ISBN 978-85-8084-603-4

VIIlEPCC

ENCONTROINTERNACIONAL DE

PRODUCAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM AMOSTRAS DE
QUEIJO DO TIPO MINAS FRESCAL COMERCIALIZADOS
NA CIDADE DE MARINGA/PR

Fabiana Alves Calderani; Cintia Corteccioni Nunez Del Prado?; Adriana Danmvolf Ribas®

RESUMO: O queijo Minas Frescal € amplamente consumido pela populacdo brasileira, podendo ser
produzido a partir de leite pasteurizado ou leite cru, por ser um queijo artesanal e de facil producao muitas
vezes ndo h rigor quanto a higiene necessaria por parte dos manipuladores ou quanto a procedéncia do
leite utilizado para a sua fabricacdo. Desta forma, esse alimento lacteo pode tornar-se um potente veiculo
de disseminac¢éo de bactérias causando riscos a salde dos consumidores. Staphylococcus aureus € uma
bactéria comumente associada a casos de infec¢Bes alimentares por possuir linhagens produtoras de
enterotoxinas pré-formadas e tem sido comumente encontradas em queijos. Para obter confiabilidade dos
resultados serdo coletadas amostras de queijo Minas Frescal de diferentes pontos de venda na cidade de
Maringd/PR, com posterior analise das amostras através de diluigcbes seriadas e inoculagdes em meio
proprio para o crescimento de S. aureus constatando assim a qualidade microbiolégica do queijo, com os
resultados obtidos sera possivel observar se a maneira de produgdo deste alimento estd sendo realizada de
maneira segura para 0s consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: Enterotoxinas; Intoxicacdo Alimentar Estafilocécica; Staphylococcus aureus.

1. INTRODUCAO

As bactérias Staphylococcus aureus estdo frequentemente associadas a doencas
estafilococicas, sejam essas de origem alimentar ou ndo (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
Embora outras espécies de Staphylococcus spp. também estejam associadas a surtos de
infeccdo alimentar, S. aureus é a espécie frequentemente associada devido a sua alta
capacidade de producéo de enterotoxinas (OMOE et al., 2005).

A infeccdo alimentar é causada pela ingestdo de enterotoxinas pré-formadas no
alimento contaminado, essa contaminacdo ocorre devido a manipulagdo humana
inadequada, sem seguir os padrdes basicos higiénico-sanitarios (LEBEAU, 1994).

Segundo Pereira et al. (2001), o queijo € um dos alimentos mais contaminados.
Quando consumido em condi¢cfes inadequadas, pode ser prejudicial para a populacéo,
podendo ocasionar surtos de infecgdo alimentar, causando de maneira geral um problema
de saude coletiva (GONCALVES; FRANCO, 1996).

Quando cepas enterotoxigénicas replicam em numeros superiores a 105 UFC/mL,
podem produzir enterotoxinas. Bactérias estafilococicas sdo eliminadas através do
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processo de pasteurizagdo, porém, queijos feitos a partir de leite cru ndo sao
pasteurizados o que permite a presenca do patdogeno (HUDSON, 2010).

No Brasil, diversos surtos de infeccdo alimentar com alimentos contendo o
Staphylococcus aureus tém sido notificados. Muitos trabalhos realizados demonstram que
a contaminacgdo do queijo Minas Frescal por patégenos tem sido observada em diversas
cidades do Brasil, 0 que compromete a qualidade do produto (CAVALCANTE et al., 2007).

Segundo SILVA (2001), podem ser feitas andalises microbiol6gicas de alimentos
para identificacdo do S. aureus através da contagem direta em placas, j4 que geralmente
alimentos envolvidos em surtos apresentam grande populagédo da bactéria, ndo exigindo
meétodos altamente sensiveis.

2. MATERIAL E METODOS

Inicialmente, sera feita a coleta de 50 amostras de queijo Minas Frescal, de
diferentes pontos de vendas em Maringd, as amostras serdo acondicionadas em
embalagens estéreis para evitar qualquer tipo de contaminacdo externa. A metodologia
utilizada sera de acordo com Silva (2001).

Antes de abrir as embalagens, estas serdo desinfetadas com alcool 70% com o
objetivo de eliminar possiveis contaminantes ali presentes, serd retirado de maneira
asseéptica 25 g da amostra de queijo que sera posteriormente transferida para um frasco
de homogeneizagdo previamente esterilizado e tarado, para entdo ser feita a
homogeneizacado e diluicdo. Os procedimentos de limpeza e retirada da amostra seréo
feitos em cabine de fluxo laminar e os materiais utlizados serdo previamente
autoclavados.

Na analise de queijo o diluente utilizado sera a agua peptonada, a homogeneizacao
sera feita por trituracdo em liquidificador com rotacdo de 8000 a 15000 rpm e se demorar
mais do que 2 minutos, o diluente deve ser pré-refrigerado antes de sua adicdo para
eliminar a quantidade de calor gerada, apés a homogeneizacéo sera feita uma diluicdo de
1:10, adicionando-se as 25g da amostra juntamente com 225 mL do diluente adequado,
ressaltando que o tempo entre a homogeneizacao e das diluicbes posteriores ndo deve
ultrapassar 3 minutos.

Para a preparacdo da segunda diluicdo, sera transferido assepticamente 1 mL da
diluicdo anterior para 9 mL de diluente, as posteriores diluicbes serdo feitas da mesma
maneira, sendo que pode-se transferir 1 ou 10 mL da diluicdo anterior para 9 ou 90 mL de
diluente. Serao realizadas 3 diluicbes seriadas para a obtencéo de placas com contagens
entre 25 e 250 coldnias.

Depois, das 3 diluicbes serdo inoculados 0,1 mL de cada diluicdo na superficie de
placas de Agar Baird Parker suplementado com gema de ovo e telurito de potassio,
através de uma alca de Drigalski, das placas de maior para as placas de menor diluicao,
até que todo o excesso de liquido seja absorvido. Apos a inoculacédo, deve-se aguardar
gue as placas sequem completamente para serem incubadas invertidas a 35°C por 48
horas. Transcorrido esse periodo, serdo selecionadas placas com 20 a 200 colbnias
tipicas de S. aureus que séo colbnias pretas, circulares, pequenas, lisas, convexas, com
bordas esbranquicadas e perfeitas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo
transparente.

As colbnias tipicas (no minimo cinco) serdo selecionadas e serdo realizados testes
de coagulase, coloracdo de gram, catalase e DNAse como teste confirmatério para
amostras duvidosas. Serdo consideradas como S. aureus as culturas com reacédo de
coagulase de niveis 3 e 4 ou as culturas com reacao de coagulase de niveis 1 e 2, porém
com reacado de catalase positiva além de coloracdo Gram positiva em forma de cachos de
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uva. O numero de UFC/g serd calculado em fungdo do numero de colbnias tipicas
contadas, diluicdo inoculada e porcentagem de col6nias formadas.

3. RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se detectar Staphylococcus aureus em amostras de queijos Minas Frescal
coletadas em Maringa/PR, para verificacdo se estes estdo de acordo com o0s padrdes
legais estabelecidos pela ANVISA conforme resolugcédo n° 12 de 2 de Janeiro de 2001 que
estabelece limite de 5,0 x 102 UFC/g para queijo Minas Frescal sem a adicdo de bactérias
lacticas, se constatado valores acima deste, isso indica contaminacdo do alimento com
possibilidades de formacgéo de enterotoxinas pelas bactérias presentes.

Almeja-se que o presente estudo contribua para a sociedade alertando sobre a
necessidade de correta producéo do alimento, dentro das normas estabelecidas, visando
a seguranca da saude dos consumidores.
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