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RESUMO

MELO, Fernanda Danielle. Avaliacdo da Inocuidade e Qualidade Microbiol6gica
do Queijo Artesanal Serrano e sua Relacdo com o Periodo de Maturagédo. 2013.
46 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2013.

O queijo artesanal serrano de Santa Catarina € um produto tipico produzido em
pequenas propriedades rurais na Serrana Catarinense. Sua principal caracteristica é
ser fabricado a partir do leite cru, sem sofrer nenhum tratamento térmico que elimine
0S microrganismos patogénicos que podem estar presente. Este fato traz grandes
implicagbes, principalmente, para saude publica pelo risco desse produto causar
doencas transmitidas por alimentos. A legislagdo vigente permite que queijos
artesanais elaborados a partir de leite cru sejam maturados por um periodo inferior a
60 dias, porém, declara a necessidade de estudos técnico-cientificos a fim de
comprovarem a melhor época de maturacao, para que se possa garantir a qualidade
e a inocuidade do produto. O presente estudo teve por objetivo realizar o isolamento
e a identificagdo de Listeria monocytogenes e Salmonella sp. e o isolamento e
quantificagdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e coliformes totais e
relacionar o tempo de maturagdo com a contaminagdo dos queijos artesanais,
verificando assim, a melhor época de maturacdo para comercializar um produto que
seja seguro ao consumidor. O experimento foi conduzido utilizando 108 amostras de
queijo artesanais serranos provenientes de varias cidades da Regido Serrana de
SC, com periodos de maturacdo entre 14, 28, 42 e 63 dias. No Centro de
Diagnostico Microbiologico Animal - CEDIMA foram realizadas as seguintes andlises:
pesquisa de Listeria monocytogenes segundo o método USDA/2009 e isolamento de
Salmonella sp. segundo a metodologia ISO 6579/2007. As bactérias identificadas
como Listeria monocytogenes foram enviadas para sorotipificacdo na Fundacéo
Instituto Oswaldo Cruz. A contagem de Staphylococcus aureus, Coliformes Totais e
Escherichia coli foi realizada em placas de petriflm™. A qualidade higiénico-
sanitaria dos queijos analisados foi insatisfatoria, pois a presenca de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e coliformes totais encontrou-se acima dos valores
permitidos pela legislagéo, indicando deficiéncia nos procedimentos de higiene
durante a fabricagcdo do produto. A Salmonella sp. ndo detectada em nenhuma das
amostras, porém, a presenca de Listeria monocytogenes torna o queijo impréprio
para o consumo humano, uma vez que oferece risco potencial a saude do
consumidor. O periodo até 60 dias maturagdo ndo influenciou estatisticamente no
isolamento dos microrganismos analisados.

Palavras chave: Listeria monocytogenes. Salmonella sp.. Staphylococccus aureus.
Coliformes Totais. Escherichia coli.



ABSTRACT

MELO, Fernanda Danielle. Assessment of Microbiological Safety and Quality of
handmade Cheese Serrano and its Relation to the Ripening Period. 2013. 46 f.
Dissertation (MSc in Animal Science) - University of the State of Santa Catarina.
Postgraduate Program in Animal Science, Lages, 2013.

The handmade serrano cheese of Santa Catarina is a typical product made on small
farms in the Serrana Region Catarinense. Its main feature is to be manufactured
from raw milk without suffering any heat treatment in order to eliminate pathogenic
microorganisms that may be present. This fact has major implications, especially for
the public health risk that product cause foodborne illness. Current law allows
handmade cheeses from raw milk to be aged for a period less than 60 days,
however, but also declares the need for technical-scientific studies to prove the best
time of maturation, to ensure the quality and safety of the product. The present study
aimed to realize the isolation and identification of Listeria monocytogenes and
Salmonella sp. and isolating and quantifying Staphylococcus aureus, Escherichia coli
and total coliforms and relate the maturation time with contamination of handmade
cheeses, thus verifying the best time of maturation to make a product that is safe for
consumers. The experiment was conducted using 108 samples of handmade
serranos cheese from various cities in the mountainous region of SC, with maturity
periods of between 14, 28, 42 and 63 days. In Animal Microbiological Diagnostic
Center - CEDIMA were performed the following analyzes: isolation of Listeria
monocytogenes using the method USDA/2009 and of Salmonella sp. methodology
according to 1SO 6579/2007. The bacteria identified as Listeria monocytogenes were
sent for serotyping the Instituto Oswaldo Cruz Foundation. The enumeration of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Total Coliform was performed on
petrifilm™ plates. The sanitary quality of the cheeses analyzed was unsatisfactory,
because the presence of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and total coliform
was found above the levels permitted by law, indicating deficiency in hygiene
procedures during manufacture of the product. Salmonella sp. not detected in any
sample, but, the presence of Listeria monocytogenes makes cheese unfit for human
consumption, as it offers potential risk to consumer health .The maturing period up to
60 days did not affect the isolation of the microorganisms statistically analyzed.

Keywords: Listeria monocytogenes. Salmonella sp.. Staphylococcus aureus.
Escherichia coli. Total Coliform.
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1 INTRODUCAO

A regido serrana de Santa Catarina € reconhecida por possuir clima,
vegetacao, altitude, costumes e tradigdo peculiares, o que a diferencia das demais
regibes do estado. Devido a essas heterogeneidades existem alguns produtos
tipicos demarcados pelas caracteristicas da regido. Dentre estes produtos, 0 queijo
artesanal serrano é produzido tradicionalmente em muitas propriedades da regido.

O queijo artesanal serrano é um produto tipico, produzido com leite cru, obtido
da ordenha de vacas de ragas de corte ou mista, alimentadas pricipalmente com
pastagem nativa, resultando em um leite com maior percentual de gordura, fatores
estes, que o diferencia de outros queijos produzidos artesanalmente. Sua produgéo
é de grande impacto econdmico, por ser indispensavel para a composi¢do da renda
de muitos produtores que tem nessa atividade sua principal fonte de sobrevivéncia.

Embora seja um produto muito difundido na regido e altamente apreciado
pelos consumidores, o queijo artesanal serrano € fabricado e comercializado as
margens da legislacéo, tal fato explica a falta de informag¢des sobre a qualidade e
inocuidade do produto.

A principal caracteristica do queijo artesanal serrano é ser produzido a partir
do leite cru, sem sofrer nenhum tratamento térmico que elimine os microrganismos
patogénicos que possam estar presentes. Sendo assim, a Unica forma de eliminacéo
ou diminuicdo até niveis permitidos pela legislacdo destes agentes patogénicos é
através do processo de maturacdo. A maturacdo consiste em processos fisicos,
quimicos e microbiologicos que desfavorecem o desenvolvimento de bactérias
patogénicas, porém durante esse processo devem-se obedecer as boas praticas de
fabricacdo e o prazo minimo de maturag&o necessario.

A legislacéo vigente permite que a maturacdo de queijos elaborados a partir
de leite cru seja inferior a 60 dias. No entanto, destaca a necessidade de estudos
técnico-cientificos a fim de comprovarem a melhor época de maturacao, para que se
possa garantir a qualidadedo produto.

Produtos artesanais podem conter microrganismos de origens diversas
(ambiente, matéria-prima, manipulador), alguns de grande relevancia para saude

publica pela capacidade de causar toxinfec¢des alimentares a exemplo, Escherichia
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coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. A presenca
de coliformes totais € um indicadores da qualidade microbioldgica, sua presenca em
niveis elevados é utilizada para avaliar as condigbes higiénico-sanitarias ou de
processamento de um alimento.

Devido a falta de informagdes sobre os parametros do queijo artesanal
Serrano, a EPAGRI juntamente com Centro de Ciéncias Agroveterinarias — CAV/
UDESC, desenvolveram um projeto para buscar uma indicagdo geografica para o
queijo artesanal Serrano, legalizar a sua comercializagdo, realizar a caracterizagéo e
descricAo dos processos de fabricagdo e realizagdo de andlises laboratoriais
(quimica, sensorial, fisica e microbioldgica).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade através da contagem de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Coliformes Totais e a inocuidade com o
isolamento e identificagdo de Listeria monocytogenes e Salmonella sp. do queijo
artesanal Serrano com diferentes estagios de maturacdo. Fornecendo assim,
informacdes precisas sobre a melhor época de maturacdo para garantir a
comercializagdo de um produto seguro para o consumidor e servird também de
subsidio para a identificag&o e qualificagdo do queijo artesanal Serrano do estado de

Santa Catarina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 QUEIJO ARTESANAL SERRANO

A Serra Catarinense é considerada a regido mais alta e fria do sul do Brasil,
por possuir, mais de 70% de sua é&rea territorial acima de 900 metros altitude e
algumas regides que chegam atingir 1800 metros acima do nivel do mar. A
temperatura média anual varia de 13 a 16°C (CRUZ et al., 2008; CORDOVA et al.,
2011).

A regido serrana possui 0 maior rebanho bovino de corte do estado e tem na
pecuaria uma expressiva fonte de renda, a qual é praticada da forma tradicional
(sistema de producido extensivo a base de campo nativo). E neste contexto que se
insere a producado do queijo artesanal serrano, produto tipico dos campos de altitude
dos estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul (AMBROSINI; FILIPPI, 2008;
CRUZ et al., 2008).

Fabricado desde a época do tropeirismo com uma receita passada de
geracdo a geragdo ha aproximadamente duzentos anos, 0 queijo serrano constitui
um produto de grande importancia econdmica e social (CORDOVA et al., 2009;
KRONE; MENASCHE, 2010). A sua produgéo e comercializagdo estao presentes em
todos 0os municipios da regido serrana. Sendo que, a maioria dos pecuaristas
familiares tem nessa atividade a principal fonte de renda, a qual assegura a
manutencao da familia (IDE; BENEDET, 2001; CORDOVA et al., 2009 ).

O queijo artesanal serrano é fabricado com leite ndo pasteurizado de bovinos
de diversas ragas, bem como seus cruzamentos (desde animais mais especializados
para producéo de leite até ragas de corte e mista), alimentados a base de pastagens
naturais. O queijo € feito logo ap6s a ordenha com a adig&do do coalho e acidificacao
de forma artesanal, separado do soro e maturado durante tempo variavel. A
produgcéo ocorre na propriedade em uma sala geralmente anexa ao galpédo ou a
casa, utilizando m&o de obra familiar (CORDOVA et al., 2011).

E um produto marcado pela heterogeneidade dos processos de producéo,
pois ndo ha padrdo de técnicas de fabricacdo entre as propriedades produtoras,
resultando na grande diversidade de composi¢do, formato e peso dos queijos
(ZAFFARI; MELLO; COSTA; 2007; KRONE; MENASCHE, 2010). A sua
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comercializagdo acontece o ano inteiro, embora, ainda seja de forma ilegal
(CORDOVA et al., 2011).

A principal caracteristica do queijo artesanal serrano € ser fabricado a partir
do leite cru, sem passar por nenhum processo térmico que elimine os
microrganismos patogénicos, 0s quais podem estar presentes no leite, ou
contaminar o produto durante a sua fabricacdo (IDE; BENEDET, 2001). Assim,
falhas no controle de boas préticas de fabricacdo podem resultar em um produto de
ma qualidade, constituindo um risco para saude do consumidor (ZAFFARI; MELLO;
COSTA, 2007).

Dados sobre a qualidade microbiologica do queijo artesanal produzido na
Serra Catarinense s8o escassos ha literatura. No entanto, o queijo é altamente
apreciado pelos consumidores, sendo um grande motivo de preocupagéo
principalmente para saude publica (IDE; BENEDET, 2001; AYUB; SOUZA, ROSA;
2003). Produtos artesanais podem conter microrganismos de origens diversas
(animal, ambiente e homem), resultando em um produto de ma qualidade pelo risco
de causar intoxicagbes e toxinfecgdes nos consumidores (ZAFFARI; MELLO;
COSTA, 2007).

Na producgéo de queijos maturados pode-se utilizar leite cru, desde que, seja
respeitado o periodo de maturacdo e utilizadas as boas praticas de fabricacédo, que
incluem desde a utilizacdo de um leite de alta qualidade até rigida higiene no local
de producéo (PERRY, 2004).

A legislacéo vigente permite que a maturacdo de queijos elaborados a partir
de leite cru seja inferior a 60 dias, porém, enfatiza a necessidade de estudos
técnico-cientificos a fim de comprovarem a melhor época maturacdo para que se
possa garantir a qualidade e a inocuidade do produto (BRASIL, 2011).

No entanto, na maioria das vezes por pressao dos préprios consumidores, 0s
produtores acabam vendendo seus queijos com um tempo de maturagdo né&o
adequado, esse comportamento representa um risco a saude do consumidor
(PERRY, 2004).
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2.1.1 Maturagao do Queijo Artesanal Serrano

A maturacdo consiste em uma série de processos complexos que alteram a
composicao fisico-quimica e microbioldgica do queijo e geram-se substancias
responsaveis por seu sabor e aroma, devido, & perda de umidade e aumento da
protedlise e lipdlise (MEYRAND et al., 1998; MENDOZA; OYON, 2002; AYUBE;
SOUZA; ROSA, 2003; PERRY, 2004).

Quando um queijo é fabricado a partir do leite cru todos os microrganismos
presentes no leite passaréo a coalhada. De todos os que existem no leite alguns se
multiplicardo rapidamente desde o inicio da maturacao (lactococos), outros se
multiplicardo mais ativamente em etapas mais avancgadas (lactobacilos), outros terdo
seu crescimento inibido ao longo do periodo, devido as condi¢cdes presentes no
gueijo em processo de maturacdo n&o serem as mais adequadas a sua
multiplicac&o e outros desaparecer&o durante o periodo de maturagio (ORDONEZ
et al., 2005).

Os coliformes competem com as bactérias lacticas quando o pH é elevado,
como no leite, e a temperatura é adequada. Por isso, apresentam um aumento
durante os primeiros periodos, mas a medida que a acidez aumenta e a atividade de
adgua (ay) diminui, esses microrganismos comeg¢am a diminuir podendo até mesmo
desaparecer aos trés a quatro meses. A taxa de contaminagéo inicial do produto é
diretamente proporcional ao valor médximo que os coliformes podem alcancar. Se a
taxa for muito elevada, podem provocar o estufamento precoce do queijo devido ao
gas produzido por esses microrganismos e se a taxa inicial for muito baixa, ficam
apenas pequenos orificios distribuidos pela massa (ORDONEZ et al., 2005).

Acredita-se que as bactérias patogénicas tenham desenvolvimento
semelhante aos coliformes, j& que, também s&o muito sensiveis a acidez e a baixas
ay. Uma vez que, suas taxas sdo menores admite-se que ao longo do periodo de
maturacdo, esses microrganismos terdo desaparecido ou pelo menos, seu nimero
serq tdo baixo que ndo chegardo a causar danos a salde do consumidor
(ORDONEZ et al., 2005). Sendo assim, pode-se considerar a maturacdo, uma das
principais formas de melhorar a qualidade microbioldgica dos queijos produzidos a
partir do leite cru (MEYRAND et al., 1998; PERRY, 2004).
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Ortolani et al. (2010) em seu estudo observaram que as bactérias &cidos
lacticas oriundas de queijos fabricados a partir do leite cru, podem interferir
significativamente na sobrevivéncia de patégenos nos alimentos, favorecendo assim,
a qualidade microbiolégica do produto. A protecdo do alimento contra
microrganismos patogénicos pelas bactérias éacido lacticas estd associada
principalmente a produgdo de 4&cidos orgénicos, peréxido de hidrogénio,
bacteriocinas, altas concentrages de sais e ambiente anaerdbio entre outros fatores
(SCHILLINGER; LUCKE, 1989; FORSYTHE, 2007).

Os &cidos orgéanicos (lactico, acético e propibnico) interferem na forca
protomotiva e nos mecanismos de transporte ativo da membrana citoplasmatica
bacteriana. A producédo de peroxido de hidrogénio deve-se a auséncia da enzima
catalase nas bactérias acido lacticas, esse composto pode causar oxidacdo da
membrana citoplasmatica bacteriana. A nisina (bacteriocina) tem amplo espectro
inibitdrio contra bactérias Gram positivas (FORSYTHE, 2007).

A legislacdo anterior determinava que queijos produzidos a partir de leite cru
deveriam maturar por um periodo de no minimo 60 dias, porém atualmente, durante
a producéo destes queijos € permitido que seja utilizado um periodo de maturacéo
inferior, desde que, seja obedecido um prazo minimo o qual deve ser comprovado
por estudos técnico-cientificos, afim de garantir a qualidade e a inocuidade do
produto (BRASIL, 2011).

2.2 SEGURANCA ALIMENTAR

H& uma série de microrganismos patogénicos que frequentemente
contaminam os alimentos, podendo representar um risco a saude do consumidor,
pela capacidade de causar intoxicacfes ou toxinfeccfes, através da ingestdo de
células viaveis ou de seus metabdlitos toxicos, respectivamente (GAVA; SILVA,
FRIAS, 2008). Os microrganismos patogénicos estdo amplamente distribuidos no
ambiente, assim sendo, as principais fontes de contaminagéo do alimento séo: solo,
agua, plantas, utensilios, trato intestinal do homem e de animais, manipuladores de
alimentos, racdo animal, animais, ar e p6 (FORSYTHE, 2007; FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Portanto, é inevitavel que produtos crus utilizados como

ingredientes carreguem contaminagao patogénica (FORSYTHE, 2007).
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O leite € considerado um alimento completo para a dieta humana pela sua
composicao altamente nutritiva. De forma semelhante, constitui um meio de cultura
adequado para o crescimento de diversos microrganismos (inclusive os
patogénicos). Uma variedade de fatores como: manejo, alimentagcdo e potencial
genético do rebanho, obtencéo e armazenagem, influenciam na qualidade do leite
cru (MULLER, 2002; ORDONEZ et al., 2005).

O queijo é um importante derivado do leite, tanto pela sua grande aceitagcéo
por parte dos consumidores, como pelo seu valor nutritivo (ARAUJO et al., 2001). No
entanto, é frequentemente considerado um veiculo de patdégenos de origem
alimentar, principalmente, queijos frescos artesanais ndo maturados devidamente
(FEITOSA et al., 2003).

Fabricagdo de produtos artesanais, como O queijo serrano, necessita seguir
as boas préticas de fabricacdo e a matéria prima (leite) deve ser oriunda de animais
em condigcbes sanitarias adequadas. Da mesma forma, as condigbes de
processamento, armazenamento e comercializagdo, podem comprometer suas
caracteristicas sensoriais, bem como, tonar o produto impréprio para 0 consumo
humano, pela contaminag&o por microrganismos indesejaveis (ARAUJO et al., 2001;
ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007).

Entre os patdgenos que podem ser encontrados contaminando o leite e seus
derivados, causando surtos ou casos de intoxicagbes ou toxinfeccOes estdo a
Escherichia coli que pertence ao grupo dos coliformes termotolerantes ou a 45°C,
Staphylococcus aureus que pertence ao grupo dos Estafilococos coagulase positiva,
Salmonella sp. e a Listeria monocytogenes. A fabricagéo de queijos com a utilizagéo
de leite cru deve receber cuidados especiais, principalmente quanto a procedéncia
da matéria prima e ao processo de producdo, para evitar danos a saude do
consumidor. Considerando a importéncia destes agentes para saude publica, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da resolugdo — RDC n°
12, de 2 de janeiro de 2001, determina os limites maximos para estes

microrganismos nos alimentos.
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2.2.1 Microrganismos indicadores

Os microrganismos indicadores vém sendo cada vez mais utilizados, devido a
dificuldade na detecgéo de alguns microrganismos patogénicos na rotina laboratorial
para avaliacdo da seguranca e higiene da 4gua e de alimentos. S&o um grupo de
microrganismos que quando presentes no alimento fornecem informagdes sobre: a
ocorréncia de contaminagdo fecal, a presenca de possiveis patdégenos ou a
deterioragdo do alimento e indicam as condi¢es sanitarias inadequadas durante o
processo de fabricagdo ou armazenamento (FORSYTHE, 2007; FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Dentre os indicadores estdo os coliformes totais, coliformes termotolerantes,
bactérias aerdbias mesofilas, psicotroficas, estafilococos, entre outros (FORSYTHE,
2007; FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAMES, 2008).

2.2.1.1 Coliformes totais

O grupo coliforme compreende bactérias entéricas e ambientais, por isso séo
denominadas coliformes totais. As bactérias deste grupo pertencem aos géneros:
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter. Todos exibem desenvolvimento
6timo a 35°C, sdo bacilos Gram-negativos, aerébios, capazes de fermentar a
lactose, com producdo de gas em 24 a 48 horas a 35°C. S&o encontrados no
intestino de animais e do homem e nas fezes que contaminam o solo e agua
(OLIVEIRA, 2000; SILVA et al., 2010).

Microrganismos indicadores sédo utilizados para avaliar as condigcoes
higiénico-sanitérias ou de processamento de um alimento (GAVA, SILVA, FRIAS,
2008). Devido ao fato, de apenas a Escherichia coli ter como habitat primério o trato
intestinal do homem e animais, a presenca de coliformes totais nado indica,
necessariamente, contaminacao fecal recente ou ocorréncia de enteropatdégenos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).



17

2.2.1.2 Escherichia coli

A Escherichia coli esta incluida nos grupos dos coliformes termotolerantes.
S&o capazes de fermentar a lactose, com formagdo de gas em 48h a 44 — 45,5°C
(JAMES, 2008; SILVA et al., 2010). E uma bactéria que possui varias linhagens,
algumas séo encontradas colonizando o trato intestinal do homem e de animais de
sangue quente e outras podem provocar doengas graves. Muitas linhagens de E.
coli séo de baixa viruléncia mas podem causar infecgbes oportunistas em locais
extra-intestinais, j& as linhagens patogénicas podem provocar sérias manifestacdes
clinicas e inclusive a morte (QUINN et al., 2005).

Em trabalho realizado na regiéo serrana de Santa Catarina com o objetivo de
conhecer e contribuir para a qualidade de queijos artesanais, foram analisadas 20
amostras de queijos, sendo que 52% das amostras estavam contaminadas na faixa
de 1,5x10% UFC/g e 48% na faixa de 1,5x10° a 9,3x10° UFC/g de coliformes de
origem fecal (IDE; BENEDET, 2001). Em trabalho semelhante, Zaffari, Mello e
Costa (2007), analisaram 80 amostras para avaliar a qualidade microbiolégica de
gueijos artesanais comercializados em estradas litoraneas no norte do Rio Grande
do Sul, em seus resultados encontraram 84% das amostras com contagens de
coliformes fecais acima do limite permitido pela legislagéo.

Ao investigar a qualidade do queijo de Minas artesanal do Serro, Minas
Gerais, Brant, Fonseca e Silva (2007) constataram que, 80% e 60% das 40
amostras analisadas estavam em desacordo quanto ao numero de coliformes a 35°C
e coliformes a 45°C, respectivamente. Enquanto que Feitosa et al. (2003)
encontraram em queijo Coalho e Manteiga, produzidos no estado do Rio Grande do
Norte, a presenca de coliformes fecais dentro dos padrbes estabelecidos pela
legislacéo, indicando baixo nivel de contaminagéo fecal.

Embora a contagem de coliformes totais ndo seja exigida pela legislagéao
vigente, sua presenca em niveis elevados indica deficiéncia na qualidade higiénico-
sanitaria do produto, uma vez que, estes microrganismos geralmente sé&o
contaminantes ambientais (BRANT; FONSECA; SILVA, 2007). A presenga de E. coli
em alimentos indica condi¢des inadequadas de higiene durante ou apos a fabricacdo
do produto e sugere a presenca de enteropatdégenos, por ser um indicador de
contaminacédo fecal (SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA, 2006; FRANCO; LANDGRAF,
2008).
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2.2.2 Staphylococcus aureus (S. aureus)

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos, anaerébios facultativos, catalase
positiva, imoveis, oxidase-negativa e ndo formam esporos. Encontra-se amplamente
distribuidos no mundo todo, como comensais da pele de animais e de humanos.
Também s&o encontrados em membranas mucosas do trato respiratorio superior e
urogenital inferior e como transitérios no trato digestivo, sendo relativamente
estaveis no meio ambiente (QUINN et al., 2005).

O Staphylococcus aureus € a espécie de maior interesse (dentro do grupo
dos estafilococos coagulase positiva) para a microbiologia de alimentos por provocar
intoxicagOes de origem alimentar bastante frequente em nosso meio, principalmente
nas épocas quentes do ano (FRANCO; LANDGRAF, 2008; GAVA, SILVA; FRIAS,
2008). Apresentam crescimento na faixa de 7°C a 47,8°C, e suportam variagédo de
pH entre 4 a 9,8. S&o tolerantes a concentragdes de 10% a 20% de NaCl e a
nitratos, o que torna alimentos curados veiculos potenciais para o crescimento desta
bactéria (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A doenga transmitida por S. aureus é uma intoxicagdo, provocada pela
ingestdo de toxinas pré-formadas no alimento, quando ocorre a multiplicagdo das
células. As toxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, resistentes a cocgao e as
enzimas proteoliticas. A ingestdo de uma dose menor que 1 pug pode gerar 0s
sintomas de intoxicacdo e essa quantidade é atingida quando a populacao de S.
aureus obtém valores entre 10° a 10° UFC/g de alimento (SANT'ANA; AZEREDO,
2005; SILVA et al., 2010).

Véarios alimentos j& foram incriminados em surtos, incluindo os produtos
lacteos e derivados (principalmente queijos). Alimentos muito manipulados durante a
fabricagdo, ou os que permanecem a temperatura ambiente depois da preparagéo
sdo os de maior risco de provocarem intoxicagdo estafilocécica (SILVA et al., 2010).

Os portadores nasais e os manipuladores de alimentos, com méos e bragos
que apresentam feridas infectadas com S. aureus s&do importantes fontes de
contaminagdo do alimento. Para prevenir a intoxicagdo estafilocécica € necessario
evitar a contaminagao do alimento e ou manté-lo a baixas temperaturas (FRANCO,;
LANDGRAF, 2008).
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Feitosa e colaboradores (2003) encontraram a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva (SCP) em 72% das amostras de queijo de coalho e 84,7% das
amostras de queijo manteiga, produzidos no estado do Rio Grande do Norte, com
contagens variando de 7x10* a 1,3x10® UFC/g e 2,4x10° a 8,6x10° UFC/g
respectivamente.

Em trabalho realizado no estado do Rio de Janeiro, com objetivo de avaliar a
presenca de S. aureus entre outros patdgenos, foram coletadas 45 amostras de
gueijos de trés diferentes marcas e destas amostras o S. aureus foi encontrado em
77% delas (ARAUJO et al., 2002). Valores semelhantes foram encontrados por
Brant, Fonseca e Silva (2007) e Ferreira et al. (2010), que em seus trabalhos
encontraram 82, 5% das amostras com contagem de SCP acima de 10° UFC/g e
78% das amostras com contagem de S. aures acima do permitido pela legislagéo,
respectivamente.

Rosengren et al. (2010) em pesquisa realizada com amostras de queijos na
Suécia, encontraram 69% das amostras produzidas com leite cru e 6% das amostras
fabricadas com leite pasteurizado contaminadas por SCP. Senger e Bizani (2011)
avaliaram 60 amostras de queijo Minas Frescal (30 produzidos artesanalmente e 30
produzidos industrialmente) comercializado na cidade de Canoas, RS, 40% e 23,3%
das amostras do queijo artesanal e industrial respectivamente, apresentaram-se
contaminadas com valores de S. aures acima do permitidos pela legislagéao.
Semelhante a este estudo Salotti et al. (2006) encontraram 20% e 10% das amostra
de queijos Minas Frescal, de origem artesanal e industrial respectivamente,
comercializados no municipio de Jaboticabal, SP, com contagens de SCP acima do
permito pela legislacéo.

Por outro lado, Ortolani et al. (2010) encontraram baixos niveis de SCP em
gueijos produzidos por produtores rurais e comercializados em Vigosa, MG. Em
estudo realizado nos EUA Brooks et al. (2012) avaliaram 41 amostras de queijos
produzidos com leite cru e encontraram 7,3% (3) das amostras contaminadas por S.
aureus, sendo que apenas uma amostra apresentava valor acima de 10°UFC/g.

A presenca de S. aures acima de 10°UFC/g (valor estabelecido como méximo
para Estafilococos coagulase positiva pela legislagdo vigente) em queijos torna o
produto impréprio para o consumo humano, por estar fora dos padrdes sanitarios.
Praticas de higiene devem ser tomadas, afim de, prevenir a contaminagdo do

produto. Sendo assim, cabe aos 6rgéos fiscalizadores executar a fiscalizacdo nas
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unidades produtoras, bem como, dar orientagéo e treinamento aos produtores sobre
as boas préticas de fabricacdo (SENGER; BIZANI, 2011).

2.2.3 Salmonella sp.

As salmonelas sao bacilos Gram negativos, ndo formam esporos, sdo méveis
(com excecdo dos sorovares Gallinarum e Pullorum), anaerdbios facultativos,
fermentam D-glicose e outros carboidratos com producdo de gas e Aacido.
Geralmente nao fermentam a lactose, indol e oxidase negativa e produtoras de gas
sulfidrico. S&o resistentes a dessecacdo e congelamento, crescem entre sete a
45°C, com temperatura 6tima de 37°C e suportam variacdo de pH entre 4,0 a 9,0,
sendo que o pH 6timo fica préximo de sete (OLIVEIRA, 2000; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

A nomenclatura proposta por Kauffman e White abriga a espécie de
importancia em medicina veterinaria (salmonelas mais frequentes associadas a
infeccdo humana) a Salmonella enterica subsp. enterica (FRANCO; LANDGRAF,
2008). As salmonelas encontram-se amplamente distribuidas no ambiente, sendo
seu principal habitat o trato intestinal de humanos e animais de sangue quente,
principalmente aves. Podem ser isoladas de carnes cruas, leite e derivados. As
principais fontes sdo a 4gua, o solo, as fezes de animais, 0s insetos e as superficies
de equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas (SILVA et al., 2010). Porém, a
contaminagéo inicial ocorre através das fezes (QUINN et al., 2005).

Salmonella sp. € um dos microrganismos mais frequentemente envolvidos em
casos de doencgas de origem alimentar em diversos paises, inclusive no Brasil.
Varios alimentos j& foram incriminados em surtos de salmonelose incluindo o leite e
seus derivados (FRANCO; LANDGRAF, 2008). A presenca de Salmonella sp. no
alimento ocorre por manipulagdo inadequada ou contaminagdo cruzada (GAVA,
SILVA; FRIAS, 2008; SILVA et al., 2010).

A salmonelose ocorre geralmente através do consumo de alimentos
contaminados por Salmonella sp., e caracterizam-se por sintomas que incluem
vomito, diarreia, febre e dores abdominais (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008; SILVA et
al., 2010). Os sintomas aparecem de 12 a 36 horas ap0s o contato com o
microrganismo (FRANCO; LANDGRAF, 2008). O homem e os animais podem se

infectar sem apresentar sintomas, tornando-se portadores assintomaticos e assim,
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excretam esporadicamente Salmonella sp., contaminando o ambiente e outros
animais (UZZAU et al., 2000; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A legislacdo brasileira estabelece auséncia de Salmonella sp. em amostras
minimas de 25g de queijos e demais alimentos (BRASIL, 2001).

Feitosa et al. (2003), em seu trabalho realizado com amostras de queijos
produzidas no estado do Rio Grande do Norte, detectaram a presenca de
Salmonella sp. em 9% das amostras de queijos de coalho e em 15% das amostras
de queijo manteiga. Em trabalho semelhante Duarte et al. (2005) analisando a
presenca de patdogenos em 127 amostras de queijo coalho, produzidos e
comercializados no estado de Pernambuco, encontraram Salmonella sp. em 5,5%
das amostras analisadas.

Salotti et al. (2006), Brant, Fonseca e Silva (2007), Santos-Koelln et al.
(2009), Dalla Santa et al. (2010) e Ortolani et al. (2010) em relagéo a Salmonella sp.
todas as amostras de queijos analisadas em seus estudos, encontraram-se dentro
dos padrdes exigidos pela legislagéo brasileira (auséncia em 25 gramas do produto).

Resultados semelhantes foram encontrados por Brooks et al. (2012) que
analisaram nos EUA 41 amostras de queijos produzidos com leite cru e em
nenhuma delas foi detectada a presenca de Salmonella sp. e por Menéndez et al.
(2001) que, igualmente, ndo detectaram a presenga deste microrganismo em 24
amostras de queijos produzidos com leite cru e comercializados em Galicia,
Espanha. Enquanto, Santana et al. (2008) em seu trabalho encontraram 16 (26,7%)
das amostras analisadas, positivas para Salmonella sp..

A presenca de Salmonella sp. no alimento, pode ocorrer pela manipulagéo
inadequada ou contaminagdo cruzada, tornando-o imprOprio para 0 consumo
humano, pelo risco a saude do consumidor (UZZAU et al., 2000; SILVA et al., 2010).

2.2.4 Listeria monocytogenes

O género Listeria € composto por cinco espeécies: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, e L. welshimeri. A Listeria monocytogenes é a
espécie de maior importancia em saude publica por provocar infecgdes alimentares,
sendo patégena para o homem e podendo ser veiculada pelos alimentos. E um

bacilo Gram-positivo pleomorfico sua temperatura ideal de crescimento é 37°C, mas
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€ capaz de crescer em baixas temperaturas. Essa bactéria é extremamente
ubiquitéria podendo ser encontrada no solo, na 4gua, nos alimentos e como membro
da microbiota normal do homem e dos animais (BORGES et al., 2009).

Importantes caracteristicas da L. monocytogenes sdo suas habilidades em
crescer em temperaturas que variam entre 0,4 até 45°C e em pH com variacdes de
5.0 até 9.0, a particularidade de crescer a baixas temperaturas propicia a bactéria a
capacidade de multiplicar-se em alimentos mantidos a temperatura de refrigeragéo
(CZUPRYNSKI, 2004; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Listeriose € a doenca causada pela ingestdo de alimentos contaminados por
L. monocytogenes. Pode causar encefalite, septicemia e aborto em bovinos, ovinos,
caprinos e humanos. Os sinais em humanos podem ser precedidos por sintomas
semelhantes & gripe, podendo progredir para alteracdes mais graves como sintomas
gastrointestinais, septicemia, meningite, encefalite, infecgcdo cervical, aborto,
endocardite, lesbes granulomatosas no figado e outros 6rgaos, abscessos internos
ou externos, lesdo cutanea papular e até a morte (SILVA et al., 2010). Gestantes,
recém-nascidos, idosos, pacientes submetidos a hemodialise, terapias prolongadas
com corticosteréides e imunodeprimidos s&do a popula¢do suscetivel (BRANCO et
al., 2003; BORGES et al., 2009).

L. monocytogenes tem sido isolada de diferentes alimentos tais como leite cru
e pasteurizado, queijos, carne bovina, suina, de aves, peixes, embutidos, carne
moida de diferentes animais, produtos céarneos crus e termoprocessados, além de
produtos de origem vegetal, de origem marinha e refeicbes preparadas (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A transmissdo esta associada a ingestdo do alimento
contaminado. Queijos em processo de maturagdo podem constituir um meio para o
crescimento de Listeria sp. e sdo causas frequentes de surtos (SILVA et al., 2010).

Considerando a importancia deste microrganismo em produtos lacteos, a
legislacédo brasileira estabelece auséncia desse patdgeno em 25¢g de queijos com
média, alta e muito alta umidade (BRASIL, 2001). Borges e colaboradores (2009)
relatam que entre os produtos lacteos, queijos de média e alta umidade s&o os mais
comumente contaminados por L. monocitogenes.

Ramos e Costa (2003) avaliaram 58 amostras de queijo artesanal tipo coalho
comercializado na cidade de Manaus, AM e encontraram em duas amostras a
presenca de Listeria sp. sendo uma L. monocytogenes. Em seu trabalho Feitosa et

al. (2003) detectaram 9% das amostras de queijo de coalho e 15% das amostras de
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queijo manteiga positivas para Listeria sp., porém, ndo foi detectada a presenca de
L. monocytogenes. Valores semelhantes foram encontrados por Branco et al. (2003)
gue ao analisarem 84 amostras de queijo de coalho industrializado e comercializado
na cidade de Fortaleza, CE, observaram 16 (19%) das amostras positivas para L.
monocytogenes, 5 (5,9%) positivas para L. innocua e 1 (1,2%) positivas para L.
grayi.

Duarte et al. (2005) avaliaram 127 amostras de queijo de coalho produzidos e
comercializados no estado de Pernambuco, das quais 9,5% apresentaram-se
positivas para Listeria sp. e 5,5% para L. monocytogenes. Em seu trabalho
Menéndez et al. (2001) detectou a presenca de L. monocytogenes em duas
amostras de queijos produzido a partir de leite cru em Galicia, Espanha.

No entanto, lurlina e Fritz (2004), Salotti et al. (2006) e Brant, Fonseca e silva
(2007) ndo detectaram a presenca de L. monocytogenes em nenhuma das amostras
analisadas em seus estudos. Ortolani et al. (2010), Rosengren et al. (2010) e Pinto
et al. (2011), ndo encontraram nas amostras de queijo analisadas a presenca de L.
monocytogenes. O mesmo ocorreu com Brooks et al. (2012) em trabalho realizado
nos EUA que encontraram auséncia deste microrganismo em suas analises.

A auséncia de L. monocytogenes pode ser determinada pela menor
capacidade de competicdo dessa espécie em relagdo aos coliformes e aos
Staphylococcus sp., e a ocorréncia desses microrganismos em alimentos estd na
maioria das vezes, associada a contagens menores de outros contaminantes
(BRANT et al., 2007).
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AVALIACAO DA INOCUIDADE E QUALIDADE MICROBIOLOGICA
DO QUEIJO ARTESANAL SERRANO E SUA RELACAO COM O
PERIODO DE MATURACAO

Evaluation of the safety and quality of microbiological artisan cheese serrano

and its relation to the period of maturity.

RESUMO

O queijo artesanal serrano de Santa Catarina € um produto tipico produzido em
pequenas propriedades rurais na Serrana Catarinense. Sua principal caracteristica é
ser fabricado a partir do leite cru, sem sofrer nenhum tratamento térmico que elimine
0S microrganismos patogénicos que podem estar presente. Este fato traz grandes
implicagbes, principalmente, para saude publica pelo risco desse produto causar
doencas transmitidas por alimentos. A legislagdo vigente permite que queijos
artesanais elaborados a partir de leite cru sejam maturados por um periodo inferior a
60 dias, porém, declara a necessidade de estudos técnico-cientificos a fim de
comprovarem a melhor época de maturacéo, para que se possa garantir a qualidade
e a inocuidade do produto. O presente estudo teve por objetivo realizar o isolamento
e a identificagdo de Listeria monocytogenes e Salmonella sp. e o isolamento e
quantificacdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e coliformes totais e
relacionar o tempo de maturagdo com a contaminagdo dos queijos artesanais,
verificando assim, a melhor época de maturacdo para comercializar um produto que
seja seguro ao consumidor. O experimento foi conduzido utilizando 108 amostras de
queijo artesanais serranos provenientes de véarias cidades da Regido Serrana de
SC, com periodos de maturacdo entre 14, 28, 42 e 63 dias. No Centro de
Diagnostico Microbiologico Animal - CEDIMA foram realizadas as seguintes andlises:
pesquisa de Listeria monocytogenes segundo o método USDA/2009 e isolamento de
Salmonella sp. segundo a metodologia ISO 6579/2007. As bactérias identificadas
como Listeria monocytogenes foram enviadas para sorotipificacdo na Fundacéo
Instituto Oswaldo Cruz. A contagem de Staphylococcus aureus, Coliformes Totais e
Escherichia coli foi realizada em placas de petriflm™. A qualidade higiénico-
sanitaria dos queijos analisados foi insatisfatoria, pois a presencga de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e coliformes totais encontraram-se acima dos valores
permitidos pela legislagdo, indicando deficiéncia nos procedimentos de higiene
durante a fabricagcdo do produto. A Salmonella sp. néo detectada em nenhuma das
amostras, porém, a presenca de Listeria monocytogenes torna o queijo impréprio
para o consumo humano, uma vez que oferece risco potencial a saude do
consumidor. O periodo de até 60 dias maturagdo nao influenciou estatisticamente no
isolamento dos microrganismos analisados.

Palavras chave: Listeria monocytogenes. Salmonella sp.. Staphylococccus aureus.
Coliformes Totais. Escherichia coli.
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ABSTRACT

The handmade serrano cheese of Santa Catarina is a typical product made on small
farms in the Serrana Region Catarinense. Its main feature is to be manufactured
from raw milk without suffering any heat treatment in order to eliminate pathogenic
microorganisms that may be present. This fact has major implications, especially for
the public health risk that product cause foodborne illness. Current law allows
handmade cheeses from raw milk to be aged for a period less than 60 days,
however, but also declares the need for technical-scientific studies to prove the best
time of maturation, to ensure the quality and safety of the product. The present study
aimed to realize the isolation and identification of Listeria monocytogenes and
Salmonella sp. and isolating and quantifying Staphylococcus aureus, Escherichia coli
and total coliforms and relate the maturation time with contamination of handmade
cheeses, thus verifying the best time of maturation to make a product that is safe for
consumers. The experiment was conducted using 108 samples of handmade
serranos cheese from various cities in the mountainous region of SC, with maturity
periods of between 14, 28, 42 and 63 days. In Animal Microbiological Diagnostic
Center - CEDIMA were performed the following analyzes: isolation of Listeria
monocytogenes using the method USDA/2009 and of Salmonella sp. methodology
according to 1SO 6579/2007. The bacteria identified as Listeria monocytogenes were
sent for serotyping the Instituto Oswaldo Cruz Foundation. The enumeration of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Total Coliform was performed on
petriflm™ plates. The sanitary quality of the cheeses analyzed was unsatisfactory,
because the presence of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and total coliform
was found above the levels permitted by law, indicating deficiency in hygiene
procedures during manufacture of the product. Salmonella sp. not detected in any
sample, but, the presence of Listeria monocytogenes makes cheese unfit for human
consumption, as it offers potential risk to consumer health .The maturing period up to
60 days did not affect the isolation of the microorganisms statistically analyzed.

Keywords: Listeria monocytogenes. Salmonella sp.. Staphylococcus aureus.
Escherichia coli. Total Coliform.
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INTRODUCAO

O queijo artesanal serrano é um produto tipico da regido serrana de Santa
Catarina fabricado desde a época do tropeirismo com uma receita passada de
geracdo a geracdo, ha aproximadamente duzentos anos (CORDOVA et al., 2009).
Apesar de sua produgdo e comercializagdo ocorrerem as margens da legislacdo e
da escassez de dados sobre sua qualidade microbiolégica, este queijo € um produto
extremamente difundido na regido e altamente apreciado pelos consumidores,
sendo de grande importancia na vida econdmica de pequenos produtores, que tem
nessa atividade, uma das principais, quando nédo a principal fonte de renda para o
sustento da familia (IDE; BENEDET, 2001). Isso demonstra ndo s a importancia
social, mas também a cultural, impingidas no processo de fabricacdo e
comercializagdo do produto.

Por ser fabricado a partir do leite cru o queijo artesanal serrano pode conter
microrganismos patogénicos que podem estar presentes no leite, ou contaminar o
produto durante a sua fabricacdo (IDE; BENEDET, 2001). Além disso, falhas no
controle de boas praticas de fabricacdo podem resultar em um produto de mé
qualidade pelo risco de causar intoxicacdes e toxinfecgcbes nos consumidores,
constituindo um problema para saude publica (ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007).

Sendo assim, a Unica forma de elimina¢do ou diminuig&o até niveis permitidos
pela legislagdo destes microrganismos patogénicos € através do processo de
maturacdo, o qual consiste em uma série de processos fisicos, quimicos e
microbiolégicos que desfavorecem o desenvolvimento de bactérias patogénicas. A
legislagé@o vigente permite que a maturagdo de queijos elaborados a partir de leite
cru seja inferior a 60 dias. No entanto, destaca a necessidade de estudos técnico-
cientificos a fim de comprovarem a melhor época de maturagdo, para que se possa
garantir a qualidade do produto (BRASIL, 2011).

Analisando a importancia do queijo artesanal serrano frente sua produgéo e
consumo, bem como a escassez de informagdes principalmente sobre sua qualidade
microbioldgica, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica
atraveés da contagem de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Coliformes Totais
e a inocuidade com o isolamento e identificagdo de Listeria monocytogenes e
Salmonella sp. do queijo artesanal Serrano com diferentes estagios de maturacéo.

Fornecendo assim, informacdes precisas sobre a melhor época de maturacdo para
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garantir a comercializacdo de um produto seguro para o0 consumidor e servira
também de subsidio para a identificagdo e qualificacdo do queijo artesanal Serrano

do estado de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 108 amostras de queijos artesanais serranos para pesquisa
de Listeria sp., Salmonella sp., Coliformes Totais, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus de unidades produtoras dos queijos, as quais, participam do programa de
apoio aos queijos artesanais de Santa Catarina.

As coletas foram realizadas em diferentes periodos aos 14, 28, 42 e 63 dias
de maturacdo dos queijos. Apos 14 dias de fabricagdo os queijos foram coletados
nas propriedades de origem e os demais queijos produzidos, eram datados para que
ocorresse a maturagdo no local de producédo até os prazos das demais coletas. Em
seguida o0s queijos eram acondicionados em embalagens de papel craft e
transportados dentro de caixas isotérmicas ao Centro de Diagndéstico Microbiol6gico
Animal (CEDIMA) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) em Lages, onde
foram realizadas as analises microbiolégicas (apéndice A). Ao chegarem ao
laboratério os queijos eram pesados e apés era removido aproximadamente um cm
de espessura da parte externa e, em seguida, eram retiradas assepticamente
amostras de 25 e 10g da parte interna de cada queijo para as analises
bacterioldgicas.

Estas amostras foram adicionadas a 225 mL de 4gua peptonada tamponada
1% (APT) estéril e 90 mL de caldo University of Vermont (UVM), respectivamente,
ambas homogeneizadas em Stomacher por dois minutos. As diluicbes eram
realizadas em tubos contendo 9,0 mL de solugdo salina (0,85%) estéril, para
contagem de Coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Logo
depois de homogeneizadas, as amostras foram submetidas aos protocolos de
identificacéo e quantificagéo (SILVA et al., 2010).

Para identificacdo e quantificacdo de Coliformes totais, E. coli e S. aureus
utilizou-se o sistema Petriflm™ (método oficial da Association of Analytical

Communities — AOAC) n°® 991.14 para coliformes totais e E. coli e n® 2003.07 para S.
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aures (SILVA et al., 2010). O resultado foi obtido pela contagem das colonias e
expressos em UFC/25g de acordo com a diluigéo.

A pesquisa de Salmonella sp. foi conduzida segundo Silva e colaboradores
(2010) seguindo a International Organization for Standardization - ISO 6579 (2007).
Os isolados com perfil bioquimico compativeis com Salmonella sp. foram
confirmados pela prova de aglutinagdo com soro polivalente somético. Apos a
confirmacdo bioquimica e sorolégica as cepas sugestivas, seriam encaminhadas
para sorotipificagdo na Fundagéao Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A pesquisa de
Listeria monocytogenes foi realizada segundo Silva e colaboradores (2010) seguindo
a United States Department of Agriculture - USDA (2009), os isolados identificados
foram enviados para sorotipificagdo na Fundagédo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

L. monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella sp. (ATCC 8327), S. aureus
(ATCC 29213) e E. coli (ATCC 25922) foram utilizadas como controle de todos os
procedimentos.

Amostras de queijo foram encaminhadas para a realizacao de andlises fisico-
quimicas no Ndacleo de Inspecdo e Tecnologia de Alimentos (NUTA) do
CAV/UDESC, seguindo a Instru¢do Normativa n° 68 de 12 de dezembro de 2006.

Os valores encontrados no presente estudo foram comparados com valores
de referéncia do Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos, padronizados pela RDC n° 12 (Brasil, 2011) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e analisados estatisticamente utilizando o teste do

Qui-quadrado (X?) do pacote estatistico SAS com significancia (P<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdo de Coliformes totais, E. coli e S. aureus em relagdo ao

periodo de maturagéo estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de isolamento e quantificacdo de Coliformes Totais e Escherichia coli
de queijos artesanais produzidos na regido serrana de Santa Catarina.

_ Contagem/ Total (%)
Dias de Maturagéo

Coliformes Totais Escherichia coli

14 14/27 (12,96%)° 19/27 (17,59%)?
28 21/27 (19,44%)? 15/27 (13,89%)?
42 17/27 (15,74%)® 18/27 (16,67%)?
63 11/27 (10,19%)" 12/27 (11,11%)?
Total 63/108 (58,33%) 64/108 (59,26%)

ab | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Observou-se uma diminuig&o da populacdo de coliformes totais e E. coli apés
28 e 42 dias de maturacdo, respectivamente. No entanto, o periodo influenciou
apenas a quantificagdo de coliformes totais, onde se observou uma diminuigao
significativa destes microrganismos aos 63 dias de maturacdo. Segundo Orddfiez et
al. (2005) este fato pode ter ocorrido devido aos fendmenos que ocorrem ao longo
do processo de maturagdo que envolvem entre outros, a acidificacdo do meio e
diminuic&do da atividade de 4gua (a.), fazendo com que os coliformes comecem a
diminuir podendo até desaparecer. O aumento da acidez encontrada no presente
estudo apos 28 dias (Tabela 4) indica que, este parametro pode ter influenciado o
desenvolvimento dos coliformes.

No entanto, essas bactérias competem com as bactérias lacticas quando o pH
é elevado e a temperatura é adequada, por isso, apresentam um aumento durante
os primeiros periodos de maturacdo (ORDONEZ et al., 2005). Semelhante a este
trabalho Ortolani e colaboradores (2010) encontraram que a maturagao foi
importante para a reducdo na populagdo de coliformes fecais. Evidenciando assim,
que os fendmenos que ocorrem durante a maturagdo sdo o0s responsaveis pela

diminuicdo e/ou eliminacéo de possiveis patdégenos.
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Outro resultado observado foi que, das 108 amostras 37 (34,26%) e 39 (3%)
apresentaram contagens acima de 10° UFC/g (valor estabelecido como maximo pela
legislagéo vigente para coliformes a 45°C) para coliformes totais e E. coli,
respectivamente (Tabela 2). Sendo que com um ponto de corte de 10° UFC/g, houve
uma diminuigdo significativa na populacdo de E. coli ap6s 28 dias de maturacao
(Tabela 2), o que pode ser explicado também pelo aumento da acidez encontrado
neste periodo. Embora a contagem de coliformes totais ndo seja exigida pela
legislacdo vigente, sua presencga em niveis elevados indica deficiéncia na qualidade
higiénico-sanitéria do produto, uma vez que, estes microrganismos geralmente sdo
contaminantes ambientais (BRANT; FONSECA; SILVA, 2007). Sugerem ainda, a
presenca de possiveis patdgenos ou a deterioracéo precoce do alimento. Por ser um
indicador de contaminacéo fecal, a presenca de E. coli pode indicar a ocorréncia de
outros enteropatdgenos, devido a condi¢cdes inadequadas de higiene durante ou
apos a fabricacdo do produto (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SILVA; CAVALLI,
OLIVEIRA, 2006). Analogo a este estudo Ide e Benedet (2001), Brant, Fonseca e
Silva (2007) e Visotto et al. (2011) constataram a presenca de altos niveis de
coliformes a 45°C, evidenciando a baixa qualidade higiénico — sanitaria dos queijos
analisados em seus trabalhos. O consumo de queijos com contagens de E. coli
acima de 10°UFC/g constitui um perigo para salde publica, pois sabidamente
algumas linhagens deste microrganismos sdo altamente patogénicas ao homem,
podendo provocar sérias manifestacdes clinicas e inclusive a morte (QUINN et al.,
2005), por isso, deve-se evitar ou assegurar uma baixa contaminagao inicial do

produto de forma que, a maturagao possa eliminar a presenga do microrganismo.

Tabela 2. Frequéncia de isolamento e quantificacdo de Coliformes Totais, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus acima de 103 UFC/25g de queijos artesanais produzidos na regido
serrana de Santa Catarina.

_ Contagem/ Total (%)
Dias de Maturagéo

Coliformes Totais Escherichia coli  Staphylococcus aureus

14 10/27 (9,26%)°  15/27 (13,89%)° 13/27 (12,04%)°
28 13/27 (12,04%)*  10/27 (9,26%)" 10/27 (9,26%)"
42 7/27 (6,48%)°  9/27 (8,33%)" 4127 (3,70%)*
63 7/27 (6,48%)°  5/27 (4,63%)" 9/27 (8,33%)°
Total 37/108 (34,26%) 39/108 (36,11%) 36/108 (33,33%)

ab | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Trinta e seis/ 108 (33,33%) amostras analisadas exibiram contagens de S.
aureus acima de 10° UFC/g (valor estabelecido como méaximo pela legislacdo
vigente para Staphylococcus coagulase positiva). A quantificagdo de S. aureus nao
foi influenciada pelo periodo de maturacdo. Porém, foi observada uma diminuigdo na
sua contagem dos 14 aos 42 dias e apds este periodo houve um aumento na
populagéo desse microrganismo (Tabela 2). Este fato demonstra que, até os 42 dias
de maturagdo o S. aureus apresentou comportamento semelhante aos coliformes.
No entanto, diferente de outros patégenos de origem alimentar, o S. aureus é mais
resistente quanto as alteragfes de pH, baixa atividade de 4gua e concentracdes de
até 25% de NaCl para o seu crescimento, possibilitando assim, que as células
bacterianas sobrevivam em ambientes que seriam hostis para o desenvolvimento de
outros microrganismos, devido as essas condi¢des (SILVA et al., 2010). Além disso,
no presente estudo detectou-se o aumento no teor de NaCl dos 42 para os 63 dias
de maturacgé&o nos queijos analisados (Tabela 4).

Assim como nesse estudo, Arqués et al. (2005) observou a diminuigdo deste
microrganismo em queijos com 60 dias de maturagdo. Os resultados do presente
experimento sdo semelhantes aos relatados por Brant, Fonseca e Silva (2007) que
verificaram a diminuigdo da populagéo de Staphylococcus coagulase positiva aos 30
dias de maturacao do queijo-de-minas artesanal.

O alimento contaminado por S. aureus com valores acima do permitido pela
legislacdo torna-se impréprio para o consumo humano (BRASIL, 2001). Devido a
isso, as préticas de higiene devem ser rigorosamente respeitadas a fim de prevenir a
contaminagdo do produto. Sendo que, os manipuladores portadores desse
microrganismo e a matéria-prima representam as principais fontes de contaminagéo
do alimento (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Como observado nesse estudo outros pesquisadores igualmente obtiveram
contagens de S. aureus acima de 10° UFC/g, consentindo que estes queijos
encontravam-se fora dos padrdes exigidos pela legislagdo (ARAUJO et al., 2002;
FERREIRA et al., 2010; SENGER; BIZANI, 2011). Diferindo do presente estudo
Rosengren et al. (2010), Ortolani et al. (2010) e Brooks et al. (2012) encontraram
poucas amostras de queijos contaminadas por S. aureus.

E importante salientar que neste estudo n&o foi detectada a presenca de S.

aureus com valores acima de 10° UFC/g de alimento. Segundo Sant'ana e Azeredo,
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(2005) a intoxicacdo alimentar causada por S. aureus, ocorre apés a ingestdo da
toxina pré-formada no alimento, sendo a toxina formada quando a populacdo dessa
bactéria obtém valores entre 10° e 10° UFC/g de alimento. Meyrand et al. (1998)
encontraram alta contagem de S. aureus mesmo durante o processo de maturagéo
dos queijos avaliados, enfatizando a necessidade de se aderir a procedimentos
sanitarios adequados durante a produgéo, manipulacdo e processamento de queijos,
como no presente estudo.

O isolamento e identificacdo de Salmonella sp. e Listeria sp. de maneira

semelhante, ndo foram influenciados pelo periodo de maturacao (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de isolamento e identificacdo de Salmonella sp., Listeria sp. e Listeria
monocytogenes de queijos artesanais produzidos na regido serrana de Santa Catarina.

Positivos/ Total (%)

Dias de
. o Listeria
Maturacao Salmonella sp. Listeria sp.*
monocytogenes

15 0/27 6/27 (22,22%) 0/27

30 0/27 6/27 (22,22%) 1/27(3,70%)4b**

45 0/27 5/27 (18,51%) 2127(7,40%)1/2b**

60 0/27 4/27 (14,81%) 0/27

Total 0/108 21/108 (19,44%) 3/108 (2,77%)

" N&do houve diferenca estatistica entre o isolamento de Listeria sp. e dias de maturacdo
(p<0,05).

** sorotipos encontrados

Em nenhum dos periodos analisados foi detectado a presenca de Salmonella
sp., estando o queijo dentro dos padrdes exigidos pela legislagdo que estabelece
auséncia de Salmonella sp. em amostras minimas de 25g de queijos e demais
alimentos (BRASIL, 2001). J& Listeria sp. foi isolada em 21/108 (19,44%) das
amostras analisadas, sendo 18 (16,66%) identificadas como Listeria innocua e trés
(2,77%) como Listeria monocytogenes (Tabela 3), tornando o produto impréprio para
0 consumo humano e fora dos padrbes exigidos pela legislagdo. Como demonstrado
na tabela 3 o isolamento de Listeria sp. diminuiu a partir dos 30 dias de maturacéo,
sendo a Listeria monocytogenes isolada aos 30 e 45 dias.

Concorda-se com Ortolani et al. (2010) que alguns dos principais fatores para
0 ndo isolamento de Salmonella sp. nos periodos finais da maturagéo, poderiam ser

o desenvolvimento das bactérias acido lacticas e seus metabdlitos produzidos ao
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longo do processo de maturagdo, tornando o ambiente indspito ao seu
desenvolvimento. Demonstrando assim, a importancia da microbiota autéctone na
obtencédo de um alimento seguro para o consumidor (ORTOLANI et al., 2010). Outro
fator que pode ter influenciado a auséncia de Salmonella sp. neste trabalho, € sua
menor capacidade de competicdo em relagdo aos coliformes e aos Staphylococcus
sp., que foi observado também por Brant, Fonseca e Silva (2007). Semelhante a
este trabalho Menéndez et al. (2001), Salotti et al. (2006), Dalla Santa et al. (2010),
Brooks et al. (2012) n&do isolaram Salmonella sp. de nenhuma das amostras de
gueijos analisadas.

A presenca de Listeria monocytogenes condena o produto para o consumo,
uma vez que, a ANVISA estabelece auséncia desse microrganismo em 25g do
alimento.

Borges e colaboradores (2009) relatam que entre os produtos lacteos, os
queijos de média e alta umidade sdo os mais comumente contaminados por L.
monocytogenes. A contaminagdo do queijo pela Listeria sp. pode ter origem tanto da
matéria-prima (leite) de baixa qualidade, quanto de falhas na higiene durante o
processo de fabricacdo e armazenamento do produto (SILVA et al., 2010).

Resultados semelhantes aos observados aqui, foram encontrados por
Menéndez et al. (2001) e Feitosa et al. (2003) em seus estudos. A diminuigdo apds
30 dias de maturacdo da populagdo de L. monocytogenes sugere que este
microrganismo, semelhante a outros patdgenos de origem alimentar, sigam
desenvolvimento semelhante aos coliformes durante a maturacdo (diminuindo sua
populagéo ao longo do periodo). E uma vez que suas taxas sdo menores, admite-se
que ao longo do periodo de maturacdo, esses microrganismos terdo desaparecido
ou pelo menos, seu ndmero sera tdo baixo que ndo chegardo a causar danos a
satde do consumidor (ORDONEZ et al., 2005). Diferente do encontrado nesse
trabalho Salotti et al. (2006) e Brant, Fonseca e Silva (2007), Brooks et al. (2012)
ndo detectaram a presengca de L. monocytogenes em nenhuma das amostras
analisadas em seus estudos.

A presenca de Listeria innocua, a qual foi a mais isolada neste trabalho,
sugere que a Listeria monocytogenes pode estar presente contaminando o alimento,
devido ao fato desta ser menos competitiva em relagdo as outras do seu género
(DUARTE et al., 2005; ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007).
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A sorotipagem das cepas identificadas indicou a presenga de quatro
diferentes sorovares entre eles: L. monocytogenes 1/2b e 4b (Tabela 3) e L. innocua
6a e 6b. Como no presente, estudo Duarte et al. (2005) avaliaram 127 amostras de
gueijo de coalho produzidos e comercializados no estado de Pernambuco, das quais
9,5% apresentaram-se positivas para Listeria sp. e 5,5% para L. monocytogenes
1/2a.

Destaca-se também o fato de que os sorovares encontrados no presente
estudo (1/2b e 4b) estéo entre os principais causadores de doengas transmitidas por
alimentos. A L. monocytogenes € representada por 13 sorovares, sendo 0sS
sorovares 1/2a, 1/2b e 4b frequentemente associados a surtos de listeriose humana
(MCLAUCHLIM, 1990; JAMES, 2005). Hoffer et al. (2006) realizaram analise
fenotipica de 255 cepas de Listeria isoladas de material clinico humano durante os
anos de 1969 a 2000 em vérias regides do pais e observaram maior incidéncia do
sorotipo 4b (60,3%), seguido pelo 1/2a (29%), destacaram ainda que as regides Sul
e Sudeste do pais apresentaram o maior numero de L. monocytogenes (87,8%),
sugerindo que este fato pode estar relacionado a diferentes habitos alimentares.
Semelhante a este trabalho Abrah&o et al. (2008) ao analisarem a ocorréncia de L.
monocytogenes em queijos e sorvetes produzidos no estado do Parand,
encontraram trés cepas da bactéria e o sorovar prevalente foi 1/2a.

Apesar de ser baixa a incidéncia, a ocorréncia de L. monocytogenes 1/2b e 4b
€ um fato de grande preocupacgdo para os orgéos fiscalizadores, pois revela que, o
consumo destes queijos constitui um perigo de infeccdo a populagdo em geral,
especialmente  aquelas pessoas imunocomprometidas (JAMES, 2005).
Demonstrando a necessidade da utilizacdo das boas préticas de fabricacdo visando
sempre prevenir a contaminagéo do alimento.

Diante dos resultados do presente trabalho, concorda-se com Brooks et al.
(2012) sobre a importdncia da maturagdo para garantir um produto
microbiologicamente seguro ao consumidor. A maturacdo é a Unica forma de
diminuicdo e/ou eliminagdo dos microrganismos patogénicos que podem estar
presente contaminando os queijos produzidos a partir do leite cru (MEYRAND et al.,
1998; MENDOZA; OYON, 2002; AYUB; SOUZA; ROSA, 2003; PERRY, 2004).

Em seu estudo Brooks et al. (2012) aponta um periodo de 60 dias como
minimo para a obtencdo da estabilidade do queijo. Embora no presente estudo ndo

tenha sido possivel estabelecer este periodo, observou-se que aos 60 dias 0 queijo
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apresentou-se mais seguro, uma vez que, aos 45 dias de maturacdo ainda isolou-se
Listeria monocytogenes.

Por outro lado, na maioria das vezes por pressédo dos proprios consumidores,
0s produtores acabam vendendo seus queijos com um tempo bem reduzido de
maturacdo (PERRY, 2004). Produtores do queijo artesanal serrano se Santa
Catarina, relatam que os consumidores tém preferéncia por queijos entre 7 a 15 dias
de maturagdo (CORDOVA et al., 2011). Devido a esse comportamento torna-se
evidente a importdncia de se conhecer a qualidade microbiolégica do queijo
artesanal serrano, com o proposito de transmitir informagdes concretas sobre, a
importancia da utilizagdo de uma matéria — prima de qualidade, de seguir as boas

praticas de fabricac&o e respeitar um periodo minimo de maturacéo, aos produtores.

Tabela 4. Resultados médios dos parametros fisico-quimicos de queijos artesanais
produzidos na regido serrana de Santa Catarina.

Dias de Parametros
Maturagéo Acidez (%) NacCl Gordura (%) Proteina (%)
14 0,782 0,0202 32,142 24,462
28 0,752 0,0212 23,06" 25,382
42 0,762 0,0132 23,50° 25,85%
63 0,822 0,0172 23,17° 27,28"
Média 0,78 0,018 25,30 25,75
CV(%) 31,73 58,09 20,06 8,1

ab | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
" coeficiente de variacdo

Os resultados fisico-quimicos demonstrados na tabela quatro encontram-se
dentro de uma faixa de variagdo normal, pois a maioria dos coeficientes de variagao
encontra-se com valores proximos a 30%, o que é considerado normal para
respostas obtidas na area biologica (SAMPAIO, 1998). O periodo de maturacdo
influenciou apenas o teor de gordura, onde se observou uma diminui¢do significativa
dos 14 para os 28 dias e o teor de proteina o qual se apresentou mais alto ao final
do periodo maturativo.

A grande diversidade da composigéo dos queijos analisados pode ser devido
a falta de padronizacédo das técnicas de producéo nas propriedades produtoras do

queijo artesanal serrano (IDE; BENEDET, 2001), podendo pode explicar o alto
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coeficiente de variacdo do cloreto de sodio. Outros fatores que podem ter
influenciado na variagdo dos constituintes nutricionais dos queijos analisados, sdo as
diferencas nas condicdes de criagdo dos animais e na produgdo do queijo
(ALMEIDA et al., 2012).

Resultados semelhantes aos deste estudo foram encontrados por Ide e
Benedet (2001), Machado et al. (2004) e Almeida et al. (2012) que também
encontram grandes variagdes na composicao das amostras de queijo analisadas em

seus estudos.

CONCLUSOES

A presenca de coliformes totais, E. coli e S. aureus acima dos valores fixados
como maximos pela legislagdo vigente, demonstra inadequadas condicbes de
higiene durante o processo de fabricagédo e/ou armazenamento dos queijos.

O isolamento de Listeria monocytognes torna o produto impréprio para o
consumo humano, constituindo um problema de saude publica. Apesar de né&o tido
diferenca estatistica entre o periodo de maturagdo dos queijos e o isolamento e/ou
quantificagdo dos microrganimos estudados, a necessidade de mais estudos
técnico-cientificos a fim de compreender melhor este processo fica evidente.

A grande variagdo encontrada na composicdo dos queijos analisados
demonstra a falta de padronizagédo na produgdo do queijo artesanal nas unidades
produtoras.

Estes resultados podem contribuir para demonstrar ndo s6 a necessidade de
identificar a fonte contaminacdo, mas também alertar os produtores sobre a
importancia de se utilizar uma matéria prima de qualidade, aliada as boas praticas
de fabricagdo com a finalidade de assegurar um produto que n&o oferega risco a
saude do consumidor. Da mesma forma os 6rgdos de fiscalizagdo devem atuar para

garantir a qualidade e a segurancga do alimento.
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APENDICE

Apéndice A - Andlises Bacterioldgicas

Amostras representativas de 25g e 10g de cada queijo foram adicionadas a
225 mL de agua peptonada tamponada 1% (APT) estéril e 90 mL de caldo University
of Vermont (UVM), respectivamente, ambas homogeneizadas em Stomacher por
dois minutos. As diluicdes eram realizadas em tubos contendo 9,0 mL de solugé&o
salina (0,85%) estéril, para contagem de Coliformes totais, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Logo depois de homogeneizadas, as amostras foram
submetidas as analises descritas abaixo.

Para contagem de Coliformes totais e E. coli utilizou-se o sistema Petrifilm™
(método oficial da Association of Analytical Communities — AOAC n°® 991.14) no qual
placas de Petriflm™ EC foram inoculadas com aliquotas de 1,0 mL das diferentes
diluicbes da amostra, em seguida foram incubadas a 35°C/24h para a leitura de
Coliformes totais e 35°C/48h para leitura de E. coli, onde colbnias vermelhas e
azuis, ambas associadas a bolhas de gas, eram consideradas coldnias de
Coliformes totais e E. coli, respectivamente. O resultado foi obtido pela contagem

das colbnias e expressos em UFC/25g de acordo com a diluigéo.

Para contagem de S. aureus foi utilizado o sistema Petrifilm™ (método oficial
AOAC n° 2003.07), no qual placas de Petrifim™ eram inoculadas com aliquotas de
1,0 mL das diferentes diluicbes da amostra (10" a 10°) e incubadas a 35°C/24
horas, colbnias vermelho-violeta eram consideradas colénias de S. aureus. O
resultado foi obtido pela contagem das col6nias e expressos em UFC/25g de acordo

com a diluigéo.

A pesquisa de Salmonella sp. foi conduzida segundo a International
Organization for Standardization-ISO 6579 (2007) que consiste em: a) pré-
enriqguecimento em caldo ndo seletivo onde 25 g de cada amostra foi acrescido a
225 mL de APT 1% e incubagcdo a 37°C/24h, b) enriqguecimento em caldo seletivo
de 0,1 mL da amostra enriquecida para tubo com 9,9 mL Caldo Rappaport e
incubado a 41°C/24h e 1 mL para tubo com 9 mL de Caldo Tetrationato e incubado a

37°C/24h, ambos homogeneizados no Vortex e c) plagueamento seletivo diferencial
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em Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Agar Verde Brilhante (VB). A partir do
plaqueamento diferencial foram separadas trés coldnias tipicas dos diferentes meios
e repicadas em Triple Sugar Agar (TSA) para purificagdo, em seguida prossegui-se
com colorag@o de Gram e confirma¢éo bioquimica do agente através das provas de:
Triple Sugar Iron (TSI), Lisin Iron Agar (LIA), urease, citrato e Sulphide Indol Motility
(SIM). Por fim, os isolados com perfil bioquimico compativeis com Salmonella sp.
eram confirmados pela prova de aglutinacdo com soro polivalente somatico. Apés a
confirmacdo bioquimica e sorolégica as cepas sugestivas, seriam encaminhadas

para sorotipificagéo na Fundagéo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi realizada segundo USDA (2009),
seguindo: a) enriquecimento seletivo primario de 10g de cada amostra foi
acondicionado em sacos plasticos estéreis contendo 90 mL de caldo University of
Vermont (UVM) e incubacé@o a 30°C/24h, b) enriquecimento seletivo secundéario de
aliquota de 0,1 mL da amostra enriquecida em tubo com 9,9 mL de caldo Fraser, em
seguida homogeneizado no Vortex para incubacdo a 37°C/48h, c) plagueamento
seletivo diferencial a partir do caldo Fraser foi semeado 0,1 mL em Agar Oxford
Modified (MOX) e uma algcada em Agar Listeria Ottaviani & Agosti (ALOA) ambas
incubadas a 37°C/24h. Apés a incubacdo foi verificada a presenca de coldnias
tipicas de Listeria sp. (esféricas, pretas, rodeadas por halo preto de hidrélise de
esculina no meio MOX) e colbnias tipicas de L. monocytogenes (azuis esverdeadas
com halo opaco no meio ALOA) e também Listeria sp.. Em seguida trés coldnias
tipicas de L. monocytogenes de cada meio eram purificadas em placas com
Trypticase Soy Agar com Yest Extract (TSA- YE) para realizacdo da confirmagéo
bioquimica. As colbnias caracteristicas foram confirmadas através da coloragdo de
Gram, catalase, Christie, Atkins e Muncch-Peterson (CAMP) Test e testes
bioquimicos: TSI, Vermelho de Metila (VM)/Voges Proskauer (VP), SIM, manitol,
ramanose, xilose e esculina, conforme Silva et al., (2010). Para realizacdo do CAMP
Test foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC) e Rhodococcus
equi (ATCC 6939). Os isolados identificados foram enviados para sorotipificacdo na
Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A L. monocytogenes (ATCC 7644) foi

utilizada como controle de todos os procedimentos.



