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RESUMO: O estudo objetivou verificar a presenca de Staphylococcus aureus através do isolamento
em uma amostragem de queijos artesanais comercializados na Feira Livre do Municipio de Uruacu,
Goias. Os resultados observados no presente estudo demonstram que todas as amostras analisadas
encontram-se com valores bem distantes dos recomendados, conforme descrito na RDC n° 12, de 2 de
janeiro de 2001, que é de 1.10% UFC/g do alimento.
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ABSTRACT: The study aimed to verify the presence of Staphylococcus aureus by isolating it from
a samples of handmade cheeses sold in the Local Market of Uruacu, Goids. The results observed in
this study demonstrate that all samples analyzed have a much higher quantity of bacteria than the
recommended as described in the Resolution RDC n° 12 of January 2, 2001, which is 1.103 CFU/g of
food.
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1 INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus € uma das causas mais frequentes de infeccdes hospitalares e
em ambientes de comunidade, podendo apresentar altos valores de morbidade e mortalidade.
Encontra-se presente na microbiota natural dos seres humanos e também de animais. As

infecces atribuidas a este microrganismo podem ser simples como o furinculo, contudo
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podem causar em individuos com o sistema imunolégico comprometido doengas mais graves,
a exemplo de endocardite, sindrome do choque toxico, sindrome da pele escaldada,
meningite, pneumonia comunitaria e hospitalar e, infeccGes devido ao uso de cateteres
(FERREIRA et al., 2009; CORREAL et al., 2013).

A ingestdo de alimentos contaminados por enterotoxinas produzidas por S. aureus
ocasiona a intoxicacdo alimentar estafilocdcica, uma das doengas mais comuns no caso da
referida bactéria. A manipulacdo dos alimentos por individuos com a presenca da bactéria em
suas méos destaca-se como a principal fonte de contaminagdo dos produtos alimentares. Cabe
ainda destacar a resisténcia das células bacterianas a altas temperaturas e a presenca de
consideravel teor de sal. A doenca é de efeito abrupto aparecendo como sintomas: diarreia,
vOmito, cefaleia, nauseas, dores abdominais, suor excessivo e em alguns casos desidratacdo,
aproximadamente trinta minutos apos a ingestdo, com duracdo aproximada de um dia. Mesmo
ndo sendo considerada como uma doenca de grande gravidade, em pessoas idosas,
imunossuprimidos e criancas de pouca idade podem ser fatais (FERREIRA et al., 2010;
BRASIL, 2014).

O queijo produzido de forma artesanal é considerado como um dos principais
causadores de intoxicacao alimentar estafilococica. Esses dados refletem a sua composicao,
assim como a forma com que ¢ produzido, de forma totalmente manual. Alem disso, animais
bovinos sdo acometidos por uma infecgdo no ubere denominada mastite, oriunda de isolados
bacterianos de S. aureus, contaminando assim o leite, matéria prima do queijo. O grande
consumo desse alimento artesanal se deve a boa parte da populacdo o considerar como mais
saboroso e saudavel do que os industrializados (KOMATSU et al., 2010).

O queijo é um produto altamente apreciado no Brasil, sendo o consumo
constantemente visivel em casas, restaurantes, padarias ou bares. Deve-se considerar ainda
gue na sua grande maioria 0 queijo é degustado in natura, ndo sendo realizado nenhum tipo
de assepsia para eliminacdo de microrganismos. Dentre 0s microrganismos que podem estar
presente em queijos, destacam-se os isolados de Staphylococcus aureus, uma bactéria
responsavel pela maioria das intoxicacdes alimentares, causando sintomas desagradaveis
como voOmitos e diarreias, podendo desencadear também doencas mais graves como
endocardite (FILHO et al., 2007).

Neste contexto, o presente trabalho, objetivou verificar a presenca de Staphylococcus
aureus através do isolamento em uma amostragem de queijos artesanais comercializados na
Feira Livre do Municipio de Uruacgu, Goias, para o conhecimento da presenca local desse

microrganismo em um produto altamente produzido e comercializado nessa cidade.
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2 MATERIAIS E METODOS

5.1 Local do estudo

O presente estudo foi realizado na Feira Livre do Municipio de Uruagu, cidade
localizada no norte do estado do Goids, com populagdo estimada, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 39.483 habitantes. O municipio em destaque
possui duas feiras de produtores semanais (quarta-feira e domingo), que comercializam o

queijo. As aquisicdes de amostras ocorreram apenas no comércio de domingo.

5.2 Amostra em estudo

Amostras de queijo fresco produzidos de forma artesanal por produtores do Municipio
de Uruacu e comercializadas na Feira Livre local. Foram analisadas 8 unidades de queijo
minas frescal, adquiridas de forma individual e de 8 produtores distintos, que comercializam
0s mesmos na feira livre, que ocorre aos domingos, no municipio de Uruagu-Goias. Cada
amostra foi representada por um produto (uma unidade de queijo), as quais receberam uma

etiqueta com o numero correspondente.

5.3 Periodo do estudo

A coleta de amostras para o estudo ocorreu no periodo de agosto a dezembro de 2015.
5.4 Coleta das amostras

A coleta das amostras ocorreu aos domingos, em horario estabelecido pelos
pesquisadores, compreendido entre 06 e 08 horas da manhd, horario de inicio das
comercializacbes. As amostras permaneceram em suas embalagens originais e foram
acondicionadas in house em refrigerador, e posteriormente, transportadas até o Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade Serra da Mesa (FASEM), onde foram mantidas refrigeradas até o

momento da realizacdo dos procedimentos microbiol6gicos.

5.5 Procedimentos microbioldgicos
5.5.1 Preparacdo das amostras

Previamente a abertura das embalagens contendo o produto, fez-se assepsia da area
externa com alcool etanol 70%, para remover 0s contaminantes presentes, assim como da
bancada de trabalho. A unidade analitica de 25 gramas de amostra de queijo fresco foi

transferida para o frasco de trituragéo previamente esterilizado.



66

5.5.2 Contagem de colonias de Staphylococcus aureus

Para a contagem de col6nias de Staphylococcus aureus presente nos queijos artesanais,
foi necessaria a obtencdo de diluicdes nas proporgbes 10%, 102 e 103 em duplicata. O
procedimento foi realizado da seguinte forma: para a obtencdo da solugdo 10 pesou-se 25
gramas de diferentes partes da amostra, onde a mesma foi macerada em um gral adicionando
a seguir 225 mL de uma solucdo salina peptonada estéril. A solucdo obtida desse
procedimento foi acondicionada em um tubo com a devida identificacdo. Para a obtencéo da
diluicdo 10? tomou-selmL da diluicdo 10! e adicionou em um tubo de vidro onde foi
acrescentado 9 mL de solugdo salina peptonada estéril. Para a diluicdo 10% tomou-selmL da
diluicdo 102 e acrescentou-se 9 mL de solucdo salina peptonada estéril (BRASIL, 2001).

Apobs o procedimento de diluicdo da amostra, em 3 placas de agar Baird Parker foi
inoculado na superficie 0,1 mL das dilui¢des, sendo cada placa com a referida diluicdo. Com
0 auxilio da alca de Drigalski distribuiu-se os indculos por toda a superficie do meio de
cultivo, deixou-se secar por alguns instantes. Posteriormente, as placas de cultura foram
transferidas para a estufa microbiologica, numa temperatura de 37°C por um periodo de 48
horas. No término do tempo determinado foi realizada a leitura da contagem de coldnias de
cada unidade amostral. A contagem de coldnias foi feita com auxilio de uma lupa. O nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama ou ml da amostra foi calculado
multiplicando-se 0 numero de coldnias pelo inverso da diluicdo inoculada (BRASIL, 2001).

O é&gar Baird Parker utilizado nesse procedimento é recomendado para o isolamento e
enumeracdo de isolados de Staphylococcus aureus em amostras de alimentos e produtos
cosméticos. O &gar possui em sua composicao as fontes de carbono e nitrogénio necessarias
para o crescimento de S. aureus. A glicina, o cloreto de litio e o telurito de potassio atuam
como agentes seletivos. Os estafilococos produzem coldnias preto-acinzentadas devido a
capacidade de reduzir o telurito (BD, 2006).

5.5.3 Identificacdo de Staphylococcus aureus

Para a identificacdo de Staphylococcus aureus, foram utilizadas as seguintes provas:
coloracdo de Gram e deteccdo da coagulase. Através da metodologia de Gram, coldnias
tipicas (colénias preto-acinzentadas), oriundas do agar Baird Parker foram classificadas com
base na sua morfologia e caracteristicas tintoriais, as quais foram observadas
microscopicamente. Foram utilizadas como controle para esta coloracdo as seguintes cepas:
Escherichia coli ATCC 25922 (Bacilos Gram-negativos) e Staphylococcus aureus ATCC

25923 (Cocos Gram-positivos). Através da prova da coagulase foi verificada a habilidade do
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organismo em coagular o plasma pela acdo da enzima coagulase (estafilocoagulase). Essa
etapa foi realizada através da metodologia em tubo (pesquisa da coagulase livre), utilizando
plasma de coelho liofilizado, da marca Laborclin. Foi colocado 0,5 mL de plasma
reconstituido em um tubo de ensaio e acrescentado uma algada da colnia pura isolada em
agar sangue (meio de cultura ndo seletivo) e incubado por 35 °C. As leituras foram realizadas
apos 4 e 24 horas de incubagdo. Foram utilizadas como controle as cepas: ATCC S. aureus
25923: positiva e S. epidermidis ATCC 12228: negativa (ZOCCOLI; TOBOUTI; SINTO,
2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de 4 meses, foram analisadas oito (8) amostras de queijo minas
frescal produzidas de forma artesanal e comercializadas na Feira do Municipio de Uruagu-
Goias. As contagens de colonias obtidas foram: amostra 1 - 1,2.10°, amostra 2 -
6,1.10°, amostra 3 - 8,4.10°, amostra 4 - 9,8.10°, amostra 5 - 9,9.10° , amostra 6 - 8,6.10° ,
amostra 7 - 14.10° amostra 8 - 7,3.10°. Das oito amostras analisadas (100%), as
quantificacdes de S. aureus obtidas demonstraram estar em desacordo com os valores
preconizados pelo Ministério da Agricultura, que estabelece na Portaria RDC n° 12, de 02 de
janeiro de 2001, como padrdo microbioldgico legal para Staphylococcus coagulase positivo, 0
méaximo 1.10%8 UFC/g. Todas as colonias tipicas oriundas do agar Baird Parker foram positivas
para o teste da coagulase.

O presente estudo possibilitou demonstrar a presenca de altas contagens de col6nias de
Staphylococcus aureus em amostras de queijo artesanal, produzidas e comercializadas na
Feira Livre do Municipio de Uruacu e oriundas de distintos produtores.

Muitos sdo os relatos sobre a elevada contaminacdo de queijos, principalmente queijos
frescos por Staphylococcus aureus. O estudo conduzido por Filho e Filho (2000) verificaram
a presenca de Staphylococcus aureus em uma amostra de queijo minas frescal comercializado
na cidade de Pocos de Caldas, Minas Gerais. Os pesquisadores evidenciaram que das 80
amostras de queijo minas adquiridas na feira e no mercado municipal, 40 (50,0%)
apresentaram contagens de Staphylococcus aureus acima de 103 UFC/g, com valores em torno
de 10° UFC/g. Os dados obtidos, conforme descrito pelos autores seria esperado, visto que a
manutencdo do produto em temperatura ambiente foi evidenciada durante todo o periodo de
comercializacdo, assim como no presente estudo. Importante salientar as altas temperaturas
observadas na cidade de Uruagu, para 0s meses estabelecidos para a coleta, ultrapassando os
30°C.



68

Outro estudo, na cidade de Goiénia, determinou a ocorréncia de Staphylococcus
coagulase positiva em queijos minas tipo frescal e padrdo comercializados nas feiras livres da
capital goiana. No periodo de maio a setembro de 2005, foram analisadas 84 amostras (42 de
queijo minas frescal e 42 de minas padrdo), oriundas de 21 feiras livres distribuidas pela
cidade. Os valores médios de contaminacdo por Staphylococcus aureus em queijos frescais
foram: 6,3.10% 9,3.10% 3,8.10% e 5,6.10* UFC/g. As referidas enumeracdes sdo inferiores as
contagens obtidas no presente estudo, porém ambas encontra-se fora dos limites preconizados
pela ANVISA, representando assim perigo aos consumidores (ARRUDA et al., 2007).

Souza e colaboradores (2011) demonstraram que 93,3% das amostras de queijos
analisadas foram consideradas insatisfatdrias, apresentando col6nias de S. aureus acima dos
padrdes legais vigentes. Porém, nesse estudo as 30 amostras de queijo minas artesanal
verificadas, pertenciam a uma mesma marca registrada no Instituto Mineiro de Agropecuéria,
no entanto os lotes estudados eram diferentes.

Estudo mais recente, conduzido por Ferreira e colaboradores (2011), avaliou a
qualidade microbiolégica do queijo minas frescal artesanal, atraves da analise da presenca de
Staphylococcus coagulase positiva. Foram analisadas 20 amostras comercializadas em feiras
livres da cidade de Uberlandia, Minas Gerais. Os resultados obtidos mostraram que
aproximadamente 90% das amostras estavam com contagens acima do padrdo estabelecido

para S. aureus.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de fazer parte da microbiota normal dos seres humanos, o S. aureus €
considerado como um dos agentes patoldgicos principais dos surtos de intoxicacao alimentar.
A sua presenca no leite e em seus derivados, como 0 queijo, unidade amostral de nosso
estudo, pode sugerir a utilizacdo de matéria-prima proveniente de animais infectados (mastite)
ou a possibilidade de contaminacdo dos manipuladores.

Os resultados observados no presente estudo demonstram que todas as amostras
analisadas encontram-se com valores bem distantes dos recomendados, conforme descrito na
RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, que ¢é de 1.10® UFC/g do alimento.Considerando 0s
valores preconizados pela ANVISA, no que tange a contagem de S. aureus, conclui-se que as
amostras de queijo minas frescal artesanal comercializadas na feira livre do municipio de
Uruagu-Goias, estdo impréprias para o consumo humano. Adicionalmente, com base no que

foi relatado, acredita-se que esses achados sejam extremamente preocupantes, principalmente
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pelo fato destes valores estarem muito proximos dos requeridos (10° UFC/g a 10° UFC/g)
pelas cepas enterotoxigénicas, para a producdo de enterotoxinas em quantidades suficientes e
necessarias para a ocorréncia de surtos de intoxicacao alimentar estafilococica.

Os resultados desse estudo sugerem préticas inadequadas, provavelmente, em todos 0s
niveis da producdo queijeira, incluindo a possibilidade de uma ordenha sem a higiene
necessaria e/ou um acondicionamento improprio, assim impossibilitando a obtencdo de uma
matéria prima com qualidade, a linha de producdo e a comercializagdo. Contudo, fica
indispensavel salientar a necessidade de vigilancia pelos 6rgdos competentes a toda a cadeia
produtiva, inclusive a feira livre, local onde o produto encontra-se em temperatura ambiente
durante a comercializacdo. Com essas medidas, se possibilitard um alimento com qualidade e

seguranca para a populacdo consumidora.
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