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Resumo

O presente trabalho teve como principal objetivo estudar a evolugdo do nimero
de Staphylococcus coagulase positiva no queijo fabricado com leite cru de ovelha ao
longo do periodo de maturagdo, bem como avaliar a altura em que o seu nimero é
mais elevado. Neste sentido, o trabalho foi dividido em trés fases: 1) Andlise de dados
relativos a contagem de Staphylococcus coagulase positiva em queijos laborados com
leite cru de 31 produtores e com diferentes tempos de cura; 2) Estudo da evolugdo do
ntiimero de Staphylococcus coagulase positiva ao longo de 45 dias de maturacio em
dois lotes de queijo naturalmente contaminados; 3) Estudo da evelucdo do nimero de
Staphylococcus coagulase positiva ao longo de 14 dias de maturacdo num lote de
queijo artificialmente contaminado.

Da analise de resultados a 445 amostras de queijo feito com leite cru de 31
produtores, 75% apresentava um ntimero de Staphylococcus coagulase positiva
inferiores a 10* UFC/g e, portanto, apresenta qualidade satisfatéria, ao passo que
25% apresentava valores superiores aos limites legais constantes no Regulamento
(CE) n® 1441/2007. Por outro lado, a maior percentagem de amostras de queijo com
resultados = 10* UFC/g de Staphylococcus coagulase positiva, encontra-se ao primeiro
dia de cura, seguido do terceiro dia de cura.

Relativamente ao estudo da evolugdo do nimero de Staphylococcus coagulase
positiva nos dois lotes de queijo naturalmente contaminados, verificou-se um pico
maximo nos primeiros dias de fabrico (no dia 0 e no dia 3), decrescendo
gradualmente ao longo do periodo de cura, mantendo no entanto contagens elevadas
até ao dia 5 e dia 7. A partir do 182 dia os queijos analisados apresentavam contagens
inferiores a 102 UFC/g. Verificou-se que a contaminacao inicial do leite cru usado para
o fabrico do queijo é um fator determinante que condiciona o valor maximo de
Staphylococcus coagulase positiva atingido nos primeiros dias de maturacdo. Uma
contagem de Staphylococcus coagulase positiva inferior a 1,0x102 UFC/ml permitiu
que a contagem destes microrganismos nunca ultrapassasse o limite maximo legal
(M=105 UFC/g), ao longo dos 45 dias de cura no produtor Z.

No estudo levado a cabo com o lote de queijos artificialmente contaminado,
observou-se um pico ao 3° dia de cura, que corresponde a contagem mais elevada de
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g), com um valor de 1,1x105 UFC/g. Podemos
ainda constatar que, partindo de um leite com um valor de Staphylococcus aureus
igual a 4,1x10? UFC/ml, o ntmero deste microrganismo no queijo ultrapassou
rapidamente o limite m=10* UFC/g e o limite M=10° UFC/g , respetivamente no 1° e
no 32 dia de cura.

Palavras chave
Contagem de Staphylococcus coagulase positiva; Queijo feito com leite cru;
Maturacao do queijo; Segurancga alimentar.
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Abstract

The present work aimed to study the evolution of the number of coagulase
positive Staphylococcus in cheese made from raw sheep's milk during the ripening
time, as well as evaluating the time when your number is higher. In this sense, the
work was divided into three stages: 1) Analysis of data on the count of coagulase
positive Staphylococcus in cheeses made with raw milk from 31 producers and with
different ripening times; 2) Study the evolution of the number of coagulase positive
Staphylococcus over 45 days of aging in two batches of naturally contaminated
cheeses; 3) Study the evolution of the number of coagulase positive Staphylococcus
over 14 days of aging in a batch of artificially contaminated cheeses.

The analysis of results of 445 samples of cheese made with raw milk from 31
producers, allow us to conclude that 75% had a number of coagulase positive
Staphylococcus less than 10* CFU/g and therefore presents satisfactory quality, while
25% had values above the legal limits contained in Regulation (EC) No 1441 /2007.
Moreover, the largest proportion of cheese samples with results = 10* CFU/g of
coagulase positive Staphylococcus, had one day of curing and three days of ripening
time.

Regarding the study of the evolution of the number of coagulase positive
Staphylococcus in two lots of naturally contaminated cheeses , there was a peak in the
early days of manufacture (on day 0 and day 3 ), decreasing gradually over the
ripening time, maintaining however high scores up to day 5 and day 7. From the 18th
day the cheeses examined had counts less than 102 CFU/g. It was found that the
contamination of raw milk used for cheese making is a factor that determines the
maximum coagulase positive Staphylococcus in the first days of maturation. Values of
coagulase positive Staphylococcus less than 1.0 x102 CFU/mL allowed that the count
of these microorganisms never exceed the maximum legal limit (M = 10° CFU/g) over
the 45 days of ripening, in the producer Z.

In the study conducted for the batch of artificially contaminated cheeses, there
was a peak on day 3 of ripening time, which is the highest score of coagulase positive
Staphylococcus (CFU/g), with a value of 1.1 x 105 CFU/g. We can also observe that,
starting from a milk with a value of Staphylococcus aureus equal to 4.1 x102? CFU/mL,
the number of these microorganisms in cheese quickly exceeded the limit m = 10*
CFU/g and M = 105 CFU/g, respectively in 1st and 3rd day of ripening time.

Keywords
Enumeration of coagulase positive Staphylococcus; Raw milk cheese; Cheese
ripening; Food safety.
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Contagem Staphylecoccus coagulase positiva em queijo de ovelha com diferentes tempos de cura

1. Introducao

A produgao de queijo a partir de leite cru é uma atividade econémica de grande
importancia para as regides produtoras, representando uma fonte de rendimento
para muitas familias. Com a crescente preocupacio do consumidor atual no que toca a
aquisicao de produtos de qualidade e que sejam seguros, cresce também a
necessidade de efetuar estudos que orientem os produtores no cumprimento das
boas préticas de fabrico e das boas praticas de higiene. A sanidade dos rebanhos, a
ordenha higiénica, o licenciamento das queijarias e uma boa defini¢do e controlo do
processo de fabrico sdo alguns dos aspetos chave na producdo de queijo. A seguranca
alimentar dos queijos tradicionais depende da atitude de todos os operadores
envolvidos na producéo face a estes aspetos.

Os perigos microbiologicos sio os que mais devem preocupar o produtor e o
consumidor, uma vez que a contamina¢do microbiolégica é a que contribui para um
maior nimero de doengas de origem alimentar. Existem microrganismos patogénicos
como Salmonella e Listeria monocytogenes, e microrganismos indicadores do grau de
higiene, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Para além deste papel como
indicadores, as bactérias da espécie Staphylococcus aureus, e outros Staphylococcus
coagulase positiva, sdo responsdveis por intoxicagdes alimentares. Sendo assim, é
fundamental conhecer o nimero destes microrganismos ndo sdé no queijo mas
também no leite e nas superficies e manipuladores.

De acordo com o Regulamento (CE) n2%1441 de 2007, relativo a critérios
microbioldgicos aplicidveis a géneros alimenticios, o queijo fabricado com leite cru
devera ser analisado com vista a contagem de Staphylococcus coagulase positiva
durante o processo de fabrico, no momento em que se prevé que o seu nimero seja
mais elevado. Tendo em conta que o periodo minimo de maturacdo dos queijos
fabricados com leite cru na regido da Beira Baixa é de 40 dias, e tendo ainda em conta
que ndo existe informacao sustentada em estudos cientificos que orientem o técnico
sobre o momento adequado para a colheita de amostras de acordo com o definido no
Regulamento referido acima, este trabalho teve por principal objetivo quantificar os
Staphylococcus coagulase positiva no leite e em queijo de ovelha ao longo do periodo
de maturacdo e verificar o momento em que este nimero é mais elevado.
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2. Revisao Bibliografica

2.1.Boas praticas de higiene e qualidade microbiolégica do leite
para o fabrico do queijo

£ fundamental a qualidade higiénica do leite para o consumidor dos produtos
lacteos. Requere-se da parte do produtor uma compreensdo de todo o sistema de
produgdo para garantir a qualidade do leite.

Sob o ponto de vista sanitario a qualidade microbioldgica do leite é importante,
uma vez que pode ser veiculo de transmissdo de microrganismos patogénicos. Os
microrganismos ndo patogénicos também podem comprometer a qualidade do leite,
por exemplo a presenca de leites acidos estd associada a presenca de microrganismos
que comprometem os tratamentos térmicos e alguns estdo na origem de defeitos dos
produtos derivados (Canada, 2008).

A contaminac¢do do leite torna-se possivel através do contacto do leite com o
equipamento, as maos do operador, a presenga de bactérias no canal e exterior do
teto e existéncia de mamites. 10% da carga microbiana inicial do leite é devido as
condictes das salas de ordenha, mamites, ambiente do estdabulo e o canal e a pele do
teto. Os restantes 90% tém origem nos equipamentos e no proprio vasilhame (Silva,
2011).

Nas exploragoes pecudrias e na indudstria dos laticinios, para a implementagdo das
Boas Praticas de Higiene (BPH) deve-se considerar a sanidade e higiene animal, saude
e higiene do pessoal, a higiene dos locais de trabalho, equipamentos e utensilios e a
rede de frio. Devem ter controlos periddicos que permitam verificar o cumprimento
das condicdes gerais de higiene, nomeadamente as relativas aos equipamentos e as
salas de ordenha e os animais devem ser submetidos a um controlo sanitario regular.
Os locais onde se procede a ordenha, armazenamento, manipulagdo ou arrefecimento
do leite devem estar situados e construidos de forma a evitar riscos de contaminagdo
(Canada, 2008).

As bactérias que aparecem no leite tém origem principalmente na superficie do
ubere e dos tetos; no leite dos animais com mamites e nas superficies do
equipamento da ordenha, das bilhas ou dos tanques. Para que se verifiquem baixas
contagens de bactérias no leite, contribuem vdrios fatores, como: a higiene da
ordenha, particularmente a secagem dos tetos com toalha individual; a higiene do
estabulo, especialmente das camas; a limpeza dos animais; a higiene do equipamento
de ordenha, particularmente das tetinas e ‘outras borrachas, do lactoduto, dos
pulsadores, da linha de vacuo e do tanque de reserva de vacuo; o método de ordenha;
a filtracio do leite; e a limpeza do tanque de refrigera¢gdo. Para diminuir a
contaminagao a partir do tbere e dos tetos, devem manter-se os animais, entre as
ordenhas, num local limpo (Blowey e Edmondson, 2010).



Contagem Staphylococcus coagulase positiva em gueijo de ovelha com diferentes tempos de cura

0 leite deve ser colocado em local apropriado imediatamente apés a ordenha. Se
nio for recolhido nas duas horas seguintes a ordenha, o leite deve ser arrefecido a
uma temperatura < 89C, no caso de recolha diaria, ou a < 69C se a recolha néo for
didria. Durante o transporte para os estabelecimentos de tratamento ou
transformacdo a temperatura do leite nio deve ser superior a 10°C (Canada, 2008).

A norma comunitidria, Regulamento (CE) N2853/2004 do Parlamento Europeu e
do Conselho, de 29 de Abril de 2004, rege que a industria de laticinios ndo deve
transformar o leite cuja contagem de microrganismos totais excedem os 100.000
UFC/mL para o leite de vaca e 1.500.000 UFC/mL para o leite de outras espécies (sem
tratamento térmico), bem como para a contagem de células somaticas (CCS) que
excedem os 400.000 cs/mL para o leite de vaca.

Nos termos do Regulamento (CE) N°1441/2007 da Comissdo de 5 de Dezembro
de 2007 que altera o Regulamento (CE) N2 2073/2005, relativo aos critérios
microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, no caso do queijo produzido com
leite cru, a contagem de estafilococos deve estar dentro dos limites definidos pelo
referido regulamento sendo n=5, c=2, m=10* UFC/g e M= 10° UFC/g em que n
corresponde ao nimero de unidades que constituem a amostra e ¢ o nimero de
unidades da amostra com valores entre m e M.

A 4dgua utilizada em qualquer fase do processo produtivo é indispensavel que seja
potavel, quer nas exploragdes pecudrias quer no circuito de recolha quer, ainda, nas
diferentes fases de transformacdo. A dgua deve ser controlada regularmente de forma
a cumprir o exigido no DL n.2 306/2007 de 27 de Agosto.

2.2.Staphylococcus coagulase positiva

Staphylococcus aureus é uma bactéria esférica (cocos), que examinada ao
microscopio aparece em pares, com cadeias curtas. Sdo Gram-positivas, catalase
positiva, aero-anaerodbias facultativas (Ortega et al.,, 2010), imoveis, ndo esporuladas,
podendo medir entre 0,5 a 1,0 um e sensiveis a antibiéticos, tais como lisostafina e
furanos, mas resistentes a bacitracina. Podem crescer numa gama de temperaturas
entre 7 a 48 °C e em concentracoes de NaCl entre 10% a 20%. Todas as estirpes de 5.
aureus sdo catalase positiva e oxidase negativa (European Commission, 2003).

Atualmente, existem 35 espécies de estafilococos descritas de acordo com o seu
potencial para a producio de coagulase. Os estafilococos sdo ubiquos no ambiente e
existem no ar, esgoto, dgua, superficies ambientais, no Homem e ouftros animais
(Ortega et al.,, 2010).

O cirurgido escocés, Sir Alexander Ogston, em artigos publicados entre 1879 e
1882, mencionou pela primeira vez o termo Staphylococcus, onde descreveu a
presenca desta bactéria em pus obtido de abcessos humanos. Rosenbach, dois anos
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mais tarde, relatou o crescimento da mesma bactéria em cultura pura, dando o nome
Staphylococcus aureus s colénias de pigmentagdo dourada (Fonte, 2012).

Embora, normalmente o S. aureus seja uma bactéria inofensiva, quando na
superficie do corpo humano, onde desempenha um papel ftil, metabolizando
produtos para a pele e, eventualmente, prevenindo a coloniza¢io da pele por
patogénicos, pode causar abcessos menores da pele, tais como furinculos e, de um
modo mais grave, pode atuar como um patogénio oportunista, quando a barreira da
pele é violada ou a resisténcia do hospedeiro é baixa (Adams e Moss, 2008).

0 género Staphylococcus pode ser dividido em dois grupos, os que apresentam
uma reacio coagulase positiva e os que ndo produzem esta enzima.

A intoxicac¢io alimentar devido a S. aureus afeta o Homem cerca de 8 horas apos a
ingestio de alimentos contaminados e estd associada a nauseas, vomitos, colicas
abdominais e diarreia (Duquenne, 2010).

Entre as espécies coagulase positiva, S. aureus é a mais envolvida em surtos de
intoxicacdo alimentar pela habilidade de produzir exotoxinas superantigénicas
(Dingues et al, 2000).

Os estafilococos sdo tinicos na sua capacidade de se multiplicarem em alimentos
com valores de atividade da 4gua (aw) inferiores aos normalmente considerados
minimos para outras bactérias ndo halofilas. O valor minimo de aw para o crescimento
é 0,86, apesar de ja ter sido relatada a multiplicacdo desses microrganismos em
alimentos com aw de 0,83. O intervalo em que ocorre a producio de enterotoxinas é
mais limitado, com um aw minimo registado de 0,86 (Wong e Bergdoll, 2002; Adams e
Maoss, 2008).

2.3. Intoxicacdes alimentares por enterotoxinas estafilococicas

As intoxicagdes ou infecbes sdo doengas de origem alimentar que resultam do
consumo de alimentos contaminados com toxinas produzidas por microrganismos
especificos ou pela presenga de microrganismos infeciosos.

A sua sintomatologia em geral estd associada a uma gastroenterite. As bactérias
sdo a principal causa de infe¢@es e intoxicagdes alimentares. Apés a ingestdo de um
alimento contaminado, o aparecimento dos seus sintomas sdo muito rapidos
(algumas horas), uma vez que esta associado ao consumo de toxinas produzidas pelas
bactérias existentes no alimento. Em geral sao Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinium, Bacillus cereus e Vibrio (Duquenne, 2010).

A quantidade de toxina e o seu poder toxinogénico, estdo relacionados com o
aparecimento dos sintomas de ‘intoxicagdo alimentar (Bhatia e Zahoor, 2007). A
manipulacdo indevida por parte do pessoal estd relacionada com a presenga de S.
aureus nos alimentos (André et al., 2008).
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As toxinfecdes alimentares, em alguns casos sdo suspeitas por sintomas clinicos

(Tabela 1).

Tabela 1 - Principais bactérias responsaveis por casos de surtos de origem alimentar e patologias

associadas (Nugon-Baudon e Mollier, 2002)

Bactérias Alimentos Duragido Frequéncia Sintomas
Patogénicas Contaminados . R
Listeria Leite; 1 dia, varias | Geralmente benigno, muito | Altamente varidvel,
monocylegenes, queijo;carnes; semanas, até 2 | grave nas mulheres | dependendo do individuo.
pode multiplicar-se meses gravidas, criancas e | Por vezes despercebido
a partr de 1°C. | 2VES frutos  do imunodeprimidos, pouco | (gripe falsa), com diarreia e
Vantajosa e, | TATE frequente (200 casos/ano). | dor  ahdominal.  Pode
ambientes frios em | f,mados Aproximadamente 25-30% | provocar meningite;
comparagdo  com dos casos mortais mulheres gravidas provoca
outras  bactérias aborto no segundo
(4°C). Sensivel ao trimestre de  gravideg,
calor nascimentos premaluros
Campylobacter, Carnes, aves, | 1-10 dias Benigna, exceto jovens Dores musculares, dores de
sensivel ao calor marisco cru, dgua - cahega, febre, diarreia, dor
e leite (a G0 enine ahdominal, niuseas. Grave
2-5 dias) em criangas, risco de
septicémia e meningite.
Escherichia  coli, | Agua, carne e | 3a9dias Frequentemente benigna Gastroenterite  grave e
sensivel ao calor leite crii diarreia abundante
Escherichia  coli | Especialmente 3 a9 dias Grave, raros casos | Os sintomas podem
0157:H7, sensivel | carne, agrido, notificados no Japdo e | persistir por mais de uma
ao calor dgua e leite crm Estadas Unidos semana, diarreia ahundante
e sangrenta, nauseas,
vamitos, por vezes fatal
Salmonella Carnes, aves, | 4 a 5 horas | Benigna, exceto criancas e | Dor abdominal, dor de
enteridis, ovos, leite cru e | (especialmente imunodeprimidos cabega, calafrios, febre alta,
Typhimurium e | frutos do mar 24 horas) vémitos, diarreia,
Salmanella prostacio. Possivel
typhimurin sio as complicagdo, septicémia e
mais peigosas e complicacGes articulares
sensiveis ao calor
Staphylococcus Leite, creme de | 1ab6horas Benignos Nauseas, vomitos, dor
aureus, sensiveis | gueijo, carnes severa abdominal, diarreia
ao calor congeladas, e febre. Em criancas leva a
carne de aves desidratagdo  devido a
domésticas, diarreia.
pratos de peixe
Clostridium Enlatados e | 8horas Muito grave, especialmente | Afeta o sistema nervoso,
botulinium, salsichas otipoAeE dificuldade na fala e
responsavel  pelo degluticio, paralisia
botulismo. respiratoria, coma, pode
Resistente ao calor, levar a morte.
bem com as suas
toxinas.
Clostridium Alimentos mal | 9a 24 horas Geralmente em adultos, | Diarreia, dor abdominal,
perfringens, cozinhadaos, grave em criangas, | em criancas o tipo C pode
] especialmente especialmente o tipo C Causar necrose
resistente ao calor carne

Segundo Duquenne (2010), os alimentos que estdo na origem de surtos cujo
agente ¢ a bactéria Staphylococcus aureus sdo principalmente produtos lacteos
(16,3%), carnes (9,7%) e ovoprodutos (8,6%). Staphylococcus aureus é responsavel
em 68% dos casos de doencas de origem alimentar associados ao consumo de
produtos lacticos.
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O leite cru contaminado e os produtos lacteos estdo frequentemente envolvidos
em intoxicagoes alimentares estafilococicas (De Buyser et al,, 2001).

As enterotoxinas estafilocdcicas sdo divididas em diversos tipos: SEA, SEB, SEC,
SED, SEE, TSST-1, SEG, SEH, SEI e SEJ e, com base nas diferengas sorologicas, a
enterotoxina estafilocécica SEC é ainda subdividida em SEC1, SEC2 e SEC3 (Kenny et
gl 1997].

Enterotoxina A esta relacionada com um maior nimero de casos de intoxicacoes
alimentares por Staphylococcus coagulase positiva. Esta enterotoxina A pode ser
veiculada pelo leite cru, leite pasteurizado e produtos lacteos. A sindrome do choque
toxico é causada mais frequentemente pela TSST-1, porém as enterotoxinas do tipo B
e C também podem estar implicadas (Sa et al,, 2004).

As enterotoxinas sdo proteinas extracelulares de baixo peso molecular,
hidrossoluveis e resistentes a agdo de enzimas proteoliticas do sistema digestivo,
permanecendo ativas apds a ingestdo. S3o termoestaveis, sendo capazes de resistir a
tratamentos térmicos como a pasteurizacdo e a ultrapasteurizacdo (Borges et al,
2008).

Através do tratamento térmico as células bacterianas dos Staphylococcus spp. sdo
destruidas, mas as suas enterotoxinas permanecem ativas nos alimentos, sendo um
risco potencial para a saude publica (Costa, 2008).

As enterotoxinas estafilocécicas sdo produzidas entre 10 e 46°C, com uma
temperatura otima a 35 - 40°C (Adams e Moss, 2008). Relativamente ao pH o
Staphylococcus spp. é capaz de produzir enterotoxinas em meios com pH entre 4,2 e
9,3, com um 6timo de 7,0 - 7,5 (Bhatia e Zahoor, 2007).

As bactérias do género Staphylococcus também podem produzir uma grande
variedade de toxinas extracelulares e de fatores de wviruléncia, além das SE,
destacando entre elas a Toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1),
reconhecida como a principal causa do choque téxico em humanos (Fagundes e
Oliveira, 2004) .

Além de produzirem outras toxinas, os S. aureus podem produzir exoenzimas e
agressinas, destacando entre as toxinas a o-toxina, B-toxina, y-toxina, &-toxina,
leucocidina, toxina epdermolitica, TSST-1, exotoxina pirogénica e as exotoxinas:
coagulase, estafiloquinase, proteases, fosfolipases, lipases, DNAse, hialuronidase e
fosfatase (Costa, 2008).

Estirpes de algumas espécies de Staphylococcus, quando presentes em populagoes
elevadas (>103% UFC/mL ou g) e sob condigoes adequadas (temperatura, pH, atividade
de agua e 02) produzem uma ou mais enterotoxinas estafilocécicas (SE) nos
alimentos. Ja foram descritos 18 tipos de enterotoxinas distintas (Tabela 2). Os tipos
classicos SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED E SEE sdo considerados os de maior
ocorréncia (Borges et al., 2008).
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Tabela 2- Tipos de enterotoxinas estafilococicas (SE) e genes codificantes (Borges et al.,
2008) '

" SEA ‘Betley e Mek
SEB seb Bergdoll, Surgala e Dark (1959); Jones ¢ Khan (1986); Becker, Roth
e Peters (1998)
SECy secl Borja e Bergdoll (1967); Bohach e Schievert (1987);
Becker, Roth e Peters (1998)
SEC: sec2 Bergdoll, Borja e Avena (1965); Avena e Bergdoll (1967);
SEC; sec3 Reiser et al. (1984)
SED sed Casman et al. (1967); Bayles e landolo (1989); Becker, Roth e
Peters (1998)
SEE see Bergdoll et al. (1971); Couch, Soltis e Betley (1988);
Becker, Roth e Peters (1998)
SEG seg Betley, Borst e Resgassa (1992); Munson et al. (1998); Omoe et al.
(2002)
SEGy segv Blaiotta et al. (2004)
SEH seh Ren et al. (1994); Su e Wong (1995); Omoe et al. (2002)
SEI sei Munson et al. (1998); Omoe et al. (2002)
SEly seiv Blaiotta et al. (2004)
SE] sej Zhang, Iandolo e Stewart (1998); Omoe et al. (2005)
SEK sek Orwin et al. (2001); Omoe et al. (2005)
SEL sel Fitzgerald et al. (2001); Omoe et al. (2005)
SEM sem Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005)
SEN sen Jarraud et al. (2001); Orwin et al. (2003); Omoe et al. (2005)
SENy senv Blaiotta et al. (2004) :
SEO Seo Jarraud et ol (2001); Omoe el al. (2005)
SEP sep Omoe et al. (2005)
SEQ seq Yarwood et al. (2002); Omoe et al. (2005)
SER ser Omoe et al. (2003); Omoe et al. (2005)
SEU seu Letertre et al. (2003)
SEUy seuv Blaiotta et al. (2004)

A quantidade de enterotoxina necessaria para causar a doenga ainda ndo estd bem
estabelecida mas sabe-se que depende da suscetibilidade do individuo, do peso
corporal e, especialmente, do estado de satide da pessoa acometida.

Os pardametros fisicos e quimicos, como temperatura, pH, atividade de agua (aw),
concentracdo de sal (NaCl) e disponibilidade de oxigénio (Tabela 3), afetam o
crescimento de S. aureus e a produgdo de enterotoxinas (Borges et al,, 2008).
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Tabela 3 - Parametros importantes para o desenvolvimento de S.aureus e a producao de
enterotoxinas em alimentos (Borges et al., 2008).

1-45

7-48

16,0-70 4,0 -10,0 6,0-17,0 48-9,0
>0,99 0,83 -0,99 0,99 0,83-0,99
0-4 0-20 0-0,5 0-10
| Aerébica Aerdhica Aerdbica Aerdbica
Anaerdbica {5-20% de 02) Anaeraobica

2.4.Fontes de Contaminacdo por Staphylococcus durante o
processo de fabrico dos queijos

A contaminagio do queijo por S. aureus durante o processo de fabrico deve-se a
manipulacio do leite e queijo pelos produtores, ao préprio equipamento e ao meio
ambiente que o envolve. Assumpgio et al. {2003), verificou que a contaminagdo por S.
aureus no queijo Prato foi provavelmente devido a elevada contagem de S. aureus nas
mios e antebracos dos manipuladores. Na origem desta situagdo deve existir uma
inadequada higienizagdo das mios e antebragos, bem como a néo utilizagdo de luvas
(Silva, 2011).

A contaminacio do leite cru pelo préprio animal ndo pode ser negligenciada, além
da contaminagdo do leite pelas mios do ordenhador, seja na ordenha manual ou
mecanica, e pela contaminagio dos equipamentos de ordenha (tubulagdes, teteiras,
baldes, conexdes, mangueiras, tanque de refrigeragdo, entre outros) e do préprio
ambiente da sala de ordenha (Lucheis, 2012).

0 S. aureus é o microrganismo patogénico mais prevalente e com maior impacto
econdémico ao nivel das infe¢des intramamdrias nos ruminantes leiteiros, com
responsabilidade entre 30% a 40% dos casos de mamite (Peles et al, 2007).

Quando alimentos contaminados sdo armazenados na proximidade de alimentos
processados ou na proximidade de superficies de trabalho, pode ocorrer
contaminacdo (Downes e Ito, 2001). No grupo de microrganismos contaminantes
incluem-se os que conferem caracteristicas anormais ao produto assim como os
patogénicos, ou seja, aqueles que podem provocar danos na satide do consumidor

(Noronha, 2003). A prevencao de contaminagdes cruzadas é bastante importante,
8
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pois contribui para uma melhor seguranga alimentar. Quando se encontram elevados
numeros de Staplylococcus aureus, em alimentos processados, pode-se inferir que a
higienizacdo, o controlo de temperaturas, ou ambos, ndo foram suficientes (Downes &
Ito, 2001).

2.5.Condicées que favorecem o desenvolvimento de
Staphylococcus coagulase positiva em leite e produtos lacteos.

A correlagio entre a presencga de um gene e a produgio de enterotoxina é cerca de
70-80% e esta influenciada pelas condigdes ambientais, tais como a temperatura, pH
e atividade da &4gua, que sdo importantes para o crescimento e produgdo de

enterotoxinas. Por esta razdo ¢ necessario conhecer os fatores intrinsecos e
extrinsecos que impedem o crescimento de S. aureus em queijo feito com leite cru

(Medvedova e Valik, 2012).

O crescimento e produgdo de S. aureus e as suas enterotoxinas estafilocécicas em
produtos lacteos podem ser prevenidos ou inibidos através do tratamento térmico do
leite, do uso de fermentos, do aumento da concentragdo de sal, da diminuicdo do pH
e/ou do uso de temperaturas baixas de processamento e armazenamento do queijo
(European Commission, 2003).

O S. aureus é um organismo mesofilo com temperaturas de crescimento 6timo de
37°C a 40°C, a temperatura minima para o crescimento é cerca de 7°C. 99,6% das
células sido destruidas pela pasteurizagdo a 72°C durante 15 segundos e a 72°C
durante 35 segundos todas as células estdo mortas. As enterotoxinas podem resistir
ao processo de pasteurizagdo do leite (Medvedova e Valik, 2012).

0 leite cru ou pasteurizado é um excelente meio para o crescimento de S. aureus e
a produg¢do de enterotoxinas, se for mantido a temperaturas superiores a 10°C e a
flora microbiana natural for baixa. O S. aureus no leite esta relacionado com as
mamites nos rebanhos e pode ter contagens de 105 UFC/ml. No leite cru ou
pasteurizado a temperatura de armazenamento do leite influéncia a produgao da
enterotoxina. O leite é um excelente meio para o crescimento de enterotoxinas
estafilocécicas, devido ao seu pH favoravel, atividade da dgua, potencial redox,
nutrientes e a temperaturas superiores a 7°C (European Commission, 2003).

S. aureus é capaz de crescer num pH de 4,0-9,8 e com um 6timo de 6-7. Os valores
minimos de pH para o crescimento sdo influenciados por outros fatores ambientais. O
crescimento de S. aureus é inibido por 0,1% de acido acético e pela presen¢a de acidos
gordos. A inibigdo completa de S. aureus é conseguida com um pH inferior a 5,0
(Medvedova e Valik, 2012).

Uma caracteristica que distingue o S. aureus de outras bactérias é a sua elevada
tolerdncia a baixos valores de atividade da dgua e concentragdes de NaCl até 20%.

9
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Para o crescimento de S. aureus o valor minimo da atividade da agua minima é de
0,83-0,86 (Medvedova e Valik, 2012).

0 desenvolvimento de Staphylococcus coagulase positiva esta relacionado com os
diferentes tipos de queijo.

No queijo fresco a enterotoxina estafilococica pode ser produzida quando o
nimero de microrganismos da flora natural for baixo. Queijos com elevado numero
de bactérias dcido laticas (LAB), o niimero de estafilococos é baixo e a produgdo de
enterotoxinas ¢ impedida mesmo com grandes contagens de estafilococos presentes
no inicio do processo (102 UFC/ml).

Os queijos semi-curados e curados representam um meio mais favoravel para o
crescimento de Staphylococcus aureus e suas enterotoxinas, se a contagem inicial de
estafilococos no leite for menor que 10? UFC/ml (European Commission, 2003).

2.6.Producao de Queijo na regidao da Beira Baixa

De acordo com a NP 1589 (1983) queijo é um produto fresco ou curado, de
consisténcia variavel, obtido por coagulagdo e dessoramento do leite, ou do leite total
ou parcialmente desnatado mesmo que reconstituido, assim como da nata, do leitelho
e a mistura de alguns ou de todos estes produtos (incluindo lactosero), com ou sem a
adicio de géneros alimenticios. E classificado de acardo com:

i) o leite utilizado (de vaca, ovelha ou cabra),
ii) acura,

iii) a textura ou consisténcia e

iv) teor de matéria gorda no residuo seco

A industria no subsector dos queijos em 2005 encontrava-se muito suprimida,
existindo empresas de grandes e pequenas dimensoes, muitas delas com baixo nivel
de diferenciagdo de produgdo e fracos recursos tecnolégicos (Gabinete de
Planeamento e Politicas, 2007).

Os queijos tradicionais da Beira Interior tém para a regido uma importancia
socioeconomica elevada, devido ao nimero muito significativo de pequenos
agricultores que os produzem (Reis et al.,, 2003).

Um dos estrangulamentos mais importantes associados a producdo de queijos
artesanais em Portugal em geral, e na Beira Interior em particular, prende-se com a
pequena dimensdo das exploragdes artesanais, e o consequente pequeno volume de
leite de pequenos ruminantes diariamente processado (Reis et al., 2003).

0 setor dos lacticfnios em 2007 representava cerca de 11,5% da produgao agricola
nacional, verificando-se uma crescente oferta de leite e produtos licteos, bem como
uma melhoria global na qualidade da matéria-prima e dos produtos transformados. A

10
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produgdo de queijos de ovelha e cabra apresentava uma produgao média anual de
13,6 t num nimero muito significativo de empresas de média/pequena dimensdo. Na
produgio de queijo sdo utilizados, maioritariamente, os leites de ovelha e cabra, quer
em mistura com leite de vaca quer em uso exclusivo, sendo o seu peso relativo
significativo face ao volume total de queijo produzido (Figura 1) (Gabinete de
Planeamento e Politicas, 2007).

vaca
76%

e
ovelha
cabra 25
2%

Figura 1 - Peso da producdo de queijo por espécie no ano 2005 (Gabinete de Planeamento e
Politicas, 2007).

Devido A aposta feita pelos produtores na certificagio de qualificagao e
valorizagdo no mercado dos produtos tradicionais, verificou-se um aumento na
produgio de queijos, segundo dados de 2010 (Figura 2).
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Figura 2 - Producéo de queijo (t) no periodo de 2006 a 2010 (INE, 2011)
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Na Beira Interior, a designacio de alguns produtos alimentares, nomeadamente o0s
queijos, estd diretamente ligada a regido na qual é produzido, bem como a forma
como ¢ produzido. Pela especificidade das suas caracteristicas organoléticas, tem-se
verificado um enorme interesse em queijos tradicionais (Reis et al,, 2003).

2.7.Tecnologia do processo de fabrico

Existem varios processos no fabrico do queijo que envolvem muitas etapas e
varias modificacdes bioquimicas. Esses processos sdo a coagulagdo e o dessoramento,
a moldagem/prensagem, a salga e a maturagdo/cura. Pode-se obter uma enorme
variedade de queijos através de varios processos tecnoldgicos (Walstra et al,, 2006).

0 fabrico de queijo pode ser descrito como o processo de remocdo de dgua e
alguns minerais do leite, produzindo-se um concentrado de gordura e proteina. Os
ingredientes essenciais sdo o leite, o agente de coagulagio (coalho), a flora
microbiana e o sal. O coatho provoca a agregacio das protefnas e transforma o leite
liquido numa espécie de gel firme (Noronha, 2003).

. Coagulacao

0 fenémeno da coagulacio ocorre quando a caseina se separa dos restantes
constituintes do leite, dando origem a um corpo sdlido, a coalhada que depois origina
o queijo a um liquido, o soro.

Existem dois tipos de coagulagio, a coagulacio enzimdtica (por a¢do do coalho) e a
coagulacio lactica. A coagulagdo pelo coalho s6 tem lugar em presenca dos sais de
calcio (Sa e Barbosa, sd).

Na coagulagio enzimética pode ser usado coalho animal, o qual é uma substancia
que se extrai do estdmago dos mamiferos durante o perfodo de alimentagao lactea. O
coalho além das propriedades coagulantes, possui ainda propriedades enzimdticas
que tém agdo sobre o desdobramento da caseina e, por consequéncia, sobre a
matura¢io do queijo. Para além do coalho animal também pode ser usado coalho
vegetal, o qual tem propriedades proteoliticas mais acentuadas que o coalho animal, o
que origina queijos com uma pasta mais mole. O fabrico tradicional de quase todos os
queijos de ovelha é feito usando o cardo como substancia coagulante. A temperatura
ideal da coagulacdo é entre 28 e 37°C (54 ¢ Barbosa, sd).

12
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. Moldagem e Prensagem

Ap6s o dessoramento, a coalhada pode ser transferida diretamente para os moldes
(queijo granular) ou ser previamente, prensado e cortado.

Esta etapa tem como objetivo expulsar o restante soro, melhorar a textura e dar
forma ao queijo. A velocidade de prensagem deve ser gradual e aplicada a cada tipo
de queijo, a fim de ndo provocar bolsas de humidade (Moreira, 2011).

A massa de coalhada é colocada em moldes para dar ao queijo a sua forma final. A
massa é espremida lentamente. A moldagem no cincho é uma das fases em que cada
queijaria podera dar o seu “toque pessoal” ao queijo. A experiéncia adquirida permite
saber quando é que a massa ja esta dessorada “quanto baste”.

A prensagem pode ser feita por mera colocagdo de pesos ou por agdo pneumatica.
As pressdes aplicadas sdo menos intensas no caso dos queijos mais brandos. Em
alguns casos niio se aplica a prensagem, deixando o queijo no molde apenas sujeito a
acido do préprio peso. O local da prensagem deve ser fresco (Noronha, 2003).

. Salga

0 sal é um condimento que remove a humidade do queijo através do efeito
osmético. O sal pode ser adicionado diretamente a coalhada, por pulverizagdo apos a
expulsio do soro ou submergindo os queijos em tanques com salmoura. Este passo
contribui para o sabor, durabilidade e consisténcia do queijo, assim como para a sua
maturacao (Fox et al, 2000).

A salga destina-se a evitar que o queijo se deteriore e a transmitir o sabor final.
Existem varios métodos de salga, tais como a aplicagdo direta na massa, aplicacao
direta no queijo, colocagdo do queijo em salmoura ou uma mistura dos dois tltimos
métodos. No processo de salga na massa, a mistura de sal é feita antes da massa ser
colocada nos moldes. Em salmoura, o queijo moldado é imerso numa solugao salina
para incorporagiio do sal (tempo de salmoura é condicionado pelo tamanho do queijo
e pela concentracio final de sal pretendida). Na salga direta, o queijo é coberto com
grios de sal sendo este absorvido lentamente, enquanto que na salga mista, o queijo é
primeiro mergulhado em salmoura e depois coberto com sal sélido. Dos processos
acima referidos, o mais comum, é a imersio em salmoura. E necessario todo o
cuidado no manuseamento e escolha do sal para que este ndo contamine o queijo,
conforme descrito anteriormente (Noronha, 2003).
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. Cura ou Maturacao

A cura é o processo durante o qual a maturacdo do queijo se completa. As
condicdes e a duragdo da cura dependem do tipo de queijo. Durante esta fase os
queijos tradicionais sdo mantidos a uma temperatura refrigerada (pode variar entre
5°C e 12°C) e humidade controlada (pode variar entre 80% e 90% de humidade
relativa) sendo virados periodicamente. E durante este periodo que o queijo vai
perdendo dgua (reduzindo a atividade da dgua) e os microrganismos vdo atuando
sobre a lactose, as proteinas e as gorduras, originando a textura e aromas
caracteristicos de cada tipo de queijo (Noronha, 2003).

Os queijos podem ser curados, durante um periodo compreendido entre 3
semanas a 2 anos, podem ser consumidos frescos. A duragdo do perfodo de
maturacdo € inversamente proporcional ao teor de humidade do queijo. Pelo
processo de fabrico sdo determinadas as mudangas que ocorrem durante a maturacgdo
e que influenciam a formagao do sabor, aroma e textura, pela composi¢ao (humidade,
NaCl e pH), pelo nivel de atividade coagulante e pelo inicio do processo de maturacgdo
(acidificagdo quimica ou biologica) (Fox et al, 2000, 2004).

A maturagdo é o resultado de uma agdo conjunta de natureza enzimatica de
proveniéncia microbiana, do coalho adicionado ou do praéprio leite, além da agdo de
outras substincias que resultam do metabolismo microbiano. A humidade, a
temperatura e o grau de acidez sdo fatores que interferem na condugio da maturagio.
Na matura¢do dos queijos os microrganismos que intervém sdo muito variados, uns
atuando somente no interior da massa do queijo e ao abrigo do ar, anaerébios, e
outros atuando em presenca do ar, aerébios (Sa e Barbosa, sd).

O periodo de cura é varidvel, podendo estender-se por vdrios meses. Nos queijos
de leite cru, é fundamental que o perfodo minimo de cura de 30 dias seja cumprido,
pois s6 assim garantird a confluéncia de varios fatores importantes para a seguranca
do produto. As condi¢des de arejamento e o ar das cimaras também sdo importantes
para o sucesso do processo de cura (Noronha, 2003).

A protedlise, a glucdlise e a lipolise sdo as principais alteracoes bioquimicas, no
entanto, podem ocorrer outras reagdes como o catabolismo de compostos produzidos
nas reacoes principais, que incluem a desaminagdo, a descarboxilacio e a
desfosforalizagdo de aminoacidos ou, ainda, reacdes de esterificacdo. (Fox et al, 2000,
2004).
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2.8. Parametros analiticos do queijo

2.8.1. Parametros fisico-quimicos

As proporgdes relativas de dgua, gordura, proteinas e minerais, a natureza e
extensdo da fermentacido, sdo os principais fatores que determinam a composigao do
queijo, sendo influenciadas pela tecnologia de fabrico (Fuquay et al, 2011).

Geralmente, o pH em queijos de ovelha estd entre os valores de 4,9 e 5,7 e 0 seu
aumento ocorre, essencialmente, na maturagdo mais longa, isto é, superior a 45 dias.
O pH é uma caracteristica importante durante o processo de produgéo e o seu valor
final indica como decorreu o processo, e se ha ou ndo auséncia de defeitos, como uma
elevada acidez (Moreira, 2011).0 pH é determinado pela relagdo de acido lactico e a
sua capacidade tampdo que é controlada, principalmente, pelos niveis de caseina e
fosfato de calcio (Fuquay et al,, 2011).

A acidez, normalmente medida pelo pH, é um dos pardmetros mais criticos no que
diz respeito a seguranca alimentar e ao controlo de qualidade do processo de fabrico
do queijo. O leite tem um pH préximo de 6.8, o que significa que, é um meio adequado
ao crescimento da maioria das bactérias. A fermentag¢do natural do leite cru, por agao
das bactérias lacticas, conduz a redugao significativa do pH, cuja diminui¢do depende
do tipo de bactérias licticas envolvidas e da tecnologia de producdo. A redugdo do pH
do queijo, para valores entre 4.5 e 5.5 contribui para a prevengdo do crescimento de
bactérias patogénicas, implicados na deterioragdo do queijo. A acidez, é um fator de
seguranca dos queijos (Noronha, 2003).

O sal atua como conservante e contribui, diretamente, para o sabor e qualidade.
Assim sendo o teor de NaCl é um pardmetro estatisticamente signiﬁcétivo para todas
as caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas devido a sua capacidade de
reduzir a atividade da 4gua, a qual afeta o desenvolvimento microbiano.
Concentracdes elevadas de sal sdo associadas ao aumento dos niveis de gordura e
proteina, devido a perda de agua. Quando se relacionam os niveis de gordura e
humidade, estes apresentam uma proporgdo inversa (Fox et al, 2000; McSweeney,
2007).

0 desenvolvimento microbiano ocorre apenas na presenga de dgua. O parametro
que dad indicagdo sobre a quantidade de A4gua disponivel para o crescimento
microbiano é designado por atividade da agua. O leite tem uma grande percentagem
de dgua (88% - 89%) na sua composi¢do. Este nivel corresponde a uma elevada
quantidade de agua disponivel, o que contribui para que o leite seja um excelente
meio para o desenvolvimento de microrganismos.

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicagio em meios com reduzida
atividade da dgua, varia conforme os microrganismos. Considerando que ha excegoes,
0s principais grupos de microrganismos apresentam os seguintes valores de
atividades de dgua, como minimos para o seu desenvolvimento (Noronha, 2003):
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> Maioria das bactérias: 0,90 - 0,91
> Maioria das leveduras: 0,87 - 0,94
> Maioria dos bolores: 0,70 - 0,80

A atividade da dgua vai decrescendo quando passamos de um queijo de pasta mole
(por ex: 0,95) para um queijo de pasta dura (por ex: 0,85), fator que reforca a
protegdo do produto contra a presenga de microrganismos (Tabela 4). Nos queijos
com baixa atividade da agua crescem preferencialmente leveduras e fungos
filamentosos (Noronha, 2003).

Tabela 4 - Valores minimos aproximados de atividade da agua para varios microrganismos
patogeénicos relevantes para o queijo (Noronha, 2003).

Listeria mnct | 0.92
Salmonella spp. 0.95
Staphylococcus aureus 0.86
Yersinia enterocolitica 0.95
Escherichia coli 0157:H7 0.95

A atividade da agua é considerada um fator de segurang¢a importante. Quanto mais
baixo for o seu valor maior sera a estabilidade microbioldgica do produto.

2.8.2. Parametros microbiolégicos

As enzimas microbianas atuam, incisivamente, sobre os carbohidratos, as
gorduras e as proteinas presentes no leite, potenciando os atributos sensoriais de
textura, aroma e sabor, tipicos desse produto. Além disso, as bactérias lacticas sédo
capazes de competir ou inibir a proliferacio de patogénios e microrganismos
oportunistas auxiliando na estabilidade fisico-quimica desse produto (Barros et al,
2011).

A qualidade microbioldgica do leite cru e do queijo normalmente fabricado com
leite cru, depende basicamente das condicoes higio-sanitarias adotadas no sistema
de producdo, no processamento e na comercializagdo desses produtos. A carga
microbiana do leite depende do nimero de microrganismos que entram em contato
com o leite antes da ordenha ou através de contaminacdes subsequentes ressaltando-
se que a multiplicacdo microbiana depende do tempo e temperatura de conservagao
do leite (Alves et al, 2009).

O leite é uma fonte de bactérias licticas, mas também pode ser uma fonte de
microrganismos indesejaveis do ponto de vista de seguranga microbioldgica. Estas
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bactérias contribuem para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais
desejaveis do produto. Sio consideradas as principais responsaveis pela acidificacao
do queijo, produzindo acido e fermentando hidratos de carbono, favorecendo assim a
sua conservagdo (Veiga, 2012).

A microflora lactica e a microflora secundaria sio os dois tipos de grupos
existentes na microflora do queijo. A contribuicio para a acidificacdo e cura do queijo
estd principalmente na primeira, enquanto ndo contribui para a acidificagao mas é
essencial para o processo de cura, temos a flora secunddria. Estes dois grupos
inserem-se nos seguintes grupos de microrganismos: Enterobacteriaceae,
estafilococos e fungos, bem como bactérias lacticas como Lactobacillus e lactococos e
Enterococcus (Fox e Wallace, 1997, citados por Beresford et al., 2001).

Os microrganismos com capacidade de redugdo do pH do leite com valores
inferiores a 5,3 em 6 h a 30-37¢C, estio definidos na microflora starter, que é
composta por bactérias dcido-lacticas, como os géneros Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Enterococcus. A microflora secundaria inclui bactérias
lacticas ndo-starter, que se desenvolvem naturalmente no interior dos queijos, e
fungos que se desenvolvem quer no interior quer no exterior do queijo, e que tendem
a ser especificos do tipo do queijo (Beresford et al,, 2001).

Devido a sua forte componente artesanal, o Queijo de Castelo Branco, mesmo
quando produzido num estabelecimento industrial, apresenta uma grande variagdo
de contagens microbianas (Tavaria e Malcata, 2000), tal como se constata noutros
queijos feitos a partir de leite cru de ovelha (Prodromou et al.,, 2001).

Os produtos licteos devido a sua rica composigdo em nutrientes podem
apresentar contaminagdes por microrganismos, inclusive patogénicos. A sua
qualidade dependerd, basicamente, das condi¢des microbioldgicas da matéria-prima.
Das varias bactérias que podem crescer em queijos destacam-se, principalmente, os
coliformes , Staphylococcus aureus, Salmonella, Clostridium spp., Listeria, e algumas
espécies do género Bacillus (Donnelly, 2004).

Os queijos podem apresentar diferengas significativas na contamina¢do por
microrganismos patogénicos, na sequéncia da sua presenca no leite cru usado na
producdo e subsequente sobrevivéncia durante o processo de fabrico. Também
podem contaminar o queijo pds-processamento, se as condi¢des de higiene na linha
de producido nio forem suficientes para prevenir a recontaminagdo (Litlle et al,
2008).
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3. Material e Métodos

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar o niimero de
Staphylococcus coagulase positiva no queijo ao longo do periodo de maturacio, bem
como avaliar a altura em que se prevé que o seu nimero seja mais elevado. Para o
cumprimento deste objetivo, o trabalho foi dividido em trés fases:

1) Levantamento de dados de 31 produtores de queijo relativos a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva em queijos laborados com leite cru de
ovelha e com diferentes tempos de cura;

2) Estudo da evolugdo do niimero de Staphylococcus coagulase positiva ao longo
de 45 dias de maturagdo em dois lotes de queijo naturalmente contaminados;

3) Estudo da evolu¢dao do niimero de Staphylococcus coagulase positiva ao longo
de 14 dias de maturag¢do num lote de queijo artificialmente contaminado.

3.1. Levantamento dos dados de contagem de Staphylococcus
coagulase positiva em queijo produzido na zona centro

Com o objetivo de avaliar os valores médios de Staphylococcus coagulase positiva
em queijos da regido centro, laborados com leite cru e com diferentes tempos de cura,
foi efetuado um levantamento de dados analiticos na Aquimisa, Consultores Agro-
Industrias, Lda. Esta é uma empresa que presta servicos de consultoria a um vasto
nimero de queijarias e faz andlises a um grande nimero de pardmetros
microbiologicos, incluindo a contagem de Staphylococcus coagulase positiva em
queijos.

No total foram recolhidos 445 resultados da andlise a 445 queijos pertencentes a
31 produtores distribuidos pela regido centro (Figura 3). Estes resultados dizem
respeito a analises efetuadas a amostras de queijo com diferentes tempos de cura,
laborado com leite cru de ovelha e/ou de cabra, durante o periodo de 2011 a 2013.
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Figura 3 - Mapa com a identificacao das localidades onde se obtiveram resultados de analises a
Staphylococcus coagulase positiva em queijos

3.2. Estudo da evolucdo do numero de Staphylococcus
coagulase positiva ao longo de 45 dias de maturagdo em dois lotes
de queijo naturalmente contaminados

Como ja foi referido, numa segunda fase foram selecionados dois produtores de
queijo de ovelha laborado com leite cru. A selecdo foi feita tendo por base o tipo de
cura, j4 que as condigdes de maturacdo, em termos de humidade relativa e
temperatura, influenciam a multiplicagio deste grupo de bactérias. Assim, este estudo
decorreu na queijaria Z (com cura natural, ndo controlada, e localizada na freguesia
de Zebras) e na queijaria S (com cura controlada e localizada na freguesia da
Soalheira).

3.2.1. Descricédo dos processos de fabrico dos produtores Z e §

Irdo ser descritos os processos de fabrico dos queijos nas queijarias Z e S, 0s quais
foram acompanhados durante a produgdo dos dois lotes de queijo naturalmente
contaminados. Em anexo encontram-se os fluxogramas do fabrico de queijo do
produtor Z e do produtor S (Anexo Il e Anexo IV).

Apbs a descricdo dos processos de fabrico serd descrita a forma como foi efetnada
a colheita de amostras nas duas queijarias e a metodologia analitica.
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PRODUTOR Z

PRODUTOR S

Corte manual

Dessoramento

Prensagem manual

Prensagem mecanica

12 Cura

Queijo curado Queijo curado

A

Figura 4 - Diferentes processos de fabrice dos queijos dos produtores Z e S
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Recolha do leite

Tanto o produtor Z como o S, procedem a recolha do leite junto dos
produtores, e verificam a qualidade higiénica do leite, observando a cor, odor e
aspeto, sendo responsdveis pelo transporte até a unidade. A chegada o produtor Z
apenas regista a temperatura do leite que foi transferido para a cuba ou quando
existe necessidade de armazenar o leite no tanque, o produtor S além de verificar a
temperatura, tamhém faz o teste para a detecdo de inibidores, acidez e pH. No caso de
resultados positivos, presenga de inibidores, o leite é considerado imprério para
consumo humano, sendo a partir dai identificado como subproduto de origem animal
e encaminhado de acordo com as regras previstas no Reg.(CE) n®1774/2002, ndo
sendo pratica da unidade, em caso algum, a sua devolugdo, nem mesmo a exploragao
de origem. Procede-se para o efeito a notificacdo das Autoridades Competentes
(Diregdo Regional de Veterinaria de Castelo Branco).

Rececdo e armazenamento do Leite

0 leite rececionado ¢ destinado ao fabrico de queijo curado na Queijaria do
produtor Z e no produtor S sendo essa pratica diaria.

0O armazenamento do leite é realizado quando nido existe possibilidade de
laboracdo no préprio dia, sendo neste caso, laborado no dia seguinte. A temperatura
de armazenamento é de 3°C no produtor Z e no produtor S é de 4°C, constatada no
registo de armazenamento do leite.

Coagulacao

E uma operacio mediante a qual o leite sofre uma transformacao do estado
lfquido ao estado semisolido (coalhada). Este processo é induzido pela adi¢do de um
agente coagulante, de origem animal (coalho).

A coagulacio do leite d4-se a uma temperatura entre os 28° C e os 30°C, durante
aproximadamente 45 a 50 minutos.

Corte

0 corte tem como objetivo o dessoramento da coalhada e é feito manualmente
através da fataca no produtor Z e através de liras em sentidos circulares a uma
velocidade reduzida, por forma a otimizar o dessoramento, no produtor S. Esta
operacdo é monitorizada no dispositivo indicador das rota¢des das liras.
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Dessoramento e enchimento das formas

Apds o corte e repouso da massa esta é despejada para as formas para um melhor
dessoramento da massa e colocada manualmente dentro dos moldes, no caso do
produtor Z. No produtor S, a massa é despejada para uma francela microperfurada e é
depois colocada manualmente dentro dos moldes.

Prensagem

E uma operacio que tem como objetivo completar o dessoramento e finalizar a
textura da coalhada.

No produtor Z a prensagem é feita manualmente deixando-se escorrer na francela,
no produtor S, nas formas sio colocadas as tampas com um pano, para evitar a perda de
coalhada e sdo levadas a prensas automadticas do tipo horizontal. No final da prensagem
0s queijos sdo retirados das formas, seguindo para o tinel onde se procederad a sua
higienizagdo.

Salga

A salga dos queijos é feita a seco pela aplicagdo de sal na superficie dos queijos.
Finalizada a salga, os queijos sdo transportados em carros para a sala de cura e af sdo
colocados em tdbuas de madeira (no produtor Z) ou sobre redes em clairs (no
produtor S).

Cura

Durante a maturagdo ocorre uma série de transformacgdes bioquimicas e
microbiolégicas no queijo.

Na queijaria do produtor Z, numa primeira fase os queijos ficam na primeira sala
de cura durante cerca de 8 dias, passando para a segunda sala de cura onde
permanecem até serem expedidos, e na queijaria do produtor S os queijos ficam na
primeira cimara de cura durante cerca de 8 a 9 dias, passando para a segunda cdmara
onde permanecem pelo menos 16 dias.
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Lavagem

Alavagem dos queijos é feita com dgua corrente manualmente.

Preparacao dos queijos para venda

A preparacio para venda engloba a pesagem, rotulagem e a embalagem.

Os queijos poderao ser embrulhados em papel vegetal certificado proprio para uso
alimentar. A colocagdo do rotulo passa pelo uso de cola alimentar no papel ou
diretamente no proprio queijo.

Os queijos poderdo ser pesados individualmente ou por caixa, em balancas digitais
calibradas.

A expedigdo do queijo é feita em caixas de papel certificadas para uso alimentar
com impressao do logotipo da unidade ou em caixas plasticas.

O publico alvo da venda do queijo sdo as pequenas cadeias de distribuicdo,
pequenos retalhistas e venda direta.

3.2.2. Colheita de amostras

Num periodo de 45 dias, de 4 de Junho a 18 de Julho de 2012, recolheram-se
assepticamente amostras de queijos do mesmo lote, de duas queijarias da regidao da
Beira Baixa. Recolheram-se ainda amostras do leite usado na laboragio dos dois lotes
do queijo em estudo.

Ao longo de 45 dias foram recolhidas 40 amostras de cada produtor, em
subunidades de cinco amostras, nos seguintes tempos de maturacdo: 0, 1, 3, 5, 7, 12,
18 e 45 dias de maturacio.

As amostras foram recolhidas com uma sonda (Figura 5), devidamente
esterilizada, e as amostras foram depois colocadas em sacos estéreis de Stomacker
bem fechados. De seguida foram transportadas em caixas isotérmicas refrigeradas e
encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agraria de
Castelo Branco.
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Figura 5: Colheita de amostras através do uso de sonda.

3.2.3. Preparacao da amostra e das diluicdes

Durante a preparacdo das amostras e as analises microbiolégicas foram seguidas
as boas priticas de laboratério (BPL) descritas na norma IS0 7218 (2007).

A preparacio da suspensdo-mie e das diluigdes foi feita seguindo as instrugoes da
norma ISO 6887-5 (2010).

A amostra de queijo foi cortada numa placa de Petri esterilizada de 120 mm de
didimetro em pequenos fragmentos (num total de 10 g), incluinda a superficie do
queijo / casca, com material esterilizado e em condigtes de assepsia, e colocada em
sacos esterilizados préprios para Stomacher (PE dim 177x304 mm com tela filtrante
Seward Limited, London, UK) devidamente identificados com o niimero da amostra,
data e hora da colheita. A toma da amostra de 10 g adicionou-se 90 ml de diluente
estéril (citrato de trisédio), de forma a obter-se uma suspensdo-mde equivalente a
primeira dilui¢io decimal (10-'). A mistura assim preparada foi ao aparelho
homogeneizador Stomacher (Stomacher 400 Circulator, Seward Limited, London, UK)
durante 1 minuto a 230 rotagdes por minuto (rpm), de modo a obter-se uma correta
homogeneizacdo. A partir desta suspensao-made foi efetuado um maximo de quatro
diluigdes decimais (correspondente a diluigdo 10-°), dependendo do numero de
Staphylococcus coagulase positiva estimado.

Apés a retirada da toma de amostra para as analises microbioldgicas a amostra
restante foi colocada num saco estéril e posteriormente usada para a realiza¢do das
andlises fisico-quimicas.
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3.2.4. Procedimento para a contagem de Staphylococcus coagulase
positiva - Técnica com confirmacao de colonias

O procedimento seguido baseou-se-na norma NP 4400-1 (2002).

A partir da suspensdo-mde e das respetivas dilui¢oes foi feita uma sementeira a
superficie de 0.1 ml em placas com meio seletivo Baird-Parker Agar (BP) (Oxoid, ref?
CM0275) suplementado com emulsdo de gema de ovo e telurito de potassio (Oxoid
ref? SRO054C). Seguiu-se a incubagdo durante 48hz2h a 37°C+1°C, para posterior
contagem e isolamento das colénias caracteristicas e ndo caracteristicas como
descrito na norma de referéncia. Neste meio a glicina, o cloreto de litio e o telurito de
potdssio atuam como agentes seletivos ao passo que a adi¢do de gema de ovo permite
avaliar a atividade da enzima lecitinase. As coldnias caracteristicas sdo cinzentas
escuras ou pretas devido a reducio do telurito, brilhantes, convexas, com margens
inteiras, de didmetro compreendido entre 1mm a 1,5 mm ap6s 24 horas de incubacdo
e 1,5 mm a 2,5 mm de diametro ap6s 48 horas de incubagdo, rodeadas de um halo
transparente. Neste halo pode aparecer um anel opalescente imediatamente em
contacto com as colonias (Figura 6). As col6nias nao caracteristicas podem
apresentar-se como colénias negras ou cinzentas, brilhantes, com ou sem rebordo
branco estreito e em que a zona clara estd ausente ou € fracamente visivel.

Figura 6: Colonias caracteristicas de Staphylococcus coagulase positiva no meio de cultura
Baird Parker Agar.

Para a contagem de colonias selecionaram-se as placas de duas diluicdes
sucessivas contendo menos de 150 e mais de 15 colénias caracteristicas e/ou nio
caracteristicas, seguindo as indica¢des da norma (ISO 7218, 2007). A contagem foi
feita considerando os diferentes tipos morfolégicos das coldnias.

Para confirmagdo escolheram-se 3 a 5 colonias caracteristicas e/ou nao
caracteristicas, a partir de cada placa previamente selecionada, as quais foram depois
inoculadas no caldo Brain Heart Infusion (BHI) Broth (Merck, Danstald, Germany).
Apds incubagdo durante 24 h+ 2 h a 37°Cx1°C, juntou-se 0,1 ml de cada cultura jovem
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em BHI a 0,3 ml de plasma de coelho com EDTA (Merck, Danstald, Germany), em
tubos de hemodlise, e incubou-se a 37°C +1 °C durante 4 h a 6 h ou, se necessdrio, até
24 h. A pesquisa da coagulase foi considerada positiva quando o codgulo ocupa mais
de 3 quartos do volume inicialmente ocupado pelo liquido (Figura 7). Para efeitos de
controlo, juntou-se num tubo 0,1 ml de meio BHI ndo inoculado com 0,3 ml de plasma
de coelho e incubou-se o tubo nas mesmas condigoes. Para que a reagdo seja valida o
plasma do tubo testemunha ndo deve mostrar sinais de coagulacao.

Coagulase
positiva

Coagulase  —
‘negativa

Figura 7 - Teste da coagulase em tubo (Fonte: http://prokariotae.tripod.com/Coagulase.jpg)

Em alternativa ao teste da coagulase em tubo, referido anteriormente, foi usado o
meio de cultura Baird-Parker Agar com o suplemento Rabbit Plasma Fibrinogen, RPF
(Biomerieux, ref2 44003), previamente preparado de acordo com as instrugdes do
fabricante. Este é um meio seletivo e diferencial. O suplemento RPF contém plasma de
coelho e fibrinogénio de vaca, que permitem detetar a atividade da coagulase pela
formagdo de halos opacos em redor das colénias de Staphylococcus coagulase
positiva, bem como um inibidor de tripsina que evita a fibrinélise total ou parcial dos
halos opacos previamente formados. Cada placa de Petri com o meio Baird-Parker
Agar suplementado com RPF foi subdividida em quadriculas e em cada espago foi
inoculada uma cultura por picada, usando um fio reto, como mostra a figura 8. Cada
placa permite inocular 20 a 30 culturas.
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Figura 8 - Placa de meio Baird-Parker Agar + RPF inoculada para observacao da reacao da
coagulase.

Apés confirmacdo das colénias previamente selecionadas, calculou-se o nimero
de colénias de Staphylococcus coagulase positiva para cada placa com contagem de

coldénias, usando a formula seguinte:

a= b xCs + bre x Owe
i As Anc

Em que:

be - nimero de coldnias caracteristicas que se revelaram coagulase positiva
brc - niimero de coldnias ndo caracteristicas com resultado coagulase positiva
Cc - nimero total de colénias caracteristicas contabilizadas na placa

Cre - niimero total de coldnias ndo caracteristicas contabilizadas na placa

Ac - niimero de col6nias caracteristicas submetidas ao teste da coagulase

Arc - nimero de colénias ndo caracteristicas submetidas ao teste da coagulase

De seguida, calculou-se o ntimero de unidades formadoras de colénias (UFC) de

Staphylococcus coagulase positiva por grama de queijo ou por ml de leite aplicando a
formula geral (considerando contagens em duas diluigdes consecutivas e pelo menos
uma placa com um nimero de coldnias igual ou superior a 15):

§ a
LIxVxd

Em que:

¥a - soma das coldnias de Staphylococcus coagulase positiva confirmadas nas

placas consideradas nas duas diluicdes consecutivas
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V - volume (em mililitros) do in6culo semeado em cada placa

d - taxa de diluicdo correspondente a primeira dilui¢do considerada para
contagem

Em todas as contagens, quando a placa da primeira diluicdo inoculada
apresentou um namero de coldnias inferior a 15, o resultado foi considerado um
nimero estimado de UFC de Staphylococcus coagulase positiva por grama de
queijo ou por ml de leite, tendo sido obtido através da equacio:

Em que:

NE - numero estimado de UFC

N - niimero de colénias contadas na placa
V - volume inoculado

d - fator de diluigao

Quando na placa correspondente a primeira diluicdo inoculada ndo ocorreu
desenvolvimento de colénias confirmadas como Staphylococcus coagulase positiva,
o resultado obteve-se através da seguinte férmula:

<

Vxd

Todos os resultados foram arredondados a dois algarismos significativos, entre

1,1 e 9,9, multiplicados pela poténcia de base 10 apropriada, tendo em conta a
correta expressdo dos resultados de acordo com a notagdo cientifica (NF 1SO 7218,
1996)

3.2.5. Crioconservacao de culturas para posterior estudo

Todas as culturas isoladas dos queijos dos produtores S e Z confirmadas como
Staphylococcus coagulase positiva, assim como outras culturas de interesse do grupo
Staphylococcus coagulase negativa, foram repicadas para Agar Nutritivo (Oxoid™,
Cambridge, UK), através de riscado com ansa estéril até esgotamento, e incubadas a
37°C durante 48 horas para purificacdo e posterior avaliacao das caracteristicas
culturais (cor, forma, superficie, margem e tamanho da colénia). Apds a avaliacio
macroscépica das colonias, foi feito ainda um esfregaco para avaliagdo microscopica,
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nomeadamente ao nivel das caracteristicas morfolégicas dos microrganismos apoés
coloragado diferencial de Gram.

Foi também verificada a produgio de hemolisinas por parte de todas as culturas
testadas para a prova da coagulase. Para a prova da hemdlise foi usado o meio de
cultura Agar-sangue (Columbia Agar Base com 5% de sangue de carneiro; BioMérieux
ref2 43041C0S). Cada placa deste meio foi subdividida na base em quadriculas e, em
cada espaco, usando um fio reto, foi inoculada uma cultura. Cada placa permite
inocular 20 a 30 culturas. Apés 24 horas de incubagdo a 37°C foi possivel caracterizar
as culturas como hemoliticas ou nao hemoliticas.

Todas as culturas previamente purificadas e caracterizadas, como descrito acima,
foram crioconservadas a -80°C para posterior estudo das suas caracteristicas ao nivel
da capacidade para produzir enterotoxinas estafilocécicas, ao nivel da sua
susceptibilidade aos antibidticos e desinfetantes, ao nivel do estudo do efeito de
fatores ambientais (pH, temperatura e NaCl) na sua multiplicacdo e sobrevivéncia, e
por ultimo, para tipagem molecular.

0 protocolo seguido na crioconservagdo encontra-se esquematizado na figura 9.

0 primeiro passo da crioconservagdo foi a repicagem de uma ansa com cultura
para um tubo com 10ml de meio TSB, devidamente identificado. Apds a inoculacdo, os
tubos foram incubados cerca de 5 a 6h e retirados na fase exponencial do crescimento
bacteriano.

Para cada estirpe usaram-se dois criotubos de 2ml, devidamente identificados.
Colocou-se 1,5ml de suspensio de células e centrifugou-se durante 5min a
10.000rpm. Apés a centrifugagdo rejeitou-se o sobrenadante, colocou-se de novo
1,5ml de suspensdo de células e repetiu-se a centrifugacdo, durante 5Smin. a
10.000rpm. Rejeitou-se novamente o sobrenadante e colocou-se em cada eppendorf
500ul de TSB com 15% de glicerol. Selaram-se as tampas dos eppendorfs com
parafilm e agitaram-se no Vortex para suspender o pelet depositado no fundo.
Finalmente, foram congelados a uma temperatura de -80°C.
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Tubo ¢/ TSB

Repicar uma ansa

¢/ cultura pura —

para um tubo com

TSB Incubar cerca de 5-6h

1,5ml de suspensédo de
células

\ J
1

Centrifugar durante 5min a 10.000rpm

v

Rejeitar o sobrenadante e adicionar de novo 1,5ml de suspensao de células

¥

Centrifugar durante Smin a 10.000rpm

¥

Rejeitar o sobrenadante e adicionar 500pl de TSB com 15% de glicerol

v

Crioconservar a -80°C

Figura 9 - Protocolo para a crioconservacao de culturas bacterianas.

3.2.6. Analises fisico-quimicas

As anilises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratdério de Nutrigdo e
Alimentacdo Animal e no Laboratério de Tecnologia Alimentar da Escola Superior
Agraria de Castelo Branco (ESACB). Os pardmetros analisados foram os seguintes:
atividade da dgua (aw) e teor de cloretos (% Nacl).

A partir de cada amostra anteriormente analisada microbiologicamente, foi
efetuada a preparacdo de amostra para as analises fisico-quimicas. O produto foi
triturado e homogeneizado até se obter uma pasta fina. As amostras assim
preparadas foram colocadas em frascos de vidro de boca larga com tampa hermética,
devidamente identificados, para sua posterior analise fisico-quimica.
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Determinacdo da atividade da dgua

A determinacdo da atividade da 4gua (aw) foi efetuada a todas as amostras de
queijo com 45 dias de maturacio. Esta determinagdo foi efetuada no Laboratério de
Tecnologia Alimentar da ESACB, com recurso a um aparelho previamente calibrado,
modelo Rotronic Hygroskop DT, equipado com uma estacdo de medida do tipo WA14-
TH termicamente estdvel a 25°C e copos de poliestireno ref2 PS 14 (14ml).

A amostra foi hermeticamente fechada na célula do aparelho, permitindo que a
humidade relativa (HR) do alimento e a HR do ambiente no interior da célula ficassem
em equilibrio. O sensor, localizado na parte superior da célula, faz a leitura constante
da HR, estabilizando quando a variag¢io for inferior a 0,02% HR/min e 0,02 °C/min.

A atividade da dgua é um parametro que exprime a fragdo de agua do alimento que
estd disponivel para participar no metabolismo microbiano. E definida como o
quociente entre a tensdo de vapor de dgua de um alimento e a tensdo de vapor da
dgua pura. Os valores obtidos podem variar entre zero e um.

Determinacao do teor de cloretos

Para a determinacio do teor de cloretos foi seguido o procedimento interno em
uso no Laboratério de Nutricdo e Alimentagdo Animal da ESACB. Os cloretos,
expressos em percentagem de cloreto de sddio, determinaram-se titulando o excesso
de nitrato de prata, que ndo foi combinado com os cloretos existentes na amostra,
com tiocianato de potdssio, utilizando como indicador o sulfato de ferro e amoénio. A
destruicao da matéria orginica e a clarificagdo da solugdo é assegurada pelo
permanganato de potassio e pelo calor. O nitrobenzeno destina-se a proteger 0
precipitado da reagdo com o tiocianato de potassio. '

Calculos:

Normalidade: NOzAg - 0.1 (N); KSCN - 0.1 (N)

PM (NaCl) = 58,44

V - volume gasto de NOzAg (20)

V’- Volume gasto de KSCN

% NaCl =[(2-(V'’x N)) x PM (NaCl)]/peso da amostra
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3.3. Estudo da evolucido do numero de Staphylococcus
coagulase positiva ao longo de 14 dias de maturacdo num lote de
queijo artificialmente contaminado

3.3.1. Producéo do lote de queijos artificialmente contaminados

No dia 21/03/2013 procedeu-se a laboracdo de 10 queijos, na Escola Superior
Agraria de Castelo Branco, com leite cru de ovelha proveniente de um dos produtores
de queijo em estudo, o produtor Z. Os 30 litros de leite foram transportados numa
bilha de inox, imediatamente apés a ordenha.

A chegada a Escola Superior Agriria, foi efetuado o aquecimento do leite a 30°C
(figura a) e, apos colheita de uma amostra sem in6culo (figura b) para verificarmos se
o leite cru usado no fabrico deste lote de queijos se encontrava naturalmente
contaminada com Staphylococcus coagulase positiva, inoculou-se 10pl de uma cultura
jovem de Staphylococcus aureus CIP 5710 (= 1,5x108 UFC/ml de in6culo) (figura c),
de forma a obter-se uma concentracio final de aproximadamente 5,0x101 UFC/ml de
leite.

Figura 10 - Laboracao dos queijos artificialmente contaminados.
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Apds a inoculagdo e homogeneizagdo do leite, recolheu-se nova amostra de leite
para o cdlculo do niimero de Staphylococcus coagulase positiva no leite cru, apds
contaminagdo artificial do leite. Logo de seguida adicionou-se 0,617g de coalho em p6
e deixou-se coagular a uma temperatura que variou entre 30°C e 38°C.

Coagulada a massa (figura f), esta foi espremida com um pano préprio para esse
fim, para escorrimento do soro, sendo posteriormente distribuida em cinchos de PVC
(figura e e d).

Por fim, os queijos foram colocados em tdbuas de madeira (figura g), cedidas pelo
produtor da queijaria Z, num compartimento com monitorizacdao de temperatura e
humidade relativa.

3.3.2. Colheita de amostras

Logo apds o fabrico, e antes da salga, colheram-se trés amostras de um queijo, com
recurso a uma sonda, como descrito anteriormente no Capitulo 3.2.2. Este lote de
queijos foi seguido ao longo de 14 dias de maturagdo, com colheitas de amostras nos
seguintes tempos de maturagdo: 0,1, 2, 3,4, 5,6, 7, 11 e 14 dias.

3.3.3. Preparacao da amostra e das diluicdes

Na preparacio da suspensido-mae e das diluigées decimais foi seguido o mesmo
procedimento ja descrito no Capitulo 3.2.3.

3.3.4. Procedimento para a contagem de Staphylococcus coagulase
positiva - TEMPO® STA

Esta andlise foi efetuada no Laboratério de Microbiologia do Centro de Apoio
Tecnoldgico Agro-Alimentar (CATAA) de Castelo Branco. Apdés a colheita das
amostras, estas eram de imediato transportadas em caixas isotérmicas para o CATAA
para a realiza¢do da contagem de Staphylococcus coagulase positiva, usando o método
automatizado TEMPO® STA da BioMérieux.

0 método automatizado TEMPO® STA permite a obtencdo de resultados em 24
horas, ao passo que os métodos tradicionais demoram entre 48 horas a 4 dias. Para
além desta vantagem, é um método que nio necessita da confirmacio de colénias. E
um método que se encontra validado pela AFNOR de acordo com o método 1SO 16140
vs. IS0 6888-2 para a contagem de Staphylococcus aureus em produtos alimentares.
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Neste método € utilizado um frasco de meio de cultura e uma carta, especifica de
cada tipo de teste. O resultado da contagem dos microrganismos no sistema TEMPO®
¢ obtido em 3 etapas, tal como esquematizado na figura 11: 1. Introdug¢do do inoculo
da amostra diluida e do meio nos pogos da carta TEMPO® utilizando o TEMPO®
Filler; 2. Incubagdo, em que a carta é inserida num suporte utilizado para a incubacio;
3. A carta é lida pelo método 6tico e interpretada estatisticamente. A leitura do
resultado final é obtida no TEMPO® Reader.

Cada meio contém
um indicador
florescente baseado
na féormula do meio
de cultura tradicional
e no conhecimento
em Bacteriologia.

Cada pogo corresponde a um
tubo de diluicdo e o tamanho
de cada pogo corresponde de
1 a 3 niveis de diluigio.

Apbs o enchimento da
carta com a mistura
meio de cultura-
amostra, durante o
tempo de incubacio,
a bactéria multiplica-
se e metaboliza o

meio de cultura.

De acordo com o nimero e o
tamanho dos pogos positivos
(fluorescente ou ndo
fluorescente), o sistema TEMPO
usa métodos estatisticos para
calcular o niimero de
microrganismos presentes no

l inicio da amostra.

O resultado final é expresso em UFC/g

Figura 11 - Esquema relativo ao procedimento analitico para a contagem de
Staphylococcus caocagulase positiva usando o método TEMPO® STA (www.biomerieux.pt)

3.4. Analise Estatistica dos Dados

Na andlise estatistica dos resultados, foi utilizado o programa informético
Microsoft Office Excel 2007, com recurso ao suplemento Andlise de dados,
nomeadamente para efetuar regressoes lineares entre as variaveis em estudo.
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4. Apresentacdo e Discussao dos resultados

4.1. Analise de dados da contagem de Staphylococcus
coagulase positiva em 31 produtores da regiao entre 2011 e
2013

Foi recolhido e analisado um total de 445 resultados da contagem de
Staphylococcus coagulase positiva em queijos produzidos na regido centro,
produzidos a partir de leite cru de ovelha e/ou cabra.

Estes dados foram agrupados em seis classes (<10 UFC/g, 210 e <102 UFC/g,
2102 e <103 UFC/g, 2103 e <10* UFC/g, =10* e <105 UFC/g, =105 UFC/g) e
posteriormente representados num histograma com a distribuicdo da frequéncia
absoluta (Figura 12). A escolha da primeira classe teve em conta o limite minimo de
detecdo do método usado na contagem de Staphylococcus coagulase positiva (<10
UFC/g) e a escolha das duas ultimas classes teve em conta os limites legais constantes
no Regulamento (CE) n® 1441/2007 (m= 10% UFC/g e M=10°> UFC/g). Nesta
representacdao apenas se teve em conta o nimero de UFC/g, independentemente do
tempo de cura dos queijos analisados e da sua relacio com a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva.

Analisando a figura 12, podemos concluir que no conjunto dos 445 queijos,
produzidos na regido entre 2011 e 2013, as classes mais representadas
correspondem aos queijos com uma contagem de Staphylococcus coagulase positiva
2103 e <10* UFC/g, ndo ultrapassando os limites legais, seguindo-se a classe
correspondente aos queijos com uma contagem de Staphylococcus coagulase positiva
<10 UFC/g. A classe com valores 2105 UFC/g é a menos representada, com apenas 12
queljos.
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Figura 12 - Valores de Staphylococcus coagulase positiva em 445 amostras de queijo da regiao
entre 2011 e 2013

Se olharmos agora para a figura 13, que representa a frequéncia relativa,
verificamos que 75% das 445 amostras de queijo apresenta contagens de
Staphylococcus coagulase positiva inferiores a 10* UF(C/g e, portanto, apresenta
qualidade satisfatéria. Este valor é inferior ao verificado no estudo levado a cabo por
Little et al, (2008), que observaram 96% de amostras de queijo com qualidade
microbiolégica satisfatéria. Da observagdo da figura 13 verifica-se ainda que 25% das
445 amostras apresenta valores superiores aos limites legais constantes no
Regulamento (CE) n? 1441/2007. De particular importancia temos o facto de 3% dos
queijos apresentarem valores 210° UFC/g, ultrapassando o limite maximo legal. A
presenca de Staphylococcus coagulase positiva desta ordem de grandeza permite
classificar o lote de queijos como tendo qualidade insatisfatéria, devendo efetuar-se a
detecdo de enterotoxinas estafilococicas. Sabe-se que quando as bactérias da espécie
Staphylococcus aureus, principal representante do grupo Staphylococcus coagulase
positiva, atinge niveis da ordem de 210% UFC/g sdo produzidas enterotoxinas
estafilococicas em quantidade suficiente para originar doenga (Seo e Bohach, 2007).
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m <10000 UFC/g = >10000 - <100000 UFC/g = >100000 UFC/g

Figura 13 - Frequéncia relativa da contagem de Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) em
445 amostras de queijo feito com leite cru da regiao, entre 2011 e 2013.

Considerando o principal objetivo deste trabalho, o de especificar a fase da
maturacio do queijo em que a contagem de Staphylococcus coagulase positiva é mais
elevada, os dados dos 445 queijos foram organizados em fungido do tempo de
maturacdao no momento em que foi efetuada a colheita de amostras, considerando os
dados repartidos em dois grupos: queijos com valores <10* UFC/g e queijos com
valores 210* UFC/g. A distribui¢do das frequéncias relativas encontra-se na figura 14.
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Figura 14 - Frequéncia relativa de contagens de Staphylococcus coagulase positiva (<10*
UFC/g e 210" UFC/g) em queijos com diferentes tempos de cura.

Como se pode observar no grafico da figura 14, a maior percentagem de amostras
de queijo com resultados = 10* UFC/g de Staphylococcus coagulase positiva, encontra-
se ao primeiro dia de cura, seguido do terceiro dia de cura. De facto, da totalidade dos
queijos analisados com 1 e 3 dias de cura, 53,3% (n=24/21) e 43,3%, respetivamente,
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apresentavam contagens superiores ao limite minimo legal, m=10* UFC/g, ou ao
limite mdximo legal, M=105 UFC/g .

Os resultados observados para o grupo dos queijos com 1 dia de cura leva-nos a
pensar que, muito provavelmente, o leite cru usado para o fabrico desse queijo ja se
apresentava contaminado. De acordo com Jakobsen et al. (2011), associado a
contaminacio inicial de leite cru usado para o fabrico de queijo estd um aumento no
ntimero de Staphylococcus aureus no primeiro dia apds o fabrico. Também Meyrand
et al. (1998), conclufram que durante a prepara¢do dos queijos existem condi¢des
para a multiplicagio de Staphylococcus aureus, realgando a importancia da utilizagdo
de leite cru com contagens deste grupo de microrganismos inferiores a 102 UFC/ml.

Para além da contaminacio inicial da matéria-prima, contagens elevadas de
Staphylococcus coagulase positiva tém como causa provdvel praticas incorretas de
manipulagao e de higieniza¢ido dos utensilios, equipamentos e manipuladores. Uma
vez que estamos a tratar de um processo de fabrico de queijo feito com leite cru, e ndao
sofrendo um tratamento térmico que nos possa garantir a eliminacdao deste
microrganismo patogénico, o cumprimento das boas praticas de producdo e de
higiene é fundamental.

4.2. Estudo da evolucdo do numero de Staphylococcus
coagulase positiva no Produtor S ao longo de 45 dias de
maturacao

Na tabela seguinte encontra-se o registo das contagens de Staphylococcus
coagulase positiva efetuadas a um lote de queijos naturalmente contaminados,
produzidos pelo produtor S ao longo de um periodo de maturagdo de 45 dias. Para
cada tempo de cura foram sempre analisadas cinco amostras. De referir que o leite de
ovelha usado para o fabrico deste lote de queijos foi igualmente analisado, tendo-se

verificado uma contagem de Staphylococcus coagulase positiva igual a 2,1x102
UFC/ml.

Considerando a tabela 5, de referir que a média foi obtida considerando o valor de
1,0x102 UFC/g (valor limite minimo de detegdo, tendo em conta 0 método de andlise
usado para estas amostras) nos casos em que o resultado obtido foi <1,0x102 UFC/g.
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Tabela 5 - Contagem de Staphylococeus coagulase positiva em queijos produzidos pelo produtor
S, ao longo de um periodo de maturacao de 45 dias

Tempo de | Niimero (UFC/g) de Staphylococcus coagulase positiva | Média Desvio-
cura nas cinco amostras analisadas (UFC/g) | padrao
S1 52 S3 54 S5
0 dias 4,9x10° 2,8x103 1,0x104 1,2x10° 2,0x10¢% 1,2x10° 2,0x105
1 dia 7,3x103 1,0x104 1,1x10% 4,5x103 1,6x103 6,8x10° 3,8x10°
3 dias 1,0x10*4 2,7x103 5,0x103 2,0x103 1,3x10°3 4,2x103 3,5x10°
5 dias 3,0x10+ 5,0x103 1,1x10% 1,5x104 1,1x10% 1,4x10* 9,4x10?
7 dias 5,0x108 1,0x102 1,0x102 1,4=x103 2,0x10°
3,0x103 2,7x10% | 4,2x10°
1,0x102 | 0
45 dias 1,0x10¢2 0

Através da andlise dos dados da tabela concluimos que neste produtor os valores
maximos para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva se verifica logo nos
primeiros dias de producdo do queijo e vai descendo gradualmente ao longo do
periodo de cura, mantendo no entanto contagens elevadas até ao dia 5 e dia 7.

A partir do 72 dia, o nimero de UFC vai diminuindo para valores da ordem de 103
UFC/g e ao 189 dia todos os queijos analisados apresentavam contagens inferiores a
102 UFC/g, ou seja, inferiores ao ntimero de Staphylococcus coagulase positiva
inicialmente presente no leite.

Verifica-se que durante a maturagdo dos queijos o numero de Staphylococcus
coagulase positiva fica reduzido a valores satisfatdrios, o que nos pode levar a pensar
que as condigdes em que a maturagdo dos queijos ocorreu, numa sala com controlo de
temperatura e humidade relativa, foram favordveis a inibicdo destes microrganismos.
De facto, verificou-se que na segunda fase de cura a temperatura da camara
aumentou (de um valor médio de 4,5°C, na primeira fase de cura, para um valor
médio de 13°C) e a humidade relativa diminuiu (de um valor médio 83%, na primeira
fase de cura, para um valor médio de 77%). O aumento da temperatura verificado €
favoravel a multiplicacdo das bactérias lacticas, as quais produzem compostos
antimicrobianos, como por exemplo bacteriocinas, dcidos organicos de baixo peso
molecular e perdxido de hidrogénio (Medvedova e Valik, 2012).

No entanto, hd que referir que o nivel de contaminagido por Staphylococcus
coagulase positiva nos queijos com 0 dias, = 105 UFC/g (valor médximo legal, segundo
o Regulamento (CE) n® 1447 de 2007), colocam em risco o consumo dos queijos com
45 dias de cura, uma vez que as enterotoxinas estafilococicas, uma vez produzidas
nos primeiros dias, mantém-se até ao fim do periodo de maturagdo exigido, por
questdes de seguranga, para o consumo deste tipo de queijo feito com leite cru. Assim,
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e uma vez que varios estudos apontam para a elevada capacidade para este grupo de
microrganismos se multiplicar nas primeiras horas de fabrico (Medvedova e Valik,
2012; Meyrand et al., 1998), e sendo um queijo laborado com leite cru, ndo tratado
termicamente, devera haver o maior cuidado na selegdo da matéria-prima, o leite cru
de ovelha.

Comparando os resultados obtidos aos 45 dias de cura de queijo, com valores
médios de 1,9 logl0 UFC/g, podemos dizer que, e ndo obstante ser um queijo com
caracteristicas diferentes, as contagens em Queijo Picante com 40 dias de cura, foram
da ordem de 7 log10 UFC/g (Reis e Malcata 2011), mais elevadas do que as obtidas no
nosso estudo.

Margolles et al. (1996) analisaram vdrias amostras de queijo com meia cura
produzidos por seis produtores, cinco pelo método tradicional e um pelo método
industrial, e observaram valores elevados de Staphylococcus coagulase positiva com
valores da ordem de 10¢ UFC/g. Relativamente ao nosso produtor Z, os resultados de
Margolles et al. (1996) sdo muito mais elevados, ja que, considerando os queijos de
meia cura os que apresentam 18 dias de cura, obtivemos valores de 1,0x102 UFC/g.

O nimero de Staphylococcus coagulase positiva que se encontra nos primeiros
dias de produ¢do neste produtor, juntamente com o facto do leite usado para o
fabrico deste lote de queijos apresentar um nimero de 2,1x102 UFC/ml leva-nos a
pensar que a principal causa para os resultados obtidos no queijo nos primeiros dias
de cura estdo relacionados com a deficiente qualidade do leite cru usado. Fotou et al,
(2011) levaram a cabo um estudo que tinha como objetivo a caracterizacio
microbiologica de leite cru de ovelha de algumas espécies, obtendo resultados para a
contagem de Staphylococcus aureus entre 10 e 3,4x102. As principais vias de entrada
de microrganismos no leite estdo relacionadas quer com fatores externos aos animais
(ambiente, dgua, pessoal encarregue da ordenha, equipamentos e utensilios que
entram em contacto direto com o leite) quer com fatores relacionados diretamente
com os animais onde se destaca o papel das infe¢oes da glindula mamdria (ASAE,
2009), por vezes de natureza subclinica. Segundo Britz e Robinson (2008) e Schimidt
(2008), o tipo e quantidade de flora microbiana presente no leite cru pode ser elevada
e variada, dependendo de diversos fatores tais como a satide das fémeas produtoras
de leite (por exemplo mastites), a alimentagdo animal e as priticas de maneio, os
procedimentos de ordenha, os equipamentos e utensilios utilizados na ordenha, os
processos de higienizagdo, a estagdo do ano, o clima, a conservagio do leite e o tempo
que medeia desde a ordenha até ao seu tratamento ou transformacio.

No grdfico da figura 15, confirma-se que o pico maximo do nimero de
Staphylococcus coagulase positiva estd nos primeiros dias de producio, observando-
se um decréscimo no decorrer do tempo de cura, o qual é gradual e constante.
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Staphylococcus Vs Tempo de Cura
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Figura 15 - Staphylococcus coagulase positiva Vs Tempo de cura, no produtor S

Através do modelo STA= 5451,3x10-905 verificamos que valor das UFC/g dos
Staphylococcus coagulase positiva sdo hem estimadas, sendo que 45,79% dessas
UFC/g sdo origindrias nos primeiros dias de cura, como se comprova com o valor do
RZ que é de 0,4579, muito significativo (Anexo I).

Na tabela 6 encontram-se os resultados das determinagdes de NaCl (%) e aw
efetuadas aos queijos, assim como a indicagdo das culturas crioconservadas.
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Tabela 6 - Valores de NaCl (%) e a, e isoladas de Staphylococcus coagulase positiva
crioconservados em queijos produzidos pelo produtor S

Amostra Tempo aw NaCl Média NaCl £ Ref? dos isolados de Staphylococcus
de cura (%) Desvio-padrio coagulase positiva crioconservados
S1 = 0,97 95,96, 100, 101
S2 W 1,32 106, 109
S3 0 dias _ 0,60 0,94 +0,3113 113,114
S4 — 1,16 119,123,124, 125, 126, 127
S5 — 0,66 129,130,131
s1 _ 1,51 46,47
52 g 0,44 50,51, 52
S3 1 dias P 2,04 1,486 + 0,677 54,55,56
54 I 2,12 60, 61, 64
S5 S 1,32 65, 66, 67, 68
S1 L e 3,6
52 _ s 8,10
53 3 dias e 0,36 2,38+ 0,468 13,15,17,18,19, 20
5S4 _ 2,65 22,23
55 e 1,84 29,30, 31
S1 = 1,68 1973, 197b
52 - 1,51 181,185
S3 5 dias — 0,45 1,216 + 0,602 216,219
S4 _ 0,54 221,222 223, 224,225
S5 - 1,90 157,159, 1603, 2044, 204b
51 o= 1,61 178
52 o 0,73 164
S3 7 dias o 0,43 0,794 £ 0,472 167
S4 - 0,69 e
S5 T 0,51 173
§1 o 0,66 o
S2 e 0,49 246,247
S3 12 dias i 0,66 0,56 £ 0,092 253
54 _ 0,48 262,263
S5 _— 0,51 S
51 _ 1,02 ——
S2 oy 1,17 -
S3 18 dias _ 1,21 0,928 £ 4,81 -
54 _ 0,60 A
S5 - 0,64 P
S1 84,1 1,18 o
S2 84,2 1,00 367
53 45 dias 83,5 1,06 1,034 £ 0,117 o~ =
54 83,1 0,86 s
S5 83,1 1,07
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Através da tabela 6 podemaos verificar que a % de cloreto de sédio, que é um fator
importante no controlo dos microrganismos, vai aumentando, de um modo geral, ao
longo dos dias de cura. Paralelamente verifica-se uma diminuicdo gradual e constante
dos valores de Staphylococcus coagulase positiva. Quanto maior for a percentagem de
cloreto de s6dio, menor a percentagem de humidade no queijo, fator que influencia a
multiplicagdo de Staphylococcus coagulase positiva. Assim sendo, ao diminuir a
quantidade de humidade no queijo, aumenta a concentragao de cloreto de sodio e
baixa a contagem de Staphylococcus coagulase positiva.

4.3. Estudo da evolucdo do numero de Staphylococcus
coagulase positiva no Produtor Z ao longo de 45 dias de
maturacao

Na tabela seguinte encontra-se o registo das contagens de Staphylococcus
coagulase positiva efetuadas a um lote de queijos naturalmente contaminados,
produzidos pelo produtor Z ao longo de um periodo de maturagdo de 45 dias. Para
cada tempo de cura foram sempre analisadas cinco amostras. De referir que o leite
usado para o fabrico deste lote de queijos foi igualmente analisado, tendo-se
verificado uma contagem de Staphylococcus coagulase positiva inferior a 1,0x10?
UFC/ml.

Considerando a tabela 7, de referir que a média foi obtida considerando o valor de
1,0x102 UFC/g (valor limite minimo de deteg¢do, tendo em conta o método de andlise
usado para estas amostras) nos casos em que o resultado obtido foi <1,0x102 UFC/g.
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Tabela 7 - Contagem de Staphylococcus coagulase positiva em queijos produzidos pelo produtor
Z, ao longo de um periodo de maturacao de 45 dias

Tempo de | Namero (UFC/g) de Staphylococcus coagulase positiva | Média Desvio-
cura nas cinco amostras analisadas (UFC/g) | padrido
71 z2 73 74 75
0 dias T G—— 11,0x102 |0

1 dia 1 3,2x103 6,5x103

3 dias 6,0x10¢  [RELORI0E T | 17%10* | 2.5%10%

5 diax D SD0RI02] 5,0x102 | 1,0x10? 12x10¢ | 2.6x10¢%
7 dias 1,0x10% | <1,0x10% | <1,0x10% | < 1 22x103 | 4,3x10°

12dias |} B 55x102 | 2,0x10* | <h0xt02 | <5,0%10% | 4,1x10° | 8,8x10°

18 dias : 8,8x10¢ | 1,7x103

45 dias 2 | 1,0x102 |0

ND - Nio determinado.

Contrariamente ao verificado para o lote de queijos produzido no produtor §, o
leite usado na producio do lote de queijos no produtor 7 apresentava uma contagem
de bactérias do grupo Staphylococcus coagulase positiva inferior a 1,0x10% UFC/ml.
Este facto parece justificar os valores igualmente inferiores a 1,0x102 UFC/g em 26
das 39 amostras de queijo analisadas ao longo da cura, em particular no dia do
fabrico, com todas as amostras com resultados inferiores a 1,0x102 UFC/g.

Podemos verificar que neste caso, em que o leite usado para o fabrico do lote
de queijos apresentava uma contagem de Staphylococcus coagulase positiva inferior a
1,0x10%> UFC/ml, a contagem destes microrganismos nunca ultrapassou o limite
maximo legal (M=10> UFC/g), ao longo dos 45 dias de cura. O pico maximo de UFC/g
no produtor Z ocorreu no 32 dia, com uma contagem meédia de 1,7x10* UFC/g,
seguindo-se o 5?2 dia com uma contagem média préoxima, de valor igual a 1,2x10*
UFC/g. A partir do 32 dia, verificou-se uma reduc¢ao gradual e constante no mimero de
Staphylococcus coagulase positiva ao longo do tempo de cura, apresentando-se os
queijos com 45 dias de cura com valores inferiores a 1,0x10% UFC/g.

O produtor em questdo tem um processo tecnolégico diferente do usado pelo
produtor S, uma vez que a prensagem ¢ feita manualmente e a cura é natural, em
salas sem controlo da temperatura e da humidade relativa.

Apesar de, no caso do produtor Z, partirmos de um leite com valores de
Staphylococcus coagulase positiva inferiores a 1,0x102 UFC/g, verifica-se que,
pontualmente, entre o 12 e 0 182 dia de cura, hd queijos que apresentam contagens
deste grupo de microrganismos entre 1,0x102 e 6,0x10*. Este facto pode justificar-se
por uma possivel falha na higienizagdo das superficies que contactam com o queijo
e/ou devido a possivel presenca de Staphylococcus coagulase positiva no leite a niveis
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que, apesar de baixos e inferiores a 1,0x10? UFC/ml, se podem multiplicar no queijo
aumentando assim o seu nimero para valores superiores ao limite de detegdo do
método usado neste trabalho.

No caso do produtor Z, os dados ndo nos permitem estimar um modelo que
explique a evolucido do niimero de UFC/g ao longo do tempo de cura (Anexo II).

Na tabela 8 encontram-se os resultados das determinagdes de NaCl (%) e aw
efetuadas aos queijos do produtor Z, assim como a indicagdo das culturas
crioconservadas.
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Tabela 8 - Valores de NaCl (%) e a, e isolados de Staphylococcus coagulase positiva
crioconservados em queijos produzidos pelo produtor Z

Amostra Tempo Aw NaCl Média NaCl + Ref? dos isolados de Staphylococcus
de cura (%) Desvio-padrio coagulase positiva crioconservados

Z1 ot 12 —
2 . 1,76 ——
Z3 0 dias e 2,09 1,926 £ 0,602 —
Z4 5 2,84 —
Z5 _ 1,74 S
Z1 e 1,47 70,71
72 e 2,03 —
Z3 1 dias o 1,3 1,69+ 0718 i
74 _ 0,91 .
#As . 2,74 S
Z1 i 1,76 34
72 . 2,18 SV
LE 3 dias — 0,96 1,602 + 0,506 37
24 T 1,2 e
25 _ 1,91 45
Z1 iy 1,83 =
Z2 = 1,34 NS
Z3 5 dias e 1,29 1,428 + 0,243 205a,205b
Z4 e 1,47 192,193
Z5 = 1,21 191
71 - 1,27 228
72 ot 1,43 201
Z3 7 dias _ 1,45 1,404 + 0,169 o
74 - 1,22 =
Z5 _ 1,65 —
71 — 1,45 r—
2 e 1,39 273,276
73 12 dias L 1,8 1,66 + 0,223 277,280,
74 . 1,78 oy
Z5 — 1,88 TR
Z1 = 1,56 —_
Z2 _ 1,79 pae
Z3 18 dias iy 2,16 1,99 £ 9,662 -
74 = 2,18 _—
Z5 _ 2,26 : 334
71 80,4 2,27 o
Z2 79,4 2,44 S
Z3 45 dias 79,1 2,54. 2,492 + 0,166 e
Z4 77,6 2,73 T
75 2,48
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Relativamente a % de cloreto de sddio nos queijos do produtor S e do produtor Z
(Figura 16), verifica-se que, a exce¢do do 3° dia, os queijos do produtor S apresentam
valores médios de NaCl (%) inferiores aos do produtor Z. Dado que ambos os
produtores utilizam a salga a seco, estes resultados levam-nos a pensar que a dose de
sal usada é superior no caso do produtor S.

Segundo Noronha (2003), o teor de NaCl é um parimetro estatisticamente
significativo para todas as caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas devido a
sua capacidade de reduzir a atividade da dgua, a qual afeta o desenvolvimento
microbiano. De facto, verifica-se uma relagao inversa entre os valores de NaCl e de ay,
para os queijos com 45 dias de cura. No caso do produtor S foi obtido um valor médio
de awigual a 83,6 e um valor médio de NaCl (%) igual a 1,03 %, ao passo que para o
produtor 7 foram obtidos os valores médios de 79,13 para o aw e 2,49% para o NaCl.

Analisando o grafico, podemos concluir que no produtor S, com cura controlada, os
queijos ao terceiro dia apresentam a maior percentagem de NaCl, descendo
gradualmente até ao décimo segundo dia, tendo depois disso um ligeiro aumento até
ao quadragésimo quinto dia. No caso do produtor Z, com cura natural, a variagio de
NaCl é pouco acentuada, apresentando sempre um ligeiro decréscimo desde o
primeiro até ao sétimo dia, aumentando, a partir daf, até ao quadragésimo quinto dia.

3,00 1
2,50 -
2,00 -

1,50 4=

NaCl (%)

1,00 +

0,50 -

0,00 T T T ; i 1
0 1 < 5 7 12 18 45

Tempo (dias)

=@ Produtor S ==le=Produtor Z

Figura 16 - Valores médios da percentagem de NaCl nos queijos dos produtores S e Z ao
longo do tempo de maturacgao (45 dias).
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4.4. Estudo da evolucdao do numero de Staphylococcus
coagulase positiva ao longo de 14 dias de maturacao num lote de
queijo artificialmente contaminado

Como referido anteriormente no capitulo “Material e Métodos”, nesta etapa do
nosso trabalho foi produzido um lote de 10 queijos a partir de leite cru de ovelha,
gentilmente fornecido pelo produtor Z, com o objetivo de estudar a evolugio de
Staphylococcus coagulase positiva num lote de queijos artificialmente contaminado
com uma cultura de Staphylococcus aureus CIP 5710 (= 1,5x10% UFC/ml de in6culo),
de forma a obter-se uma concentragdo final de aproximadamente 5,0x101 UFC/ml no
leite. Para verificar se o leite usado no fabrico deste lote de queijo ja se apresentava
naturalmente contaminado, foi feita a sua analise, obtendo-se um valor de 2,1x102
UFC/ml.

Apos a adicao do indculo o leite foi novamente analisado, obtendo-se um valor de
Staphylococcus aureus igual a 4,1x102 UFC/ml.

Os dez queijos do mesmo lote foram estudados até ao 142 dia de cura e em cada
queijo colheram-se 3 amostras para determinacdoc do nimero de UFC/g de
Staphylococcus coagulase positiva.

A figura 17 mostra os resultados médios (n=3) da contagem de Staphylococcus
coagulase positiva no queijo com 0,1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 11 e 14 dias de maturacdo. Nesta
figura estd assinalado a vermelho a linha que corresponde ao limite superior legal
(105 UFC/g) e a amarelo a linha que corresponde ao limite inferior legal (10* UFC/g)
segundo o Regulamento (CE) n21441 (2007).

Da analise da figura 17 podemos referir que o pico que corresponde a contagem
mais elevada de Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) se verifica ao 32 dia de
cura, com um valor de 5,0 log10 UFC/g (1,1x105 UFC/g). E de realcar que até atingir
este valor maximo, o niimero de UFC/g sofreu um aumento gradual desde o dia 0 (dia
do fabrico) até ao terceiro dia, passando de 3,9 log10 UFC/g para 5,0 log10 UFC/g. O
maior aumento verifica-se na passagem do dia 0 para o dia 1, com um aumento em
apenas 24 horas de 0,8 ciclos logaritmicos. No entanto, o maior aumento verificou-se
na passagem do leite (com 2,6 logl0 UFC/g) para o queijo com 0 dias de cura (3,9
log10 UFC/g). Este aumento de 1,3 ciclos logaritmicos deve-se, muito provavelmente,
ao efeito da concentracdo do nimero de Staphylococcus coagulase positiva no queijo e
a multiplicagdo deste microrganismo nas primeiras horas de fabrico (Medved6va e
Valik, 2012).
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Podemos constatar que, partindo de um leite com um valor de Staphylococcus
aureus igual a 4,1x102 UFC/ml, o ndmero deste microrganismo no queijo ultrapassa
rapidamente o limite m=10* UFC/g e o limite M=10> UFC/g , respetivamente no 1% e
no 32 dia de cura. As contagens no 112 dia e no 142 dia mostram uma tendéncia para
um decréscimo, apesar de pouco acentuado, no niimero de UFC/g.

Log UFC/g

& B H R K% LN S EESG D

Tempo de cura (dias)

Figura 17 - Evolucdao do numero médio (n=3) de UFC/g de Staphylococcus coagulase
positiva ao longo dos primeiros 14 dias de cura num lote de queijos artificialmente contaminado.
A linha vermelha corresponde ao limite superior legal (107 UFC/g) e a linha amarela corresponde
ao limite inferior legal (10* UFC/g), segundo o Regulamento (CE) n°1441 (2007).

As determinacdes do pH, efetuadas aos queijos com 14 dias de cura, mostram que
nesta fase o valor médio de pH da massa e da casca é de, respetivamente, 5,6 ¢ 6,4,
enquanto o pH do leite usado no fabrico deste lote era de 6,7. O valor obtido para o
pH na massa aos 14 dias permite-nos afirmar que este ndo é um valor que, por si s,
impeca a multiplicagdo desta bactéria, mesmo combinando o valor médio de pH
obtido (5,6) com uma % de NaCl da ordem dos 2%, como pode ser constatado num
estudo de regressdo logistica levado a cabo por Pereira (2013), usando uma estirpe
isolada de queijo de ovelha feito com leite cru.

Para além do pH baixo e da elevada % NaCl, podemos considerar outros fatores
que justificam uma reducdo no numero de Staphylococcus coagulase positiva no
queijo ao longo da maturagio, como € o caso da produgdo de bacteriocinas, acidos
organicos de baixo peso molecular e peréxido de hidrogénio pelas bactérias lacticas
naturalmente presentes neste tipo de queijos (Medveddva e Valik, 2012).
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5. Conclusao

De acordo com a legislagdo em vigor relativa a critérios microbiolédgicos aplicaveis
a géneros alimenticios (Reg.(CE) N21441/2007), o queijo fabricado com leite cru deve
ser analisado durante o processo de fabrico para a contagem de Staphylococcus
coagulase positiva, no momento em que se prevé que o numero destes
microrganismos € mais elevado. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o
momento em que o nimero de estafilococos é maior, ao longo do tempo de cura.

Para além da andlise de 445 dados de 31 queijarias, foi possivel estudar a evolugao
da contagem de Staphylococcus coagulase positiva durante 45 dias de cura em dois
lotes de queijo feito com leite cru de ovelha naturalmente contaminados, em duas
queijarias da regido da Beira Baixa. Foi ainda feito um estudo com um lote de queijos
produzido com leite cru de ovelha artificialmente contaminado (10 pl de uma cultura
jovem de Staphylococcus aureus, numa concentragao final de 5x10! UFC/ml) para
determinar também a fase da maturagdo que corresponde ao pico de contagem de
Staphylooccus coagulase positiva durante os primeiros 14 dias de cura.

Apés a realizacio deste trabalho podemos concluir que:

= Relativamente as duas queijarias, o pico de maior incidéncia de Staphylococcus
coagulase positiva deu-se no dia 0 no produtor S e no dia 3 no produtor Z. O produtor
S apresentou sempre contagens de Staphylococcus coagulase positiva mais altas do
que o produtor Z. Os valores mais altos verificaram-se sempre no inicio do tempo de
cura, verificando-se uma redugao ao longo do perfodo de maturagdo, tanto no caso do
produtor Z como do produtor S. Verificou-se ainda que a contaminagdo inicial do leite
cru usado para o fabrico do queijo foi um fator determinante que condicionou o valor
maximo de Staphylococcus coagulase positiva atingido nos primeiros dias de
maturacdo, sendo essencial garantir que o leite cru apresente valores inferiores a
1,0x102 UFC/ml.

= No caso do estudo do lote de queijos artificialmente contaminados, verificou-se
que 0 32 dia de cura foi o que apresentou uma contagem de Staphylococcus coagulase
positiva mais alta. A partir desse dia os valores da contagem mantiveram-se elevados
até ao 7° dia e deste dia até ao 142 dia sofreram uma ligeira reducdo.

Fabricar queijo com leite cru implica o0 assumir uma série de compromissos que
visam assegurar um produto final seguro para o consumidor, sem perda das suas
caracteristicas organoléticas. Desde a rece¢do do leite até a obtencao do produto final
“queijo”, existem vérias etapas que se devem ter em conta para evitar possiveis
contaminacdes. Para isso, deve estar implementado um bom sistema de boas praticas
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de higiene no fabrico e devem ser conhecidos todos os fatores microbiolégicos e
fisico-quimicos que envolvem a produgdo do queijo.

Como o Staphylococcus coagulase positiva € um microrganismo patogénico e as
condi¢@es iniciais que envolvem a primeira fase de maturagio do queijo sdo as mais
propicias para o seu desenvolvimento (nomeadamente ao nivel do pH, da
temperatura e da atividade da agua), e tratando-se de queijo feito com leite cru,
temos que garantir essencialmente a qualidade da matéria-prima, neste caso o leite
cru, o qual deverad ter baixas cargas de microrganismos indicadores de falta de
higiene.
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Anexo I - Andlise Estatfstica dos dados do produtor S

Estatistice de regressdo

R muiitiplo 0,676659999
Quadradode R 0,457868755
Quadrado de R ajustado 0,443602143
Erro-padrio 1,746224666
Observagies 40
ANOVA
gl 50 Mg F F de significdncia
Regressao 1 97,86342336 97,863423 3Z,09373 1,63963E-06
Residual 38 1158734223 3,0493006
Total 39 213,7368456
Superior
Coeficientes Erro-padrio Stat ¢ valor P 959 inferior 95% superior _ Inferior 5,0% 95.0%
Interceptar B,603618595 D,356946188 24,103405 1,25E-24 7,881018821 9,32621837 7,8810188Z1 9,32621837
Dias -0,112668008 0,0198R7974 -5,665133 1,64E-06 -0,152929105 -0,072406911 -0,152929105 -0,072406911
Observagio Previsto Log(Staph.) Residuais
1 8,603618595 4,498542075
2 8,603618595 -0,666243899
3 8,603618595 0,606721777
4 8,603618595 3,091628427
i 8,603618595 1,299868957
6 8,49D950587 0,40467904
7 B,490950587 0,719389785
8 8,490950587 0,814699965
9 8,490950587  -0,079117911
10 8,490950587  -1,113191679
11 8,265614571 0,944725801
12 8,265614571  -0,364607519
13 8,265614571 0,251578621
14 8,265614571  -0,664712111
15 8,265614571 -1,095495027
16 8,04027B555 2,26B674106
17 8,040278555 0476914637
18 8,040278555 1,265371997
19 8,040278555 1,575526925
20 8,040278555 1,265371997
21 7814942539 0,702250653
22 7,814942539 -0,90718726
23 7814042539  -3,209772353
24 7,814942539  -3,219822688
25 7814942539 -D,90718726
26 7251602498  -2,656482648
27 7,251602498  -0,774630135
28 7251602498 0,75476507
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29
a0
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

7,251602498
7,251602498
6,57559445
6,57559445
6,57559445
£,57559445
6,57559445
3,533558231
3,533558231
3,533558231
3,533558231

3,533558231

1,958737874
-2,656482648
-1,980474599
-1,980474599
-1,980474599
-1,980474599
-1,980474599

1,061561619

1,071611955

1,061561619

1,061561619

1,061561619
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Anexo II - Andlise Estatistica dos dados do produtor Z

Estatistica de regressio

R miiltiplo 0,236576413
Quadrado de R 0,055968399
Quadrado de R ajustado 0,030454031
Erro-padrio 0,90138506
Observagiies 39
ANOQVA
al 50 MQ E F de significdncia
Regressao 1 1,782291711 1,7B2291711 2,1936032 0,147051202
Residual 37 30,06231601 (,812495027
Tolal 38 31,84460772
Coeficientes Erro-padrao Statt valor P 959 inferior 95% superior _Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Interceptar 2,712575832 0,187410857 14,47395243 8,157E-17 2,332845369 3,092306296  2,332845369 3,092306296
Dias -0,015276209 0,010314224 -1,48108177 0,1470512 -0,036174813  0,005622394 -D,036174813 0,005622394
Observagio Previsto Log(Staph.) Residuais
1 2,712575832 0.716940539:
2 2,712575832 0,716940639:
3 2,712575832 0,71694—063{;
4 2,712575832 0.716940631;
5 2,712575832 0,715940635:
6 2,697299623 1,478791636
7 2,697299623 0302700377
8 2,697299623 0,701664428-
9 2,697299623 0,70166442:‘:;
10 2,697299623 0,701664429;
11 2,666747204 0,935312787
12 2666747204 2,111404046
13 2,666747204 0.6?1112009-
14 2,666747204 1,655472091
15 2,636194785  -0,64055959
16 2,636194785  -0,64055959
17 2,636194735 0,062775219
18 2,636194785 0,636194785-
19 2,636194785 2,141956465
20 2,605642366 1,394357634
21 2,605642366 0,394357634
22 2,605642366 0,6100071 ?1;
23 2,605642366 0,6100 D'?l'??:
24 2,605642366 0.610(}071?2’:
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25
26
27
28
29
30
31
32
23
34
35
36
37
ag

39

2,529261319
2529261319

2,529261319
2,529261319
2529261319
2,437604062
2437604062
2,437604062
2437604062
2437604062
2,025146407
2,025146407
2,025146407
2,025146407

2,025146407

0,533626124
0,211101371
1771768677
0,533525_12:;
0533626124
0441968867
0,441968867-
0,441968[’!67-
0,44196886';
1,164455929
0029511212
0,0295112 12.
0029511212
0,0295112 12:

0,029511212
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Anexo Il - Fluxograma de fabrico do produtor Z

Responsabllidades Processo Regi Autocontrolo e A
i " S Mapa de recolha
Responsavel pela Recepgdo Recolha do leite | —— = de leile Capa
- T e R/aﬁistos o
/ Fabrica \
Lafta Recepcdo do leite -
1) Cor e cheiro caracter/stico = i [
2)8em substancias estranhas {
3) Temperatura de recepcéo !
< 16° C, exceplo ae tiver il Mapa da recepgal
sido recolhido nas 2 horas ‘/Jnspau;lo\\ [a;’-:—;azmamn:nz I
seguintes aa final ds ordenha | do Proiin e l do leite
e = e = ‘
——=—E armazenado? -
e
a0 Sim
P Registode ‘
Armazenarm, -z | armazenamenta ;

/' do leite

l do leite

Responsavel pelo fabnco
Colaboradores do fabrico

J Passagem da leita
L para a cuba/
P.quemmentn do leite . O

\
Mapa de Fabrico |

) do Queija ;
Preparacao e I Coa = i i -~
ufagdo/ [ e
Adigao da coalhe + i Rgpuiian
sais antibutiricos

| _Traball-;o da
| massal colocagio
do cincha

I
|
s e o I

‘ Prensagem }

‘ Salga superficial ‘

| Mz;pa de fluxe

Queijos nas ) dos queijos
Salas n.® 1,§ nas salas
¥ = M a d\!
| Lavagem dos i ey - mfn[n A
! queijos J Ldvaaens

Responsavel pelo fabrico
Caolaboradaores da expedigdo

——E armazenada? ~—-— Sim—| ’émarﬂ'de dim e e
et nas salas
i servar B
- P SR
N?o
S .
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) ,‘ " | E)qasdi;-ﬂcl
e Expedicao s ‘

[
k.

(Fim da Processo)
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Anexo 1V - Fluxograma de fabrico do produtor S

Arquivo de Registos

7

RESPONSABILIDADES

Responsavel pela Matéria-prima |
recepgan primaria
il /Capa dos

reg|sios de
faslr!eahjlld_ﬂde
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2} serm substanciag astranhas

3) lemperatura de recapcia <10°C,
e¥uepla se ther £ida racalhida nas
2 haras seguimies ae final da
ordenha

" E efectuadn
“-armazenamento?-

Sim
v

Nao Armazenamenta |

Aguecimenio do
| leite na cuba J

Adigdo de coalho + sais | L Coagulagdo/
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‘Carte da eocalhada |- —==~--———— :
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| Obtengdo
# de sorg para
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’!'____

I_ Salga a seco

N
N

Lavagem dos ! 7‘ ura d:;:_‘
queijos q’;sijos (1'{3}:)

_E utewunada\
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1:._\ para gueija = HShmb[ qummnsu i

~gqueimoso?.~~

Nao

e e
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Hueiios T__i =
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