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INTRODUCAO

Queijo de manteiga, também conhecido como requeijao do Nordeste ¢ um tipo de
queijo cuja producdo é restrita a regido nordestina (AQUINO, 1983). A sua fabricacdo e
comercializacdo sdo atividades importantes para a economia regional, sdo desenvolvidos por
pequenos produtores da zona rural, sendo largamente consumidos pela populacdo local
(VENTURA,1987). O pH final deste queijo fica em torno de 5,5, sendo considerado um
produto de média acidez (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Esta caracteristica além de outras é
propicia para a proliferacio de muitas bactérias causadoras de infec¢do e/ou produtoras de
metabolitos causadores de intoxicagao ou processos alérgicos de origem alimentar nos seres
humanos (CAMARA et al.,2002). Como representante das bactérias patogénicas podem ser
citadas, os Estafilococos coagulase positiva, Escherichia coli que pertence ao grupo de
coliformes termotolerantes e Salmonella spp.

METODOLOGIA

Foi coletada mensalmente por um periodo de cinco meses uma amostra de requeijao
tipo barra, em um laticinio situado na regido de Feira de Santana, (perfazendo um total de
cinco amostras neste laticinio, representando, portanto, amostras representativas). No ato da
coleta as amostras foram imediatamente acondicionadas em embalagens estéreis, sendo
imediatamente conduzida ao Laboratério de Microbiologia Aplicada a Saide publica —
LAMASP, onde foram realizadas andlises microbioldgicas de Coliformes a 45° C/g,
Estafilococos coagulase positiva e pesquisa de Salmonella sp., seguindo a Instrugdo
Normativa SDA n°62, Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, de 26 de agosto
de 2003.

1. Contagem de coliformes totais e coliformes a 45° C/g — método tubos multiplos
(NMP): A partir de diluicdes 10" a 107 em dgua peptonada a 0,1% foram inoculadas porcoes
de 1mL de cada dilui¢ao em trés séries de tubo contendo caldo lauril sulfato triptose,contendo
no seu interior tubo de Duhram invertido. Estes tubos foram incubados a 35. °C por 48h. Apds
o periodo de incubacdo foi realizado a leitura. Como os resultados nesta etapa deram
negativos, nao se prosseguiu com os testes confirmativos para ambas as analises.

2. Contagem de Estafilococos coagulase positiva:Foi utilizada a dilui¢io 10" da qual
0,1 mL foi semeada na superficie de dez placas contendo dgar Baird-Parker (acrescido de




telurito de potassio a 3% e solugdo de ovo a 50%). Para cada amostra, o inoculo foi espalhado
com o auxilio da al¢ca de Drigaslky, as placas foram invertidas e incubadas a 35° C durante
48h. A partir das coldnias tipicas foram realizados os testes de confirmagao procedendo as
provas de catalase e coagulase.

3.0 Coloragao de Gram:Preparou-se o esfregago e realizou-se a coloragdo seguindo as
seguintes etapas: coracdo com solucdo de cristal de violeta por dois minutos; retirada a
solugdo, cobriu-se o esfregaco com lugol por um minuto; a lamina passou por filete de dgua;
descoracdo com 4dlcool por trinta segundos; nova passagem da lamina por filete de dgua;
coragdo com safranina por trinta segundos; dltima passagem da lamina por dgua. Seca a
lamina, esta foi analisada no microscépio.

3.1 .Prova da catalase: Com auxilio de alca de platina e bastido de vidro retirou-se uma
aliquota do cultivo em agar nuriente, que foi transferida para uma lamina de vidro contendo
uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%. Misturou-se o inoculo ao peréxido e foi observada
a reacdo.

3.2.Prova da coagulase:Em um tubo de ensaio utilizou-se 0,2 ml de solucdo salina,
logo ap6s com auxilio de alca de platina estéril, foi transferida uma aliquota do cultivo em
dgar nutriente, em seguida, adicionou-se 0,2 ml de plasma de coelho, observando-se a
presenca ou nao de codgulos apds 1h e apés 24 h incubados a 35°C.

4. Pesquisa de Salmonella spp.:25 g de cada amostra foi transferida para frascos
contendo 225 mL de caldo de pré-enriquecimento e incubados a 35° C durante 24h.
Posteriormente, foi realizado o enriquecimento seletivo: 1 mL de cada amostra foi transferido
para 1 tubo, contendo Tetrationato ,incubados a 35° C durante 24h. O plaqueamento
diferencial foi realizado a partir dos tubos incubados, semeando através de estrias uma algada
do caldo Tetrationato na superficie do 4gar XLLD e Hektoen.

4.1Teste Kligler: As colonias suspeitas retiradas de meios de cultura seletivos foram
transferidas para o Agar Nutriente para propiciar melhor crescimento. Em seguida, essas
colonias foram inoculadas no Agar Kligler através de picada profunda e estriamento na
superficie inclinada do bisel.Sendo incubadas a 35°C por 18 a 24 horas.

4.2 Teste IMViC

4.2.1 Teste do indol: Colonias positivas provenientes do teste Kligler foram
inoculadas com picada no meio de cultura SIM. Em seguida incubadas a 36°C por 24h.Apds
esse periodo foi adicionado o reagente de Kovac’s aos tubos, para a verificacao da producao
do indol.

4.2.2 Teste VM-VP: Coldnias suspeitas para o crescimento de Salmonella nos meios
seletivos, e no Kligler foram inoculadas em duplicata no caldo Vermelho de Metila e Voges-
Proskauer, sendo incubadas a 35°C por 48h. Apds o periodo de incubagdo em um tubo, para
cada coldnia, foram adicionadas 5 gotas do corante Vermelho de Metila (teste VM). Em outro
tubo correspondente a mesma colonia, foi adicionada 0,6 mL de solu¢@o de a-naphtol 5% e,
em seguida, 0,2mL de solucdo de hidréxido de potassio 40% (testeVP).

4.2.3Teste Citrato:Coldnias suspeitas para o crescimento de Salmonella nos meios
seletivos, e no Kligler foram inoculadas através de picada e estriamento na superficie
inclinada do bisel no meio Agar CitratoSimmons.Sendo incubadas a 35°C por 18 a 24 horas.



4.3 Teste da Urease: Coldnias suspeitas para o crescimento de Salmonella nos meios
seletivos, e no Kligler foram inoculadas em tubos contendo Caldo Uréia, sendo incubados em
estufa a 35°C por 24 h.

4.4 Descarboxilagdo da Lisina:Coldnias suspeitas para o crescimento de Salmonella
nos meios seletivos, e no Kligler cultivadas no meio Agar Nutriente foram inoculadas com
picada profunda e estriamento na superficie inclinada do bisel.O meio entdo foi acrescido de
vaselina estéril. Sendo incubadas a 35°C por 18 a 24 horas.

4.5 Desaminag¢do da Fenilalanina:ColOnias suspeitas para o crescimento de Salmonella
nos meios seletivos, e no Kligler, cultivadas em meio Agar Nutriente foram inoculadas por
estriamento. Sendo incubadas a 35°C em estufa por 18 a 24 horas. Apds esse periodo,
adicionou-se 3 gotas de cloreto férrico a 10%.

4.6 Teste Sorolégico (Soro polivalente anti- Salmonella):Em uma lamina limpa e
desengordurada misturou-se 50 pl da suspensdo bacteriana da cultura confirmada para
Salmonella nos testes bioquimicos,em 100 pl do soro polivalente. Agitou-se a lamina
delicadamente por cerca de 1 minuto e observou-se a reacao de precipitacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1: Resultados das anélises microbioldgicas das amostras do queijo manteiga

Amostras NMP/g de NMP/g de Salmonella a?25 g Estafilococos
Coliformes coliformes a coagulase positiva
Totais 45°C
1 <3 <3 ausente 3,2x 10
2 <3 <3 ausente 1,6 x 10°
3 <3 <3 presente 1,4 x 10
4 <3 <3 ausente <10
5 <3 <3 ausente <10”

As andlises para coliformes totais sdo baseadas na portaria n°146 de 07 de margo de
1996 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Os resultados obtidos
encontram-se abaixo do valor estabelecido para esta legislacdo. Da mesma forma as andlises
para coliformes 45°C encontram-se em conformidade com a legislacdo quando comparadas
aos valores para queijos de média umidade, encontrando valores abaixo do estabelecido pela
RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria).

De acordo com a RDC n°12 de 02/01/2001, para queijos de média umidade, as
amostras identificadas como 1, 3, 4 e 5 estdo abaixo do limite méximo estabelecido por essa
legislagdo para contagem de Estafilococos coagulase positiva,dessa forma, estdo conforme o
padrdo estabelecido. Porém a amostra 2 ultrapassou esse limite que é de 10° UFC/g. Dessa



forma o laticinio em estudo, ndo estd de acordo com a legislacdo em se tratando de
Estafilococos coagulase positiva.

A pesquisa para Salmonella spp. nas amostras do queijo manteiga indicaram auséncia
nas amostras 1, 2 4 e 5. Na amostra 3, apresentou resultados coerentes a presenga de
Salmonella spp., dessa forma o laticinio em estudo estd em desacordo com a RDC n° 12/2001
(ANVISA); Vale ressaltar, que essa contaminacdo pode ser resultado de contaminacdo
cruzada,ja que nao foi identificada a presenca de coliformes a 45°C,cuja fonte principal € a
mesma de Salmonella.

Como pode ser observada a partir dessas andlises, a fabricacdo do queijo de manteiga
no laticinio em estudo, ndo esta condizente com as boas praticas de fabrica¢do e manipulagao,
por apresentar patégenos que representam perigo a saide do consumidor.
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