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RESUMO

Microrganismos como Staphylococcus, Enterobacterias e Salmonella, sdo causadores de
DTHA, o que torna a contaminacdo dos alimentos por estes microbios uma questdo de saude
publica, pois o consumo de alimentos contaminados por estas bactérias dependendo da
quantidade de alimento ingerido, nimero de UFC/g e quantidade de toxinas pré-formadas
contidas no alimento consumido, pode ocasionar eventos de infecgdo/intoxicagéo alimentar de
maneira individual ou em surtos com episodios de gastroenterites em diferentes niveis, e nos
casos mais graves que pode levar o infectado a Obito. Estas bactérias sdo frequentemente
isoladas em alimentos lacteos, uma vez que estes alimentos possuem como matéria prima o leite
que naturalmente é uma excelente fonte nutricional para o desenvolvimento e sobrevivéncia
destes microrganismos. A partir disto, levantou-se a necessidade de investigar de modo global
e regional, por meio de uma revisdo sistematica e meta-analise utilizando trabalhos originais
produzidos durante os anos de 2003 a 2023 onde investigaram leites e derivados que tiveram
passado pelo processo de pasteurizacdo e UHT, Além de duas analises microbioldgicas de
queijos artesanais produzidos na regido do Seridd/RN, rescpectivamente. Por tanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da pasteurizacdo do leite de vaca e seus derivados em
funcdo da presenca do Staphylococcus aureus através de uma Revisdo sistematica e meta-
andlise. Além de investigar a qualidade microbioldgica do leite utilizado pelas queijarias, e seus
respectivos queijos de coalho artesanais. Os resultados obtidos através da RS e MA indicam
que apds avaliar 1.704 unidades de amostras de leite e derivados de leite pasteurizados e esterilizados,
95% destas amostras apresentaram 0s valores para Staphylococcus aureus acima do
preconizado pelos pardmetros utilizados por cada autor. A analise estatistica demonstrou que
ndo houvera diferenca (p>0,05) entre os tipos de leite pasteurizado e UHT em relagéo a presenca
do Staphylococcus aureus, bem como quando comparado o grupo entre os tipos de amostras de
leite e seus derivados. Sobre os resultados obtidos atraves das analises microbioldgicas, 0s
nieveis de contaminacdo de todos os microrganismos avaliados nas amostras aumentaram,
exceto para as enterobactérias que ndo apresentaram contaminacdo em duas unidades de
amostras em um intervalo de seis meses. N&o foi isolado Salmonella em nenhuma das amostras,
tanto na primeira, quanto na segunda andalise microbiolégica. Podendo concluir que a garantia
de um produto lacteo seguro microbiologicamente, ultrapassa a sua origem de fabricacdo
(artesanal ou industrial), onde os fatores de qualidade dos mesmos estdo ligados diretamente as
aplicacdes das Boas Praticas de Fabricacdo, que devem ser seguidas e acompanhadas durante
toda o processo de fabricacdo, de maneira rigorosa, continua e diaria. E que o fator climatico
pode ter sido a razdo para 0 aumente da contaminacao microbiolégica do leite cru e dos queijos
artesanais. Contudo, este fator pode ser controlado através da aplicacdo das BPF quando
realizadas de maneira satisfatoria.



ABSTRACT

Microorganisms such as Staphylococcus, Enterobacteria and Salmonella cause DTHA, which makes
food contamination by these microbes a public health issue, as the consumption of food contaminated
by these bacteria depends on the amount of food ingested, number of CFU/g and The amount of pre-
formed toxins contained in the food consumed can cause infections/food poisoning individually or in
outbreaks with episodes of gastroenteritis at different levels, and in the most serious cases it can lead to
the death of the infected person. These bacteria are often isolated in dairy foods, since these foods have
milk as their raw material, which is naturally an excellent nutritional source for the development and
survival of these microorganisms. From this, the need to investigate globally and regionally was raised,
through a systematic review and meta-analysis using original works produced during the years 2003 to
2023 where they investigated milk and dairy products that had undergone the pasteurization process.
and UHT, in addition to two microbiological analyzes of artisanal cheeses produced in the Serid6/RN
region, respectively. Therefore, the objective of this work was to evaluate the efficiency of pasteurization
of cow's milk and its derivatives depending on the presence of Staphylococcus aureus through a
Systematic review and meta-analysis. In addition to investigating the microbiological quality of the milk
used by cheese dairies, and their respective artisanal coalho cheeses. The results obtained through RS
and MA indicate that after evaluating 1,704 units of samples of pasteurized and sterilized milk and dairy
products, 95% of these samples presented values for Staphylococcus aureus above those recommended
by the parameters used by each author. Statistical analysis demonstrated that there was no difference
(p>0.05) between the types of pasteurized and UHT milk in relation to the presence of Staphylococcus
aureus, as well as when comparing the group between the types of milk samples and their derivatives.
Regarding the results obtained through microbiological analyses, the contamination levels of all
microorganisms evaluated in the samples increased, except for enterobacteria, which did not show
contamination in two sample units within a six-month interval. It can be concluded that the guarantee of
a microbiologically safe dairy product goes beyond its manufacturing origin (artisan or industrial), where
their quality factors are directly linked to the applications of Good Manufacturing Practices, which must
be followed and monitored throughout the manufacturing process, rigorously, continues and daily. And
that the climate factor may have been the reason for the increase in microbiological contamination of
raw milk and artisanal cheeses. However, this factor can be controlled through the application of GMP
when carried out satisfactorily.
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1CAPITULO | CONSIDERACOES GERAIS

11 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Leite de vaca: matéria-prima do queijo coalho

O leite de vaca é um alimento de grande valor nutricional, o que torna o leite uma
excelente fonte de multiplicacdo bacteriana. Este alimento é a principal matéria-prima do queijo
de coalho. Por questdes culturais da regido e aceitabilidade por parte dos consumidores, a
maioria dos produtores utilizam o leite cru como matéria-prima, por este motivo faz-se
necessario o reforco das boas praticas durante a ordenha, uma vez que neste momento
microrganismos oportunistas utilizam o leite como veiculo para contaminar o queijo (Martinelli,
2022; Centeno e Carballo, 2023).

Estudos indicam que os primeiros mililitros extraidos durante a ordenha contém
bactérias patogénicas, especialmente Staphylococcus provindas das glandulas mamarias das
vacas, 0 que prejudica na fabricacdo do leite em varios aspectos como deterioracao do leite por
menor tempo de prateleira, alteracdo fisico-quimica do queijo e até mesmo o rendimento do
queijo no processo final (Derakhshani et al.,2020).

Com isto, para garantir a qualidade microbiolégica do queijo, medidas de controle com a
sua matéria-prima devem ser tomadas em especial no momento da ordenha, através das boas
praticas de ordenha, com a higienizacdo adequada dos equipamentos e ambiente de ordenha
desprezo dos trés primeiros jatos, pré-dipping, lavagem dos tetos com agua, pds- imersao, e a

refrigeracdo do leite imediatamente apds a ordenha (Marioto et al., 2020; Dubenczuk, 2019). _

1.1.2  Queijos artesanais

No Brasil (2019), para que um produto de queijo/queijo seja considerado artesanal, em
sua fabricacdo o produtor deveré conservar as caracteristicas organolépticas tipicas ja conhecidas
pela regido, além de garantir que as técnicas de processamento e producdo estejam de acordo
com as legislagcOes vigentes quanto a seguranga microbiologica, fisica e quimica deste produto.

Obrigatoriamente todos os estabelecimentos que produzem queijos de forma artesanal
com destinacdo a comercializagdo, devem estar registrados no Cadastro Nacional de Produtos

Artesanais (CNPA), adotando o selo ARTE, onde possibilitard a obtencdo de um produto
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certificado como Queijo Artesanal (Brasil, 2022a).

A elaboracdo e a venda de queijos artesanais no Brasil, envolvem habitos culturais e
peculiaridades de cada regido, trazendo consigo muita vezes costumes geracionais e
engessamento de ideias quase que imutaveis quanto aos méetodos de fabricacao e tratamento da
matéria-prima, mais especificamente ao tipo de leite utilizado pelos produtores (Kamimura et
al.,2019).

O queijo de coalho, mais popularmente conhecido como “Queijo de coalho” ¢ tipico do
Nordeste, e consequentemente é o de maior predominancia nesta regido. A sua producéo teve
inicio no século XVI com a introducgdo do gado as capitanias hereditarias. O mesmo possui um
sabor agradavel e levemente salgado, pode ser consumido in natura, assado, frito e/ou em
preparacdes (Oliveira et al., 2019; Martinelli e Dos angos., 2023). E por se tratar de um alimento
com média a alta umidade, torna-se naturalmente um ambiente propicio para proliferacdo de
microrganismos patogénicos, sendo assim, frequentemente considerado um produto
contaminado/impréprio para o consumo (Brasil, 2001; Alves et al.,2018).

Os queijos artesanais produzidos no Nordeste possuem uma variacdo maior de
microrganismos quando comparados a outras regides, principalmente no que tange aos MOP,
como o Staphylococcus aureus (Kamimura et al., 2019). Consequentemente, os consumidores
do queijo coalho da regido do Nordeste, demonstram estar atentos e vigilantes quanto a
procedéncia e legalidades dos queijos de coalho produzidos e comercializados em sua regido
(Soares et al., 2017).

Conforme o levantamento para surtos de DTHA no Brasil entre os anos de 2013 a 2022
foram registrados 2.043 surtos por envenenamento alimentar, e a ingestdo de leite e seus
derivados contaminados por MOP, representa 1,3% (N=27) dos casos, ocupando assim, 0
décimo oitavo lugar entre os principais alimentos responsaveis por ocasionar surtos de DTHA
notificados nos ultimos anos (Brasil, 2023).

Acredita-se que o maior percentual deste indice de surtos, seja provindo do consumo de
queijos produzidos de forma artesanal. Fato este dado pela escassez das BPF durante o seu
processamento, uma vez que estes produtos em sua maioria, s&o produzidos por pequenos
produtores cujas as instrucfes técnicas sao baixas ou até mesmo nulas. Porém, atitudes simples
como praticas adequadas de higiene pessoal, lavagem correta das méaos e a pasteurizacdo da
matéria prima no pré-processamento, impulsionariam o avanco na producéo e a prevencéo das
DTHA (Mladenovié, et al., 2021; Soria-herrera et al., 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Soria-Herrera%2BRJ&cauthor_id=33290541
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1.1.3 Bactérias meséfilas

Bactérias mesofilas sdo todas aquelas que possuem uma ampla faixa de crescimento.
Estas conseguem se desenvolver na faixa de temperatura entre 7°C e 48°C, porém melhoram o
seu rendimento a 37C°. Tem como habitacdo o solo, corpo humano e animais. A evidéncia destes
microrganismos no alimento, pode indicar a presenca de MOP como Staphylococcus, uma vez
que as suas condicdes de sobrevivencia sdo semelhantes. Contudo, a presenca destes
microrganismos, podem ser utilizados como apoio na avaliagdo e diagndstico dos hébitos
higiénicos de determinados estabelecimentos (Castro, 2019a).

Vale ressaltar que no que se refere aos produtos de origem animal fermentados, é
esperado que estes produtos compreendam em sua microbiota, uma alta quantidade de bactérias
aeromesofilas, o que ndo significa que estes produtos possuem uma qualidade microbioldgica
inferior, pelo contréario. Porém, se trata de queijos ndo fermentados e/ou maturados como o
queijo de coalho, o alto nimero destes microrganismos indica que a matéria-prima que esta
sendo utilizado para a fabricacdo dos quejos, possue uma baixa qualidade, e que se faz
necessario reforcar as medidas de controle como por exemplo, a pasteurizacéo deste alimento
(Castro, 2019b).

1.1.4 Staphylococcus coagulase positiva

Staphylococcus spp. sdo um grupo de bactérias Gram-positivas, inertes que se agrupam
em formato de cachos e/ou isoladas, com catalase e coagulase positiva, ndo esporogénicas e
formadora de biofilmes. Este grupo diverso tem o Staphylococcus aureus como o mais frequente
em intoxicacdo de origem alimentar através da ingestdo de alimentos contaminados com
toxinas. A alta viruléncia deste microrganismo se da atraves da combinacéo de toxinas presentes
em sua membrana (Alves et al., 2018; Costa, 2020).

A prevaléncia do Staphylococcus aureus em queijos artesanais dar-se pelo fato deste
MOP ser um dos pricipais responsaveis pela ocorréncia de mastite em vacas leiteiras, e ter o
manipulador de alimentos como o seu maior vetor. A utilizacdo do leite cru como matéria prima
e a manipulacdo inadequada durante todo o processo de fabricagcdo do queijo, possibilita o
isolamento deste microrganismo em amostras de leite e seus derivados (Soria-herrera et al.,
2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Soria-Herrera%2BRJ&cauthor_id=33290541
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Uma quantidade de 10° a 10° UFC por grama de alimento deste microrganismo, é capaz
de produzir toxinas suficientes para provocar a intoxicacao de um individuo. Toxinas estas mais
conhecidas como Enterotoxinas Stafilocdcicas (SE), possuem a habilidade de produzir genes
modificados, capazes de resistir a varios tipos de antibidticos, além de serem resistentes a
pasteurizacdo, esterilizacdo e as proteases gastrointestinais (Prates et al., 2017; Alves et al.,
2018; Osaili, 2018; Costa, 2020).

As células de Staphylococcus aureus sdo destruidas com tratamento térmico,
diferentementede de suas toxinas. Em pesquisa realizada demostrou-se que as SE presentes em
uma amostragem de leite foram capazes de resistir ao binbmio tempo-temperatura de até 121°C
e 100 °C variando de 9,9 a 11,4 a 70 minutos, respectivamente. Quadro preocupante, pois uma
infeccdo ocasionada pelas toxinas do Staphylococcus enquadra-se como uma doenca de risco
nivel 111, moderadamente perigosa de curta duragdo, trazendo desconfortos severos ao individuo
intoxicado, podendo levar ao 6bito , em casos mais extremos (Aguiar et al., 2022).

Além disto, a OMS considera o Staphylococcus aureus como um dos agentes mais
proeminentes no que tange a violagdo a integridade da satde publica, pois 0 mesmo possui um
alto poder de viruléncia, sob resistir a diversos antibioticos, o que dificulta na eficacia do
tratamento ao individuo intoxicado, podendo levar a piora do quadro clinico deste paciente .
Sendo assim, levanta-se 0 senso de urgéncia no que se refere a prevencdo desta bactéria

principalmente em alimentos lacteos (OMS, 2017).

1.1.5 Enterobactérias

Enterobactérias trata-se de uma extensa familia de bactérias com uma morfologia
ordinaria onde as caracterizam como, gram-negativas, anaerobicas facultativas, morfologia em
formatos de bastonetes, ndo esporuladas, capsuladas ou ndo capsuladas, méveis ou imadveis
(Osaili et al., 2018). Pertencentes as enterobactérias estdo: Citrobacter Freundii, Enterobacter
spp, Morganella morganii, Proteus rettgeri, Coliformes totais, Escherichia Coli, Shigella spp,
Klebsiella spp,Citrobacter spp e Salmonella spp. (Bertani, 2020; Silva, 2020).

Por fazerem parte da flora intestinal do homem e animais, a presenca de enterobactérias em
alimentos, serve como indicador de ndo conformidades durante o processamento (Metz;
Sheehan; Feng, 2020). No entanto a Instrugdo Normativa (IN) n°60, de 23 de dezembro de 2019
ndo determina um valor de referéncia para a quantidade de enterobactérias em queijos de coalho.

Porém, a presenga destas bactérias em baixo nivel, torna-se toleravel (Brasil, 2018).
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As enterobactérias, por ndo serem esporoladas, sdo facilmente eliminadas com uma
correta sanitizacdo e pasteurizacdo. Porém, a forte tradicdo de se fazer o queijo coalho com o
leite cru, permanece sendo o principal fator dos queijos artesanais estarem entre os principais
envolvidos em surtos de DTHA, tornando-se assim, um potencial risco a satde publica (Dasilva
etal., 2017; Osaili, 2018).

1.1.6  Salmonella

Pertencente a familia das enterobactérias, de género Salmonella, esta bactéria possuio
formato de bacilo e tem o trato gastrointestinal dos seres humanos e animais como habitat natural.
E gram negativa, nio formadora de esporos, e anaerébica facultativa. O grupo de Salmonellas-
ndo tifdides causam salmoneloses e estdo envolvidos em DTHA. Estas bactérias sdo capazes de
sobreviver a pH extremos, porém preferem 0s mais neutros e temperaturas a 37°C (Bertani,
2020).

A contaminacdo e disseminacdo deste patdgeno ocorre através da via fecal-oral, ou seja,
através da ingestéo de alimento ou agua contaminada com material fecal. Esta bactéria invade
a mucosa intestinal e danifica a camada epitelial do intestino delgado, ocasionando uma
Enterocolite, podendo levar o individuo contaminado a Obito, quando as suas cepas sao
transportadas para outros 6rgdos como o baco e o figado (Costa, 2020).

No Brasil, o parametro microbiologico estabelecida para queijos de moderada a alta
umidade, é a auséncia de Salmonella em 25g de amostra (Brasil, 2019). Porém, a contaminacao
por Salmonella em alimentos a base de leite é frequentemente reportada, principalmente quando
estes foram fabricados com leite cru ou em estabelecimentos onde as boas praticas sdo
negligenciadas (Soria-herrera et al., 2021).

A técnica de pasteurizacdo é eficiente ao combate das células de Salmonella. Isto
demostra a importancia e o quanto as boas préaticas sdo indispensaveis desde a matéria prima até

o0 produto final, estendendo-se até a mesa do consumidor (Prates et al., 2017).
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1.2 Assisténcia técnica para pequenos e novos produtores

A assisténcia técnica independentemente de ser publica ou privada, auxilia na
construcdo de conhecimentos técnicos, na fabricacdo de produtos, formalizacdo e
gerenciamento do empreendimento, além de qualificar, implementar e acompanhar as BPF
(Roldan, 2019). O SENAR/RN possui o papel de oferecer atividades de promocao social aos
produtores rurais, educacao profissional, assisténcia técnica e gerenciamento, de forma gratuita.
Oportunizando a qualificacdo profissional e 0 aumento da renda dos produtores rural, atraves
de capacitacdo e acompanhamento técnico regular (Brasilia, 2022).

Os produtores rurais fabricantes de queijos artesanais sdo em sua maioria, pessoa que
nédo tiveram acesso a educacao e séo leigos aos conhecimentos dos riscos, causas e prevencao
das DTHA, fato este que reforca a necessidade do acompanhamento técnico como construtores
de conhecimento, concientizacdo e metandia destes produtores, além da constante supervisdo e
alinhamento das boas praticas nestes estabelecimentos (Martinelli, 2022).

A partir do instituido na Instrucdo Normativa n°16 de 26 de agosto de 2015 (Brasil,
2015) os estabelecimentos agroindustrial de pequeno porte, tem direito de forma gratuita a
assisténcia técnica de modo que os estabelecimentos venham a ser supridos com o
acompanhamento técnico. Este beneficio reduz custos com a contratacdo de responsaveis
técnicos mesmo que sejam através de agentes pablicos. O que possibilita o redirecionamento
destes custos para suprir as exigéncias minimas legais como a instalacdo de pias para lavagem
de maos, dispensadores de papel toalha e sabonete, do mesmo modo 0s seus suprimentos
mensais (Gheller, 2022; Mannani, Ariri e Bitar, 2023).

A aplicacdo da técnica de treinamentos voltada as boas praticas para os produtores, é
fundamental na formacéao de conhecimento e adequacao dos padrées de higiene e qualidade dos
queijos artesanais, além de ser considerado um ato simples e potencialmente eficaz na
eliminacdo de problemas corriqueiros nestas unidades produtoras, como a auséncia de higiene
no ambiente de processamento, utensilios mal higienizados e presenca de insetos no local de

processamento (Saraiva, 2018).
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13 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avalair a eficiéncia da pasteurizacdo do leite de vaca e seus derivados em funcgdo da
presenca do Staphylococcus aureus através de uma Revisdo sistematica e meta-analise. Além
de investigar a qualidade microbiologica do leite utilizado pelas queijarias, e seus respectivos

queijos de coalho artesanais fabricados na regido do Serid6/RN.

1.2.2. Objetivos Especificos

Realizar uma revisdo sitematica e meta-andlise utilizando artigos publicados nos Gltimos vinte
anos;

Investigar a prevaléncia do Staphylococcus aureus em produtos (leite e derivados de leite)
pasteurizados e esterelizados;

Fazer parceria com o Servico Nacional de Aprendizagem Rural (SENAR) para a obtencdo das
amostras de leite e queijos coalho provindos dos pequenos produtores da regido do Seridd/RN;
Quantificar o numero de aerébios mesofilos presentes no leite cru utilizado como mateéria- prima
pelas queijarias durante a producdo dos queijos artesanais;

Investigar a presenca de Staphylococcus coagulase positiva, enterobacterias e Salmonella
nos queijos de coalho produzidos pelas queijarias de forma artesanal;

Investigar a melhoria da qualidade dos produtos (leite e queijo) apds a capacitacdo dos

produtores.
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2 CAPITULO Il - FATORES QUE AFETAM A QUALIDADE DOS ALIMENTOS
LACTEOS PRODUZIDOS COM LEITE PASTEURIZADO E UHT ASSOCIADO A
PRESENCA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS: UMA REVISAO SISTEMATICA E
META-ANALISE

RESUMO

O leite por se tratar de um alimento rico nuticionalmente e por possuir fatores intrinsecos
(atividade de agua e pH) que favorecem a sobrevivéncia e o desenvolvimentos bacteriano, o
mesmo torna-se vulneravel a contaminagdo e multiplicacdo de microrganismos oportunistas e
patogénicos como o Staphylococcus aureus.Como método de controle deste microrganismo, a
industria aplica os sistemas de pasteurizacdo e UHT, associado as Boas Praticas de Fabricacédo
(BPF) como métodos de prevencdo e/ou eliminacdo do Staphylococcus aureu. O objetivo deste
trabalho foi fazer uma pesquisa ampla em artigos cientificos publicados para avaliar a eficiéncia
da pasteurizacao do leite de vaca e seus derivados em fungédo da presenca do Staphylococcus
aureus. Esta revisdo sistematica e meta-analise foi realizada utilizando as seguintes bases de
dados: Pubmed, Science Direct e web of Science como bancos de dados, no periodo de abril de
2021 a janeiro de 2024, contou-se com a participacdo de quatro juizes e a recomendacdo
PRISMA. No total, foram avaliadas 1.704 amostras de alimentos entre leite e derivados,
incubadas a temperaturas de 30 C° — 37 C° durante o periodo de 24h — 62h. Sendo que (N=18/
86%) destas amostras tratavam-se de leite e derivados lacteos pasteurizados e (N=04/ 19%)
eram amostras que passaram pelo tratamento UHT. Os locais da aquisicao das amostras, foram
diversos, variando entre supermercados/varejos (N=13/ 62%), feiras de rua (N=02/ 10%),
produtor (N=08/ 38%), e industria (N= 02/ 10%). Os resultados indicaram que 95% das
amostras apresentaram os valores para Staphylococcus aureus acima do preconizado pela
legislacdo. A andlise estatistica demonstrou que ndo houvera diferenca (p>0,05) entre os tipos
de leite pasteurizado e UHT em relacéo a presenga do Staphylococcus aureus, bem como quando
comparado o0 grupo entre os tipos de amostras de leite e seus derivados. Concluindo que a
prevaléncia de Staphylococcus aureus em amostras de leites e seus derivados submetidos aos
tratamentos térmicos de pasteurizacéo e esterelizacdo provindos de industrias, supermercados e
feira de rua, demonstraram que tanto os alimentos lacteos produzidos na indUstria, quanto os
produzidos de forma artesanal, possuem de modo igualitario a mesma suscetibilidade de
contaminacdo pelos microrganismos patogénicos. E que a garantia de um produto lacteo seguro,
microbiologicamente, ultrapassa a sua origem de fabricacéo, onde os fatores de qualidade dos
mesmos estdo ligados diretamente as aplicacdes das Boas Praticas de Fabricacdo, que devem
ser seguidas e acompanhadas durante toda o processo de fabricacdo, de maneira rigorosa,
continua e diéria.

Palavras chaves: Esterelizacdo. Prevaléncia. Biofilme. Genes. Viruléncia.
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ABSTRACT

Because milk is a nutritionally rich food and has intrinsic factors (water activity and pH) that
favor bacterial survival and development, it becomes vulnerable to contamination and
multiplication of opportunistic and pathogenic microorganisms such as Staphylococcus aureus.
As a method of controlling this microorganism, the industry applies pasteurization and UHT
systems, associated with Good Manufacturing Practices (GMP) as methods of preventing and/or
eliminating Staphylococcus aureu. The objective of this work was to carry out a broad search
of published scientific articles to evaluate the efficiency of pasteurization of cow's milk and its
derivatives depending on the presence of Staphylococcus aureus. This systematic review and
meta-analysis was carried out using the following databases: Pubmed, Science Direct and web
of Science as databases, from April 2021 to January 2024, with the participation of four judges
and the PRISMA recommendation. In total, 1,704 food samples were evaluated, including milk
and dairy products, incubated at temperatures of 30 C° — 37 C° for a period of 24h — 62h. Since
(N=18/ 86%) of these samples were pasteurized milk and dairy products and (N=04/ 19%) were
samples that had undergone UHT treatment. The places where samples were acquired were
diverse, varying between supermarkets/retailers (N=13/ 62%), street markets (N=02/ 10%),
producer (N=08/ 38%), and industry (N = 02/ 10%). The results indicated that 95% of the
samples presented values for Staphylococcus aureus above those recommended by legislation.
The statistical analysis demonstrated that there was no difference (p>0.05) between the types of
pasteurized and UHT milk in relation to the presence of Staphylococcus aureus, as well as when
comparing the group between the types of milk samples and their derivatives. Concluding that
the prevalence of Staphylococcus aureus in samples of milk and its derivatives subjected to heat
treatments of pasteurization and sterilization from industries, supermarkets and street markets,
demonstrated that both dairy foods produced in industry, as well as those produced by hand,
have equally the same susceptibility to contamination by pathogenic microorganisms. And that
the guarantee of a microbiologically safe dairy product goes beyond its manufacturing origin,
where its quality factors are directly linked to the applications of Good Manufacturing Practices,
which must be followed and monitored throughout the manufacturing process, rigorously,
continuously and daily.

Keywords: Sterilization. Prevalence. Biofilm. Genes. Virulence.
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2.1 INTRODUCAO

O leite é considerado um alimento completo nutricionalmente e possui em sua
composicdo fatores intrinsecos (atividade de agua e pH) que favorecem a sobrevivéncia e o
desenvolvimentos bacteriano. Na industria, como método de controle sanitario é empregado
sistemas de pasteurizacéo e aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) no processamento
do leite desde a ordenha até a mesa do consumidor final, porém alguns estudos relatam nao
conformidades no ambito microbioldgico, apresentando nimeros elevados de patdgenos
presentes no leite e seus derivados apds o processo de pasteurizagdo (Costa, Lira E Aragédo.,
2018; Mannani, Ariri e Bitar., 2023).

O Staphylococcus aureus é a espécie contaminante de maior prevaléncia em infec¢oes
alimentares, sendo recorrente apds a ingestdo do leite in natura e seus derivados artesanais
(Costa, Lira e Aragdo., 2018). A contaminacéo do leite por Staphylococcus se d& na maioria das
vezes por um processo infeccioso conhecido como mastite bovina, presentes mais precisamente
nos Uberes das vacas, este patdgeno também pode ser transmitido pelo préprio manipulador
durante o processamento do leite (Milaneze et al., 2018).

O Staphylococcus aureus pode ser normalmente combatido no processo de fervura ou
pasteurizacdo que € quando o leite passa pelo binbmio tempo-temperatura de 72 °C a 75 °C
durante o periodo de 15 a 20 segundos ap0ds a sua ordenha. Porém, estudos identificaram a
presenca de toxinas deste patdgeno em leite pasteurizados e leites UHT conhecidos como UHT,
onde quando um alimento é submetido a este processamento térmico, é considerado esterilizado
(Brasil, 2002; Brasil, 2018; Costa, Lira e Aragéo, 2018).

As cepas de S. aureus possuem o mecanismo de expelir toxinas (colagenase, proteases
hemoliticas, nucleases, lipases e hialuronidase) que sdo capazes de converter os tecidos de seus
individuos infectados em nutrientes necessarios para o seu crescimento e desenvolvimento
(Costa, 2020).

O objetivo deste trabalho foi fazer uma pesquisa ampla em artigos cientificos publicados
para avaliar a eficiéncia da pasteurizagdo do leite de vaca e seus derivados em funcéo da

presenca do Staphylococcus aureus.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

A revisdo sistematica foi realizada com as seguintes bases de dados: Pubmed, Science
Direct e web of Science como bancos de dados. A pesquisa ocorreu durante o periodo de abril
de 2021 a janeiro de 2024, com a participacdo de quatro juizes e a recomendacdo PRISMA
(Galvéo; Pansani; Harrad, 2015) como referéncia para abranger o maior nimero possivel dos
pontos que devem conter em uma revisdo sistematica e meta-analise. As palavras-chaves
utilizadas foram descritas na lingua inglesa, relacionadas a presenca de Staphylococcus aureus,
leite, derivados de leite e processo de pasteurizagdo. As mesmas também foram descritas em
diferentes formatos para captar mais trabalhos das bases de dados. Na tabela 1 estdo descritas

as palavras-chaves utilizadas em seus respectivos bancos de dados.

Tabela 1- Palavras-chaves utilizadas e seus respectivos bancos de dados para a pesquisa de trabalhos com

o tema utilizado para elaboracéo do artigo durante o periodo de abril de 2021 a janeiro de 2024.

Palavras-chaves Banco de dados

Staphylococcus aureus AND milk pasteurized

PUBMED
Staphylococcus aureus of milk or cow AND pasteurized

Staphylococcus aureus milk

Staphylococcus aureus milk pasteurized

SCIENCE DIRECT
Detection of antibiotic-resistant Staphylococcus aureus in dairy foods

Staphylococcus aureus AND milk pasteurized

WEB OF SCIENCE
Staphylococcus aureus of milk or cow AND pasteurized

221 Critérios de inclusdo e exclusao

Os critérios de inclusdo foram: (1) tratar-se de um artigo primario; (2) ter utilizado
amostras de leite de vaca e seus derivados fervidos, pasteurizados e/ou UHT; (3) ter avaliado a
presenca do Staphylococcus aureus; (4) estar em texto completo disponivel; (5) ter sido

publicado de 2003 a 2023. N&o houve restricdo de idioma. Consequentemente os artigos que
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ndo foram incluidos no estudo foram aqueles que: (1) tratavam de uma revisdo sistematica,
meta-andlise, carta, dissertacdo ou tese; (2) N&o avaliaram a presenca de Staphylococcus aureus
em leites e/ou produtos lacteos; (3) Terem utilizado leite de outras espécies ndo bovina; (5)

Terem avaliado leite cru; (6) Terem avaliado amostras de vacas enfermas.

2.2.2 Estratégia de busca

Para a busca dos artigos seguiu-se 0s seguintes passos: selecdo por titulo; leitura do
resumo; leitura do artigo na integra; extracdo de dados. Em caso de discrepancia entre 0s
documentos, todos os critérios eram revisados e discutidos entre os pesquisadores.

Durante a pesquisa, foram localizados cerca de 4.599 trabalhos nos bancos de dados
PUBMED, SCIENCE DIRECT e WEB OF SCIENCE utilizando as palavras-chaves determinas
para cada banco de dados, dentre este numero, 72 artigos foram selecionados para a leitura dos
resumos, sendo identificados 11 artigos em duplicidade. Restando 61 artigos para leitura na
integra, onde os mesmos passaram pela filtragem dos critérios de inclusdo e excluséo.
Finalizando com 21 trabalhos aptos para a elaboracdo do presente artigo. Na tabela 2 estéo
expostos o0s resultados obtidos apartir de cada etapa da estratégia de busca e seus respectivos
bancos de dados.

Tabela 2 - Etapas da sele¢do aplicadas a estratégia de busca para elaboracéo do artigo durante o periodo
de abril de 2021 a janeiro de 2024.

BANCOS DE DADOS

ESTRATEGIA DE BUSCA

PUBMED SCIENCE DIRECT WEB OF SCIENCE

ARTIGOS LOCALIZADOS 1.153 1.861 1.585
LEITURA DOS RESUMOS 28 16 28
ARTIGOS DUPLICADOS 5 1 5
LEITURA NA INTEGRA 15 18 28
ARTIGOS SELECIONADOS 5 9 12

2.2.3  Criterios de qualidade

Os 12 (equivalente a 24 pontos totais) critérios de qualidade foram utilizados para
quantificar a qualidade dos trabalhos selecionados. A pontuacéo foi de 1 ponto para NAO e 2

pontos para SIM nos trabalhos que contemplavam as informacdes descritas nos itens abaixo:
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2.2.3.1 Titulo: Presenca de até trés palavras-chaves no titulo, pontuaram 2 pontos. Menor
que trés pontuaram 1 ponto. Pois desta forma, os artigos selecionados seriam 0 mais coerente
possiveis com o presente trabalho.

Resumo: O resumo apresenta informagOes estatisticas, pontuaram 2 pontos, 1 ponto para 0S
resumos que ndo apresentaram dados estatisticos. Uma vez que a presenca destes dados no inicio
do trabalho, mostra riqueza de detalhes do que foi o estudo.

1. Tamanho da amostra: estudos com no minimo 50 unidades experimentais utilizadas
por tratamento pontuaram 2 pontos. Numero de amostra menor que 50, pontuaram 1 ponto.
Uma vez que o N (Numero amostral) a partir de 50 unidades, faz com que os resultados sejam
mais variados e precisos na hora de sua contabilizacéo.

2. Boas Préticas de Fabricacdo: Estudos que citaram se havia ou ndo a aplicacdo das

BPF nos estabelecimentos de fabricacdo e manipulacdo do leite e/ou derivados, pontuaram 2
pontos, aqueles trabalhos que ndo citaram esta informagéo pontuaram 1 ponto. Pelo fato de que
a presenca do Staphylococcus aureus em sua maioria das vezes estd mais relacionada com falhas
no seu processamento do que por outras causas.

3. Meétodo de andlise das amostras: Trabalhos que utilizaram a partir de dois método
de analises, pontuaram 2 pontos. Apenas um método de analise, pontuaram 1 ponto. Pois
diversificacdo de métodos contribui para que os trabalhos sejam mais precisos e ricos em
detalhes, possibilitando assim, um controle maior da situacdo que se encontram as amostras
trabalhadas.

4. Qualidades intrinsecas: Trabalhos que citaram informac6es como PH e atividade de
agua pontuaram 2 pontos, para aqueles que ndo apresentaram estas informacdes, 1 ponto. Uma
vez que estes parametros estdo diretamente relacionados ao controle microbiolégico dos
alimentos.

5. Local: Trabalhos que informaram o local onde foram colhidas as amostras, 2 pontos
e 1 ponto para aqueles onde o local néo foi citado. Possibilitando uma melhor interpretacio dos
resultados obtidos com os locais comerciais onde as amostras foram adquiridas.

6. Formacdo de biofilme: Trabalhos que avaliaram a formagdo de biofilmes por
Staphylococcus aureus, pontuaram 2 pontos. Uma vez que este procedimento vai além do que
apenas identificar o patdgeno Staphylococcus aureus nas amostras, agregando assim aos
resultados e possibilitando uma melhor compreensdo ao tipo de organismos que se esta
trabalhando.

7. Resisténcia a antibioticos: Trabalhos que avaliaram se as amostras contém alguma

resisténcia a antibioticos e citaram quais eram estes antibidticos, obtiveram uma nota 2, caso
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contrario 1 ponto. Onde este resultado contribuira para a confirmacéo da utilizacdo exacerbada
e/ou indevida destes medicamentos para com 0s bovinos.

8. Trabalhos que avaliaram leite pasteurizado ou UHT, 2 pontos. Leite fervido 1 ponto.
Uma vez que o foco principal no presente trabalho é avaliar a eficacia da pasteurizacdo e UHT
nos alimentos l4cteos.

9. Trabalhos que avaliaram exclusivamente leite e derivados do leite de vaca
pasteurizados, pontuaram 2 pontos. Trazendo consigo um melhor direcionamento da pesquisa.

10. Trabalhos que apoiavam a aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo e associavam a
contaminacgdo das amostras com possiveis falhas no processo, 2 pontos e 1 ponto para trabalhos
que ndo mencionam as BPF. Sdo considerados alinhados a mesma linha de pensamento dos
autores do presente estudo.

11. Trabalhos que avaliaram exclusivamente leite e derivados do leite de vaca
pasteurizados, pontuaram 2 pontos. Trazendo consigo um melhor direcionamento da pesquisa.

12. 12.Trabalhos que apoiavam a aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo e
associavam a contaminacao das amostras com possiveis falhas no processo, 2 pontos e 1 ponto
para trabalhos que ndo mencionam as BPF. Sdo considerados alinhados a mesma linha de
pensamento dos autores do presente estudo.

Na soma total, os trabalhos utilizados foram aqueles que obtiveram um valor maior que
50% em seus pontos finais. Na Tabela 03 estdo descritos os resultados obtidos com a aplicacéo
do critérios de qualidade, com a pontuacdo de cada artigo e a porcentagem da pontuacao

total/final.

Tabela 3- Apuracdo da pontuagdo dos artigos ap0s a aplicagdo dos critérios de qualidade, como requisitos basicos

para a elaboracdo da RS e MA.

ARTIGOS CRITERIOS PONTOS

(%)
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12

Costa; Lira e Aragdo, 2018 2 2 2 1 2 1 2 2 2 21 2 86
Costa; Lirae Aragdo, 2018 2 2 2 1 2 1 2 2 2 211 83
Dai et al, 2019 2 21 2 2 1 2 2 2 21 2 88
Ayele et al, 2017 2 211 2 1 2 2 2 21 2 83
Bissong & Ateba , 2020 12 2 1 2 1 2 11 21 2 75
Vahedi et al, 2013 2 211 2 1 2 2 2 21 2 83
Akindolire; Babalola& Ateba, 2015 1 1 2 1 2 1 2 1 1 22 1 71
Grecelle et al, 2020 1 1 2 2 21 2 67
Belli et al, 2013 11 2 1 2 1 2 11 221 71
Fooladi; Tavakoli & Naderi, 2010 2 2 1 1 11 2 11 111 63

Chen et al, 2018 2 1 112 2 111 211 67
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Gran et al, 2003 1 2 2 1 2 1 2 11 111 67
Rall et al, 2008 11 2 1 2 1111 221 67
Morandi et al, 2007 11 2 1 2 1 2 11 211 67
Guimaraes et al, 2013 11 2 1 11 2 11 211 63
Nascimento etal., 2016 11112 1211 212 67
Zhang et al, 2022 2 2 21 2 2 2 11221 84
Bastam et al, 2021 11 2 1 2 1 2 1 2 211 71
Cai et al, 2021 2 1 2 1 2 111 2 221 75
Rios-Muiiis et al, 2022 2 1 2 1 2 2 2 2 1 21 2 83
Silva et al, 2023 2 21 2 2 2 2 1111 2 79
Hasan; Tarannum & Parveen, 2021 2 1 1 2 2 1 2 1 2 21 2 79

2 1. Titulo: Presenca de até trés palavras-chaves no titulo.

3 2. Resumo: O resumo apresenta informages estatisticas.

4 3. Tamanho da amostra: estudos com no minimo 50 unidades experimentais utilizadas por tratamento.

5 4.Boas Préticas de Fabricacdo: Estudos que citaram se havia ou ndo a aplicagdo das BPF nos
estabelecimentos de fabricacdo e manipulacéo do leite e/ou derivados.

6 5.Método de analise das amostras: Trabalhos que utilizaram apenas um método de andlise.

7 6.Qualidades intrinsecas: Trabalhos que citaram informagdes como PH e atividade de AA.

8 7.Local: Trabalhos que informaram o local onde foram colhidas as amostras.

9 8.Formagcéo de biofilme: Trabalhos que avaliaram a formacdo de biofilmes por Staphylococcus aureus.

10 9.Resisténcia a antibidtico: Trabalhos que avaliaram se as amostras contém alguma resisténcia a
antibioticos e citaram quais eram estes antibiéticos.

11 10.Trabalhos que avaliaram leite pasteurizado ou UHT.

12 11.Trabalhos que avaliaram exclusivamente leite e derivados do leite de vaca pasteurizados.

13 12.Trabalhos que apoiam a aplicacdo das Boas Praticas de Manipulagdo (BPM) e associam a
contaminacgdo das amostras com possiveis falhas no processo.

Para a elaboracdo desta Revisdo Sistematica (RS) e Meta-analise (MA), Foram
utilizados 21 trabalhos primérios publicados entre os anos de 2003 a 2023. A pesquisa foi
finalizada no inicio do més de janeiro de 2024. A pontuacéo dos critérios de qualidade destes
artigos variaram entre 66 — 88% 0 que sugere credibilidade nos artigos utilizados e confianca

dos dados obtidos no presente estudo.

2.2.4 Extragéo de dados

As informacg0es referentes as varidveis a serem analisadas foram extraidas das se¢Ges
“Material e Métodos™ e “Resultados” de cada artigo.

Os dados extraidos dos trabalhos foram: Referéncia, ano de publicacdo, periddico
publicado, numero de amostras adquiridas, quantidade amostras utilizadas, grau e periodo de
incubacdo, presenca do Staphylococcus aureus apos o tratamento térmico, alimento avaliado,
tipo de tratamento térmico utilizado, método de identificacdo do patdgeno, formacdo de
biofilme, cepas identificadas, resisténcia a antibidticos, antibidticos avaliados, local onde foram

adquiridas as amostras, aplicacdo das boas préaticas de fabricacdo durante o processamento.
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Vale ressaltar que o trabalho realizado pelos autores COSTA; LIRA e ARAGAO (2018),
por terem contemplado os dois tipos de tratamento térmicos (pasteurizado e UHT) desejados,
durante a extracdo dos dados, este trabalho foi dividido em dois, com o intuito de separar e

organizar o fluxo de cada procedimento realizado pelos autores.

2.2.5 Andlises estatisticas

Inicialmente foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo de normalidade dos
dados nas varidveis quantitativas da base de dados em estudo. Com o resultado do teste Shapiro-
Wilk (5% de probabilidade), foi verificado a ndo existéncia de normalidade nos dados, desta
forma, optou-se pelo uso de técnicas da Estatistica Ndo-Paramétrica para as analises desse
estudo através teste Kruskal-Wallis (5% de probabilidade) para verificar a igualdade ou

diferenca estatisticamente significativas entre as variaveis do estudo.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a pesquisa, percebeu-se que nos Ultimos anos (2021 a 2024) os trabalhos
publicados que investigam Staphylococcus aureus aumentarem, quando comparado ao nimero
de publicacdo dos Ultimos dez anos. Sendo que a maior parte das publicacdes, referem-se a
ensaios de métodos rapidos para a identificacdo do Staphylococcus aureus como estratégia
preventiva e complementar no combate ao Staphylococcus aureus, uma vez que a sua presenca
nos alimentos lacteos artesanais e industriais, perdura ao longo dos anos.

Para compor esta revisdo, foram considerados estudos que avaliaram leite e derivados
lacteos pasteurizados (N=18/ 86%) e UHT (N=04/ 19%). De cada artigo, foram extraidas
informacBes basicas (autor, periddico, pais) de suas andlises e seus componentes como:
alimento utilizado na pesquisa, tratamento térmico avaliado e local onde as amostras foram
coletadas. Na Tabela 4, estdo contidas informac0es gerais dos artigos, como o periodico onde o
artigo foi publicado, pais de publicacdo, alimento avaliado, tratamento térmico investigado e

local de aquisigéo das amostras.

Tabela 4 - Informac@es gerais dos artigos utilizados para a elaboracdo da RS e MA.

AUTORIA PERIODICO PAIS ALIMENTO TRATAMENTO LOCAL
TERMICO
Costa; Lira e Aragao, JCFS BR Leite Pasteurizacdo Supermercado/varejo

2018
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Costa; Lira e Aragéo, JCFS BR Leite UHT Supermercado/varejo
2018
Dai et al, 2019 JD.SC CN Leite UHT Supermercado/varejo
feiraderua e
produtor
Ayeleetal, 2017 BMC MICROB. ET Leite Pasteurizacdo Industria
Bissong & Ateba, ANTB. ZA Leite Pasteurizacdo Supermercado/varejo
2020
Vahedi et al, 2013 JP.M.H.G IR Leite Pasteurizagdo Supermercado/varejo
Akindolire; Babalola  1.J.E.R.P.H ZA Leite Pasteurizagdo Supermercado/varejo
& Ateba, 2015 e produtor
Grecelle et al, 2020 RP.TNT.P
BR Leite Pasteurizagdo Produtor
Belli et al, 2013 F.C CM Derivados Pasteurizado Produtor
de leite
Fooladi; Tavakoli & 1.J.M IR Derivados de Pasteurizado  Supermercado/varejo
Naderi, 2010 leite
Chen et al, 2018 JD.SC CN  Derivados de Pasteurizado  Supermercado/varejo
leite
Gran et al, 2003 JD.SCI ZW Leite Pasteurizado Produtor
Rall et al, 2008 VM BR Leite UHT Produtor
Morandi et al, 2007 VM IT Leite Pasteurizado  Supermercado/varejo
Guimaraes et al, J.D.SC BR Derivados UHT Produtor
2013 de leite
Nascimento etal., H.A BR Leite Pasteurizado  Supermercado/varejo
2016
Zhang et al, 2022 TX CN Leite Pasteurizado  Supermercado/varejo
Bastam et al, 2021 J.V.M.SCI IR Leite e derivado  Pasteurizado Produtor
de leite
Cai et al, 2021 JF.P CN Derivados de Pasteurizado  Supermercado/varejo
leite
Rios-Mufiis et al, JF.P MX Derivados de Pasteurizado Feira de rua
2022 leite
Silva et al, 2023 1.D.J BR Derivado de leite  Pasteurizado IndUstria
Hasan; Tarannum & J.APP.M BG Leite Pasteurizado  Supermercado/varejo
Parveen, 2021
Os locais da aquisicio das amostras, foram diversos, variando entre

supermercados/varejos (N=13/ 62%), feiras de rua (N=02/ 10%), produtor (N=08/ 38%), e

industria (N= 02/ 10%).

O tipo de amostras que prevaleceram nas analises foram os leites pasteurizados (N=13/

62%). Dentre os estudos selecionados, seis artigos (29%) foram realizados no Brasil, quatro
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estudos (19%) provindos da China, trés (14%) trabalhos tiveram origem do Ird. Também foram
analisados estudos realizados na Africa do Sul e Camardes, com dois artigos cada (19%). Os
demais estudos foram realizados na Etiopia, Italia, Bulgaria,e México, que contaram com um
(19%) artigo em cada pais.

No total, foram avaliadas 1.704 amostras de alimentos entre leite e derivados, incubadas
a temperaturas de 30 C° — 37 C° durante o periodo de 24h — 62h. Na tabela 5, estdo expostas
informacdes sobre as amostras avaliadas como: NUmero total de amostras adquiridas, volume
de amostra avaliada temperatura e periodo de incubacdo das amostras. Assim como a
confirmacéo da presenca de Staphylococcus aureus isolado nas amostras dos alimentos que
foram submetidas a tratamentos térmicos como a pasteurizacdo e UHT.

Tabela 5 — Informacges especificas sobre os procedimentos utilizados na metodoldgia durante
a identificagdo do Staphylococcus aureus de cada trabalho.

AUTORIA N VOLUME INCUB. INCUB. PRES.S. Aureus pH AA
(€9 (HORAYS)
Costa; Lira e
Aragdo, 2018 30 1L 35 24 Sim Ndo Na&o
Costa; Lirae
Avragdo, 2018 30 1L 35 24 Sim Ndo Nao
Dai et al, 2019 258 25 ml 37 48 Sim Nado Nao
Ayele et al, 2017 10 10 ml 37 48 Néo Ndo Nao
Bissong & Ateba, 24 100 pL 37 24 Sim Néo Nao
2020
Vahedi et al, 2013 100 5mi 35 24 Sim Ndo Nao
Akindolire;
Babalola & Ateba, 65 50 ml 37 24 Sim Ndo Nio
2015
Grecelle et al, 2020 62 10 ml 30 62 Sim Nao Nao
Belli et al, 2013 42 1mi 37 24 Sim Nao Nao

Fooladi; Tavakoli
& Naderi, 2010 100 1ml 37 48 Sim Ndo Né&o

Chen et al, 2018 6 5ml 37 24 Sim Sim Nao



33

Gran et al, 2003 60 1lg 37 24 Sim Néo Néo
Rall et al, 2008 108 25 ml 35 48 Sim Néo Néo
Morandi et al, 2007 112 20 ml 37 48 Sim Nao Néo
Guimardes et al, 80 10 ml 37 62 Sim Nao Néo
Nascinfgﬁo etal., 13 25ml 37 48 Sim Néo Néo
Zhang Ze(:lzfl, 2022 210 1ml 37 43 Sim Néo Néo
Bastam et al, 2021 65 1ml 37 24 Sim Nao Néo
Cai et al, 2021 205 2ml 37 24 Sim Néo Nao
Rios-Muiiis et al, 72 10g 37 24 Sim Sim Néo
2022
Silva et al, 2023 32 25¢ 35 18 Sim Sim Sim
Hasan; Tarannum 20 iml 37 24 Sim Ndo Néo

& Parveen, 2021

Os resultados destes estudos evidenciaram a presenca de Staphylococcus aureus em
todas as amostras avaliadas, exeto nas amostras avaliadas por Ayele et al. (2017) que por sua
vez, ndo foi isolado nenhuma cepa de Staphylococcus aureus em suas amostras analisadas. A
presenca do Staphylococcus aureus em alimentos pasteurizados e/ou UHT, pode indicar falhas
na manipulacdo e aplicacdo das boas praticas tanto na pré-pasteurizacdo, quanto na pdés-
pasteurizacdo. A quantidade deste microrganismos isolado nos alimentos lacteos apds o
tratamento térmico é influenciada pela quantidade de microrganismos presentes no leite cru,
antes do processo. O que torna este alimento vulneravel e suceptivel a recontaminagdo, mediante a
quaisquer falha no sistema de pasteurizagao (Marioto et al., 2020).

Trés trabalhos avaliaram o pH das amostras, o que resultou em valores que intercalam
entre 6,56 (baixa acidez) a 4,06 (&cido). Apenas o trabalho realizado por Silva et al. (2023)
avaliou a atividade de dgua das amostras. Parametros como pH e atividade de agua (AA), sdo
indispensaveis para avaliar a capacidade de controle antibacteriano do préprio alimento, no
entanto estas caractéristicas intrinsecas por si s0, ndo sao capazes de proporcionar uma aceitavel
qualidade microbioldgica dos alimentos (Matos, 2019).

Os trabalhos realizados por Dai et al. (2019), Silva et al. (2023) e Hasan; Tarannum &
Parveen (2021) destacaram-se entre os demais trabalhos, por citar/avaliar praticas inadequadas
de manuseio e 0 uso de equipamentos anti-higiénicos nos estabelecimentos de manipulacéo e
fabricacédo. Oito (38%) dos trabalhos avaliados citaram que apoiam a aplicacdo das BPF. As

boas praticas sdo requisitos minimos e essenciais para 0s estabelecimentos produtores de leite
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e derivados, independente de se tratar de pequenos produtores ou grandes industrias (Pires,
2018).

Na Tabela 6, estdo contidas informaces relevantes como a metodologia utilizada pelos
autores, avaliacdo e identificacdo de genes de viruléncias, avaliacdo e a confirmacdo da
formacdo de biofilme, antibidticos testados e suas respectivas reagdes como sensibilidade e/ou

resisténcia por parte do Staphylococcus isolado em cada estudo.

Tabela 6 - Métodos utilizados em cada estudo, genes de cepas identificadas, avaliacdo da formacéo de

biofilme, potencial de resisténcia e sensibilidade a antibi6ticos



AUTORIA METODOLOGIA UTILI- GENES DE VIRU- AVALIA- SENSIB. RESIST@}I CIA
ZADA LENCIA ENCON- | CAOFORMA- | MICROB. | ANTIMICROBIANA
TRADOS CAO BIOFIL-
MES
1.Amostragem,;
2.Isolamento bacteriano; imipenem, | cefeprime,cefotaxime
3.Quantificagdo de biofilmes; NA Sim amoxicilin | , ampicilina e
Costa; Lirae 4.Capacidade de formagdo de atacido | oxacilina
Aragio, biofilmes; clavulanic
2018 5.Antibiograma; o,estrepto
6.Andlise estatistica. micina
1.Amostragem,; Seg, sei, sem, sen, ampicilina,penicilina
2.Isolamento e deteccao; sec, Sim cefepima, | G,eritromicina,cana-
Daietal, 2019 | 3.Teste susceptibilidade anti- sel, seo, cefoxitina, | micina,telitromicina,
microbiana; seh, linezolida, | clindamicina,genta-
4 Formac¢do de biofilme in tsst. nitrofuran- | micina,tetraciclina,
Vivo; toina norfloxacino,cipro-
5.Extra¢do de DNA e PCR; floxacina,amicacina,
6.Digitagdo Molecular. rifampicina,cloranfe-
nicol,acido,fusidico,
ceftazidima,estrepto-
micina,amoxicilina/
clavulanico acido,tri-
metoprim/
sulfametoxazol(1:19)
quinupristina/dalfo-
pristina.
1.Area de estudo e populagio
de estudo;
2.Tamanho da amostra e amos-
tragem; NA Nao NA NA
Ayele et al., 2017 | 3.Isolamento e identificacdo;
4.Teste de suscetibilidade anti-
microbiana;
5.Pesquisa por questionario;
6.Gerenciamento e analise de
dados.
1. Coleta de Amostras;
2. Isolamento e Identifi-
cacdo de Isolados de Staphylo-
coccus aureus; Ciproflo-
3. Detecgdo por PCR xacina, Ceftriaxona, vanco-
Bissong & (Reacdo em Cadeia da Polime- cloranfeni- | micina, penicilina G
Ateba, 2020 rase) de Biofilme e Genes de NA Sim col,sulfa-
Resisténcia Antimicrobiana; metoxazol-
4, Produgdo de Biofilme trimeto-
Fenotipico; prim e
5. Teste de suscetibili- clindami-
dade a antibioticos (AST); cina
6. Avaliagdo fenotipica
da producdo de beta-lactama-
ses e resisténcia induzivel a
clindamicina;
7. Andlise Estatistica.
1.Amostragem;
2.Isolamento e contagem de
coldnias;
3.Caracterizagdo das colonias;
Vahedi et 4.Testes de catalase e coagu- NA Nao NA NA
al., 2013 lase;

5.Coloragdo da coldnia;
6. Teste de manitol;
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7. Testes conformatorios aero-
bio, e fermentagdo anaerdbica
de glicose;

8.Teste de sensibilidade a lisos-
tafina.

Akindolire;Baba
-Lola & Ateba,
2015

1.Design de estudo;

2.Site de estudo;

3.Coleta de Amostras;
4.Enriquecimentos e Isola-
mento de S. aureus;
1.Identificagdo Bacteriana;
2.Identificagdo Bioquimica de
Estafilococos;

3.Determinagdo das identida-
des dos isolados utilizando a
dessor¢do/ionizagdo a laser as-
sistida por matriz;
4.Espectrometria de Massa
(MALDI-TOF MS);
5.Identificacdo Molecular por
PCR;

6.Extragdao de DNA;

7.PCR especifico para 16S
rRNA para deteccdo de estafi-
lococos;

8.PCR especifico para identifi-
cacdo de Staphylococcus au-
reus;

9.Detecgdo de reagdo em ca-
deia da polimerase multiplex
(PCR) de sequéncias genéticas
que codificam viruléncia;
10.Determinantes em S. au-
reus;

11.Eletroforese em Gel de
Agarose de Produtos Extraidos
de DNA e PCR;
12.Determinacdo dos Perfis de
Resisténcia a Antibidticos de
Isolados de S. aureus.

Sec

Gentamici-
na, Cana-
mici-
na,sulfa-
metoxazol

penicilina G, ampici-
lina oxacilina, estrep-
tomicina, vancomi-
cina, eritromicina,
sulfametoxazol

Grecelle
etal., 2020

1.Amostragem das superficies
de produgdo e maos dos mani-
puladores;

2.Quantificagdo dos Staphylo-
coccus;

3.Analise de pureza e verifica-
¢ao da produgdo de hemdlise;
4 Testes de coloragdo de Gram,
5.Testes de catalase;

6.Testes de coagulase em la-
mina, e coagulase em tubo;
7.Testes de metabolismo de
carboidratos (manitol, trealose,
xilose, maltose, lactose, saca-
rose € manose);
8.Identificagdo pelo método
MALDI-TOF MS (instru-
mento Microflex LT, Bruker
Daltonincs, Bremen, Alema-
nha);

NA

Nao

NA

NA
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9.Analises genotipicas para de-
teccdo do gene da enteroto-
xina;

10.Detecgdo de genes de ente-
rotoxinas em Staphylococcus
sp.;

11.Reag@0 em cadeia da poli-
merase (PCR) para os genes
sea, seb, sec, sed e see.

Belli et al.,
2013

1.Amostragem,;
2.Analises microbiolégicas;
3.Andlise estatistica.

NA

Niao

NA

NA

Fooladi;
Tavakoli
& Naderi, 2010

1.Coleta e triagem de amostras
de laticinios;

2.Estudo da capacidade de pro-
dugdo de SEs por meio fenoti-
pico métodos;

3.Experimentos de PCR;
4.Analise estatistica.

NA

Nao

NA

NA

Chen et al.,
2018

1.Cepas e Culturas;
2.Detec¢do de Crescimento e
Compostos Volateis

por Staph. aureus em leite es-
téril;

3.Detecgdo de crescimento de
Staph. aureus e volateis. dou-
rado

em diferentes temperaturas em
leite estéril;

4.Detec¢do de crescimento de
Staph. aureus e volateis. dou-
rado

em Culturas Mistas em Leite
Estéril;

5.Detecgdo de crescimento de
Staph. aureus e volateis. dou-
rado

em Leites Pasteurizados e
Crus;

6.Analise de dados.

NA

Niao

NA

NA

Granetal., 2003

1.Amostragem;

2.Detec¢do dos microbios;
3.Determinagdo de pH;
4.Analise estatistica de dados.

NA

Nao

NA

NA

Rall et al., 2008

1.Amostragem;

2.Isolamento ¢ identificagdo de
S. aureus;

3.Teste de PCR para codifica-
¢ao de genes

4 .enterotoxinas  estafilocdci-
cas.

NA

Nao

NA

NA

Morandi et al.,
2010

1.Amostragem,;

2.Fonte e identificacdo de ce-
pas de S. aureus;

3.Deteccdo de mar, sec, sed,
seg, seh, sei, sej

e sel;

4.Testes de especificidade;
5.Producao e detecgdo de SEA,
SEB, SEC,

NA

Nao

NA

NA
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SED e SEE.

Guimardes et al.,
2013

1.Estratégia de Selegdo e
Amostragem do Rebanho;
2.identificagdo de Staphylo-
coccus spp.

3.testes bioquimicos
4.Confirmagao Staphylococcus
5.Analise Estatistica.

NA

NA

NA

Nascimento et
al., 2016

1.Amostragem,;

2.Contagem;

3.Isolamento;

4.Testes identificagdo de Sta-
phylococcus coagulase posi-
tiva e negativa.

5.I1dentificacdo bioquimica,
6.Testes de producdo de aceto-
ina, catalase, descarboxilag¢do
de aminoacidos (ornitina e ar-
ginina), esculina,

coloragdo de Gram e metaboli-
7acao

de carboidratos (sacarose, xi-
lose, rafinose, maltose e mani-
tol).

NA

Niao

NA

NA

Zhang et al.,
2022

1.Amostragem,;

2.Identificagdo de S. aureus e
Detecgdo de genes de enteroto-
Xinas;

3.Testes fisiologicos;

4.Testes bioquimicos e tecno-
logia PCR;

5.Testes de biologia molecular
e enterotoxina.

sea, seb, sec, sed,
see.

NA

NA

NA

Bastam et al.,
2021

1.Amostragem;

2.Cultura ¢ identificagdo de
S.aureus;

3.MultiplexPCR;
4.Determinagdo da especifici-
dade e sensibilidade do Multi-
plexPCR;

5.PCR multiplex para identifi-
cagdo de S. aureus;
6.Resisténcia a antibidticos em
S.aureus

NA

NA

cefoxitina,

gentamicin
ae

tetraciclina

Ampicilina

Caietal., 2021

1.Amostragem;

2.Isolamento e identificacao;
3.Detecgdo fenotipica de resis-
téncia antimicrobiana;
4.Deteccdo de genes de resis-
téncia e viruléncia;

5.Analise estatistica.

Sea, seb, sec, pvi,
tst, eta, eth, hla, hlb

NA

Tetracicli-

na,cloran-

fenicol,ci-

profloxa-

cina,cefo-
xitina e

Eritromici-

na

PenicilinaG, sulfame-
toxazol-trimeto-
prim,canamicina,
gentamicina, amica-
cina e clindamicina

Rios-Muiiis et
al., 2022

1.Amostragem,;
2.Anélise microbiolégica;
3.Andlise estatistica.

NA

NA

NA

NA

Silva et al.,
2023

1.Amostragem;

2.Anélise fisico-quimica;
3.Analise microbioldgica;
4.Detecgao do gene eae;
5.Andlise estatistica.

NA

NA

NA

NA
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1.Amostragem;
Hasan; 2.Processamento de Amostras;
Tarannum & 3.Isolamento e identificagdo de NA NA Imipenem | Penicilina G, Ampici-
Parveen, 2021 | Staphylococcus aureus; lina
4.Antibiograma de isolado ¢ Meticilina
Staphylococcus aureus.

NA=NAO AVALIADO

A formacdo de cepas torna o Staphylococcus aureus ainda mais resistente aos
tratamentos térmicos, dificultando assim a sua eliminacdo, ainda mais quando acompanhado de
resisténcia a antibioticos, este fendbmeno é dado pela frequente e desacerbada utilizagdo de
medicamentos antimicrobianos para o tratamento de infecgdes entre o rebanho, principalmente
para o tratamento de mastite bovina (Bissong e Ateba, 2020).

Quatro (19%) dos trabalhos avaliaram a formacdo de biofilme pelas cepas de
Staphylococcus aureus. E sete (33%) avaliaram o potencial de resisténcia a antibiéticos,
prevalecendo, a ampicilina, penicilina, gentamicina e a clindamicina. Percebeu-se sensibilidade
aos farmacos: imipenem, cefoxitina, linezolida e nitrofurantoina e cefoxitina. Os antibidticos
como, cefepima, clindamicina, estreptomicina, tetraciclina, ciprofloxacino, cloranfenicol,
canamicina, gentamicina, amicacina e sulfametoxazol apresentaram baixa resisténcia por parte
dos Staphylococcus aureus durante as analises.

A analise estéatistica demonstrou que ndo houvera diferenca (p>0,05) entre os tipos de
leite pasteurizado e UHT em relacgéo a presenca do Staphylococcus aureus, bem como quando
comparado o grupo entre os tipos de amostras de leite e seus derivados (queijo, iogurte e creme).
Do mesmo modo aconteceu com o tempo de incubacéo e as temperaturas de incubacéo (30, 35
e 37 °C. Os locais onde as amostras foram adquiridas (supermercado/varejo, produtor e
industria) também ndo apresentaram divergencias nos dados extraidos. Na tabela 7 estdo

expostos os resultados obtidos com a analise de dados.

Tabela 7 - Presenca de Staphylococcus aureus em funcéo dos fatores rextraidos dos artigos e analisados

durante a analise estatistica.

PRESENCA DE CV (%) VALOR-P
STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (%)
PASTEURIZADO 336a 78,4
UHT 294a 110,05 0,853

LEITE 27,55 a 92,93 0,223
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QUELJO* - -
IOGURTE 625a 44,12
CREME* - -
24 Hs 2443 100,85
48 Hs 3572a 77,28 0,401
62 Hs* - -
68 Hs* - -
30 (°C) 17,2a -
35 (°C) 3413a 102,78 0,49
37 (°C) 80,8
VAREJO 3556 a 55,38
SUPERMERCADO 2852a 105,36 0,371
PRODUTOR 356a 79,83

*A base de dados era composta por apenas um dado, impossibilitando a comparagao.

Ao observar estudos cientificos realizados ao longo dos Ultimos vinte e um anos,
percebeu-se que os microrganismos patogénicos como os Staphylococcus aureus, quando
presentes em leites e derivados lacteos ja pasteurizados e UHT, tornaram-se cada vez mais
triviais, agressivos e resisténtes aos processos sanitarios, o que causa despertamento sobre a
producdo e manipulacdo destes alimentos (Costa, 2020).

Para a industria, 0 monitoramento e controle do pré e p6s-processamento voltado ao
conbate as bactérias patogénicas, formadoras de esporos e deteriorantes ainda € um grande
desafio. O que exige avancos na aplicacdo de estratégias e politicas publicas voltadas ao
acompanhamento e controle na cadeia de producao/fabricacéo destes alimentos (Santos et al,
2023).

Autores como Marioto et al, (2020) acreditam que incentivos fiscais dados aos
produtores, fiscalizacbes mais eficazes e rigorosas nos estabelecimentos impulsionariam a
qualidade sanitaria destes alimentos. Aumentadno assim, 0 compromisso para com O
consumidor perante a qualidade sanitéria de seus produtos.

A conscientizagéo e capacitacdo dos produtores e consumidores sobre 0s reais riscos e
como evitar infecgdes intestinais ocasionadas pelo consumo destes alimentos contaminados

também devem fazer parte do escopo da qualidade (Centeno e Carballo, 2023).
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2.4 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo da prevaléncia de Staphylococcus aureus em amostras de leites
submetidos aos tratamentos térmicos de pasteurizacdo e esterilizacdo dos produtos lacteos
provindos de industrias, supermercados e feira de rua, demonstrou que a presenga de
microrganismos patogénicos no leite de vaca e alimentos lacteos produzidos na industria,
qguando comparados aos alimentos fabricados de forma artesanal, possuem de modo igualitario
a mesma suscetibilidade de contaminacao pelos microrganismos patogénicos. O que induz a
afirmar que a garantia de um produto lacteo seguro microbiologicamente, ultrapassa a sua
origem de fabricacdo. E que os fatores de qualidade dos mesmos estéo ligados diretamente as
aplicacdes das Boas Praticas de Fabricacdo, que devem ser seguidas e acompanhadas durante

toda o processo de fabricacao, de maneira rigorosa, continua e diaria.
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3. CAPITULO Il - CONTAMINACAO BACTERIANA ASSOCIADA A LEITE E QUEIJO DE
COALHO ARTESANAL PRODUZIDOS NA REGIAO DO SERIDO/RN

RESUMO

O queijo de coalho trata-se de um produto popular no Nordeste e é obtido a partir da adi¢éo de
coalho quimico no leite. Fatores determinantes como exigéncias e preferéncia por parte dos
consumidores, levam os produtores a utilizar o leite cru para produzir 0s seus queijos, 0 que
favorece a multiplicacio de microrganismos patogénicos como Staphylococcus,
Enterobacterias e Salmonella. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade
microbioldgica do leite utilizado pelas queijarias, e 0s seus respectivos queijos artesanais. O
estudo foi dividido em duas partes, com espacamento de tempo de seis meses. A aquisicao das
amostras deu-se a partir da parceria com o SENAR/RN em 14 queijarias, onde foram realizadas
analises microbiologicas no laboratério LIPOA da UFERSA. Os resultados provindos da
primeira analise de mesdéfilos nas amostras de leite, demonstraram que 57% (N=8) das amostras
estavam com os valores de bactérias mesoéfilas acima do preconizado pela IN 76/2018. No
entanto, as analises dos queijos fabricados pelos mesmos estabelecimentos que forneceram as
amostras de leite, apresentaram 93% (N=13) de amostras de queijo com a presenca de
Staphylococcus acima do recomendado. 86% (N=12) das amostras estavam com valores
excedentes para enterobactérias. Apos a apuracdo dos resultados, os mesmos foram repassados
aos produtores, juntamente com as orientacdes técnicas voltadas a corrigir as falhas existentes.
Passado um periodo de seis meses foram realizadas novas coletas e analises. Neste momento,
percebeu-se que o nivel de contaminagdo tanto das amostras de leite, quanto de queijos, tiveram
um aumento para todos 0s microrganismos, exeto para as enterobactérias que teve uma discreta
melhoria de 3%. O microrganismo Salmonella, esteve ausente em toda a etapa do trabalho.
Podendo concluir que 0s queijos artesanias produzidos na regido do Serido/RN néo obtiveram 0s
resultados esperados no ambito qualidade microbioldgica, mesmo ap6s a capacitagdo e
acompanhamento técnico. O fator climatico pode ter sido a razdo para 0 aumente da
contaminagdo microbiolégica do leite e queijos. Contudo, este fator pode ser reduzido através
da aplicacdo das BPF quando realizadas de maneira satisfatoria.

Palavras chave: Salmonella. Enterobactérias. Mesofilos. Staphylococus aureus. Boas Praticas

de Fabricacao.
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ABSTRACT

Coalho cheese is a popular product in the Northeast and is obtained by adding chemical rennet
to milk. Determining factors such as criteria and preference on the part of consumers lead
producers to use raw milk in the production of their cheeses, which favors the multiplication of
pathogenic microorganisms such as Staphylococcus, Enterobacteria and Salmonella. The main
objective of this work was to evaluate the microbiological quality of the milk used by cheese
dairies, and their respective artisanal cheeses. The study was divided into two parts, with an
interval of six months. The samples were acquired through a partnership with SENAR/RN in
14 cheese factories, where microbiological analyzes were carried out in the LIPOA laboratory
at UFERSA. The results provided by the first analysis of mesophiles in milk samples revealed
that 57% (N=8) of the samples had mesophilic bacteria values above those recommended by IN
76/2018. However, analyzes of cheeses manufactured by the same establishments that provided
the milk samples, obtained 93% (N=13) of cheese samples with the presence of Staphylococcus
above the recommended level. 86% (N=12) of the samples showed excessive values for
enterobacteria. After calculating the results, they were passed on to the producers, along with
specific technical guidelines for correcting existing flaws. After a period of six months, new
collections and analyzes were carried out. At this point, check whether the contamination level
of the milk and cheese samples has increased for all microorganisms except for enterobacteria,
which have seen a slight improvement of 3%. The Salmonella microorganism was absent
throughout the entire stage of the work. It can be concluded that the artisanal cheeses produced
in the Serido/RN region did not obtain the expected results in terms of microbiological quality,
even after training and technical monitoring. The climatic factor may have been the reason for
the increase in microbiological contamination of milk and cheese. However, this factor can be
reduced through the application of GMP when carried out satisfactorily.

Keywords: Salmonella. Enterobacteria. Mesophiles. Staphylococus aureus. Good
Manufacturing Practices.
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3.1 INTRODUCAO

O queijo de coalho artesanal na regido do Nordeste, trata-se antes de tudo, de uma
tradicdo entre pequenos produtores e 0s moradores desta regido. A producao deste queijo é feita
com a adi¢do do coalho e/ou enzimas coagulantes com ou sem adicéo de culturas lacteas (Brasil,
2001). Por questdes de seguranca microbioldgica e legais, a elaboragdo deste produto deve ser
feita com o leite pasteurizado, uma vez que ndo passa pelo processo de maturacéo (Brasil, 2013).
Porém, a grande maioria dos produtores fabricam este queijo com leite cru (Kamimura et al.,
2019).

A pasteurizacdo do leite implica na eliminagdo das bactérias autdctones deste produto,
onde por sua vez, as mesmas sdo responsaveis por conferir o tradicional sabor existente na
maioria dos queijos produzidos com o leite cru. Porém, este fato pode ser compensado através
da adicdo de culturas iniciadoras microbianas ao leite pasteurizado, além de inibir potenciais
patdgenos existentes (Gobbetti, Neviani, Fox., 2018; Carvalho et al., 2019).

Pode-se encontrar na literatura cientifica, apontamentos sobre os riscos do consumo
deste alimento. Uma vez que 0 mesmo pode ser contaminado por microrganismos considerados
patogénicos como: Staphylococcus, enterobactérias e Salmonella capazes de provocar Doencas
de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) manifestadas por meio de sintomas clinicos de
gastroenterites em diferentes niveis, podendo levar o infectado a 6bito, nos casos mais graves
(Campos et al., 2018; Campagnollo et al., 2022).

No ultimo informe brasileiro lancado pelo Ministério da Salde juntamente com a
Secretaria de Vigilancia em Salde e Ambiente, com dados dos anos de 2013 a 2022, os
microrganismos patogénicos pertencentes a familia das enterobactérias, como a Escherichia
Coli e Salmonella, juntamente com os Staphylococcus oculparam as trés primeiras colocacdes
em relacdo aos surtos de DTHA no Brasil, sendo Escherichia Coli, Salmonella e
Staphylococcus, respectivamente (Brasil, 2023).

Portanto, o objetivo deste trabalho é pesquisar a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva, enterobactérias e Salmonella em amostras de queijos artesanais, para verificar a
gualidade sanitaria destes produtos que sdo comumente postos a mesa do consumidor, além de

avaliar a qualidade do leite utilizado na fabricagdo do queijo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1Aquisicao das amostras de queijo de coalho

O trabalho foi desenvolvido em parceria com o programa SENAR/RN regido pela lei n°
8.315, de 23 de dezembro de 1991 (Brasil, 1991). O programa comprometeu-se em coletar e
enviar as amostras até o Laboratdrio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal -LIPOA da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA.

As amostras foram coletadas pela equipe do SENAR, no proprio local de fabricagdo,onde
foram porcionadas em sacos plésticos estéreis (amostras de queijo) e garrafas estéreis (amostras
de leite). As embalagens contiam as seguintes descri¢cdes: Tipo de produto, data da coleta,
guantidade, nome do estabelecimento, nome e CPF do responsavel pela coleta. Apds a sua
identificacdo, as amostras foram acondicionadas em caixa térmica e enviadas em transporte
proprio ao laboratério LIPOA - Mossor6/RN. Ao chegar no laboratério, as amostras foram
recebidas e armazenadas em uma geladeira com temperatura controlada, até o momento da
andlise.

A primeira coleta ocorreu no més de setembro do ano de 2022 e a segunda coleta seis
meses depois, em marc¢o de 2023. Nesta Ultima etapa do estudo, por motivos maiores, dois dos
quatorze estabelecimentos, ndo puderam continuar participando da pesquisa, do mesmo modo
0 produtor que representa a amostra A5 ndo forneceu amostra de leite, apenas de queijo. Sendo
assim, o nimero total de amostras entregues na primeira e segunda coleta, por estabelecimento,
foi de 14 e 12 unidades de pecas de queijos, e 14 e 11 garrafas de leite, com peso liquido de

aproximadamente 5009 e 500ml/cada, respectivamente.

3.2.2  Analises microbioldgicas

As analises microbiologicas da primeira coleta aconteceram no dia 19 de setembro de
2022. E as anédlises da segunda etapa da coleta ocorreram no dia 13 de margo de 2023. Os
microrganismos analisados foram: Bactérias Mesofilas para amostras de leite, Staphylococcus
coagulase positiva, enterobactérias e Salmonella para as amostras de queijos.

Sobre os padrdes de procedimentos para a realizacdo das anélises, teve-se como
referéncia a Instrugcdo Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003 e o Manual de Métodos
Oficiais para Analise de Alimentos de Origem Animal elaborado pelo Ministério da Agricultura

Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2018b). A preparacdo das amostras para a


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%208.315-1991?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%208.315-1991?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%208.315-1991?OpenDocument
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realizacdo das andlises microbioldgicas, ocorreu de forma semelhante tanto para as amostras de
queijos, quanto para as amostras de leite cru.

Em condicdes assépticas, fracionou-se 259 de cada amostra de queijo, e 25ml de cada
amostra de leite. Apos isto, as fracGes foram transferidas para sacos plasticos estéries contendo
225 ml de &gua peptonada a 0,1%, onde seguiu-se da homogeneizacao destes fragmentos, até a
diluicdo total do material. Realizou-se a sequencia de dilui¢cbes seriadas 10-t, 10-2 e 10-8
seguindo com a inoculacdo em placas de Petrifilm da marca 3M® especificas para cada
microorganismo. As aplicacdes das diluicdes foram realizadas em duplicatas, sendo duas placas
para cada amostra e diluicdo, e encubadas a 37C° durante o periodo de 24h conforme
orientacOes dadas pelo fabricante.

Os resultados foram organizados em formato de laudos e encaminhados a equipe do
SENAR, que por sua vez estiveram responsaveis pela apresentacdo dos resultados aos
produtores participantes, elaborar e aplicar atividades educativas cabiveis ao programa,
direcionadas as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Posterior, com espagcamento de seis meses,
uma nova coleta com os mesmos estabelecimentos fora realizada com o intuito de aferir
possiveis melhorias no quadro de contaminacdo dos produtos fornecidos por estes

estabelecimentos.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Instrucdo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018 (Brasil, 2018a) e a Instrucdo
Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019 (Brasil, 2019) foram utilizadas para referenciar os
valores microbiolégicos das amostras de leite, e amostras de queijos artesanais, respectivamente.

Durante a analise microbiologica das amostras de leite, investigou-se a presenca das
bactérias mesofilas, com o intuito de avaliar a qualidade microbiol6gica da matéria-prima
utilizada pelas queijarias. Sendo assim, teve-se como tolerancia o valor de 9x10°/ml UFC de
mesofilos por amostra (Brasil, 2018). Do mesmo modo, as evidéncias de Staphylococcus,
enterobactérias e Salmonella foram avaliadas nas amostras de queijos. Onde utilizou-se 0s
parametros para Staphylococcus de 10° Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), e auséncia
em 25g de produto, para Salmonella (Brasil, 2019).

No que trata aos valores de tolerancia para as enterobactérias nas amostras de queijo, até
0 momento ndo ha legislacbes vigentes que determinem um limite maximo UFC/g para este
patégeno. Contudo, a presenca dessas enterobactérias em alimentos lacteos esta correlacionada

diretamente a falhas na aplicacdo das boas praticas durante o processamento, sobretudo, a
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utilizacdo do leite ndo pasteurizado como matéria-prima, higiene pessoal escassa e utilizagao de
agua contaminada, pelas queijarias (Moratelli, 2021). Na tabela 8 estdo apresentados 0s

resultados da primeira analise microbioldgica.

Tabela 8- Resultados da primeira analise microbioldgica feita nas amostras de leite cru, e queijo coalho,

provindas da regido do Seridd/RN, no més de Setembro de 2022.

é AMOSTRAS DE QUEIJOS DE COALHO

L

=

D

o |AMOSTRAS

g LEEE Ecsg ﬁg'ﬁggﬁ%’: ENTEROBACTERIAS SALMONELLA

v (l“J”FeSC‘j‘;;'BS UFClg UFClg 259
Al >2,5x10° 5,0x10* >1,5x10° Ausente
A2 >2,5x10° >1,5x10° >1,5x10° Ausente
A3 6,9x10* >1,5x10° >1,5x10° Ausente
Ad >2,5x10° 4,6x10* >1,5x10° Ausente
A5 >2,5x10° >1,5x10° 1,2x10° Ausente
A6 2,3x103 2,3x10* >1,5x10° Ausente
A7 1,2x10* <10? 103 Ausente
A8 >2,5x10° 2,0x10° 103 Ausente
A9 >2,5x10° >1,5x10° >1,5x10° Ausente
A10 >2,5x10° 2,1x10* >1,5x10° Ausente
All 6,9x10* >1,5x10° 3,6x10* Ausente
Al2 >2,5x10° 1,2x10° >1,5x10° Ausente
A13 2,5x10° >1,5x10° 8,0x103 Ausente
Al4 7,0x10* >1,5x10° >1,5x10° Ausente

REFERENCIA 9x10° 10° *5x10%* Ausente em 25g

*Nao existe referéncias na legislagéo. Utilizou-se o pardmetro (Campos, 2019).
Resultados em negrito, valores acima da referéncia.

Os resultados provindos da primeira analise microbiol6gica das amostras de leite,
demonstraram que 57% (N=8) das amostras estavam com os valores de bactérias mesofilas
acima do preconizado pela IN 76/2018 (Brasil, 2018a), o que leva a afirmar que seguramente
apenas 6 (43%) amostras de leite estavam de acordo com a legislacdo . No que se refere as
analises dos queijos fabricados pelos mesmos estabelecimentos que forneceram as amostras de

leite, percebeu-se que 93% (N=13) das amostras de queijo, estavam com a presenca de
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Staphylococcus acima do recomendado. Apenas a amostra A7 apresentou resultado satisfatério
para este microrganismo.

A deteccdo do Staphylococcus é dada por motivos multifatoriais, podendo ter como
principais causas: matéria-prima ndo pasteurizada, moveis e utensilios mal higienizados,
ambiente de processamento ndo sanitizado, manipuladores portadores assintomaticos de
Staphylococcus e higiene pessoal inadequada. Estudos comprovam que este MOP pode
sobreviver a ambientes hostis, 0 que promove a contaminagdo cruzada, podendo corromper a
qualidade do produto final em qualquer etapa de sua producdo, mesmo apos a pasteurizacdo da
matéria-prima (Prates et al., 2017; Alves et al., 2018).

No que se refere as enterobactérias, constatou-se que 100% (N=14) das amostras
apresentaram a presenca deste grupo bacteriano. Contudo, a deficiéncia na padronizacao por
parte da legislacdo atual no que se refere aos limites microbioldgicos deste MOP em amostras
de queijo, dificultaram na dimensdo do nivel de contaminacdo das amostras. No entanto, a IN
n®161/2022 (Brasil, 2022c) preconiza um limite de 10 UFC/g para enterobactérias em amostras
de leite pasteurizados, levando em consideracao que o queijo de coalho artesanal € um alimento
fresco e a sua principal matéria-prima € o leite, entende-se que o0s valores para este
microrganismo em amostras de queijo ndo podem exceder a 10 UFC/g.

Campos (2019) ap6s um extenso estudo sobre a evolucdo das legislacfes voltadas aos
parametros microbioldgicos para queijos artesanais, e avaliar a presenca de enterobactérias em
suas amostras de queijo Minas, fabricadas na Serrada Canastra prop6s um valor de 5,0x103 para
guantidade maxima de enterobactérias em queijos artesanais fabricados a partir do leite cru.
Portanto, ao utilizar os parametros recomendados pelo autor, evidenciou-se que 86% (N=12)
das amostras estavam com valores excedentes.

A presenca de Salmonella esteve inexistente em todas as amostras de queijo analisadas.
Este patdgeno quando identificado nos alimentos, gera danos imensuraveis, tanto a salude do
consumidor quanto prejuizos econdmicos. O recall de todo o lote produzido e distribuidos aos
consumidores € obrigatorio, onde toda a cadeia produtiva do alimento contaminado, devera
responder de forma juridica perante as autoridades sanitaria e Orgdos defensores dos
consumidores. O que torna o produtor passivo de punic¢Bes severas por infragdo sanitaria, no
descumprimeto das disposicdes previstas na Resolucéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 655,
de 24 de margo de 2022 (BrasiL, 2022b).

Levando em consideragéo as evidencias encontradas nos resultados, foram elaboradas
medidas de controle sanitario, as quais repassou-se para a equipe do SENAR gue posteriormente

transmitiram-as aos produtores, com o intuito de implantar e/ou reforcar as BPF aos
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estabelecimentos participantes (Brasil, 2002). As orientagdes repassadas foram:
. Manter as instalac6es limpas e em bom estado de conservagéo;
. Higienizar os Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) como as botas e

luvas com solucéo clorada antes, e ap0s a sua utiliza¢éo;

. Utilizar méscaras e toucas durante a fabricacdo e manipulacdo do queijo;

. Higienizar e manter limpos os moveis, utensilios, recipientes e baldes
utilizados;

. Lavar de modo correto e frequente, as méos principalmente apo6s a utilizagdo

do banheiro, e em mudanca de funcgéo;

. Manter os uniformes limpos e em bom estado de conservagéo;

. Manter as unhas limpas, aparadas e ausentes de esmaltes. Assim como a
auséncia de barba e adornos;

. Refrigerar o leite em temperatura a < 5 °C imediatamente apds a sua ordenha;

. Armazenar a matéria-prima em recipientes limpos, higienizados e condicdes
gue garantam a devida protecdo contra agentes contaminantes externos;

. Utilizar apenas agua provindas de fontes confiaveis;

. Utilizar a tecnologia a vacuo para embalar os queijos;

Na tabela 9, estdo expostos o0s resultados obtidos com a segunda analise microbiol6gica.
Este espacamento de tempo entre as coletas, foi dado de modo que pudesse garantir a aplicacao

e a adequacéo das BPF sugeridas para as queijarias.

Tabela 9 - Resultados da segunda analise microbioldgica feita nas amostras de leite cru e queijo coalho. Provindas
da regido do Serid6/RN, no més de Setembro de 2022.

AMOSTRAS DE QUEIJOS DE COALHO
LEITE

(Meséfilos
UFC/mlI)

ESTAFILOCOCUS
COAG.POSITIVA

UFC/g UFClg 25¢

ENTEROBACTERIAS SALMONELLA

ESTABELECIMENTOS




Al  >15x10° >2,0x108 >1,0x107 Ausente
A3 >1,5x10° 12x10° 9,5x10° Ausente
A4 1,43x108 6,5x108 6,5x106 Ausente
A5 NA* 1,1x108 5x10° Ausente
A6 8,3x10° 0x10° 0x10° Ausente
A7 0 >1,7x10° 9x10° Ausente
A8 8,3x10° >2,0x108 >1,0x107 Ausente
A9 0 >1,22x10° 0 Ausente
A10 >15x10° 1,35x10° >1,0x107 Ausente
All  1,43x107 2,5x10* 0 Ausente
Al12 4,2x108 1,2x10° 1x10° Ausente
Al3 4,2x106 >2,0x108 0,5x10° Ausente
REFERENCIA  9x10° 10° *5x103* Ausente em 259

*Na&o existe referéncias na legislacdo. Utilizou-se o parametro (CAMPOS, 2019).
Resultados em negrito, valores acima da referéncia.

NA*= Nao Analisado.
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Contudo, as 11 (100%) amostras de leite cru avaliadas, 67% (N=8) destas, apresentaram

valores para mesofilos acima do preconizado pela IN n° 76/2018.

Do mesmo modo ocorreu com os niveis de contaminacdo das amostras de queijo.

Observou-se todas as amostras de queijo estavam acima do limite preconizado pela IN n°

60/2019, significando um aumento de 7% para a contaminacdo por Staphylococcus, quando

comparado aos resultados da primeira andlise. Os valores de enterobactérias nas amostras de

queijos, acima do recomendado, migraram de 86% para 83% (N=10) indicando uma reducéo

de 3% para este microrganismo. O grafico 1 demonstra a diferenca entre os resultados da

primeira e segunda anélise microbioldgica:

GRAFICO 1- Porcentagem de amostras com o0s niveis de contaminac&o acima do preconizado
durante a primeira e segunda analise microbioldgica.

93%

100%

67%

57%

86% g3%;

Mesdfilas Staphylococcus Enterobactérias

@12 Analise Microbioldgica

02 analise Microbiologica
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A coleta das amostraspara a segunda anélise microbiologica, foi realizada durante o més
de marco, periodo este em que a regido do Serid6/RN é marcada por uma curta estacdo Umida
e chuvosa, com caracteristicas que intercalam em episodios com grande e pouco volume de
chuva (Lucena; Janior; Steinke, 2018). Deste modo, infere-se que o0 aumento do numero de
mesdfilos presentes nas amostras de leite, e Staphylococcus presentes nas amostras de queijo,
podem ter tido influéncias climéticas. Uma vez que em periodos mais quentes e chuvosos,
ocorrem alteracdes tanto na temperatura, quanto na umidade relativa do ar, o que favorece o
crescimento de bactérias patogénicas, e impactando diretamente na qualidade microbiolégica
do leite e seus derivados (Castro, 2019b).

A amostra de leite do estabelecimento A7 ndo apresentou contagens para mesofilos,
porém apontou elevado valor para Staphylococcus e enterobactérias em sua amostra de queijo.
Semelhantemente ocorreu com as amostras de leite e queijo do estabelecimento A8, onde
apresentou valores aceitaveis de mesofilos no leite, porém elevada contagem de Staphylococcus
e enterobactérias na amostra de queijo. Nao foi exibido valores para mesofilos e enterobactérias
nas amostras provindas do estabelecimento A9, contudo, apresentou um valor (>1,22x10°)
maior do que o obtido na primeira analise para o microrganismo Staphylococcus.

Nesta etapa, 0 estabelecimento A1l apontou 0 maior numero (1,43x10°) de
contaminacdo para mesofilos entre todas as amostra de leite analisadas. Segundo Castro (2019b)
0s queijos sdo facilmente contaminados por ser um alimento que possui diversas etapas de
processamento em sua fabricacdo, fazendo-se necessario a constante manipulacdo. Contudo,
ndo foi identificado a presenca de enterobactérias em suas amostra de queijo. A implementacao
de condicgdes de higiene rigorosas durante a ordenha, o armazenamento do leite em baixas
temperaturas, e a utilizagdo somente de agua tratada sédo fatores determinantes para a prevencao
das enterobactérias em queijos (Centeno e Carballo, 2023).

A auséncia de mesodfilos nas amostras de leite dos estabelecimentos A7 e A9 sdo
resultados animadores e podem ser utilizados como indicadores de melhoria na qualidade
microbiologica da matéria-prima utilizada por estas queijarias, apos as orientacdes técnicas. Da
mesma forma para as bactérias da familia enterobactérias, pois observou-se que nesta segunda
parte do trabalho, quando comparado aos resultados da primeira analise, houve uma reducéo de
3%, o que indica melhorias na aplicacdo das BPF, mais especificamente na higiene pessoal dos
colaboradores e do local de fabricagédo dos queijos (Mladenovi¢, et al., 2021). Os resultados para
0 patdgeno Salmonella, permaneceram negativos todas as amostras de queijo avaliadas.

Os resultados obtidos ndo indicaram melhorias no que tange a contaminacdo dos queijos

por Staphylococcus, pelo contrario, as amostras de queijos avaliadas demonstraram ser
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potencialmente capazes de ocasionar intoxicacdo alimentar estafilocécica, especialmente a
amostra de queijo do estabelecimento Al (>2,0x10%). Fator preocupante, pois quantidades
acima de 10° UFC de Staphylococcus spp./g ou mL de alimento, quando em condicoes
adequadas (temperatura, pH, atividade de agua e O2) produz toxinas durante o seu
desenvolvimento e multiplicagdo, o que torna o alimento contaminado um risco a salde do
consumidor (Castro, 2019a).

A contaminacdo de alimentos lacteos torna-se persistente quando ha contaminacgéo
cruzada por parte do leite cru e/ou manipulador. Neste caso, recomendacgdes simples,
imprescindiveis e efichz como método de prevencdo do Staphylococcus nestes
estabelecimentos, seria a pasteurizacdo do leite, assim como a correta e frequente lavagem das
maos, associada a utilizacdo de mascaras e luvas adicionais (Castro, 2019b).

O namero das bactérias mesofilas, enterobactérias e Salmonella, alinhado ao fato de que
o manipulador é o principal vetor do Staphylococcus (Manhique, 2020) permite dizer que a
contaminacdo dos queijos avaliados, podem estar associados a negligéncias na aplicacdo das
boas préticas por parte dos manipuladores, sobretudo nos estabelecimentos (A7, A9 e A1l) que
obtiveram destaque ao demonstrar a auséncia de indicadores importantes de higiene e qualidade
do leite e a agua utilizada pelos estabelecimentos durante o processamento, porém altas
quantidades de Staphylococcus.

A resisténcia dos produtores na aceitacdo/adaptacdo das BPF, condi¢fes climaticas,
contaminacdo da agua utilizada durante os processamentos, armazenamento inadequado da
matéria-prima e/ou recontaminacdo do produto final por falhas na manipulacdo, sdo fatores
determinantes para a contaminacdo do queijo artesanal (Candido et al., 2020; Santos, et al.,
2023). O que enfatiza a necessidade do continuo acompanhamento técnico nestes
estabelecimentos (Marioto et al., 2020).

A conscientizacao dos produtores sobre as finalidades das aplicacdes e o conhecimento
das BPF, quando realizada em forma de capacitacdes técnicas e acompanhamentos continuos,
impacta diretamente na melhoria da qualidade dos queijos artesanais, pois contribui para a
construcdo da confianca e credibilidade destes produtos para com os consumidores, além de
cooperar com o retorno financeiro dos estabelecimentos (Xavier, 2022).

Através dos resultados encontrados no presente estudo, foi possivel observar uma
discreta melhoria na qualidade dos queijos artesanais analisados durante o tempo de pesquisa,
divergentemente dos resultados obtidos por Firmo et al., (2023) onde apds avaliar a evolugao
da qualidade microbioldgica de 1.390 amostras fiscais indicativas de queijos artesanais

coletadas ao longo de 11 anos, ndo encontrou nenhuma evidencia de melhoria na qualidade
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sanitaria destes produtos, principalmente no que trata dos microrganismos indicadores e

Staphylococcus coagulase positiva .

35 CONCLUSAO

Conclui-se que os queijos artesanias produzidos na regido do Serido/RN ndo obtiveram
os resultados esperados no dmbito qualidade microbioldgica, mesmo ap6s a capacitacdo e
acompanhamento técnico. O fator climatico pode ter sido a razdo para 0 aumente da
contaminacdo microbioldgica do leite e queijos. Contudo, este fator pode ser reduzido através

da aplicacdo das BPF quando realizadas de maneira satisfatoria.
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