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RESUMO

A producdo do Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra, tradicionalmente feita com leite cru,
enfrenta desafios relacionados a contaminacéo microbioldgica. O presente trabalho busca analisar a
presenca de estafilococos coagulase negativa (ECN), um grupo bacteriano endémico neste sistema de
producdo. A contaminacdo por ECN é um fator importante para a qualidade do queijo, uma vez que
essas bactérias podem formar biofilmes em superficies e interferir nos processos de higienizacéo,
persistindo nas instalacdes de producéo. Além disso, a ECN esta associada & mastite subclinica em
rebanhos leiteiros, o que pode elevar a contagem bacteriana no leite e, consequentemente, afetar o
produto. O controle microbiolégico é um aspecto critico, especialmente considerando que o uso de
leite cru e métodos tradicionais de fabricacdo dificultam a eliminacdo de microrganismos. Este
projeto busca identificar as principais fontes de contaminacéo por ECN nos ambientes de ordenha e
na producdo do Queijo Canastra, avaliando também varia¢Ges sazonais entre os periodos seco e imido
e possiveis diferencas entre os produtores da regido. O estudo pretende mapear as fontes de
contaminacdo, contribuindo para a melhoria das praticas de controle de seguranca alimentar na
producdo artesanal de queijo. Para atingir seus objetivos, o projeto foi estruturado com uma
amostragem de diversos pontos, distribuidos entre quatro queijarias regularizadas para producéo de
Queijo Canastra, que envolvem dois empreendimentos de pequeno porte e dois de grande porte. A
metodologia envolve a coleta de amostras em dois momentos distintos, durante os periodos imido e
seco, com o intuito de comparar a prevaléncia de ECN nas diferentes estagdes. Os pontos amostrais
foram selecionados com base em suas condi¢Bes de risco de contaminacdo, tanto no ambiente de
ordenha quanto no de producdo do queijo, incluindo superficies de equipamentos, utensilios e
produtos como leite cru, fermento endogeno (“pingo"), agua utilizada na producéo e queijo maturado.
Os resultados preliminares indicaram variacGes na carga bacteriana de ECN nos diferentes pontos
amostrais, sugerindo que algumas &reas, como a bancada de produgéo e a tdbua de maturacéo, sdo
mais suscetiveis a contaminagdo. Contudo, a analise genética das cepas, que ainda sera realizada,
permitird um rastreamento mais detalhado das fontes de contaminacéo e possiveis contaminacfes
cruzadas durante a produgdo. Com base nos dados obtidos, o projeto espera fornecer subsidios para
a implementacdo de melhorias nas préaticas de controle microbioldgico, contribuindo para garantir a
qualidade e seguranca do Queijo Canastra, um produto de grande importéncia cultural e econémica
para a regido da Serra da Canastra.
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contaminacgdo microbioldgica, leite cru, producéo artesanal, controle microbiol6gico.

INTRODUCAO:

O Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra, amplamente conhecido como Queijo
Canastra, € um dos mais tradicionais e famosos queijos do Brasil (Kamimura et al., 2019). Além
disso, a producdo caracteriza-se pela pequena escala, representando um elemento socioecondémico
relevante para as comunidades da Serra da Canastra, ja que milhares de familias rurais dependem da
comercializacdo deste produto para sua sobrevivéncia (Bemfeito et al., 2016).

O Queijo Canastra, assim como a maioria dos queijos artesanais produzidos a partir de leite
cru e inoculacdo de fermento enddgeno, pode apresentar uma grande variedade de bactérias, fungos
e leveduras (Pineda et al., 2021, Montel et al., 2014). Os grupos microbianos presentes no processo
de producdo direcionam a fermentacdo e maturacdo do queijo, conferindo-lhe caracteristicas
sensoriais diferenciadas e endémicas (Nobrega et. al., 2008). Por outro lado, estas caracteristicas
intrinsecas ao modo de producdo do queijo Canastra, como a maturacdo curta em prateleiras de
madeira apresentam maior risco de contaminacdo do queijo por microrganismos indesejaveis, de
modo que o atendimento ao pardmetros higiénico-sanitarios exigidos pela legislacdo local € um
grande desafio para os produtores (Campos et al., 2021).

Os estafilococos sdo micro-organismos pertencentes ao género Staphylococcus (familia
Staphylococcaceae) sendo cocos Gram e catalase positivos, imdveis, anaerdbios facultativos, ndo-
esporulados e, geralmente, ndo-encapsulados, que ocorrem microscopicamente em agrupamentos
semelhantes a cachos de uvas. Porém, eles podem também ser encontrados isolados, aos pares ou em
pequenas cadeias (Kloss e Schleifer, 1975). Esse grupo de microrganismos € encontrado naturalmente
nas mucosas do trato respiratorio, urogenital e digestivo de seres humanos e animais. Ja foram
identificadas mais de 30 espécies de Staphylococcus spp., sendo que algumas estdo frequentemente
associadas a uma ampla gama de infeccdes de carater oportunista (Quinn et al. 1999).

Nos Gltimos anos, tem aumentado o interesse no estudo de Staphylococcus coagulase negativo
(SCN), uma vez que esses microrganismos tém sido identificados como agentes causadores de
diversas infeccbes, como as mastites, em humanos e animais (Cunha et al. 2004, Santos 2008,
Medeiros et al. 2013). Além disso, foram detectadas cepas produtoras de enterotoxinas e portadoras
de genes de resisténcia a antimicrobianos em isolados de ECN, o que aumenta sua relevancia clinica
(Oliveira 1999, Borges et al. 2008).

Espécies de Staphylococcus sdo frequentemente associadas a mastite em bovinos (Langoni et
al. 2006). Esses microrganismos geralmente causam mastite contagiosa, caracterizada por uma alta
prevaléncia de casos subclinicos, nos quais ndo se observam alteragdes macroscopicas no leite, na
glandula mamaria ou no estado sisttmico do animal (Bergonier et al. 2003, Muricy 2003, Mota et al.
2012). Isso implica um risco de contaminacdo de equipamentos e utensilios, além da possibilidade de
transmissdo desse patdgeno por meio do leite e seus derivados para os seres humanos (Adams & Moss
2008).

Estes microrganismos apresentam propriedades que Ihes permite uma répida colonizacdo e
posterior invasdo por meio de pequenas lesdes na pele e mucosas (Ferreira et al., 2006). A aderéncia
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aos bocais das ordenhadeiras por Staphylococcus spp ocorre devido ao fato deste microrganismo ser
capaz de produzir um mucopolissacarideo extracelular amorfo (filme) que permite a agregacao
bacteriana, levando a formacdo de um verdadeiro filme bioldgico (Novak, 1999). A producdo do
biofilme favorece a colonizacdo desta bactéria nas superficies plésticas e nos tecidos do hospedeiro
(especialmente o epitélio da glandula mamaria) e esta aderéncia é controlada por interacdes
hidrofébicas entre as bactérias e estas superficies (Melo, 2008).

Adicionalmente, os estafilococos sdo microrganismos muito frequentes em queijos, uma vez
que eles podem ser veiculados pelo leite de animais com mastite e ainda estarem presentes em
biofilmes localizados em bancadas de producdo, prateleiras de maturacdo ou como componente
natural da microbiota de pele e mucosas de manipuladores (Castro et al., 2020).

A manipulacdo inadequada de matérias-primas e produto final é uma importante fonte de
contaminacdo do queijo (Stamford et al., 2006). A principal preocupacao sanitaria da presenca desses
micro-organismos em alimentos é a capacidade de algumas amostras em produzirem enterotoxinas
que causam distUrbios gastrintestinais (Fisher et al., 2018).

Outro sério problema para a saude publica associado a presenca de Staphylococcus spp. nos
alimentos € a resisténcia da bactéria aos antimicrobianos, pelo fato de desencadear infecgdes graves
que limitam as opcOes terapéuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas (lbed &
Hamim, 2014).

A caracterizacdo ou tipificacdo de isolados microbianos € importante no estudo
epidemiolégico e podem ser aplicadas na identificacdo do patdgeno e da detec¢do da fonte de infecgdo
ou de um surto de intoxicacdo alimentar, por exemplo. Adicionalmente, sdo também usadas como
ferramentas na investigacdo dos genes de patogenicidade, da resisténcia aos antimicrobianos e da
relacdo clonal de micro-organismos associados a um determinado evento a ser estudado (Hagedorn
etal., 2011). As técnicas de tipificacdo microbioldgica sdo especificas e podem ser baseadas tanto em
parametros fenotipicos quanto genotipicos das bactérias. A combinacdo de métodos de tipificacdo
fenotipicos e genotipicos é a melhor forma para compreensdo da epidemiologia da intoxicagdo
alimentar estafilocécica (Shimizu et al., 2000).

Em primeiro momento, este projeto de pesquisa visa investigar a presenca e fontes da
contaminacdo de ECN através de métodos convencionais de contagem e isolamento. O desenho
experimental envolve 19 pontos amostrais de quatro queijarias enquadradas na inspecao local com
potenciais produtivos distintos. A amostragem enquadrara dois momentos de campanha, o periodo
umido e o seco, a fim de analisar o impacto na prevaléncia do grupo bacteriano.

Posteriormente, sera realizada uma analise genética para investigar a clonacidade das cepas
isoladas, com o objetivo de possibilitar o rastreamento da origem da contaminacao. Esse rastreamento
permitird tracar o percurso de uma cepa ao longo do processo produtivo do Queijo Canastra,
identificando se houve disseminagédo ou contaminacgéo durante a producdo. A partir dessa abordagem,
sera possivel detectar eventuais contaminagfes cruzadas, a persisténcia de cepas especificas em
diferentes etapas da producéo e, ainda, avaliar a eliminacao ou persisténcia de individuos no produto.

Essa analise fornecera dados valiosos sobre as dindmicas de contaminacdo no ambiente de
producéo e contribuira para a implementacéo de medidas mais eficazes de controle microbiologico,
visando garantir a seguranca e a qualidade do Queijo Canastra.
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METODOLOGIA:

O delineamento amostral esta estruturado em acessar 17 pontos amostrais nos ambientes de
ordenha do leite e producdo do queijo de quatro queijarias regularizadas para producdo do Queijo
Minas Artesanal do tipo Canastra pelo 6rgdo de inspecdo competente (Instituto Mineiro de
Agropecuaria — IMA), em duas campanhas de coleta de materiais. Serdo selecionados dois
empreendimentos considerados de pequeno porte de producdo (empreendimentos com rebanhos de
até 25 vacas em lactacdo e/ou producdo de até 20 pecas de queijo por dia) e dois empreendimentos
de grande porte de producdo (empreendimentos com rebanhos com mais de 40 vacas em lactacdo
e/ou producdo acima de 40 pecas de queijo por dia).

Na tabela 1 ¢é possivel analisar todos os pontos amostrais de acordo com sua localizacdo no
ambiente de producéo.

Tabela 1 — Pontos amostrais de acordo com seu local de origem

Ordenha Queijaria
Copos da ordenhadeira Bocal de entrada do leite
Tetos das vacas Tanque de produgéo da massa
Tubulacéo de transferéncia do leite Faca de corte da massa
Estrutura do box de ordenha Coletor do fermento enddgeno
Leite cru Bancada de producao
Superficie das méos do ordenhador Tabua de maturagdo
Fossas nasais do ordenhador Fermento enddgeno (“pingo’)

Agua utilizada para lavagem dos queijos
Superficie das méos do queijeiro
Fossas nasais do queijeiro

Para cada um dos pontos amostrais, 0 material biolégico a ser analisado seréa coletado em
triplicata. No caso dos animais, sera selecionado por empreendimento trés animal do lote inicial da
ordenha (animais mais jovens), trés animais do lote intermediério, e trés animal do lote final
(animais mais velhos). Os swabs de superficie serdo acondicionados em tubos contendo solu¢édo
salina peptonada 0,85%. As amostras liquidas (50 ml) serdo mantidas em refrigeracéo (4°C) até o
momento do processamento. As amostras de queijo (25 g) serdo acondicionadas em sacos estéreis e
mantidas em refrigeracédo (4°C) até 0 momento do processamento, na qual serdo homogeneizadas
manualmente em solugéo salina peptonada 0,85%.

A deteccdo de presenca de estafilococos coagulase negativa sera utilizada como base a
Instrucdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento que recomeda que
a deteccdo e enumeracéo de a enumeracédo de Staphylococcus spp. deve ser feita em agar Baird-
Parker (Brasil, 2003). Para a contagem do nimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs)
tipicas, serdo cultivados 0,1ml de cada amostra coletada em placas de petri contendo 20 mL de agar
Baird-Parker (BP), incubadas em condicdes de aerobiose a temperatura de 37°C por até 72 horas,
com observagdo do desenvolvimento microbiano a cada 24 horas. Seréo realizadas diluigdes
seriadas (espera-se 10-1, 10-2 e 10-3) até o ponto de as placas permitirem a contagem de col6nias
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tipicas (placas com 20 a 200 col6nias). Serdo consideradas colonias tipicas as coldnias circulares,
pretas, pequenas, lisas, convexa e sem presenca de halo.

Serdo selecionadas cinco colonias tipicas de cada amostra plagueada para a etapa de
confirmagéo de ECP. Todas as col6nias selecionadas serdo semeadas em caldo BHI e incubadas por
24 horas a 37°C. Em seguida, estas amostras serdo semeadas em agar-nutriente e incubadas a 37°C
por 24 horas, quando se observavam as caracteristicas das coldnias, como formato, textura,
coloracdo e hemolise. As colbnias sugestivas de microrganismos do género Staphylococcus seréo
submetidas a coloracdo de Gram e as col6nias classificadas como cocos Gram-positivos serdo
submetidas a prova da catalase. As coldnias com reacdo catalase positiva serdo submetidas a prova
de coagulase lenta, com plasma de coelho (MacFaddin, 1976; APHA, 2001).

Analises comparativas dos dados de contagens de UFCs levantados a partir das diversas
réplicas preparadas a partir dos pontos amostrais serdo realizadas através de testes de médias néo-
paramétricos. Serdo utilizados como objetos de comparacao: o porte das queijarias, as campanhas
de coleta, os pontos amostrais, os ambientes de coleta e os tipos de materiais acessados.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram analisadas apenas as coletas do periodo Umido de 2024. A carga bacteriana de ECN
apresentou-se em niveis variados, observado uma contagem média de 2,4 x 102 UFC/ml na amostra
de leite. Considerando que esse é o primeiro passo da escala de producdo do queijo, é possivel
observar que o grupo de interesse esta presente desde a matéria prima.

Dentro da ordenha podemos conferir contagens na superficie interna dos copos da
ordenhadeira de 1 x 102 UFC/cm?; na superficie externa dos tetos das vacas de 2 x 10* UFC/cm?;
na superficie da estrutura do box de 2 x 10* UFC/cm? e na superficie interna da tubulacio de
transferéncia do leite de 1 x 10° UFC/cm?. Podendo considerar, concentracdes relativamente baixas
em consideracdo a toda a escala. Embora seja notavel que a prevaléncia do grupo esta em todos 0s
pontos citados, em algum nivel.

No que diz respeito as amostras de origem humana, foi obtido as seguintes contagens:
superficie das méos do ordenhador de 2 x 103 UFC/cm2; do queijeiro de 1,5 x 108 UFC/cm?; fossas
nasais do ordenhador de 3 x 10* UFC/cm? e do queijeiro de 1,5 x 10* UFC/cm?. E, embora ndo seja
possivel dizer que haja contaminacdo cruzada desse grupo bacteriano € proprio da microbiota
humana, pode-se afirmar a importancia de metologias de higiene pessoal para diminuir as
possibilidades de contaminacéo.

No ambiente da queijaria, foi observado em que os locais de origem com maior presenga
foram: 7 x 10° UFC/cm? na tabua de maturagéo, 3,9 x 10° UFC/cm2 na bancada de producéo, 2,6 x
10° UFC/ml no fermento natural (pingo) e 6 x 10* UFC/g no queijo de quatorze dias. A menor
contagem de ECN no queijo sugere que o processo de producéo, incluindo a maturacao, pode ajudar
a reduzir a carga microbiana no produto. No entanto, a presenca elevada de ECN na bancada e na
tdbua destaca pontos criticos de contaminag&o, exigindo atencao nas praticas de higienizacao desses
locais para garantir a seguranga do alimento.

Embora a carga bacteriana no queijo maturado tenha sido menor, indicando um possivel efeito
da maturacdo na reducgédo da contaminacao.
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Os resultados também serdo apresentados para a associacdo de produtores do Queijo Canastra
como forma de subsidiar aprimoramentos nos procedimentos de controle de contaminagdo
microbiologica dos empreendimentos produtores do Queijo Canastra.

A continuidade da anélise genética das cepas permitird um rastreamento mais preciso das
fontes de contaminacéo e a identificacdo de eventuais contaminagdes cruzadas, proporcionando dados
valiosos para o aprimoramento das praticas de controle microbioldgico. Futuro estudo sazonal,
incluindo uma coleta no periodo seco, poderdo ampliar a compreensao sobre as variacdes de ECN ao
longo do ano, auxiliando na adaptacdo das estratégias de controle. Essas informacdes poderdo ser
utilizadas para fortalecer as recomendaces a cadeia produtiva, contribuindo para a melhoria continua
da qualidade e seguranca do Queijo Canastra.

CONCLUSOES:

A pesquisa sobre a contaminacdo por estafilococos coagulase-negativa (ECN) na producgéo
do Queijo Canastra evidenciou que o ambiente de ordenha e as instalacdes de producéo sdo possiveis
fontes de prevaléncia, especialmente em locais como a bancada de producéo, a tdbua de maturacéo,
o leite cru e o fermento endogeno. A presenca de ECN foi observada em niveis elevados, sugerindo
que essas fontes podem ser determinantes na disseminagé@o do grupo bacteriano.
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