma das peculiaridades da injuria subletal ¢ o aumento
substancial do requerimento de elementos nutricionais.
Verifica-se a incapacidade das bactérias injuriadas de formar
coldnias em meio minimo, provavelmente devido a temporaria
inabilidade destas células de sintetizar todos o8 nutrientes

necessirios para o crescimento e multiplicagéo (39,61,62 e 100).

Certos nutrientes como "trypticase" e caseina livre de
vitaminas, quando adicionados ao meio minimo, promovem o reparo
da injuria e subsequente formagdo de colbnias, MORICHI (61),

STRAKA & DRAFT (100).

2.2.3 - Mecanismo da injaria por acidez.

A injuria térmica, por congelamento e irradiacgédo,

especialmente em Staphylococcus aureus, tém sido amplamente

estudada e revisada. Todavia, a injuria causada por exposigdo a
concentragdes subletais de acidos tem sido pouco pesquisada,
BLANKENSHIP (9), ZAYAITZ & LEDFORD (110). A acidez dos
diferentes alimentos varia muito, naturalmente ou como resultado
do uso de aditivos Acidos ou basicos, MATCHES & LISTON (56). De
acordo com ROTH & KEENAM (93), a exposigdo de microrganismos a
um ambiente &cido pode provocar injuria e morte celular. Os

pesquisadores destacam a import@ncia do conhecimento do efeito
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da acidez na enumeracdo de células bacterianas encontradas em

alimentos &cidos.

A extensd3o da injuria e morte bacteriana, varia com o tipo
e com a concentragdc de acido. Em estudos efetuados com

Escherichia coli, PREZYBYLSKI & WITTER (82) e REYNOLDS (90), e

com Salmonella bareilly, BLANKENSSHIP (9), verificou-se que a

exposig@o da célula a uma crescente concentrag@o de acide ou a
um decréscimo de pH sob concentragdo constante de A&cido, causa
um aumento da morte e injuria. Segundo REYNOLDS (90), o fato
decorre das maiores concentragdes de acidos ndo-dissociados, os
quais s8o0 difundidos para o interior das células, onde séo
dissociados, causando desnaturagdo dos constituintes celulares.
Da mesma forma, BLANKENSHIP (9) relacionou a injuria e morte
celular em altas concentragdes de Acidos, com o indice de

difusdo do acido ndo-dissociado no interior da célula.

NUNHERIMER et alii (71) relataram que o efeito dos A&cidos
minerais €& proporcional A concentragdo hidrogenidnica, engquanto
que a toxicidade dos Acidos organicos é devido a agdo de
moléculas nao-dissociadas. ROTH & KEENAN (93) verificam que a
extensdo da injuria normalmente & maior apés o tratamento com

acidos orgénicos do que com acidos inorglnicos.

BLANKENSHIP (9), ao investigar a injaria acida e

recuperagao de Salmonella baireilly, concluiu que a sintese
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proteica, sintese de RNA, transporte de elétron, muitos sistemas
enzimaticos, e ribossomos sao afetados nas células

dcido-injuriadas.

Estudando caracteristicas da injuria e recuperagdos de

Staphylococcus aureus expostos aos &cidos acético, cloridrice e

latico, ZAYAITZ & LEDFORD (110) verificaram que as atividades da
coagulase e termonuclease foram reduzidas nas. células
injuriadas. A nd@o evidenciagd@o de vazamento na célula,
constatada a 260/280 nm, juntamente com a ausé&ncia de mudanga
nos acidos graxos da membrana, indicaram que n&o houve les&n de
membrana na injuria Acida. Observaram também inibigdo da sintese
de RNA. Durante a recuperagdo, ocorreu renaturagdo e sintese de
proteinas, inclusive de enzimas e proteinas ribossomal,

proporcionando condigdes intracelulares para um subsequente

crescimento.

2.2.4 - Mecanismo da injuria térmica

Dano térmico ou injdria térmica & um termo que se usa para
descrever uma resposta induzida pelo calor e que se manifesta
com uma diferenga no numero de col8nias ou células viaveis, que
se obtém em dois ou mais meios nutritivos de composgigao
diferente, GOMEZ (29). O meio que se usa para enumeragdo das

bactérias ¢ de grande importancia, pois certo numero de células
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seria capaz de reparar o dano térmico sob as condigées de unm
determinado meio, mas ndo em outro. Considera-se que o dano
térmico & um fen8menoc precursor da morte ou inativagdo pelo
calor. De acordo com HURST (41), o aquecimento em temperaturas
na faixa de 52 9C é capaz de provocar efeito injuriante em S.

aureus, observando-se uma sensibilidade ao meio manitol-sal.

O grau de injuria térmica pode variar se houver combinagdo
com outros agentes, tais como: congelamento e descongelamento,
liofilizagdo, redugdo da umidade, meio nutritivo, irradiagdo e

adigdo de conservadores, acidulantes, BLANKENSHIP (9).

BUCKER et alii (15) confirmam as pesquisas de MARTIN et
alii (55) sobre o comportamento de S. aureus injuriacdos pelo
caler, onde constataram a inibig3o do crescimento da bactéria em
meios com elevadas concentragdes de sal; nestas condigdes havia
um efeito inibitério sinergético do calor e do NaCl, ocasionando

redugdo da atividade da catalase e consequentemente o acumulo de

peréxido de hidrogénio.

Alguns autores sugerem que a desnaturagio protéice seja a
caugsa da morte térmica das bactérias, devido a coincid@ncia

entre certos parametros termodin8micos em ambos processos,

PELLON et alii (77).
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Estudos realizados com Escherichia c¢oli termo-injuriadas

demonstraram a liberagdo de lipopolissacarideos da membrana
externa, HITCHNER et alii (35). Com efeito, a perda de amaterial
com absorbancia a 260 nm e 280 nm e a saida de constituintes
celulares durante o tratamento térmico té&m sido demonstradas em
diferentes microrganismos, GRAY et alii (31), o que indica uma
ma fungdo da membrana citoplasmatica. PIERSON et alii (78),

observaram em seus estudos com Salmonella typhimurium aquecida a

48 9C, que a reconstituig@o da membrana ocorre no principio do
processo de reparagido celular, o que torna possivel a
recuperagdo de outras lesdes. Os mesmos autores sugeriram que os
lipidios sintetizados depois do tratamento térmico s8o

empregados na reconstituigdo da membrana, o que foi confirmado

por TOMLINS et alii (105).

Pesquisas evidenciam que o aquecimento pode causar danos
ao RNA, porém ions Mg*+t podem inibir a degradagéo dos
ribogsomos. Este efeito parece ser devido a agdo de uma

ribonuclease, que & termoestavel (7, 31 e 42).
2.3 - Recuperaga@o das células injuriadas

As células bacterianas injuriadas subletalmente té&m a
capacidade de atuar em um ambiente n8o inibitério, e podem
retomar seu estado fisioldgico normal concomitante com a

iniciag@o do crescimento e divisdo celular, BUSTA (16). Apés a
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recuperagdo, a bactéria pode mostrar as mesmas propriedades
originais, incluindo patogenicidade e enterotoxidade (46,49 e
101) Devido a esta habilidade de reparo, inclusive nos
alimentos, t&m-se pesquisado intensivamente a detecgao de

células injuriadas através de andlises microbiolégicas, HARTMAN

(33).

Para recuperagdo de células de S. aureus termo-injuriados,
ORDAL (74) recomenda que os meios tenham uma fonte de energia
{glicose), aminoédcidos, e fosfato inorglnico. De acordo com
STRAKA & STOKES (100), certos nutrientes, como o '"tripticase",
adicionados ao agar minimo, proporciona um aumento na
recuperagao das células estressadas. O contetdo de peptidios do
"tripticase" favorece a restauragdo, pois auxilia na ressintese
d= proteinas que foram desnaturadas, principalmente as enzimas
essenciais. RAY & SPECK (86) concluiram gque a capacidade de
peptidios, aminodcidos e outros componentes de promover a
recuperagdc celular, reside na ressintese e na redugao do

processo de degradagdo do sistema vital A célula.

Outro fator importante é o peréxido de hidrogénio, que é
letal as células injuriadas, e forte oxidante com pronunciados
ef=2itos bactericidas. Este composto & produzido, durante a
respiragdo da maioria dos microrganismos pela agdo de certas
enzimas, McDONALD et alii (58). HARMON et alii (32) relataram

ainda, a presenga de peréxido formados nos meios durante a
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preparagdo e estocagem. JA4 HARMON et alii (18), VAN NETTEN et
alii (107) afirmam que seria a partir da oxidagdo de manganés
e/ou citrato. A suplementagdo do meio com compostos que degradam
perdxido de hidrogénio, ou bloqueiam a sua formagdo, tem sido
muito investigada (6,55,65 e 87). BAIRD-PARKER & DAVENPORT (6)
informam que a incorporagdo de piruvato de sédio 1% ou catalase
ao meio, decompoem o peréxido de hidrogénio, aumentando a
enumeragdo de S. aureus injuriadoa. FLOWERS et alii (22)
confirmam que a adiga@o da catalase ao TSBS aumenta a enumeragéao
tanto de células termo-estressadas como nd8o estressadas e
sugerem ainda, que a inabilidade destas células de formar
colfnias em meios seletivos é devido, pelo menos em parte, a um
decréscimo da atividade da catalase celular e a prerenga de

altos teores de sal no meio.

A principal caracteristica apresentada pelas células

injuriadas de Staphylococcus aureus é a perda de resisténcia ao

\

cloreto de sédio, normalmente empregado em concentragoes

variaveis de 7,5 a 10% nos meios seletivos de enriquecirentio ou
isolamento, HOBBS (36), HURST (40). Entretanto, tais células sao
capazes de se reparar e multiplicar em meios adequacos, nao
seletivos, e sem adigio de cloreto de s6dio, HURST (39), GRAY et
alii (30). Somente depois da fase de recuperagdo as células

poderiam ser expostas aqueles ambientes seletivos, segundo Ray &

Johnaon, citados por RAY (83).



21

Varios compostos (incluindo telurito de potéssio, em
concentragdes elevadas), usados nos meios para selecionar

Staphylococcus patogénicos, sdo inibitérios para o crescimento

de células estressadas, GRAY & et alii (21) e TIANDOLA & ORDAL

(43) .

A injuria devido a tratamentos subletais ¢é reversivel e
pode ser reparada em um ambiente favordvel em temperatura
adequada. Para a enumeragao e isolamento de bactérias
indicadoras e patogénicas de alimentos comercializados, s3do
sugeridos dois métodos designados como ''reparo-liquido" em caldo
ndo-seletivo e "reparo-sé6lido" em meio contendo agar, RAY (84).
A desvantagem do primeiro método é a possibilidade da
multiplicagdo de células normais interferir na contagem das

células reparadas, LEITAO (52).

2.4 - Producgdoc de queijos Minas e Mussarela

Segundo a técnica de OLIVEIRA (72), a matéria-prima ideal
para fabricagdo dos queijos tipo Minas e Mussarela ¢é o leite
integral, ou seja, com teor de gordura na faixa de 3 a 4%. Sob o
ponto de vista higiénico-sanitario, o 1leite para queijos
frescais deve ser submetido a pasteurizagdo. Na pratica, o
procedimento de pasteurizagdo ¢ realizado nos laticinios;
artesanalmente, porém, o leite empregado na elaboracio de

queijos & "in natura", ou seja, o leite cru, o que representa
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riscos para o consumidor. Costuma-se destinar o leite mais éacido
para a fabricagdo de Mussarela, uma vez que se considera que o
aquecimento da massa durante a filagem pode substituir a
pasteurizag¢do. Entretanto, tém sido demonstrado que a
temperatura da massa durante esta fase, geralmente nao
altrapassa 60 2C, o que nd3o ¢é suficiente para pasteuriza-la,

ainda mais que o tempo de filagem & de 15 a 20 minutos.

Na coagulagdoc do leite emprega-se a cultura ou fermento
l4tico selecionado. Em nossas indastrias, o mais comum €& o

emprego de uma cultura meséfila a base de Streptococcus lactis

2/0ou Streptococus cremoris, tanto para o queijo Minas quanto

para o Mussarela. Na auséncia do fermento latico, principalmente
quando se emprega o leite pasteurizado, o produto resultante é
insipido e torna-se muito mais facil a invasdo por fermentagdes

anormais, como por exemplo, o estufamento precoce causado por

coliformes.

O emprego de 5% de uma boa cultura em relagdc ao leite é
plenamente satisfatério para produgao do queijo Minas. J& para o
Mussarela, normalmente usa-se entre 1 e 2% de cultura, pois a
operagd@o de filagem év inteiramente dependente de uma prévia
acidificagdo de massa. Para maior seguranga, aconselha-se
adicionar a cultura no inicio da operagd3o de enchimento do
tanque, de modo gque haja um intervalo de 20 a 30 minutos antes

da adigdo do coalho, ou até que a acidez atinja o aumento de



23

19D A coagulagdo deve ocorrer na faixa de 32 a 34 9C e usando
tloreto de calcio na base de 25 g/100 1 de leite, no caso de

leirte pasteurizado.

Apbs a coagulagdc e guando o coagulo atingir a
consisténcia adequada, procede-se ao corte visando obter gréos
com 1 cm de aresta. Efetua-se uma agitagdo cuidadosa durante
aproximadamente 1 minuto e a seguir, deixa-se em repouso 3 a 5
minutos. Logo apébs, procede-se a nova agitagdo, procurando
dispersar a massa que se decanta durante o repouso. No queijo
Minas a agitagdoc lenta e o repouso va3o se alternando até atingir
© ponto, cerca de 45 a S50 minutos a contar da primeira mexedura.
O2 periodos de agitagdoc e de repousgp podem variar, resultando
numa maior dessora, o que leva a obtencdo de um queijo mais ou
menos umido. O produtor deseja, na maioria das vezes, obter
queijos com o méximo de umidade a fim de aumentar o rendimanto;
entretanto, quanto maior a umidade pior ¢ a conservagao, além do

aumento da exudagdo. A massa & colocada em formas e prensada por

16 a 18 horas.

No queijo Mussarela, o corte é realizado em cubos menores,
0,4 a 0,5 cm de aresta, a fim de se obter maior desscra. A
agitagdo deve ser continua e a principio lenta, e depois mais
rapida, procurando manter toda a massa dispersa no seio do soro.
Apos cerca de 20 minutos a contar do corte, inicia-se o

aquecimento gradativamente, nao devendo ultrapassar a
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temperatura de 40 09C. Ap6és a massa atingir a consisténcia
desejada, efetua-se a separa¢ado do soro da massa, deixando que
esta se compacte sozinha por alguns minutos. A massa em fatia ¢é
colocada sobre mesas em locais frescos (15-20 2C), permanecendo
negsas condigfes até que se desenvolva a acidez adequada para a
filagem. O ponto critico da filagem ¢ a acidez da massa, que
deve ser suficiente para levar o pH para cerca de 5,2, o que se
obtém deixando-se a mesma de um dia para o outro (cerca de 15 a
24 horas). A massa é filada em 4gua quente (cerca de 80 9C) e
atinge de 50-55 QC. A filagem costuma ser realizada manualmente,
utilizando-se pas de madeira, sendo completada com as mndos. A
moldagem ¢é realizada colocando a massa filada em formas

préprias.

A salga geralmente & feita em salmoura, contendo 18 a 20%
de sal, por aproximadamente 24-48 horas em temperatura de 10-15
9C. Tradicionalmente, o queijo Minas deve ser salgado por salga
seca, o0 que d& origem a uma crosta mais macia, tipica desses
queijos. Posteriormente, sd@o enxaguados rapidamente para retirar
o0 excesso de sal e colocados para enxugar. O teor médio de sal
para o Mussarela, situa-se em torno de 1,52 e para o queijo
Minas de 1,6%. Em geral, ambos os tipos nd@o 83oc submetidos a

cura, sendo consumidos na forma frescal.



3. MATERIAL E MATODOS

3 1 - Caracterizagdo geral do ensaio

Os experimentos foram desenvolvidogs no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Laboratério de Laticinios da Escola
Superior de Agricultura de Lavras (ESAL), em duas etapas: 1-
Inoculagd@o, fabricagdo, armazenamento e analises microbiolégicas
e quimicas de queijos Minas frescal e Mussarela. 2 - Pesquisa
microbiolégica dos queijos acima citados, comercializados em
Lavras-MG. Na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Instituto de
Tecnologia, foi realizada terceira etapa para a avaliagdo da

multiplicagd@o na técnica de recuperag¢éo celular.
3.2 Caracterizagdo dos experimentos
3.2.1 - Estudo dos produtos inoculados
Na fabricagdo dos queijos foram utilizados um total de 80

litros de leite cru, adquiridos no setor de Zootecnia da ESAL. 0

leite foi inoculado com Staphylococcus aureus FRIA-100, produtor




de enterotoxina A, originado do Food Research Institute e
gentilmente cedido pela Dra. Alba L. Solino Noleto, do Instituto
de Microbilogia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. O
indculo foi preparado previamente, numa proporgac de modo a se
obter uma concentragdo na massa da ordem de 10°© células de S.

aureus por grama de produto.

Foram elaboradas trés pecas de queijos Minas com o inéculo
contaminante, na proporg¢do de 10 céls/g, com aproximadamente 1kg

.ada. usando-se os iniciadores Streptococcus lactis e

Streptococcus cremoris em razdo de 5% e coalho em 0,0020%. A

salga seca foi realizada em 24 horas. Nas mesmas condigdes,
foram elaborados 3 queijos Mussarela, com excess&d@o da salga, que

se deu em salmoura 1% de NaCl em 48 horas.

Os gqueijos foram fabricados com leite cru, conforne
técnica tradicional para cada tipo, jA descritas anteriormente,
OLIVEIRA (72), acondicionados em bandejas e estocados enm
geladeira, numa temperatura de 79C, em condigBes semelhantes a
comercializagdo dos queijos artesanais. Os produtos foram
analisados por um periodo de 40 e 60 dias, para os queijos Minas
e Mussarela, respectivamente, sendo as analises feitas enm

intervalos irregulares (2 a 4 dias, chegando a variar de 10 a 15

dias no final dos experimentos) .



3 2.2 - Estudo dos produtos do comércio

Foram examinadas cinco marcas diferentes de queijo Minas
frescal e cinco de Mussarela, adquiridos en diferentes

supermercados e em outros estabelecimentos comerciais.

As coletas foram feitas nas mesmas condigdes em que os
queijos sdo adquiridos pelo consumidor, ou seja, embalados em
plastico e papel de embrulho. Desta forma foram transportadas ao

laboratério para se proceder éé ahélises.

Foram realizadas dez coletas em dias diferentes, para se
obter amostras de lotes distintos, sempre nos mesmos
estabelecimentos comerciais, sendo analisadas um total de 50

amostras de queijo Minas e S0 de Mussarela.
3.2.3 - Verificagd@o da multiplicagdo durante a recuperagdo
No estudo do periodo de recuperagd@o utilizou-se iogurte,

fabricado com um litro de leite longa vida, inoculado com 2% de

cultura latica (iogurte natural comercial) e com Staphylococcus

aureus FRIA-100 para se obter uma contagem da ordem de 106
cels/ml de leite. Depois de homogeneizado, separou-se em 4

frascos estéreis com tampa que foram incubados a 409C/3h.



As analises microbiolégicas, e de PH foram realizadas a
partir do inicio da incubag¢do do leite inoculado (tempo zero),
em intervalos de uma hora, perfazendo um total de quatro
amostragens De cada amostra transferia-se uma aliquota para
caldo ndo seletivo "Caso&" (na proporgdo 1:10) que foi incubada
a 37 9C/2h, sendo realizadas quatro contagens de §. aureus (em

intervalos de 30 minutos), bem como medidas a acidez e pH.
O motivo da utilizag8o do iogurte neste estudo ¢ o seu
curto tempo de elaboragdo, sendo um produto 1latico fermentado

que desenvolve consideravel teor de acidez, condigd@o desejavel

para tal estudo.
3.2.4 - Preparoc do Inéculo

A cultura estoque de Staphylococcus aureus FRIA-100, foi

mantida & 4-7 9C em "Brain heart infusion agar" (BHI) inclinado,

sendo repicadas mensalmente.

A partir da cultura estoque foi feita a repicagem para
"brain heart infusion broth" e incubado a 37 2C/24h. As células
foram centrifugadas e lavadas em solugdo salina esterilizada
0.85% por trés vezes a 15.000 g em centrifuga refrigerada a 5§
9C. Apbés a ultima lavagem desprezou-se o sobrenadante, e as
celulas foram ressuspensas em agua peptonada 0,1%. Procedendo-se

a leitura desta suspensdo em espectrofot8metro marca Bausch &



Lomb-Spectronic 20 (540 nm), pode-se obter o numero de
microrganismos contidos na mesma, através de uma curva padréao
‘Anexo 1), relacionando o numeroc de microrganismos obtidos por

~ontagem em "Triptic soy agar', elaborada préviamente.
3 3 - Andlises Quimicas e Fisico-Quimicas

A acidez titulavel foi determinada utilizando-se o método
recomendado pelas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz,
PREGNOLATO et alii (81), € o pH medido em um potencibmetro

Beckman. Estas andlises foram efetuadas somente nas amostras de

queijo e de iogurte inoculadas com Staphylococcus aureus

FRIA-100.

3.4 - Andlises Microbiolégicas

3.4.1 - Andlises efetuadas no leite

3.4.1.1 - Contagem total de Microrganismos Meséfilos

Esta determinagd@o foi realizada usando-se o meio '"Plate
Count Agar" (MERCK). A inoculag8o foil feita por incorporagdo de
1 ml das diluiges decimais de ateé 1:1000.000. Apés
homogeneizagdo e solidificagdo do agar, as placas em duplicata,

foram incubadas a 32 2C/48h, quando se procedeu as contagens das

placas que continham entre 30 e 300 coléniag.
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.4.1.2 - Enumeragdo de Coliformes Totais e Fecais

L

Os coliformes totais e fecais foram pesquisados pelo
método do Numero Mais Provavel (NMP), compreendendo as seguintes

etapas:

Teste Presuntivo

A enumeragdo de coliformes totais foi efetuada a partir
das diluigbes, das quais retirou-se aliquotas de 1 ml sendo
inoculadas série de 3 tubos com "Lauryl Sulfate Triptose Broth"
CLST (MERCK), por diluigd@o. Os tubos com CLST foram incubados a
35 9C/24-48h, sendo a presengca de gas nos tubos de Durhan

considerada como resultado positivo.

Teste Confirmativo

A confirmagdo para coliformes totais foi efetuada a partir
dos tubos positivos no teste presuntivo, que foram repicados
para tubos contendo caldo de verde brilhante lactose bile (2%)
(MERCK), sendo entdo incubados & 37 0C/24-48h. Os tubos que

apresentaram formaglBo de gés foram considerados positivos.,

Coliformes fecais

Os tubos positivos no teste presuntivo foram repicados
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para tubos contendo caldo EC (Merck), os quais foram incubados a

44,5 2C/24h. Os tubos que apresentaram formacdoc de gas foram

conasiderados positivos.

3.4.1.3 - Contagem de Staphylococcus aureus

Empregou-se o método usual, recomendado pelos orgdos de
inspegdc sanitaria, MA (11) e por ORDAL et alii (75). A amostra
do alimento foi misturada, sob condigdes assépticas, em Aagua
peptonada 0,1% estéril, na relagdo 1:10, obtendo-se a diluigdo
inicial, a partir da qual, procedeu-se as diluigdes decimais
subsequentes. No caso da amostra de queijo, utilizou-se solugéo
de citrato de s6dio 2% para a diluig@o inicial. As contagens
presuntivas de S. aureus foram obtidas por plaqueamento em
superficie de 0,1 ml (em triplicata) em placas préviamente
preparadas e secas com meio seletivo "Baird-Parker agar" (MERCK
- 5406) de composicdo: extrato de carne 5,0 g, peptona de
caseina 10 g, extrato de levedura 1,0 g, piruvato de sédio 10 g,
Glicocola 12 g, Cloreto de litio 5,0 g, agar-agar 15 g, A&gua
destilada 1000 ml, 3,0 ml de solugdo de telurito de potassio
3,5%, 50 ml de emulsdo de gema de ovo a 50%, pH 6,8. Depois de
espalhar o inéculo com uma alga de Drygalsky, as placas foram
incubadas a 37 9C/48h, quando procedeu-se as contagens das
colfénias tipicas de S. aureus (negras, brilhantes, convexas, de
1 a5 mm de dilmetro aproximadamente, com bordas brancas,

rodeadas por um halo claro transparente de 2 a S mm).
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3.4.2 - Analises efetuadas nas amostras inoculadas e

nas adquiridas no comércio

3.4.2.1 - Contagem de Staphylococcus aureus

3.4.2.1.1 - Método Usual

0 procedimento foi o mesmo utilizado para os queijoa
controle, descritos acima, tendo sido utilizado para a
homogeneizagao das amostras, copo esterilizado de
liqiidificador, de aluminio, e como diluente inicial uma solugao

de citrato de sé6dioc a 2%.

No caso dos queijos comerciais, a contagem foi presuntiva,
de cada placa foram selecionadas 3-5 colfnias tipicas e atipicas

= feita colorag@o de gram para verificag@o da presenca de cocos

gram positivos.
3.4.2.1.2 - Reparo celular em meio liquido

As amostras foram preparadas pela mistura de 25 g, de
queijo com 225 ml de caldo ndo seletivo Casoy (MERCK-5459), com
a seguinte composigdo: peptona de caseina 17 g, peptona de
farinha de soja 3,0 g, D(+) glicose 2,5 g, cloreto de sédio 5,0
g di-potéssio-hidrogenofosfato 2,5 g, 4gua destilada 1000 ml, pH

7,3. Para o reparo, incubou-se a 37 2C/2h, sendo que, logo em
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seguida, preparou-se as diluig¢des para o plaqueamento em meio
seletivo (agar Baird- Parker), conforme recomendag@io de ORDAL et

alii (75), RAY & ADAMS (85).

O percentual de células n@o detectadas, no caso dos
queijos inoculados, foili calculado através da equagdo matematica
descrita por RAY (82), (1-S/NS)x100%, em que S= contagem no meio

seletivo e NS= contagem no meio nao seletivo.

3.5 - AnAdlises Estatisticas

As andlises estatisticas das médias das contagens
microbianas (trés repetigdes), apés transformagdo em raiz
quadrada, foram feitas utilizando-se a anAdlise de varilncia e
através do teste F de Fisher-Snedecor, considerando um
delineamento em blocos casualizados para o experimento com
gueijos comercializados, e um delineamento em blocos

inteiramente casualizados para o experimento com queijos

inoculados.

As fontes de variagdes com probabilidade igual ou inferior

a 5% pelo teste F foram comparadas posteriormente pelo teste de

Tukey, PIMENTEL (79).



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

C leite utilizado para fabricagdc dos gqueijos apresentou
nivels microbiologicos que indicam, como era de se esperar, a
neceesidade de uma prévia pasteuriza¢§5} conforme =& pode
observar pela Tabela 1. As contagens de coliformes totais e
fecais foram elevadas, indicando a possibilidade de presenca de
cutros patogenos entéricos. No caso de leite empregado para
produgdo da Mussarela, a elevada contagem de S.aureus mostra que
a materia-prima pode ser uma importante fonte de contaminagdo

desza bactéria.

A Figura 1 expressa o comportamento das contagens de

|t

aursus realizadas pelas duas técnicas (com e sem recuperacdao de

celulas), bem como asCﬁariagEes de acidez e do pH > durante o

periodo de armazenagem a 79C do gqueijo Minas inoculado.
Percebe-se claramente que had um aumento gradual da acidez
durante o periodo de estocagem, variando de 0,078 % de acido
latico no primeiro dia a 0,909% de &cido latico no quadragésimo
dia. Paralelamente, e de forma discreta, h& uma queda no pH do

produto (de 6,6 a 5,1). Quadro bastante semelhante ocorreu
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curante o periodo correspondente a estocagem e comercializagdo
dc queijo tipo Mussarela (Figura 2), em que se percebe uma queda
nc pH  acentuada na primeira semana (de 6,6 para 5,7) e
posteriormente 1lenta (de 5,7 para 5,3) até o final do
experimento (60 dias). Entretanto, o aumento da acidez foi
praticamente constante, ou seja, sem picos, durante todo o
periodo, variando de 0,099 para 1,265% de Acido latico. A tabela

6 complementa as figuras 1 e 2, com os resultados de acidez e

pH

O fato de utilizar no presente estudo um iniciador ativo a

base de Streptococcusg lactis e Streptococcus cremoris, associado

a flora latica normal do leite cru, influiu de certa forma no
comportamento das contagens de S. aureus. Pelos resultados
vistos, verifica-se que foi satisfatéria a acidez desenvolvida

no produto elaborado no experimento.

SANTOS & GEONIGEORGIS (94), constataram que o© uso de
iniciador, tipo de in6culo e tempo de maturagdo, afetam
significativamente o pH final do queijo Minas (5,22 com
iniciador versus 5,45 sem iniciador, em 28 dias). O uso do
iniciador, segundo os | autores, & importante para as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do queijo
Minas, pois fermentan a lactose do leite, provocando a queda do
PH para cerca de 5,9 nas primeiras 18 horas do processamento e

para 5,1-5,2 durante a mafuragéo, contribuindo para o



Tabela 1.

Leite
contam.

Massa
contam.

Soro

Massa
filada
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Anadlises microbiolégicas do leite cru, leite conta-
minado, massa contaminada, soro, massa filada conta-
minada, utilizados na fabricag@o dos queijos Minas e
Mussarela®*

tipo S. aureusg Coliformes E. coli M2gséfilos
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
4 4 4
Minas zero 1.1 x 10 1,1 x 10 4,9 x 10
3 s 4 6
Mussarela 3,3 x 10 1,1 x 10 2,5 x 10 4,4 x 10
7
Minas 7,7 X 10 ND ND ND
6
Mussarela 2,2 x 10 ND ND ND
6
Minas 5,0 x 10 ND ND ND
7
Mussarela 3,4 x 10 ND ND ND
4
Minas 3,4 x 10 ND ND ND
S
Mussarela 3,6 X 10 ND ND ND
: 6
Mussarela 3,6 x 10 ND ND ND

U SR MR LS G e s e e W e - - S D G S i s = S - A M b - G Sm e e . -

ND - nao determinado

* - O tempo de realizagd@o das andlises foi imediatamente apoés
cada etapa do processo.
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desenvolvimento do "flavor" caracteristico do queijo.

Concomitantemente, confirmam que Staphylococcus s@o geralmente

pobres competidores microbianos, sendo (o] nimero deste
microrganismo significativamente mais baixo em queijo Minas
feito com iniciador do que sem ele. Outrossim, DELAZARI et alii
(20). verificaram durante o armazenamento de queijo Minas, um
significativo aumento da populagdo de bactérias laticas,
resultando em uma queda acentuada do pH (de 6,6 para 5,4 a 4 0C
e de 6,6 para 4,9 a 15 2C), no final de oito dias de estocagenm.
Verificaram também que, nos experimentos em que houve um
pronunciado desenvolvimento de bactérias laticas, a acidez final
oscilou de 0,950 a 1,426%, e nos que houve um desenvolvimento
discreto destas bactérias, a acidez final ficou na faixa de
0,594 a 0,63%. No presente trabalho, a acidez desenvolvida no
gqueijo Minas no periocdo de nove dias (cerca de 0,52%), pode ser
considerada baixa em relagdo as verificadas por DELAZARI et alii
(20), entretanto, deve-se levar em consideragao que a
temperatura empregada por aqueles pesquisadores (15 9C) foi bem

superior a utilizada neste trabalho (72C), o que pode explicar o

fato.

Ao estudar a inativac¢do de S. aureus (108 céls/ml) em um
meio artificial contendo 4&cido 1latico, MINOR & MARTH (60)
observaram um declinio da populagdo de 10.000 vezes apés 24
horas de incubagd@o a 379C, quando o pH do meio era de 4,3. A

inativaga@o inicial de S. aureus cultivado em produtos 1laticos



ndo foi, todavia, tdo grande como a observada em meio

artificial. A sobrevivéncia de Staphylococcus em um meio

artificial aparentou ser exclusivamente uma fungao da
concentragdo hidrogenidnica, enquanto que nos produtos lacteos,
segundo os autores, parecia estar relacionado com outros fatores
presentes, além do pH. & conhecido que as bactérias 1léaticas
podem inibir o S. aureus em queijos pelo efeito da diminuigdo do
potencial redox, em combinagdc com o &cido latico, pH.e produgao
de ocutras substdncias inibidoras, STADHOUDERS et alii (99).
Assim, redugbes de 5,8 vezes nas contagens de S. aureus apébs 60
dias de maturagdo foram obtidas pela inoculagdo do leite com 1%

de cultura de S. Lactis em quijo "Manchego', GAYA et alii (25).

O pH do produto em quest3o pode ndo ser um fator limitante

para Staphylococcus, visto que alimentos com PH na faixa de 5,1
a 9.0, contendo S. aureus, podem ser considerados como capazes
de causar intoxicagdo, SCHEUSNER et alii (96). Com efeito ALCALA
2t alii (2), obtiveram dados sobre o contetudo de umidade,
atividade de agua e pH de quatro tipos de queijos espanhéis,
sendo os valores encontrados nao inibitérios, por si s6, da
multiplicagdo de microrganismos produtores de intoxicacg®es
alimentares bem como da produgdo de toxinas. J4 em pH entre 4,0
e 4,5, EL-BANNA & HURST (21) verificaram que a 379C, células de
S. aureus, em presenca de &acido latico, morreram um pouco nmais
rapido que a 469C. A 379C as células ndo puderam ser isoladas

depois de 2 dias a pH 4, mas foram detectaveis depois de 7 dias



Figura 1 - Comportamento da populacao de §.
agngn%:(cepa FRIA-1088) en queijo Minas inoculado,
avaliado pela metodoleoyia tradicional e pela
metodologia de recuperacao de celulas
estressadas; do pH e da acidez durante a

estocagem a 7 +- 20C
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TABELA 6 - Acidez tituldvel (X de dcido 1dtico) e pH detectados em queijos
Minas e Mussarela, inoculados com §, aureus FRIA-100, durante o
per {odo de comercianlizacf8o e estocagem a 7 £ 2°C.

Minas Mussarela

Estocagem Acidez PH Estocagem Acidez PH

(dias) (2 dc. 14t.) (dlas) (X dc. 1dt.)
1 0,078 6,6 i 0,099 6,6
2 0,148 6,5 3 e,277 6,5
S 9,435 6,3 S 0,490 6,3
9 0,520 3,95 7 0,388 S,7
11 0,368 35,9 10 0,311 3,6
13 0,686 5.5 i4 0,633 5.7
195 9,784 5.4 18 0,882 3,5
17 0,784 S.4 21 0,931 3.6
20 0,833 S5.3 24 0,980 3.6
30 0,931 3.2 28 1,078 5.5
40 9,909 3.1 32 1,029 5.6
34 1,198 S,6
38 1,274 5.6
45 1,278 5.4
60 1,265 5.3

134
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a pH 4.5 J& a um pH S, ambos tipos de células cresceram. Os
autores ressaltaram que esses resultados ja eram esperados,
visto que a atividade antimicrobiana dos 4cidos orgénicos é
devido principalmente A moléculas ndo dissociados . BAIRD-PARKER
(5) tabulou a proporgdo do total de Acidos ndo dissociados a
diferentes valores de pH. Reportou que 35% do total de acido
acético ocorre em forma ndo dissociada a PH S, enquanto 85%
ocorre a pH 4. Similarmente, 6 e 39% do total de acido 1latico
apresentou-se na forma nao dissociada a pH 5 e 4,
respectivamente. Portanto, pPequenos decréscimos de pH podem
significar grandes aumentos na proporgdo de moléculas né&o

dissociadas.

No presente estudo, a temperatura de estocagem, tanto do
queijo Minas como do Mussarela, foi de 79C, faixa geralmente
empregada na comercializagdo em geladeiras ou camaras
frigorificas. Verificou-se, nesta temperatura, um aumento

acentuado nas contagens de S. aureus, especialmente apés ao

segundo ou terceiro dia, indicando adaptagd@o ao ambiente, Tabela
2 e 3. DELAZARI et alii (20), também observaram um maior
desenvolvimento de S. aureus nos primeiros dias apés ao

processamento do gqueijo tipo Minas.

Nas Tabelas 2 e 3 pode-se observar também, as oscilagdes

das cargas de S. aureus avaliadas pelas duas técnicas de

contagem (com e sem recuperagdo de células). Analisando de uma
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forma geral, verifica-se que as contagens, no queijo tipo Minas
1Tabela 2), pelo método usual aumentaram qgquase 2 ciclos
logaritmicos nos primeiros S5 dias, passando posteriormente a
cair de modo gradativo. Com relaga@c ao gueijo Mussarela (Tabela
3 ), o quadro ja foi diferente. Até os 18 dias, houve um aumento
muito acentuado das contagens de S. aureus (cerca de 3 ciclos
logaritmicos), apesar de ter havido uma queda pronunciada do pH
(de 6,5 para 5,5) e um aumento razoavel de acidez (de 0,099%
para 0,882%). O declinio do numero de células, entretanto, sé
comegou, e rapidamente, apés este periodo. No queijo Minas,

observou-se que este fato ocorreu de forma mais gradual.

O desenvolvimento de §S. aureus durante a produgdo e
estocagem de diversos tipos de queijos foram estudados. Durante
a manufatura do qQueijo Cheddar, TATINI et alii (103) verificaram
aumentos de 6-12 vezes no numero de S. aureus, sendo o
crescimento mais rapido nos estdgios iniciais, e mais 1lento
durante a prensagem; aumentos estes, atribuidos & multiplicagédo
celular. Verificaram também uma relagdoc direta entre as
contagens do leite e do queijo resultante. J& em queijo Minas,
SILVA et alii (97), demonstraram que na temperatura recomendada
para refrigeragdo (o-4 2C), a populagdo de S. aureus se manteve
praticamente inalterada durante todo o periodo de estocagem (14
dias). Verificaram também que, apesar do desenvolvimento das
bactérias laticas ndo ter sido significativo, o que pode ser

observado pela discreta queda de pH, estas devem ter limitado a



TABELA 2 — Ndimero de S. aureus FRIA-100 detectados em queijo Minas

inocula-

do 3, nas metodologias tradicional e de recuperacio de células
estressadas, estocados a 7 t 2°C.

Contagen b

Contagem b

% de célg_c Contraste

Amostras Tempo pela m. trad. pela m. recup. las nSo de médias

(dias) (UFC/g) (UFC/g) detectadas (Tukey 5%)
1 1 1,5%109 7.,2x106 97,9 ™
2 2 3,8x109 2,8x10% 86.4 s
3 5 4,4%x10% 1,1x107 60,0 s
4 9 1,7%x109 1,9%x106 91,1 a
5 11 7,0x10° 9,3x10% 92,5 s
3 13 3,8x104 1,2x106 96,8 s
7 15 1,3x109 2,9%10% 99,6 s
8 17 1,7x104 1,8x10% 99,1 s
9 20 1,4%103 1,4x10% 99,9 s
i0 30 4,8x103 4,5%109 98,9 ns
11 40 2,9%x103 1,1x109 97.4 ns

a - Iindculo de 2.0x106 células/ml de leite
b - média aritmética da contagem em 3 placas
c - percentagem de células nio detectadas (1 — S/NS)x100% em que S = conta-

gem no meio seletivo e NS = caontagem no meio nio seletivo.

s — significativo
ns — n3o significativo

(44



TABELA 3 — Nimero de g, aureus FRIA-100 detectados em quel jo Mussarela Iino—
culado 2, nas metodologias tradicional e de recuperagfo de célu-
las estressadas, estocados a 7 t 2°C.

Contagem b Contagen b Z de célg_c Contraste

Amostras Tempo rela m. trad. Pela m. recup. 1as nffo de médias
(dias) (UFC/9) (UFC/g) detectadas (Tukey 5%X)

1 1 2,8%109 1,1%106 74,5 ns
2 3 4,3x10%9 5,3x106 91,9 ns
3 5 4,0%106 1,6x108 97.5 s
4 7 3,8x107 1,6x108 76,3 s
5 10 1,7x107 1,9x108 91,1 s
6 14 2,9x107 4,3x108 93,3 s
7 18 7.7x1067 6,7%108 88,5 s
e 21 4,1x106 1,6x107 74,4 s
9 24 6,5%106 5,4x107 as,o s
10 28 4,4%109 2,5%x106 92,8 ns
14 32 1,5x104 5,5%x109 97,3 ns
12 34 2,0x104 3,6%10° 94,4 ns
13 as 4,0%10% 5,0x106 99,2 s
14 A5 2,1x104 6,2%109 95,8 ns
15 60 6,4x103 2,6x104 75,4 ns

a - Indculo de 2,2x10% células/ml de leite

b - média aritmética da contagem em 3 placas

c - percentagem de células nSo detectadas (1 - S/NS)x100XZ em que S = conta-—

gem no melo seletivo e NS = contagem no meio nSo seletivo.
s - significativeo
ng — nlo significativo

Sv
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multiplicagdo dos estafilococos. Ja& en temperatura imprépria
para conservagdo (152C), a proliferag@o das bactérias laticas
foi ligeiramente maior, resultando em queda do pH nos sete
primeiros dias de estocagem. No décimo quarto dia, quando a
pequena redugdo desta populagi@o foi acompanhada de um aumento no
PH., observaram um aumento na populagao de S. aureus. Outro
trabalho que demonstra a multiplicagdo, mas em queijo Cheddar, &
© de IBRAHIM (45), o qual verificou que a estocagem destes
queijos salgados a 119C, representava um potencial de risco
devido aos significativos aumentos nas contagens de S. aureus e
da concentragdo de enterotoxinas. Quando queijos ndo salgados
foram estocados a mesma temperatura, a contagem de S. aureus
diminuiu e n&o houve mudangas na concentracgdo de enterotoxinas;
todavia, sérias alteragdes no "flavor" ocorreram apés duas
aemanas. A 49C as contagens de S. aureus decresceram em maior
proporgado nos queijos n&o salgados do que nos salgados,e em
ambas condi¢des nao houve mudanga na concentragao de

enterotoxina.

Com relagdo a salga, SANTOS & GEONIGEORGIS (94) também
comentam que o NaCl wutilizado no processo de fabricagdo de
queijos pode ter efeito sobre a microflora latica e,
consequentemente, sobre a microflora patogénica. Citam como
fator inibitério para a cultura latica comercial usada para
queijo Minas, a salga, a qual provoca grande redugdo do numero

destes microrganismos. Desta forma, ha diminuigdo da competicgaoc
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microbiana, @ S. aureus se multiplica a niveis perigosos durante
O periodo de maturagdo. Esses mesmos autores verificaram que o
leite para fabricagdo de queijos, quando foi inoculado con S.
aureus FRIA-100 a nivel de (10510)4,23/m1 ou mais alto, houve
multiplicagdo do patégeno. Das 47 amostras de queijo por eles
analisadas., 27 (57%) apresentaram contagens de S. aureus acima
de (10310)7 céls/g, guando nd3o se empregou iniciador. Em queijos
elaborados com iniciador, somente 7 (15%) de 46 amostras

apresentaram contagens superiores a (log16)7 céls/g.

Uma grande contribui¢do para o entendimento do problema
foi dada por ZEHREN & ZEHREN (111). Através do exame da
fabricagdo de 2378 partidas de queijos Cheddar, demonstraram que
em 59 delas houve formagdo de enterotoxina estafilocécica A, em
decorréncia do desenvolvimento anormal de acidez. Assim,
observaram valores que se situaram entre 0,16 a 0,35% em 656
amostras e menos que 0,20% em 26 amostras. Em queijos produzidos
sem adigdo de cultura latica, o numero de S. aureus aumentou de
120 vezes nas primeiras horas. Outro fator que possivelmente
predisPos © queijo Cheddar a formagdo de enterotoxinas foi o
teor ae sal, ligeiramente mais alto (2,3%) que o recomendado
(1,7%) . Concluem também que o pH dos queijos nd3o é realmente tdo
bom indicador do possivel desenvolvimento de enterotoxina
estafilocébcica quanto a acidez titulavel, durante a fabricacgdo
dos queijos. Este fato pode ser também observado no trabalho de

OTERO et alii (76), que utilizando caldo APT, verificaram que em
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baixo pH 4,81, as bactérias laticas tinham apenas um ligeiro

efeito inibitério sobre a populagdo de S. aureus e somente

durante o8 Ultimos estédgios de crescimento. Isto, possivelmente
ocorreu devido as diferengas entre o poder tampao do caldo
empregado e das massas de queijos. Isto fica claro na Tabéla 6,
especialmente no caso do queijo Mussarela, onde se observa que
do nono ao trigésimo oitavo dia o pH praticamente nao variou e,
no entanto, a acidez subiu de 0,59 para 1,27%. O poder
tamponante da proteina de queijo nd3c permite, portanto, uma boa
avaliagao do desenvolvimento da acidez, através do pH. NAGUIB et
alii (67) também admitem o efeito inibitério do iniciador sobre
o crescimento de &£. aureus, durante a manufatura do queijo Ras.
0 desenvolvimento da acidez média, observada depois da
prensagem, de 1,66%, foi possivelmente, a principal razdo para a

diminuigd8o nas contagens de S. auresus.

Assim, de um modo geral, os resultados obtidos mostram um
quadro semelhante ao relatado pela literatura, ou seja, nos dois
tipos de queijo ocorre um aumento no numero de estafilococos
apos o preparo, mais especificamente até a primeira semana, no
queijo Minas, e afé cerca de duas semanas e meia no Mussarela.
Posteriormente, em decorréncia do aumento de acidez, ou de outro
fator associado, provocado pela microflora latica como escaseez
de nutrientes, o numero de S. aureus cai de uma forma réapida e
continua no queijo Mussarela e lentamente no Minas. Um fato que

deve ser ressaltado é que, neste Ultimo tipo de queijo, o
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decréscimo de S. aureus ocorre mais precocemente (5 dias) que no
Mussarela (18 dias); isto, apesar do queijo Minas ter neste
periodo, uma acidez de 0,43%, e o outro até uma acidez de 0,88%.
Fica claro aqui também, que n3o ¢ somente a acidez o fator que

provoca o decréscimo da populagdo de S. aureus.

As contagens presuntivas de $. aureus gram positivos do
queijo Minas e Mussarela do comércio de Lavras, as Tabelas 4 e 5
mostram que a contaminagd8o por esta bactéria ¢ frequente, e que
os niveis de contagem s3o elevados nos produtos colocados a
venda. Embora nd@o se tenha verificado a producdo de coagulase e,
mais especificamente, a capacidade de produzir toxinas das cepas
desenvolvidas em meio Baird-Parker,'preBume—se que ha um grande
risco em potencial destes produtos para causar surtos de
intoxicagado estafilocécica. Para o queijo Minas, por exemplo,
contagens superiores a 10é UFC/g foram verificadas em 8% das
amostras, na faixa de 10S e 106 UFC/g em 16%, e entre 103—105 em
76%, isto pela metodologia usual. J& no queijo Mussarela, o
quadro ndo €& muito diferente; 10% das amostras apresentaram
contagens superiores a 106 UFC/g, 12% entre 10°-10° UFC/g, e 78%
na faixa de 103-105 UFC/g, através da metodologia wusual. Em
contraste, a legislagdo, BRASIL (13), permite no maximo 103

células de S. aureus por grama de queijo frescal.
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e de recuperagfo de células estressadas, no examse de queijos Ninas
adquiridos no comércio de Lavras — MG.

MNarcas
Repet igSes Métodos ©
A B c D E
UFC/g UFC/9 UFC/9 UFC/g UFC/g
1 1 9,4xi03 1,0x103 5,8x104 7.,8x105  4,9%103
11 9,1x104 1,0x104 9,4%x105 3,4x106  2,9x104
2 ¢ 1,6%x105 8,5x103 8,1x103 9,0%103  3,5x105
11 1,0x106 1,4%x104 5,9x104 9,3%10%  6,0x106
3 1 <i,0xi03 4,0x103 9,5%103 1,9%40°  1,2x10°
11 C<i,0%x104 5,8x104 2,0x104 2,4x106 1.0xi106
4 1 7.,9%i03 9,0x103 1,0%x103 9.5%103 ~ 6,2xt04
11 9,6x104 8,6x104 1,0x104 1,2%10%  6,6%x105
5 1 8,0x103 3,5%109 8,5x103 9,0x10°  &,9xi04
b § 4 9,7x104 1,6x107 9,5x104 1,8%x104 7,.8x100
6 1 9,5%x103  9,5x10%  9,5x103  1,4x106 {,2x106
11 1,2xi104 7,9%10° 1,4xiof 1,8x107 1,5xie’
7 1 8,0x103 8,5x103 1,0x103 7,0%103 8,5x103
11 8,5x104 9.5x104 1,0x104 8,0x104 5. axie4
8 1 1,0x103 1,5x106 1,0x103 8,6x103  4,5x105
11 1,0x104 1,3x107 1,0xi04 4,0¢104% 7,1x106
9 1 1,0%x103 3,0xi04 1,0%x103 1,9%104  3,1x10%
b 4 1,0x104 4,3%x109 1,0x104 3,8x105 7,6x106
10 9.5%463  8,0x103  9,5x103 1,0x103  1,5x106
b8 ¢ 8,0xi104 9,5xi04 2,8x104 1.0x104  4,8x107

a - média aritmdtica de 3 leituras em placas.

b - colédnias negras, brilhantes, convexas, de {1 a 5 mm de didmetro aproxi-
sadasente, com bordas brancas, rodeadas por um halo claro transparente

de 2 a S5 mm.
c - 1 & método tradicional

II1: método de recuperacSo de células estressadas.

~

\_\

-
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TABELA 5 ~ Nimero de coldnias @ caracter (sticas b de S. aureus desenvolvidas
em meio agar Baird-Parker, utilizando-se metodologia tradicional
e de recuperagio de células estressadas, no exame de Qqueijos
Mussarela adquiridos no comércio de Lavras - MG.

Marcas
Repet icbes Métodos ©
A B c (1) E
UFC/g UFC/g UFC/g UFC/sg UFC/g
1 1 1,1%x40% 8,5x103 °  2,4x10% 1,0%103 3,9xie4
IX T 2,4%106 1,8x104 8,8x106 1,0x104 5,2x105
2 X 9,0x103 3,4x109 1,9%x104 5,8x103  1,0x103
II i,2x104 5,9%x105 3,8x10° 7.8x1049  1,0x104
3 b ¢ 1,0x103 i,0x104 ?,5xi0d 9,0%103 9,5x103
11 1,0x104 i,0x104 1,6x106 3,8x104  6,2xi04
4 I 3,7x10% 3,8x103 1,0x103 4,1x50%  1,0x163
11 5,6%x109 7.,2x104 1,0x104 7,6x10°  1,0xi0%
5 1 8,7%105 1,0x103 9,5%103 1,ix106  7,6x104
II 9,8x10% 1,0x104 9,5%104 2,ix407 8,4x105
6 1 1,2x106 §,0x103 6,7%109 £.,4x106 8,0x103
II 1,8x107 1,0x104 9,0x106 1,9%1067 8,0xi104d
7 I 8,5xi03 8,0x103 2,0%x106 1,3%105 9,5xi103
I 9,0xi09 9,5%104 1,3%107 - 1,0x106 9,0x104
8 1 1,0x106 1,0x103  8,8xi03 2,6x104 9,5x103
IX i,4%107 1,0x104 7.0xi104 7,0%50°9 9,0xi04
9 1 4,2x105 3,2x103 1,0x103 1,9x103 g,ixi03
II 2,4x106 8,8x104 1,0x104 5,2x104 8,8x104
10 I 2,9x104 1,0x103 7,9x103 9,3x104  5,2x104
IX 9,0%109 1,0x104 3,0x104 6,6x10%  7,4x16%

média aritmética de 3 leituras em placas.
colénias negras, brilhantes, convexas, de { a S um de didmetro aproxi-

madamente, com bordas brancas, rodeadas por um halo claro transparente
de 2 a S anm.

€ - I t método tradicional _ .
IX: método de recuperacSio de células estressadas.

oo
)
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Certamente, a causa para estas contagens elevadas ¢é o
processo de fabricagdo utilizado, que ndoc emprega pasteurizagdo.
Esta & uma pratica extremamente desaconselhada e n3o permitida
pela nossa legislagdo para estes tipos de queijos. Entretanto,
toda a fabricagdo caseira, que tem uma grande participagdo nos
queljos comercializados em Lavras, emprega esta tecnologia.
Pesquisas j& revelaram uma ocorréncia de S. aureus em leite cru
no estado de MG, de cerca de 46,9%, com contagem média de
\logla 4.69 UFC/ml, SANTOS et alii (95). ARAUJO (4) verificou
incidéncia de $. aureus de 50%, com contagens entre 30 a

110.000/ml de leite cru, en Pirassununga-SP. Constata tambénm

que, tanto bovinos gquanto o homem, tiveram participacgao
importante para a contaminagdo por S. aureus, nas amostras
analisadas.

Uma das causas das elevadas contagens de $. aureus em
leite cru é a alta incidé@ncia de mastite estafilocébcica clinica
e subclinica em vacas leiteiras (4,24,100,68 e 100). Por outro

lado, os Staphylococcus podem ser provenientes de manipuladores,

de fontes como a boca, nariz, maos ou lesSes na pele, BRYAN (14)
2 THATCHER (104). Queijos fabricados com leite cru com elevada
carga microbiana podem, comprovadamente, representar um risco de

intoxicagdo alimentar por Staphylococcus. A m& qualidade do

leite, somada a possiveis contaminagSes por equipamentos e
manipuladores durante a fabricag8o dos queijos, podem tornar

ainda mais grave o problema.
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Grande numero de trabalhos registram o potencial de

queijos para veicular patégenos, especialmente Staphylococcus

(14,36,54,104, e 111). £ necessario, em vista dos resultados,
uma providéncia por parte das autoridades sanitérias, no sentido
de orientar a estes pequenos produtores sobre o perigo de
fabricar-se queijo com leite cru, ja que intoxicagao
estafilocobcica € apenas um dos riscos, pois ha muitos outros e
mais perigosos., tais como brucelose, salmonelose e listeriose.
Assim, através dos meios de comunicagdo, deve-se conscientizar e
informar de como fazer a pasteurizagdo de forma caseira. O
congsumidor deve também ser alertado sobre o risco que estéa
correndo ao consumir produtos com esta qualidade microbiolégica.
Se ambos trabalhos forem feitos, pelo menos a longo prazo,
pode-se mudar o guadro atual, que é muito grave e nao deve
permanecer simplesmente como um problema sem solug¢do. A
significativa diferenga que houve nas contagens das diferentes
marcas (Tabela 4 e S5) mostra que h& possibilidade de, mesmo nas
condigSes atuais, obter-se queijos com melhor qualidade
microbiolégica. Uma outra indicacdo destes resultados & que se

deve estudar, em maior profundidade, a populagdo de S. aureus

presentes nestes produtos , j4 que constitue um potencial para

produzir intoxicagdo.

O quadro obtido no comércioc de um modo geral, apoia o
comportamento de §S. aureus observado nos experimentos de

estocagem. Viu-se que o leite pode apresentar uma carga j&
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elevada de $. aureus (Tabela 1); que ocorre inicialmente uma

multiplicag8oc (de até 2 ciclos log) e posteriormente redugdo, de

no maximo 1,5-2,0 ciclos do numero de S. aureus do queijo

recém-produzido, no periodoc correspondente a comercializagédo.
Assim, teoricamente, partindo-se de um leite com 1000 S,
aureus/ml, ter-se-a4 uma massa com cerca de 10.000/g, com a
concentragdo de cerca de 10 vezes que pode ocorrer, TATINI et
alii (103); este numero podera chegar a 1000.000/ml e
posteriormente ser reduzido até 100/g, isto j& no final do
periodo de comercializagdo. Com efeito, a maioria das contagens
observadas estavam entre 10.000 e 1000.000/g (76% das amostras

de queijo Minas e 78% das de queijo Mussarela).

Com relagd@o ao aspecto de desenvolvimento de injuria &cida
durante o pericdo de estocagem e comercializag@o dos queijos
Minas e Mussarela, trabalhos, TATINI et " alii (103) ZAYAITZ &
LEDFORD (110), demonstram que a acidez, dependendo do tipo de

acido e da concentragdo, promove o estressamento de células

microbianas, inclusive de $. aureus.

Pelos resultados observados através das Figuras 1 e 2 e
pelas andlises estatisticas (Anexos 2 e 3), pode-se notar que
houve uma diferenga bastante significativa entre as contagens
tradicionais em meio Baird-Parker agar e as contagens feitas
apos recuperagdo de célula em meio caldo "Casoy", por duas

horas, antes do plaqueamento em Baird-Parker agar, metodologia
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esta recomendada por ORDAL et alii (75). Estes resultados levam
a crer que had formagdo de um elevado percentual de ceélulas
injuriadas durante o periodo correspondente & comercializagado

dos queijos Minas & Mussarela.

De um modo geral, 6timas condigdes para reparo das células

parecen ocorrer entre pH 6 a 8, e temperatura de 20 a 40 °C em 1

& 2 horas. O tempo para este processo, ao gque tudo indica, estéa
relacionado com o tipo de tratamento subletal; assim, células
congeladas se recuperam com 60 minutos, enquanto células

submetidas ao calor e congeladas necessitam de um tempo de 3
horas (29.64,86). Além disso, as células injuriadas diferem nos
locais e no grau de lesdo, podendo, portanto, apresentar
diferentes requerimentos de tempo e temperatura para o reparo.
Um outro grande problema & que, quando se utiliza (como foi o
casc) meio liquido para recuperagd@o de célulasg, asg nao
injuriadas, sob as 6timas condigdes oferecidas, podem se
multiplicar e aumentar as contagens. As condigbes de reparo,
entdo, devem s=r tais Qque o8 aumentos nas contagens no
procedimento de enumeragdo seletiva seja somente decorrente do

reparo & nao também da multiplicag¢do celular.

E fato constatado que as células injuriadas t&m uma fase
lag mais longa, quando comparada com as n3o injuriadas. Assim, a
recuperagdo de células estressadas em meio liquido ¢ traduzida

pelc rapido aumento do numero de células (ocorre um pico na
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contagem) durante a recuperagdo,havendo a manutengdo desta
contagem até o final do periodo. J& no caso de multiplicagdo de
células ndc estressadas, verifica-se um aumento gradual no
numero de células durante o periodo de recuperagdo. Em todos os
estudos sobre recuperagdo de células estressadas subletalmente
em meios de restauragdo liguidos, & recomendado verificar-se ateé
que ponto a multiplicagdo de células ndo injuriadas ou células
gque tenham sido reparadas rapidamente, influenciam no aumento da
contagem. Quando se utiliza reparo em meio 86lido, como foi o
caso do estudo de ZAYAITZ & LEADFORD (110), a situagd@o e
diferente, pois n@8oc had o risco descrito. Os pesquisadores
verificaram que uma diferenca de 25% entre contagens em meio ndo
seletivo (Tripticase Soy agar) e seletivo (Tripticase Soy agar
com 7% de NaCl), evidenciava injuria &acida em células de S.

aureus.

S&c poucos os estudos com injurias acidas; portanto, para
melhor compreengdoc e interpretagao dos resultados, foi
desenvolvido um experimento no qual inoculou-se células de S.
aureus =m leite contendo iniciador para iogurte, e
acompanhou-se, durante 3 horas (uma amostragem por hora a partir
do tempo zero), as contagens pelos dois métodos. No método de
recuperagao, a cada 30 minutos do periodo de reparo, avaliou-se
a populagdo de S. aureus, visando determinar o tempo de geragao
aproximado deste microrganismc, gquando n&oc submetido ainda a

condigc8o de "stress", e na presenga de microflora latica. Isto,



Contagens de 8. aureus FRIA-100 (UFC/ml) e determinag8es de pH e

TABELA 7 - 8
acidez (Z de icido 1dtico) no meio de recuperagdo de §S. aureus
(caldo “CAS0Y”), utilizado para contagem com reparo de células
estressadas, durante a produgfio de logurte.
Tempo de Tempo de recuperagfio (min) Tempo Ne
fabrica- Andlises de ge- de
¢80 do- o 30 60 90 120 racgdes gera
iogurte (h) (min) cdes
o PH 7,2 7,2 7.4 7,1 7.4 204 9,6
Acidez 9,08 0,08 0,09 9,09 0,10
Contagem 3,6%x105 5,1x105 5,2x105 35,3x105 5,5x109
1 PH 7,2 7,2 7,2 7,1 7,0 36 3,3
Acidez 0,09 0,09 0,09 Q0,10 0,12
Contagem 3,3x105 4,0%105 5,7x10% 1,2x106 3,3x106
2 pH 7,4 7.4 7,0 6,7 6,9 29 4,2
Acidez 0,10 9,10 0,11 0,14 0,17
Contagem 4,7x105 7,9x105 1,ix104 2,2x106 8,6x106
3 PH 6,9 6,9 6,08 6,6 6,0 43 2,8
Acidez 0,14 0,14 0,15 0,19 9,24
Contagem 3,9x18% 4,7x109 5,8x195 9,3x105 2,7x106

LS
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para ter-se idéia sobre até que ponto o S. aureus poderia se

desenvolver nas condigfSes de reparo empregadas, que foi de 37
9C/2h em caldo "Casoy", na proporgdo de 1:10. Os resultados

encontram-se na Tabela 7, e demonstram que

a - A multiplicagdo de células normais ocorre durante o
periodo de recuperagdo, podendo chegar a haver cerca de &
Beragdées no periodo de 2 horas utilizado. Isto pode ser

observado pelo aumento gradual das contagens neste periodo.

b - Como ndo havia ainda condigdes de "stress" para as
células (baixa acidez e pH elevado), este aumento de contagens
foi decorrente somente da multiplicagdo de S. aureus.

= - Diferengas entre contagens com e sem reparo celular de
ate 1,2 - 1,3 log, ndo sd3o confidveis como sendo recuperagdo de

célula, pois podem ser decorrentes da multiplicag@o de células

ndo estressadas.

Com relagdo as enumeragdes de S. aureus pelas duas
metodologias, observa-se, para o queijo Minas (Figura 1) uma

diferenga significativa (de 1,62 log) entre as contagens, que
poateriormente diminuiu ao comegar a multiplicagdo celular.
Grandes diferencas entre as contagens s6 foram novamente notadas
a partir do décimo terceiro dia, quando se percebe claramente o

inicio de uma redugd3c acentuada no numero de celulas de €

-t .
—
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aureus detectadas pela metodologia usual. Pela Tabela 2, pode-se
verificar o percentual de células nd@o detectadas, obtidas
através da equagdo matemdtica descrita por RAY (84), bem como o
contraste entre as médias das contagens obtidas pelos dois
métodos. Percentuais acima de 94% de c¢élulas nd3o detectadas,
provavelmente j4& demonstram a presenga de recuperagdo de células

injuriadas (diferengas maiores que 1,2-1,3 ciclos log).

Com efeito as maiores variagbes (acima de 96%), no queijo
Minas , foram observadas no primeiro dia e apés o décimo
terceiro dia . No primeirc caso as injurias sofridas pelas
células atraveées do processamento, que para este queijo pode ser
decorrente da acidificagdo e salga, podem ter sido as causas da
diferengca. Com a posterior adaptagd8o das células e com a
multiplicagdo, as diferengas diminuem. Realmente nd@o ha sentido
pensar-s= em injaria (pelo menos em grandes porcentagens) sob
condigBes que permitam uma multiplicagdo celular; isto leva a
sugspeitar, pelo tipo de técnica de recuperagdo wutilizada, emn
multiplicagdo celular (e nao recuperagdo) na etapa de incubacio
por 2 horas em caldo "Casoy". Na fase de declinio celular
(condigdo estressante), ai sim, comegou-se a ter células mortas,
células viadveis sadias e células viaveis injuriadas. No entanto,
egstatisticamente, houve diferengas significativas entre as
médias das contagens desde o primeiro até o vigésimo dia, a um
nivel de signific&ncia de 5%, possivelmente pela influ&ncia da

grande amplitude das contagens.
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Um quadro mais ou menos semelhante, entretanto, com
algumas variagbes, ocorreu para o experimento com queijo
Mussarela (Figura 2 e Tabela 2). Nos primeiros dias os
percentuais de células ndo detectadas nd3c foram t&o elevadas
(74,5% no primeiro dia e 91,9% no terceiro dia) e ass;m se
mantiveram posteriormente, quando comegou a haver uma
multiplicagdo acentuada no numero de S. aureus, que chegou ao
maximo aos 18 dias. Neste periodo, a formagdo de ‘'stress" nao
deve ter ocorrido, o que pode ser sentido pelos resultados. Os

valores de pH e acidez nd8o eram impedientes, e houve um aumento

de contagem da ordem de dois ciclos logaritmicos. A partir dai,
comegou a queda do numero de S. aureus; entretanto, as variagdes
entre os dois tipos de contagens n8o foram t&o pronunciadas
(pequeno percentual de células nao detectadas). Somente a partir
do vigésimo oitavo dia, variag¢Ses maiores ocorreram, parecendo
ser decorrentes de recuperagdo. Assim, ado que tudo indica , ©O
quadro apresentado leva a crer que no inicio do experimento
devido a injurias de processo, no caso também térmica causado
pela temperatura de filagem, h4 uma certa diferenga entre as
duas técnicas de contagem. Posteriormente, com a recupera¢ado e
adaptagd@o de células e conseqiente multiplicagdo (ainda baixa
acidez e pH elevado), houve uma ligeira diminuicdo da diferenga
entre as contagens. Desta forma, somente quando comeg¢a a ocorrer
declinio da populacdo de &S. aureus (com conseqiente morte
celular e formacdo de células estressadas), as diferengas

aumentam sensivelmente. Estatisticamente, houve diferencas
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significativas a um nivel de 5% entre o quinto e vigésimo quarto
dia (Tabela 3). A n8o significancia observada apés os 28 dias
pode estar relacionada a baixas contagens pelos dois métodos em

relagdoc a amplitude total das contagens no experimento.

Em outro estudo sobre recuperacgdo de S. aureus
estressados, RAY (84) verificou que 67% de S. aureus submetidos
ao congelamento e 59% expostos ao aquecimento nao foram
detectados em Manitol Salt agar (MSA), podendo estar injuriados.
Esta pesquisa confirma que alguns compostos quimicos presentes
na formulagdo dos meios seletivos, embora possibilitando o
desenvolvimento de células normais, exercem um pronunciado
efeito inibitério sobre as células injuriadas. No caso do
Baird-Parker agar, embora seja considerado como o mais eficiente
dos meios seletivos para S. aureus, observa-se através dos
resultados obtidos que ele exerce um certo efeito iribitério
sobre as células submetidas ao estressamento &cido dﬁrante a
maturagdo. A presenga de telurito de potassio e cloreto de litio
em sua composigdo, considerados como sais tbxicos, foi
provavelmente a causa, apesar de estar presente o piruvato,
recomendado por BAIRD-PARKER & DAVENPORT ({6), que tem a
propriedade de degradar o peréxido de hidrogénio. Este fato,
cria uma discrepancia entre as contagens obtidas e o numero real

de organismos presentes.
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Com relagdo aos resultados de amostras obtidas no
comércio, pelo uso das duas metodologias (com e sem recupera-
gd8o) ., observou-se uma incidéncia de difereng¢as superiores a 1,3
log (ou a um aumento na contagem superior a 94% ap6s a
recuperagao, em 6 amostras (das 50 examinadas), de queijo Minas
= em 12 amostras (das 50 analisadas) de Mussarela. Este fato
parece, primeiramente, caracterizar que, em ambos os queijos, ha
diferengas entre as contagens pelos dois metodos, bem como real
ocorréncia de formagdo de célula estressada, demonstrada pelas
grandes diferengas observadas (Anexoc 4 e 5). O calor ao qual é
submetido a massa, a maior acidez desenvolvida e o maior tempo
de prateleira do queijo Mussarela, podem ter sido os fatores que
justifiquem a maior frequéncia de contagens com grandes
diferengas neste tipo de queijo. Outro fato que deve ser levado
em conta & o tempo de comercializagdo dos queijos . £ provavel
qQue maior parte das amostras examinadas fossem de queijos em que
S. aureus estivesse na fase de multiplicagdo (sem formagdo de
células estressadas, portanto), o que justifica o pequeno nuamero
de amostras com diferengas de contagens estipuladas como sendo
realmente decorrente da formagd3o de estresse. A grande
incidéncia de contagens elevadas (maior que 10&), reforgam esta

possibilidade.



Os resultados obtidos permitem concluir, para o8 queijos
produzidos nas condigdes descritas e para os comercializados na

regidc de Lavras, que:

a. E evidente a possibilidade de multiplicagdo de S.
aureus nos primeiros dias de comercializagdo, podendo atingir
niveis de contagens capazes de provocar intoxicagi@o alimentar,

dependendo da contaminagdo inicial;

b. apdbs cessar a multiplicagao, cdmega a haver intensa
redugdo do numero de S. aureus durante o periodo de
comercializagdo, enquanto que nos produtos lacteos, parecia
estar relacionado com outros fatores presentes, além do pH. &
conhecido que as bactérias laticas podem inibir o S. aureus em
queijos pelo efeito da diminuigdo do potencial redox, en

combinagdo com o Acido latico, pH e producdoc de outras

substlncias inibidoras.

c. h& possibilidade de formagdo de injuria subletal em S.

aureus apés ao processamento, e especialmente injiria &cida apés
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28 niveis de acidez atingirem de 0,5 a 0,8% de &cido latico;

d a técnica de contagem apés recuperagdo em meioc liquido

empregada (recomendada por ORDAL et alii (75), possibilita

intensa multiplicagdo de §S. aureus, devendo, portanto, ser

utilizada com restrigdes para os produtos estudados. Entretanto
as diferengas superiores a 1,2-1,3 log entre as contagens com e
g2m recuperagdo, ja& 330 indicativas de que houve reparo de

c2lulas injuriadas.

€. o processamento empregado e as condigdes de
comércializagéo dos queijos Minas e Mussarela na regido de
Lavras, d3o margem a uma elevada confagem inicial de S. aureus e
posterior multiplicagdo do microrganismo no produto, o que

constitui sério risco a Saude Publica.



RESUMO

Foi estudado o comportamento de Staphylococcus aureus

durante o periodo que corresponde a comercializagdo dos queijos
Minas e Mussarela, bem como a possiblilidade de formagdo de
injuria neste microrganismo, en decorréncia da acidez

desenvolvida.

Os experimentos com inoculagdo foram feitos com S. aureus
FRIA-100, adicionados ao leite cru para .fornecer cerca de 10é
cél/ml. As tecnologias utilizadas para o preparo dos queijos
foram as tradicionais, sendo, entretanto, empregado o leite cru,
pratica largamente difundida na regifo de Lavras-Minas Gerais.
As amostras foram estocadas a 72C tendo sido o queijo Minas
analisado por um periodo de 40 dias e o Mussarela por 60 diaé.
As analises, compreendendo a acidez, pH, contagem de S. aureus
em agar Baird-Parker pela metodologia tradicional e pela
metodologia recomendada por ORDAL et alii (75) para recuperaglo

de células injuriadas, foram feitas em intervalos de 2-3 dias

até o vigésimo dia para o queijo Minas e de 2-4 dias até o
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vigésimo oitavo dia para o queijo mussarela, com menor

freguéncia posteriormente.

FParalelamente, foi realizado um experimento visando
avaliar a técnica de recuperagdc utilizada, para melhor

interpretagdo dos resultados.

Finalmente, para verificar as diferengas de contagens
entre as duas técnicas, a possibilidade de detecgdo de células
injuriadas e as possiveis dificuldades de interpretagdo dos

resuitados, procedeu-se o exame de 50 amostras de queijo Minas e

50 anostras de queijo Mussarela do comércio de Lavras, Minas
Gerais.

Os resultados mostraram que &. aureus FRIA 1i00 g2e
multiplica nos primeiros dias de comercializagdo, chegando a

aumentar dois ciclos logaritmicos. Apbds cessar o aumento das
contagens (cerca de S5 dias para o Minaz e 18 para o Mussarela),
comeca haver uma intensa reducdc do numero de S. aureuvs, que
pode chegar a ser de trés ou quatro ciclos logaritmicos no final

do periodo , em decorréncia da acidez desenvolvida.

A formag&o de injuria & marcante, especialmente quando a
acidez desenvolvida j& & relativamente alta (0,7 a 0,8% de &cido
latico), ou 3=ja, na fase de declinio das contagens. A técnica

de recuperagdc em meio liguido recomendada por ORDAL et alii
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(75) . entretanto, ndo ¢ adequada para enumeragdo de S. aureus
nos produtos em pauta, pois possibilita, intensa multiplicagdo
da bactéria. Deve, portanto, ser empregada com restrigfes. A
seguranca de que o aumento da contagem foi decorrente do reparo
celular s6 ocorre, quando a diferenga entre a enumeragdo pelas
duas metodologias for superior a 1,3 1log, para os produtos

estudados.



SUMARY

The growth behaviour of Staphylococcus aureus in fresh

cheese ("Minas" cheese) and Muzzarela during their shelf-life
was studied in this research. It was also investigated the
possibility of injury in this microorganism caused by increasing

of acidity.

Raw milk was inocullated with approximately 106 cels/ml
of S.aureus FRIA-100. The cheese production was performed
according to normal procedures; however, raw milk was used as
starting material because it is the usual cheese processig

carried out in the area of Lavras-MG.

Cheese samples of '"Minas" cheese and Muzzarela were, stored
at 7 2C for 40 and 60 days, respectively. During this time, each
2 or 4 days intervals, the following analysis were developed:
acidity, S. aureus counting wusing agar Baird-Parker by the
traditional method and by the method recommended by the American

Public Health Association ORDAL et alii (75) to count with
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repair of injuried cels. After 20 day storage for "Minas' cheese
and 38 day storage for Muzzarela the frequency sampling was

decreased.

To verify the difference between the traditional S. aureus
counting and ORDAL et alii (75) method, 50 samples of both

cheeses were collected in dairy stores of Lavras-MG.

The results showed that S. aureus FRIA-100 grow very fast
(two log cycles) during the inicial days and started to decrease
intensively after 5 days for "Minas" cheese and 18 day for
Muzzarela, caused by the development of acidity. The redution in

number, after the higher count, reached 3 to 4 log cyclas.

When acidity was in the range of 0,7 to 0,8%, expressed in
lactic acid, the presence of injuried S. aureus cculd be

detected in high amounts.

The ORDAL et alii (75) of technique to repair injuried
cels was not adequated to counting S. aureus in the products
studied in this research, because it made possible high growth
rates of S. aureus. As a result, this technique might be used
with restrictions. The comparation between the two methods
permits the conclusion that only when, ORDAL et alii (75)
counting technique with repair was 1,3 log cycle higher then the
traditional there was secure indication of injuried S.___aureus

were present in the cheeses.
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ANEXOS



Anexo 1. Reta que relaciona as contagens de S. aureus
(cepa FRIA-100)em meio Baird-Parker agar com as
leituras em apsorbancia da gugp=2nsao.
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Anexo 2. AnAlise de varilncia - Fatorial A x B - Intairamente
casualisado.
Contagens S. aureus em queijos Minas inoculado

L D an Gn em T R MR ED En W A G S D T G W " G . VI T WE W G D Gm WS e b WE I G A G . S WD D S S S e A W - . - e . TV G e e

METODOS 1 24660152,0767 24660152,0767 128,5340 00,0000
TEMPOS 10 31243850, 7141 3124385,0714 16,2849 0,0000
MET.TEM 10 5164521 ,0564 516452,1056 2,6919 0,0115
RESEDUO 44 8441726,5620 191857,4219

TOTAL 65 69510250,4092

'MEDIA= 1040 CV= 42,10%

TESTE DE TUKEY (5%) - MeTODOS

Eaa R R el e el e Y e —

ORDEM TRAT MEDIA CONTRASTE
1 2 1651,77 a
2 1 429,23 b

Q@ = 2,85182 DELTA = 217,447
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Anexo 3. AnAlise de varifncia - fatorial A x B - Inteiramente

casualisado

Contagens de S. aureus em queijo Mussarela

de comercializagdo e estocagem

no periodo

FV GL sQ QoM F PROB F
TEMPO 14 %2396132184,3057 %171152398,8790

139,9400

M2TODO 1  %R415235853,9092 %415235853, 9092

339,5120

TEM.MET 14 %649422795,6958 46387342,5497 37,9280
0,0000

RESEDUO 60 73382221,4757 1223037,0246

TOTAL 89 %3534173055,3864

e G - - —— e O - - G G G e - G - P S = S G S D G e i G =S NS IS S GER R W GE G D G G S D S T S

MEDIA = 4332,8564 CV = 25,52%

TESTE DE TUKEY (5%) - METODO

" - - Tn . e D D Wn e = — ——— - - - ——— - = W - —

ORDEM TRAT MEDIA CONTRASTE
1 2 6480, 82 a
2 1 2184,9 b

Q= 2,83 DELTA = 466,552



A x B

Minas

16,1525
2,6136
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- Blocos

frescal do

Anexo 4. Andlise de varincia - fatorial
casualisados.
Contagens de S. aureus Em queijo
Comércio.
FV GL SQ oM
BLCCO 9 9719130,1157 1079903, 3462
MARCAS 4 17406808 ,3500 4351702,0875
METODOS 1 9769656 ,7607 9769656 ,7607
MAR.MET 4 6323225,7180 1580806, 4295
RES$DUO 81 48991925,6362 604838 ,5888
TOTAL g9 92210746,6362
MEDIA = 551,9194 CV = 140,91 %
TESTE DE TUKEY (5%) - MARCAS
ORLCEM TRAT MEDIA CONTRASTE
1 ) 1266,890 a
2 2 624,878 ab
3 4 601,006 ab
4 i 157,176 b
3 3 109,648 b
Q = 3,94889 DELTA = 686,72
TESTE DE TUKEY (S%) - METODOS
ORDEM TRAT MEDIA CONTRASTE
1 2 864,484 a
2 1 239,355 b
Q = 2,81444 DELTA = 309,548



Anexo 5. Andlise de varidncia - fatorial A x B

casualisados.

95

Blocos

Contagem de S. aureus em queijo Mussarela - cowmércio

BLOCO = 16018862, 7064 1779873,6340
MARCAS 4 12887288, 5094 322182,1274
METODOS 1 11569908,0709 11569908,0709
MAR.MET 4 4173733,0494 1043433,4873
RES$fDUOC 81 57278419,0555 707140,9754

TOTAL 99 %101928212,2415

MEDIA = 551,9194 CV = 140,91 %

TESTE DE TUKEY (5%) - MARCAS

ORDEM TRAT MEDIA CONTRASTE
1 1 1026, 55 a
2 4 829,652 ab
3 3 771,222 ab
4 5 214,65 b
5 2 118,147 b
Q@ = 3,94889 DELTA = 742,528

TESTE DE TUKEY (S%) - METODOS

- ———— = - — P = D W S S D D G AR ER EA Gh Gn e am G e o=

ORDEM TRAT MEDIA CONTRASTE
1 2 932,19 a
2 1 251,899 b

Q = 2,81444 DELTA = 334,704





