—_—
.
UFMT

UNIVERSIDADE FEDERAL DO NORTE DO TOCANTINS
CAMPUS DE ARAGUAINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS- CCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANIDADE ANIMAL E SAUDE PUBLICA
NOS TROPICOS - PPGSaspt

DENISE AMORIM DOS SANTOS

EFEITO DO FATIAMENTO NA QUALIDADE E SEGURANCA MICROBIOLOGICA
DE QUEIJO MUCARELA E APRESUNTADO

ARAGUAINA, TO
2023



Denise Amorim dos Santos

Efeito do fatiamento na qualidade e seguranca microbiologicas de queijo mucarela e

apresuntado

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Sanidade Animal e Saude
Publica nos Tropicos (PPGSaspt) da
Universidade Federal do Norte do Tocantins
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Sanidade Animal e Saude Publica.
Orientador: Prof° Dr. José Carlos Ribeiro
Junior

Araguaina, TO
2023



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicagio (CIP) iy
Sigtema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantine

AS24e Aamorim dos Santos, Denise.

EFEITO DO FATIAMENTO NA QUALIDADE E SEGUEANCA
MICROBIOLOGICA DE QUELIO MUCARELA E APRESUNTADO. / Denize
Aanorim dos Santos. — Araguaina, TO, 2023

54f

Digsertagio (Mestrado Académico) - Uruversidade Federal do Tocanting
— Campus Undversitario de Araguaina - Curgso de Pos-Graduagio (Mestrada)
em Sanddade Animal ¢ Satde Publica nos Tropicos, 2023,

Orientador: José Carlos Ribeiro Jinior Ribeiro Junior

1. Microbiologia de Alimentos. 2. Controle de qualidade. 3. Llicro-
organizmos Indicadores. 4. Patogenos. I Titulo

CDD 636.089

TODOE OF DIREITOS FESERVADOS — A reprodugdo total ou parcial de qualguer
forma ou por qualguer meio deste documento é autorizado desde que citada a fonte.
Aoviolagio dos direitos do autor (Lei n® 9.610/98) ¢ crime estabelecido pelo artigo 184
do Codigo Penal

Elaborado pelo sistema de geragio automética de ficha catalogréfica da
UFT com og dados fornecidos pelo(a) autor(a).



DENISE AMORIM DOS SANTOS

EFEITO DO FATIAMENTO NA QUALIDADE E SEGURANCA MICROBIOLOGICAS DE
QUEIIO MUCARELA E APRESUNTADO

Dissertagao apresentada a UFNT - Universidade Federal
do Norte do Tocantins, Campus Universitario de
Araguaina, curso de Pos-Graduacao em Sanidade Animal
e Satde Publica nos Tropicos (PPGSaspt), foi avaliada
para obtencéo do titulo de Mestre em Sanidade Animal e
Satide Publica nos Tropicos e aprovada em sua forma
final pelo Orientador e pela Banca Examinadora.

Data de aprovacgdo: 01 de novembro de 2023.

Banca Examinadora:

Doc TR

“bv + JOSE CARLOS RIBEIRO JUNIOR
g' Data: 22/12/2023 06:29:27-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. José Carlos Ribeiro Junior
(Orientador)

Documento assinado digitaimente

V.b FELIPE NAEL SEIXAS
g *  Data: 30/01/2024 13:26:47-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Felipe Nael Seixas

(Examinador externo - UFPB)

Assinado de forma digital por Catia Maria de Oliveira Lobo

Cétia Maria'de Oliveira LoD/ e e e et et o

l.com, c=BR
Dados: 2024.01.01 13:36:47 -03'00°

Prof. Dra. Catia Maria de Oliveira Lobo

(Examinador externo - UFNT)

ARAGUAINA, TO
2023



AGRADECIMENTOS

“Pois dele, por ele e para ele sdo todas as coisas. A ele seja a gloria para sempre!
Amém” (Rm 11:36). Gratidao a Deus, em primeiro lugar, pois reconhe¢o que sem ele nada sou.

Agradeco ao meu esposo Odizam e meus filhos Samuel e Davi por todo apoio que
me ofereceram. Aos meus pais € meus irmaos pelo incentivo. Aos meus avos.

Ao meu orientador que com toda a sua paciéncia e dedicagao ao ensino, me conduziu
nesse processo tdo importante em minha vida, corrigindo incansavelmente meu trabalho,
sempre otimista com os resultados.

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Cadeia Produtiva do Leite (INCT-
Leite) pelo apoio & minha pesquisa.

A toda equipe do Labma, pela parceria na pesquisa, pois sozinha seria impossivel.

Aos meus amigos que me deram forgas, estiveram ao meu lado quando precisei,
sempre torcendo pelas minhas conquistas, nos momentos tristes ou alegres.

Aos integrantes da banca de qualificagdo, pelas correcdes que s6 melhoraram o meu
trabalho.

Aos docentes do PPGSaspt pelo conhecimento compartilhado durante o curso.

Enfim, finalizo esse trabalho com a sensacdo de dever cumprido e gratidio no

coragao.



RESUMO

A qualidade e seguranca dos produtos de origem animal deve ser continuamente monitorada
durante o processamento industrial, ja que se sabe que toda operacao, etapa ou manipulagao
dos produtos ja finalizados pode comprometer sua qualidade, sendo um potencial risco a satide
dos consumidores pela ingestdo de patogenos. Este trabalho teve por objetivo, verificar o
impacto microbiolégico da operacdo de fatiamento em queijo mucarela e apresuntado. Para
tanto, no periodo de junho a setembro de 2022 foram coletadas 20 amostras de queijo mugarela
e 20 amostras de apresuntado antes e apos a etapa de fatiamento automatizado em um entreposto
inspecionado e regularmente em operagdo na regido norte do Tocantins. Foram quantificados
micro-organismos indicadores de qualidade (aerdbios mésofilos, psicrotroficos, coliformes
totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus) e verificada a presenca ou auséncia de
patégenos (Salmonella spp. e Listeria monocytogenes), utilizando metodologias
microbioldgicas internacionais e protocolos biomoleculares estabelecidos e validados
intralaboratorialmente. Os resultados demonstraram que ndo houve aumento significativo dos
micro-organismos indicadores de qualidade durante a etapa de fatiamento para ambas as
amostras, integras ou fatiadas, exceto os resultados de mesofilos em mucarela apresentando
diferenga significativa (p < 0,05). Para os micro-organismos coliformes totais e Staphylococcus
aureus houve um aumento apos o fatiamento para mugarela e apresuntado. Um total de 844
analises de PCR foram realizadas e observou-se a presenca de Salmonella spp. em 40% dos
queijos mugarela integros e em 20% dos queijos mugarela fatiados, como também em 30% dos
apresuntados integros e em 50% dos apresuntados fatiados, estando em desacordo com a
legislagao vigente. Em 20% dos queijos mugcarela fatiados foram encontrados a presenca de S.
aureus com capacidade produtora de toxinas C e D. Nao foram encontrados genes para E.coli
e L. monocytogenes. O resultado desse estudo aponta para a necessidade de implementagdo das
condi¢des higiénico-sanitdrias para a garantia da seguranca dos alimentos durante a etapa de
fatiamento.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos prontos para consumo. Microbiologia de alimentos. Micro-
organismos indicadores. Patogenos. Satde Publica



ABSTRACT

The quality and safety of products of animal origin must be continuously monitored during
industrial processing, as it is known that every operation, step or manipulation of finished
products can compromise their quality, posing a potential risk to consumer health through the
ingestion of pathogens. . This work aimed to verify the microbiological impact of the slicing
operation on mozzarella and ham cheese. To this end, from June to September 2022, 20 samples
of mozzarella cheese and 20 samples of ham were collected before and after an automated
slicing stage in a warehouse operated and regularly in operation in the northern region of
Tocantins. Quality indicator microorganisms (mesophilic aerobes, psychrotrophs, total
coliforms, Escherichia coli and Staphylococcus aureus) were quantified and the presence or
absence of pathogens (Salmonella spp. and Listeria monocytogenes) was verified, using
international microbiological methodologies and established and validated biomolecular
protocols. intralaboratory. The results demonstrated that there was no significant increase in
quality indicator microorganisms during the slicing stage for both samples, whole or sliced,
except for the results of mesophiles in mozzarella showing a significant difference (p < 0.05).
For total coliform microorganisms and Staphylococcus aureus there was an increase after
slicing for mozzarella and ham. A total of 844 PCR analyzes were performed and the presence
of Salmonella spp. in 40% of whole mozzarella cheeses and in 20% of sliced mozzarella
cheeses, as well as in 30% of whole mozzarella cheeses and in 50% of sliced mozzarella
cheeses, being in disagreement with current legislation. In 20% of the sliced mozzarella
cheeses, the presence of Staphylococcus aureus with the capacity to produce toxins C and D
was found. No genes were found for Escherichia coli and Listeria monocytogenes. The result
of this study points to the need to implement hygienic-sanitary conditions to guarantee food
safety during the slicing stage.

KEYWORDS: Food microbiology. Microorganism indicators. Pathogens. Public health.
Ready-to-eat foods.
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CAPITULO I
1 INTRODUCAO

Os produtos de origem animal sdo aqueles nos quais as matérias-primas empregadas no
processo de fabricagdo estdo, direta ou indiretamente, relacionados aos animais. Produtos
carneos e derivados de leite constituem fontes importantes de nutrientes fundamentais para a
manutengdo da saude humana, como vitaminas, sais minerais e proteinas (BOAS et al., 2020;
SIQUEIRA et al., 2021). Porém, tais constituintes podem se tornar fontes de substratos para o
desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes como os proteoliticos e lipoliticos,
afetando a qualidade final, além de patégenos que podem comprometer a sua seguranca para o
consumo, comprometendo o potencial econdomico do produto e trazer riscos a saude publica
(KASNOWSKI et al., 2010).

As doengas transmitidas por alimentos (DTAs) ocorrem quando ha ingestdo de
alimentos contaminados por patégenos ou seus metabolitos, podendo evoluir a casos graves,
como septicemia e meningoencefalites, quando os individuos afetados sdo mais vulneraveis
(NAKAMURA; NASU, 2020). A contaminacdo dos alimentos por patdgenos pode ocorrer
desde a obtencdo das matérias-primas até a manipulagdo e armazenamento inadequados,
podendo ser potencializada por outros fatores, demonstrando a necessidade de constantes
treinamentos e atualizacdes em programas como Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que trardo ao produto final qualidade
higiénico-sanitaria satisfatoria (SIRTOLI; COMARELLA, 2018).

No Brasil ha legislacdes especificas que estabelecem padrdes microbiolégicos para o
controle de qualidade e seguranca dos alimentos destinados ao consumo humano. Patdgenos
como Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, se
presentes nos alimentos, podem causar infec¢les, intoxicagdes ou toxinfeccbes nos
consumidores (BRASIL, 2022).

Mesmo em estabelecimentos regularmente inspecionados, a producdo em grande escala
e a intensa manipulacdo dos produtos podem levar a ocorréncia de perigos para a satide publica.
Dessa forma, ¢ fundamental que todas as etapas, processos, equipamentos € métodos de
producao dos alimentos estejam alinhados para garantir a qualidade dos produtos regularmente
produzidos e comercializados (CHEN; ZHAO; DOYLE, 2014).

O fatiamento dos produtos de origem animal, como os presuntos, apresuntados e
queijos, pode ser um dos pontos de contaminacdo dos produtos processados (CHEN; ZHAO;
DOYLE, 2014). Sabe-se que no fluxograma de producédo desses alimentos existem etapas que
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minimizam ou eliminam patégenos, como 0 cozimento e pasteurizacdo, respectivamente
(VESELA et al., 2022). No entanto, o fatiamento é realizado ap0s esses processos que
contribuem para a seguranca microbiologica. Dessa forma, se a integridade dos alimentos nédo
for mantida durante o fatiamento, € possivel que esses produtos oferecam risco ao consumidor,
e apresentem menor qualidade e durabilidade.

A partir do momento da abertura das embalagens originais dos alimentos, medidas
sanitarias devem ser aplicadas para garantia da sua vida Util e seguranca. A fim de manter a
qualidade, no Estado do Parana, qualquer manipulacdo, como o fatiamento de produtos de
origem animal, exige que seja realizada em estabelecimentos sob inspecdo sanitaria, com o
monitoramento do processo, minimizando o risco do comprometimento da qualidade do
produto, mesmo em estabelecimentos varejistas (SESA-PR, 2016).

De forma geral, as a¢des como fracionar, embalar e reembalar alimentos devem ser
realizadas em condigdes higiénico-sanitarias adequadas, como medida preventiva para garantir
a inocuidade dos produtos.

Considerando que os produtos de origem animal podem veicular micro-organismos
causadores de doengas no homem e que alteram a sua qualidade microbioldgica, destaca-se a
necessidade de conhecer os impactos da operagdo de fatiamento, os micro-organismos que
podem ser transferidos durante o processo, bem como os problemas que podem gerar a satde
coletiva. Espera-se, com os dados obtidos nesta pesquisa, implementar estratégias, a fim de
intervir e minimizar a contaminag¢ao do produto final e, consequentemente, diminui¢do do risco

a ocorréncia de DTAs.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a qualidade microbiologica de queijo mucarela e apresuntado antes e apds a
etapa de fatiamento, identificando e caracterizando 0s micro-organismos causadores de doengas
transmitidas ao homem, em indlstria localizada no norte do estado do Tocantins,

fundamentando estratégias de mitigacdo de risco e prejuizos a satde publica.

2.2 Especifico

1. Quantificar micro-organismos indicadores da qualidade microbioldgica em amostras de
apresuntado e queijo mucarela: aerobios mesofilos, psicrétroficos, coliformes totais,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

2. Pesquisar micro-organismos patogénicos a saude humana, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus em queijo mugarela e
apresuntado antes e ap0s a etapa do fatiamento;

3. Caracterizar os fatores de viruléncia de patdégenos de importancia em satde publica nesses
alimentos;

4. Verificar o efeito do fatiamento das pecas de queijo mucarela e apresuntado na qualidade e

seguranca microbioldgica;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Queijo mucarela

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o Brasil
encontra-se em terceiro lugar no ranking mundial em produgdo de leite (BRASIL, 2023).
Devido a sua grande extensdo territorial, diversidade cultural e oferta de matéria-prima sao
produzidas diversas variedades de queijos (ABIQ, 2023)

Estima-se, segundo o Sindicato das Industrias de Laticinios de Minas Gerais (SILEMQG),
que em 2020 foram processados no Brasil, 1,2 milhdo de toneladas de queijos (SEAPA, 2023),
sendo o queijo mugarela o mais produzido e consumido (ABIQ, 2023).

O queijo mugarela ¢ um produto resultante da filagem de uma massa acidificada a partir
da coagulacdo do leite, através de enzimas ou coalho, com a a¢do ou ndo de bactérias lacticas
especificas (BRASIL, 1997).

De acordo com a Portaria n° 146, de 7 de marco de 1996 (BRASIL, 1996), os queijos
podem variar quanto ao teor de umidade e matéria gorda. Em relagdo ao teor de umidade os
queijos podem ser de baixa (até 35,9%), média (entre 36,0% e 45,9%), alta umidade (entre 46,0
e 54,9%) e, de muito alta umidade (ndo inferior a 55,0%). Quanto a concentra¢do de gordura
no extrato seco (GES) podem ser extra gordo (contendo minimo de 60%), gordos (entre 45 e
59,9%), semigordo (45 e 44,9%), magros (entre 10 e 24,9%) e desnatados (menos de 10%).
Segundo Silva e Cortez (2021), o queijo mugarela enquadra-se em queijos de alta umidade e
semigordo.

O processamento de queijo mucarela engloba algumas etapas como recepcao do leite,
filtragdo, pasteurizagao, adicao de ingredientes, coagulagdo, corte, fermentacao, filagem, salga,
dentre outros. E muito apreciado na culinéria brasileira, sendo utilizado no preparo de pizzas,
principalmente por sua capacidade de derretimento quando submetido ao aquecimento (SILVA

etal, 2019)

3.2 Apresuntado

Apresuntado € o produto carneo industrializado, obtido a partir de recortes ou cortes de
massas musculares dos membros anteriores e/ou posteriores de suinos, adicionados de
ingredientes e submetido ao processo adequado. Tem como ingredientes obrigatorios a carne
de pernil e/ou paleta de suino, sal, nitrito e/ou nitrato de sodio e/ou potdssio em forma de
salmoura (BRASIL, 2022).

De acordo com 0 MAPA, apresuntados devem conter no maximo 75% de agua, 5% de

carboidratos e 12 % de gordura, dentre outros parametros (BRASIL, 2022), o que torna esse
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alimento um rico substrato para multiplicacdo de micro-organismos (CHAILLOU et al., 2015;
FEENEY et al, 2016).

Tecnologicamente, os apresuntados diferem-se dos presuntos basicamente em relagao a
sua composi¢do. Presuntos sdo derivados fabricados exclusivamente com as porgdes
musculares do pernil suino, enquanto nos apresuntados podem ser utilizados parcial ou
integralmente cortes do dianteiro (paleta) (BRASIL, 1996). O processo tecnologico de
producao, no entanto, ¢ 0 mesmo. As massas musculares sao preparadas com adigdo de alguns
aditivos, sal e agucar, submetidos ao embutimento, enformagem e cozimento (BESERRA et al.,

2003).

3.3 Aspectos microbiolégicos na etapa de fatiamento

A comercializacdo de frios fatiados ¢ comum em estabelecimentos varejistas como
supermercados e padarias. H4 uma predileg@o por esses alimentos, por parte dos consumidores,
devido a praticidade e por serem prontos para o consumo. Com o objetivo de atender a essa
demanda, os estabelecimentos fatiam grandes quantidades de frios e armazenam em balcdo
refrigerado, o que pode favorecer a proliferacdo de micro-organismos patogénicos. A industria
também realiza o fatiamento de frios, porém em ambientes controlados e sob fiscalizagdo. No
entanto, no que diz respeito a seguranca dos alimentos, independente do ambiente onde se
realiza o processo de fatiamento, o consumidor pode estar exposto a DTAs, visto que tais
alimentos podem ser consumido sem preparos adicionais (MARINHEIRO et al., 2015; HA,
LEE, KANG, 2017).

E sabido que processamentos térmicos realizados para controle de patogenos em
alimentos, como pasteurizagdo e cozimento, sao eficazes para torna-los seguros para o consumo
(LOBACZ; KOWALIK; ZULEWSKA, 2020). Entretanto, existe um risco potencial de
contaminagdo pds-processamento por meio de utensilios, equipamentos e manipuladores, visto
que patogenos podem ser transferidos durante a etapa de fatiamento, além da possibilidade de
serem recuperados em superficies secas desses equipamentos (CHEN, ZHAO, DOYLE, 2014).

O estudo realizado por Sirsat et al., (2014) mostra que diversas regides do fatiador
apresentam risco para contamina¢ao cruzada. Desse modo a higienizagdo desses equipamentos
¢ um fator importante para a seguranca dos alimentos. Mesmo com a utilizagdo de sanitizantes
adequados, a falta de periodicidade e de uma higienizacdo mais completa, incluindo a
desmontagem do equipamento, pode ocasionar acumulo de residuos (TORRES et al.,, 2021),

formagao de biofilmes e contamina¢ao cruzada (CHEN, ZHAO, DOYLE, 2014).
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A Food and Drug Administration (FDA) preconiza que a limpeza e desinfeccido de
superficies e utensilios que entram em contato com alimentos que necessitam de um controle
de temperatura para manuten¢do da seguranga microbioldgica, deve ser realizada a cada 4 horas
ou quando houver suspeita da ocorréncia de contaminacao (FDA, 2022).

Outro fator importante para manuten¢do da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos
¢ o treinamento dos manipuladores. As Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) ¢ uma importante
ferramenta de capacitagao que pode trazer resultados positivos para a segurancga dos alimentos
(LIPCSEI et al., 2018).

Alguns micro-organismos sdo importantes como indicadores de qualidade e seguranga
ao consumo. O fato de estarem presentes no alimento ¢ um alerta para a industria, pois definem
se estdo improprios para o consumo, como o caso da presenga de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. Outros micro-organismos sao avaliados pela quantidade presente no alimento,
indicando as condi¢gdes em que ocorreu o processamento, como Staphylococcus coagulase
positiva, psicrotroficos, aerobios mesofilos e coliformes (TORTORELLO, 2003; SOARES, et
al., 2021).

Entre os anos de 2009 e 2019, foram registrados 7.674 surtos de DTAs no Brasil,
causando 109 6bitos (AMARAL et al., 2021). Destes 6bitos, o estado do Tocantins registrou 12
casos, ficando em segundo lugar da regido norte. Quanto ao agente etiologico, os trés micro-
organismos com maior envolvimento nos surtos sdo a E. coli com 29% dos casos, Salmonella
spp. com 17% e S. aureus com 16% (AMARAL et al., 2021). Apesar dos altos nlimeros de
casos, estima-se que esses valores sejam maiores, pois muitos consumidores ndo procuram

atendimento médico, portanto ndo sao registrados (SOUSA et al., 2021).

3.4 Micro-organismos indicadores de qualidade

Sao micro-organismos utilizados para avaliagdo da qualidade dos alimentos e de forma
geral podem estar associados a presenca de patdgenos. Dentre os varios micro-organismos que
podem ser utilizados como indicadores, pode-se citar os aerobios mesoéfilos, psicrotroficos e

coliformes totais e termotolerantes (MOTLAGH; YANG, 2019).

3.4.1 Aerobios mesofilos
As bactérias aerobias mesofilas tém sua temperatura 6tima para multiplicacdo em torno
de 30 a 45° C (FORSYTHE, 2013). Durante a produ¢do dos alimentos ¢ esperado que ocorra

um aumento na contagem bacteriana, porém as etapas de aquecimento asseguram a inocuidade
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dos alimentos, causando a destrui¢do da maior parte da microbiota presente (VESELA ef al.,
2022).

A contagem total de mesoéfilos € utilizada na industria de alimentos como indicadores
de qualidade, avaliando a eficacia de etapas de sanitizagdo (SILVA et al., 2017), de produgao
de alimentos ou tempo de prateleira (SOUZA et al., 2020).

Este grupo de bactérias foi utilizado em um estudo realizado por Souza et al. (2020)
demonstrando que a contagem total diminui estatisticamente apoOs treinamento realizado com

manipuladores de alimentos, evidenciando a importancia dessa ferramenta.

3.4.2 Psicrotroficos

A refrigeragdo ¢ utilizada para manutencdo da qualidade fisico-quimica e
microbioldgica dos alimentos (NARVHUS ef al.,, 2021). Ao serem armazenados em baixas
temperaturas (0 e 7°C), sdo fornecidas condigdes favoraveis para o desenvolvimento de
bactérias psicrotroficas, através de mecanismos de adaptacao ao frio (SILVA et al., 2017; XIN
et al., 2017; SANTOS et al., 2019).

Os micro-organismos psicrotréficos desempenham um papel significativo dentro da
cadeia de alimentos refrigerados. Sao responsaveis pela deterioragdo desses produtos, causando
impactos negativos na saide humana e na seguranca dos alimentos, resultando em prejuizos
econdmicos (WEI et al., 2019). Segundo Ribeiro Junior et al. (2019), para que haja melhor
qualidade nos derivados de leite, como o queijo, ¢ necessario que a contagem de bactérias
psicrotroficas na matéria-prima sejam reduzidas.

Ainda que os processos térmicos sejam eficientes para o controle desse grupo de
bactéria, as enzimas secretadas, proteases e lipases, sdo resistentes ao calor € ndo podem ser
totalmente inativadas (YUAN et al.,, 2018; NARVHUS et al., 2021). A atividade enzimatica
psicrotrofica tanto € influenciada pela temperatura e tempo de armazenamento quanto pelo
potencial de cada bactéria na producao de enzimas (NARVHUS et al.,, 2021), gerando efeitos
adversos aos alimentos.

No queijo mugarela, mesmo quando armazenado a temperaturas de congelamento, -18
°C, as enzimas podem causar alteragdes sensoriais, como o sabor amargo (ALINOVI et al,
2020). Sua capacidade de derretimento ¢ aumentada com o tempo de armazenamento, devido
a hidroélise de proteinas causando a sua desestruturagao durante o aquecimento (SILVA ef al.,
2017).

Em produtos carneos, os micro-organismos psicrotréficos podem ser os responsaveis

pelo desenvolvimento de sabor e odor putrido, descoloragdo e limo (COELHO; BRITO, 2021).
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Diante da relevante importancia desse grupo de bactérias, as industrias de alimentos
necessitam investir em métodos de controle eficazes e tecnologias rapidas de deteccdo, a fim

de garantir a oferta de alimentos seguros.

3.4.3 Coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes totais sdo um grupo de bactérias Gram-negativas, anaerobias facultativas
e sao micro-organismos indicadores de qualidade higiénico-sanitaria, pois devido a facilidade
de inativagdo por sanitizantes, esse grupo expressa as condi¢des higi€nicas ambientais em que
o processo foi realizado (SILVA et al., 2017; SOUZA et al, 2020).

Coliformes termotolerantes sdo um subgrupo dos coliformes totais, fermentadores de
lactose em temperaturas de 44,5 a 45,5°C, com producdo de gases. Vdrias espécies compdem
este grupo, no entanto a Escherichia coli estd associada a contaminacdo fecal (FORSYTHE,
2013; SILVA et al., 2017).

A contagem de coliformes totais na industria de alimentos ¢ realizada com frequéncia.
A portaria do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, n° 837 de 18 de junho de
2018, determina que o queijo mugarela deve conter no maximo 5.000 UFC/g.

Os coliformes totais sdo facilmente eliminados no processo de pasteurizagdo, sendo
assim Martin ef al. (2021), apontam para a recontaminagdo pds pasteurizacao a causa de altas
contagens de coliformes em queijos feitos com leite pasteurizado.

Outra caracteristica da presenga em grandes quantidades do grupo coliformes em
queijos ¢ a presenca de olhaduras que sdo resultados da multiplicagdo de micro-organismos,

que ao fermentar a lactose produzem o gas CO, (GUEDES et al., 2023).

3.5 Micro-organismos patogénicos

3.5.1 Salmonella spp.

A Salmonella spp. ¢ uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, Gram-negativa e nao
fermentadora de lactose (LOBACZ; KOWALIK; ZULEWSKA, 2019). Atualmente sdo
conhecidas duas espécies: S. bongori e S. enterica, sendo incluido nessa ultima patdtipos
patogénicos aos seres humanos, como S. typhi (LELIEVRE et al., 2019).

E considerado um dos micro-organismos de maior relevancia quando se trata de doengas
de origem alimentar (MORASI et al., 2022), podendo colonizar os humanos a partir da ingestao

de alimentos de origem animal ou d4gua contaminados com o patégeno (RUKAMBILE et al.,
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2019). E uma bactéria oportunista quando, em especial, pessoas imunocomprometidas sdo
infectadas (MUTZ et al., 2020).

Possui uma capacidade de adaptacdo a ambientes de estresse, evidenciando fator de
viruléncia como adesdao a superficies de ambiente industrial, formando biofilmes a baixas
temperaturas (OLIVEIRA et al., 2019; WEBBER et al., 2019; MORASSI et al., 2022).

Quando o alimento é contaminado durante o processo de fabricacdo e ap0s as etapas que
podem conferir seguranga microbioldgica, ndo ha como assegurar que o patdogeno sera
eliminado no produto final. Diante disso, € necessario que a Salmonella spp. seja controlada
dentro da cadeia produtiva de alimentos com a finalidade de diminuir surtos (LELIEVRE et al.,
2019; MUTZ et al., 2020).

A principal forma de eliminacao dessa bactéria sao os processos térmicos (WEBER et
al., 2019). Outros métodos de controle desse patdgeno também podem ser empregado, como
secagem e alta concentragdo de sal em produtos lacteos e carneos (FORSYTHE, 2013), embora
a Salmonella spp. possa sobreviver e se multiplicar em alimentos com baixo teor de umidade

(MORASSI et al., 2022).

3.5.2 Escherichia coli

E uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, colonizadora do trato intestinal de
animais de sangue quente (SILVA et al., 2017), comumente utilizada para avaliacdo de
contaminacdo fecal em agua e alimentos (JANG et al., 2017). Pode ser encontrada naturalmente
no solo, desde que as condi¢cdes ambientais como umidade, temperatura e nutrientes sejam
favoréveis (ISHII et al., 2010).

As cepas de E. coli ndo sao apenas comensais, mas podem também ser patogénicas com
capacidade de expressar varios fatores de viruléncia, como a producdo de toxinas e habilidade
de se adaptar a outros ambientes (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004) tornando-se relevantes
para a seguranc¢a dos alimentos.

Sao bem conhecidas seis cepas de E. coli diarreiogénicas: E. coli enteropatogénica
(EPEC), produtora de toxina shiga (STEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva
(EIEC), enteroagregativa (EAEC) e enterotoxigénica (ETEC) (ARANDA; FAGUNDES-
NETO; SCALETSKY, 2004).

Dentre as estirpes diarreiogénicas, as toxinas produzidas pelas cepas patogénicas de E.
coli produtora de toxina shiga (STEC) geram um risco em potencial para a satde publica devido

a severas manifestacdes clinicas da infeccdo de origem alimentar, provocando desde uma
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diarreia sanguinolenta a um quadro grave chamado de Sindrome Hemolitico-Urémica (SHU)
(JOSEPH et al., 2021).

Sendo entdao o gado leiteiro e de corte o principal reservatorio de STEC (RYU et al,
2020), os alimentos derivados do leite e da carne tornam-se ameaga a saude coletiva, quando
ndo observadas as praticas adequadas de fabricacdo (CALDORIN et al., 2013).

A exposicdo dos consumidores a alimentos contaminados por STEC pdde ser
comprovada através do isolamento dessa cepa em derivados lacteos pasteurizados e derivados
carneos prontos para o consumo, evidenciando a habilidade de resisténcia dessa bactéria a

tratamentos térmicos (ASSIS et al., 2021; ROSARIO et al., 2021).

3.5.3 Staphylococcus aureus

Séo bactérias Gram-positivas da familia Staphylococcaceae, ndo formadoras de esporos
e esféricas, que se arranjam de forma semelhante a cachos de uvas. A temperatura ideal para a
multiplicacdo pode variar entre 30 e 40°C (SILVA et al., 2017).

Sao relevantes entre as bactérias que causam DTAs, pois estdo presentes na microbiota
natural dos humanos, ocasionando possiveis contaminagdes a partir de praticas inadequadas
como auséncia de luvas e ma higienizagdo das maos durante a manipulagdo de alimentos
(ANDRADE JUNIOR et al., 2019; PAL et al., 2022).

Algumas cepas de S. aureus possuem varios fatores de viruléncia, dentre eles a produgao
de enterotoxinas, capazes de causar infeccdes e intoxicacdes. Dentre as infecgdes
estafilocdcicas pode-se citar a sindrome da pele escaldada atingindo principalmente criangas,
causando descamacao na pele e a sindrome do choque toxico levando a faléncia multipla de
orgaos (FERRY et. al., 2005; PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010).

Os surtos de intoxicag@o alimentar por toxinas estalicocdcicas (SEs) sdo, na maioria,
causados por S. aureus (LV et al., 2021). Devido ao aumento do consumo de alimentos prontos
associados a estabilidade térmica das SEs e diante da ampla distribuicao desse patégeno tornam
as intoxicacdes alimentares causadas por S. aureus uma grande preocupagdo para a saude
publica (GRISPOLDI et al., 2021).

De uma forma geral, hd uma correlagdo entre a presenca do patdgeno e as toxinas
produzidas por ele, ou seja, quanto maior a quantidade de S. aureus em um alimento, maior
podera ser a quantidade de SEs presentes. No entanto, percebe-se que varios fatores atuam na
producdo das toxinas, como as caracteristicas do alimento e a capacidade de sobrevivéncia das

cepas (GRISPOLDI et al., 2021).
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A reacdo coagulase positiva € considerada um indicativo de patogenicidade, associando
algumas espécies a DTAs (SILVA et al., 2017), no entanto, ha estudos que apontam a capacidade
de sintese das SEs por micro-organismos coagulase negativa, evidenciando a importancia do
controle ndo s6 do S. aureus, mas de todos os micro-organismos do género (CHAJECKA-
WISNIEWSKI; GAJEWSKA; ZADERNOWSKA, 2020).

A observacdo do estudo de Lim et al. (2023) demonstra que as superficies de contato
dentro da cadeia produtiva dos alimentos ¢ um ponto importante para o controle da proliferagao
desse micro-organismo.

No estudo realizado por Lv et al. (2021) foram detectados um total de oito toxinas
envolvidas em surtos de origem alimentar na China, sendo a toxina E a mais comum dentre
todas.

Em um levantamento realizado por Bencardino, Amagliani e Brandi (2021), nas ultimas
duas décadas, varios surtos de intoxicacdo alimentar por enterotoxinas estafilococicas tiveram
como origem de contaminagdo manipuladores assintomaticos, confirmando o manuseio dos

alimentos de forma inadequada como fonte de contaminacdo cruzada na cadeia produtiva.

3.5.4 Listeria monocytogenes

E uma bactéria Gram-positiva da familia Listeriaceae, nio produtora de enddsporos,
movimentando-se por meio de flagelo, com capacidade de sobrevivéncia em temperaturas que
podem variar entre 0 e 42°C. A pasteurizacdo ¢ um método eficaz de controle dessa bactéria,
pois € bastante sensivel ao calor (FORSYTHE, 2013).

A L. monocytogenes € encontrada em ambientes imidos, solo, 4gua e pode estar presente
em todas as areas da cadeia produtiva de alimentos refrigerados. Tem a capacidade de
sobreviver e se multiplicar em temperaturas de refrigeragdo, além de ser formadora de
biofilmes, permitindo a sua persisténcia em ambientes industriais, incluindo de produtos
carneos e lacteos (SANTOS, et al., 2019; TADIELO et al., 2022). A presencga dessa bactéria
nos alimentos demonstra que o processamento e as condi¢cdes ambientais podem contribuir para
a ocorréncia de contaminacéo cruzada (BARRIA et al., 2020).

Geralmente, os surtos de listeriose, doenca causada pela L. monocytogenes, tem como
origem os alimentos prontos para o consumo, que sao armazenados sob refrigera¢ao por longos
periodos, permitindo a multiplicagdo desse patdogeno. A associagdo de surtos a L.
monocytogenes ¢ dificil, tendo em vista o tempo o surgimento dos primeiros sintomas, que
podem variar entre dias e até meses apds a ingestdo de alimentos contaminados (BUCHANAN

etal., 2017; KAPTCHOUANG TCHATCHOUANG et al., 2020).
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Para o controle desse micro-organismo dentro da cadeia produtiva é necessario um
gerenciamento da sanitizacdo de todas as etapas onde o alimento esta suscetivel, incluindo a
desmontagem de equipamentos (BUCHANAN et al., 2017).

O padrao microbiolégico para L. mocytogenes ¢ estabelecido pela Instrugdo Normativa
161, de 1 de julho de 2022, determinando que em alimentos prontos para o consumo, nao sao
aceitas amostras com contagem superior a 100 UFC/g ou mL, em um plano amostral de trés
classes, em cinco unidades coletadas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente (BRASIL, 2022).

Diante dessas condigdes, a industria de alimentos precisa validar prazos e temperaturas
seguras para a manuten¢do da seguranca dos alimentos fatiados (RIVAS et al., 2022), pois a
concentracdo de micro-organismos pode aumentar se os alimentos forem armazenados por
longos periodos.

Embora a legislagdo vigente aceite o limite de 100 UFC/g ou mL (BRASIL, 2022), o
Programa Nacional de Controle de Patégenos (PNCP), levando em considera¢do os riscos
inerentes a L. monocytogenes, determina a auséncia desse patdgeno em alimentos prontos para
o consumo produzidos em ambientes que industrializam alimentos de origem animal,

garantindo a inocuidade e seguranca em relagdo a L. monocytogenes (BRASIL, 2009).
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CAPITULO II
4 ARTIGO CIENTIFICO - EFEITO DO FATIAMENTO INDUSTRIAL NA
QUALIDADE E SEGURANCA MICROBIOLOGICA DE QUEIJO MUCARELA E
APRESUNTADO

Resumo

A etapa de fatiamento de alimentos de origem animal pode impactar a qualidade final dos
produtos e transferir micro-organismos patogénicos, principalmente porque esse processo
ocorre apds etapas de controle e eliminacdo de micro-organismo, como cozimento e
pasteurizagdo. Neste sentido, com a inten¢do de diminuir as ocorréncias de DTAs, as industrias
de alimentos precisam assegurar a inocuidade dos produtos alimenticios oferecidos aos
consumidores. Para isso, € necessario conhecer os perigos envolvendo cada etapa de sua cadeia
produtiva, além dos micro-organismos que podem ser transferidos durante o processamento. O
objetivo desse estudo foi conhecer o impacto causado em queijos mugarela e apresuntado
durante o processo de fatiamento, através da pesquisa de micro-organismos indicadores de
qualidade aerobios mesofilos, psicrotroficos, coliformes totais, Staphylococcus aureus, ¢ da
pesquisa de patogenos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. Foram coletadas 20 amostras, em pega ¢ fatiado, de queijo mugarela e 20
amostras, em pec¢a e fatiado de apresuntado. A comparagdo da quantificagdo dos aerdbios
mesofilos antes e apos o fatiamento foram significativamente diferentes (p < 0,05). Na
contagem de micro-organismos psicrotroficos nao houve diferenca durante a etapa de
fatiamento. Quanto aos valores de coliformes totais e Staphylococcus aures apresentaram
aumento apos fatiamento. No total, 844 isolados foram analisados quanto aos genes do
patogenos e foram identificados Salmonella spp. em 40% das amostras em peca e 20% fatiadas
de queijo mucarela, e em 30% amostras em peca e em 50% fatiadas de apresuntado. Além disso,
também foram identificados em duas amostras de queijo mugarela fatiados genes de
Staphylococcus aureus com potencial produtores de enterotoxinas C e D. O fatiamento de
alimentos prontos para o consumo € uma etapa importante, e os resultados demonstram a
relevancia da manutencdo das boas praticas de higiene durante o processamento e que a
qualidade microbiologica da peca a ser fatiada ¢ fundamental para a qualidade e seguranga do
produto fatiado.

Palavras-chave: Doengas de origem alimentar. Fatiador. Micro-organismos indicadores.
Patogenos Seguranca dos alimentos.

Introducio

Produtos de origem animal, como queijos mugarela, presuntos e apresuntados, sdo
considerados alimentos prontos para consumo, ndo necessitando de tratamento térmico para ser

consumido (BRASIL, 2022). Estdo presentes com maior frequéncia na rotina dos brasileiros,
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ndo apenas pela praticidade ou por suas caracteristicas sensoriais, mas também por conter
nutrientes necessarios a saude humana (COSTA et al., 2007; BOAS et al., 2020).

A rica composigao proteica e lipidica presente nesses alimentos, associado a um teor de
umidade alta, oferecem condigdes para o desenvolvimento de micro-organismos (CHAILLOU
et al, 2015; FEENEY et al., 2016), incluindo patogénicos causadores de doengas transmitidas
por alimentos (DTAs) (REN et al., 2022).

Os grupos de micro-organismos indicadores de qualidade em alimentos sdao uma
importante ferramenta para avaliar, direta e indiretamente, a seguranca ao consumo. Dentre
esses micro-organismos pode-se citar aerobios mesofilos, coliformes totais, coliformes a 45°C,
Escherichia coli MOTLAGH; YANG, 2019), Staphylococcus coagulase positiva (MORAR, et
al., 2021) e psicrotroficos (SILVA et al., 2019).

Patogenos como Salmonella spp., Escherichia coli diarreiogénica, Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes, se presentes em alimentos prontos para consumo, podem
causar infecgdes ou intoxicacdes graves, principalmente em grupos de risco, como idosos,
criangas, gestantes e imunocomprometidos (NAZIR et al., 2023). Tais micro-organismos
também produzem substancias capazes de causar intoxicagdes, como enterotoxinas produzidas
por S. aureus, que podem provocar a sindrome do choque toxico (GRISPOLDI et al., 2021) ou
ainda a cepa Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), conhecida como a diarréia dos viajantes
(YANG et al., 2017).

Ha etapas, na cadeia produtiva dos alimentos de origem animal, que podem minimizar
ou eliminar patdogenos humanos, como pasteurizagdo e cozimento, porém, outras
contaminagdes podem ocorrer durante etapas posteriores, como a de fatiamento (FLORES;
MELO, 2015). Segundo Fai et al. (2011), a etapa de fatiamento pode carrear patdgenos aos
produtos fatiados, o que sugere um maior rigor higiénico-sanitario durante a etapa de
processamento. Produtos fatiados passam por intensa manipulagdo e maior contato com
superficies do ambiente, predispondo a contaminacdo desses produtos e consequentemente
prejuizo a sua vida util e seguranga para o consumo, caso nao seja processado sob condicoes de
higiene operacionais (BRESSAN et al., 2007).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade e seguranga
microbiologica de queijo mugarela e apresuntado antes e apos a etapa de fatiamento através de
métodos microbiologicos e biomoleculares, visando determinar o efeito do fatiamento sobre a
contaminagdo e ocorréncia de patdogenos nesses alimentos para fundamentar programas de

autocontrole da induastria durante o fracionamento.
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Material e Métodos

Foram avaliadas 40 amostras, de aproximadamente 250g cada, sendo 20 de queijo
mugcarela (10 em pecas e 10 fatiadas) e 20 de apresuntado (10 em pecas e 10 fatiadas). As
amostras foram coletadas em uma industria localizada em Augustinépolis, norte do Tocantins,
Brasil, no periodo de junho a setembro de 2022. Foi observada na amostragem a
correspondéncia entre a peca integra ¢ a mesma fatiada para efeito de comparagao, além da
aleatoriedade das pecas a serem amostradas. O queijo mugcarela era produzido no proprio
estabelecimento e o apresuntado era fornecido por uma industria localizada em Goiania, Goias,
registrada no Servico de Inspe¢do Federal (SIF). A industria produtora e fatiadora era
inspecionada pelo servico de inspecdo estadual do Tocantins com habilitacdo no Sistema
Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SISBI-POA), distribuindo seus produtos
para varios estados do Brasil.

A etapa de fatiamento ocorreu em uma sala especifica na industria, com controle de
temperatura ambiental em torno de 16°C, utilizando uma fatiadora e interfolhadora industrial
(FTI-250, Equimatec Industria de Méquinas, Rio do Sul, SC, Brasil) com capacidade de 250
fatias/min. Durante o fatiamento das pegas, as instalagdes, processos e os manipuladores
seguiam boas praticas de fabricacdo (BPF) e realizavam o procedimento padrdo de higiene
operacional (PPHO) do equipamento de fatiamento a cada 4 horas.

De forma asséptica, foi retirada aliquota de cada peca, antes e apds o fatiamento da
mesma, acondicionada em saco plastico estéril, devidamente identificada e mantidas em uma
camara fria dentro da industria. Ao final da coleta, foram transportadas sob refrigeragdo ao
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LabMA), na Universidade Federal do Norte do
Tocantins para imediata analise. A analise ndo ultrapassou 6 horas apds a coleta.

As amostras foram diluidas decimal e sequencialmente e submetidas a analises
quantitativas de aerdbios mesofilos (SILVA, 2017), psicrotroficos (FRANK; YOUSEF, 2004),
coliformes totais e E. coli (Compact Dry® EC, Nissui Pharmaceutical, Japao) e S. aureus
(Compact Dry® XSA).

A andlise qualitativa de Sal/monella spp. foi realizada conforme método preconizado
pela ISO 6579:2002/Amd 1:2007 com as seguintes modificagdes: utilizacao de caldo selenito
cistina (Acumedia, Baltimore, Estados Unidos) em substituicdo ao caldo Tetrationato Muller
Kauffman Novobiocina e Agar Salmonella-Sighella (HiMedia, Mumbai, India) como meio

opcional. L. monocytogenes foi pesquisada conforme a ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004,



31

utilizando Agar Listeria Seletive (HiMedia) e Agar Oxford (Neogen, Lansing, MI, EUA) como
meios de cultura.

As colodnias tipicas de S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e Salmonella spp. foram
recuperadas em caldo cérebro-coragao (BHI) por 24 horas a 35°C, submetidas a extracao de
DNA gendmico por fervura simples, conforme protocolo descrito por Ribeiro Jinior et al.
(2016) e realizada a deteccao dos genes género/espécie-especificos, dos fatores de viruléncia e
potencial toxigénico através da PCR convencional e multiplex. Os micro-organismos, os genes,
primers ¢ os respectivos perfis de amplificagdo encontram-se descritos na Tabela 1. As reagdes
tiveram a mesma constituicdo descrita por Ribeiro Junior et. al. (2016). Todos os ensaios
moleculares foram validados utilizando controles positivos e negativos em cada reacao.

Os valores absolutos obtidos nas contagens foram convertidos em /og e submetidos
aos testes ndo paramétricos de Friedman e Wilcoxon no software SAS (SAS, 2002) com nivel

de significancia de 0.05.



30

Tabela 1 Genes, oligonucleotideos inicadores (primers) e referéncia dos protocolos seguidos na pesquisa molecular dos micro-organismos
sugestivos de patogenos nas amostras de queijo mugarela e apresuntado pré e pos fatiamento em uma fatiadora automatica no norte do
Tocantins, Brasil, no periodo de junho a setembro de 2022.

01‘1;/:::1;‘;)1;10 gene Primers (5°-3°) Ta?;?)l)lho Amplificacio Referéncia
94°C-1min
35x 94°C-1min Shanmugasa,
Salmonella GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA o, 19C. 300 Velayutham;
spp. TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 799C-30s Rajeswar
72°C-7min (2011)
N ACCCCTGTTCCCTTATCATC 226
TTTTCAGTATTTGTAACGCC
» GCAGGTGTTGATTTAGCATT 0
AGATGTCCCTATTTTTGCTG
B ACAAGCAAAAGAATACAGCG 226
GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG 94°C — 5 min
o ACCCCTGTTCCCTTATCATC 0o 35x94°C-2min o
Staphylococcu TTTTCAGTATTTGTAACGCC 57°C —2 min Wang: Johnson
S aureus <eb GCAGGTGTTGATTTAGCATT 164 72°C — 1 min @ 0003
AGATGTCCCTATTTTTGCTG 72°C — 7 min
o ACAAGCAAAAGAATACAGCG 451
GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG
ol ACCCCTGTTCCCTTATCATC 278
TTTTCAGTATTTGTAACGCC
e GCAGGTGTTGATTTAGCATT 200
CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC
CTGAACGGCGATTACGCGAA 50°C - 2min Aranda;
Escherichia %% CCAGACGATACGATCCAG 17 1x95°C - 5min  Fagundes-Neto;




coli

40 x 95°C - 40s

Scaletsky,

cvpazs  CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 58° C — Imin (2004)
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 72°C — 2 min
1 x 72°C — 7min
ol ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180
AGAACGCCCACTGAGATCATC
GGCACTGTCTGAAACTGCTCC \ .
ste2 TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 255 f 0 (; S'Oém‘g .
7 GGCGACAGATTATACCGTGC 450 40 < 95°C - 450
CGGTCTCTATATTCCCTGTT S0°C - Lomin
o ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 100 29%G _ 1 min
CACCCGGTACARGCAGGATT 1'% 72°C — Tmin
GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGT
ipaH C 600
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
95°C-5min
ijforézmgene imo2234 ~ ATOAATATGAAAAAAGCAAC 14501600 520455, Chen, - Knabel
TTATACGCGACCGAAGCCAAC ’ (2007)

S

72°C-2min
72°C-10min
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Resultados e Discussao

Os resultados das contagens obtidos dos micro-organismos indicadores de qualidade nos
produtos de origem animal avaliados estdo expressos na Tabela 2. Comparando as contagens
de micro-organismos obtidos antes e apos o fatiamento foi observado que ndo houve aumento
nos resultados de aerdbios mesoéfilos e psicrotroficos para o apresuntado. A etapa de fatiamento
automatico, interfoliada com polietileno e nas condigdes desse estudo nao alterou de forma
significativa o nimero de psicrotroficos incluidos no fatiamento de mugarela, e os valores

absolutos de mesofilos diferiram na analise estatistica apds o fatiamento.

Tabela 2 Contagens médias (desvio padrdao) de grupos de micro-organismos indicadores da
qualidade em pecas integras e fatiadas de mugarela e apresuntado em uma industria do norte
do Tocantins, Brasil, no periodo de junho a setembro de 2022.

Queijo Mucarela” Apresuntado”
Grupo de Integra Fatiada Integra Fatiada
indicadores
Aerobios mesofilos 4,33 (2,79) x 1,25 (0,74) x 4,17 (2,38) x 2,62 (1,6) x
107a 107b 1020 102c
Psicrotroficos 1,73 (2,01)x 6,57 (7)x 10% 2,62 (1,82) x 1,99 (1,56) x
104a 1030 1030
Coliformes totais 7,3 (14,7) x 1,09 (1,54) x <10° 7 (12,52)¢
10? 10%
Escherichia coli <10% <10* <10% <10*
Staphylococcus 87(7,7)x10* 1,02(1,07)x <10* <10*
aureus 10%

* Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha diferem ao nivel de 5% de probabilidade.

Algumas amostras de mugarela apresentaram menores contagens de aerdbios
mesofilos apds o fatiamento, que pode estar relacionado ao local ao qual foi retirada a amostra.
Na pega integra, foi coletada uma amostra superficial, do inicio da pe¢a. J4 na mesma fatiada,
¢ possivel ter coletado uma amostra da parte mais interna da pega, diminuindo assim a
possibilidade de contaminagdo superficial. A diferenca da contaminagdo externa em relagdo a
interna das pegas de produtos de origem animal pode ser comparada a microbiota presente na
superficie de alguns queijos, nos quais, a umidade das salas de maturag¢do, propiciam a
proliferagdo de micro-organismos (CORREA et al., 2019; IRLINGER; MONNET, 2021).

Nas legislagdes vigentes, ndo hé padrdes estabelecidos para os micro-organismos
aerdbios mesofilos em queijo mucarela e apresuntado, no entanto, altas contagens desse grupo
em apresuntados, pode estar associada a uma deficiéncia nas boas praticas de manipulagao

(SOUZA et al., 2020). No queijo mugarela a contagem de total de mesofilos pode apontar para
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bactérias fermentadoras, adicionadas no processo de fabricagdo, como Strepfococcus e
Lactobacillus (WILKINSON; LAPOINTE, 2020; AZORRA-MANZANO et al., 2022), que
desempenha um papel importante no desenvolvimento de caracteristicas organolépticas € no
processo de caimento do pH para filagem (ZHENG; SHI; WANG, 2021).

Os micro-organismos psicrotréficos mantiveram-se em quantificagdes semelhantes
antes e apds o fatiamento nas amostras avaliadas. Este grupo ¢ importante em alimentos
refrigerados, uma vez que possuem a capacidade de multiplicagdo mesmo em condigdes de
refrigeragdo (CHAILLOU et al, 2015), utilizando de vias metabolicas secundarias
(proteoliticas e lipoliticas) resistentes ao calor (RIBEIRO JUNIOR et al., 2017; XIN et al.,
2017; YUAN et al, 2018; NARVHUS et al, 2021) como alternativa a via sacarolitica
predominantemente mesofila. A multiplicagdo de psicrotroficos alteram as caracteristicas
sensoriais dos alimentos, como o desenvolvimento do sabor amargo (ALINOVI et al., 2020),
de rango em lacteos, limosidade e cheiro desagradavel em produtos carneos, reduzindo sua vida
util MACHADO et al., 2017; COELHO; BRITO, 2021).

Embora tenham sido observadas contagens maiores de coliformes totais apds o
fatiamento para ambas as amostras, o queijo mucarela apresentou-se de acordo com o padrao
determinado pelo MAPA, que estabelece o limite maximo de 5.000 UFC/g para o queijo
mugcarela (BRASIL, 2018). A Instrugdao normativan® 161, de 2022 (BRASIL, 2022), da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, que regulamenta a qualidade microbiologica dos alimentos
no comércio, ndo estabelece padrao de coliformes totais para os alimentos. Apesar disso, esses
micro-organismos tém papel importante como indicadores de qualidade, demonstrando
contaminac¢do de origem ambiental e, portanto, falhas higiénicas durante a etapa do fatiamento
(SENA et al., 2018), observado pela elevacao das contagens tanto para mugarela quanto para
apresuntado, sem, no entanto, efeito significativo (Tabela 2).

O aumento das contagens de coliformes totais pode ser em decorréncia do proprio
equipamento. Uma vez que o alimento contaminado passa pelas laminas do fatiador mecéanico,
pode ocorrer a transferéncia de pequenas quantidades de micro-organismos aos alimentos que
ainda serdo fatiados, permitindo que se multipliquem ao longo do seu periodo de shelf-life
(RIVAS et al., 2022).

As quantificagdes de S. aureus foram baixas antes e ap0ds a etapa de fatiamento no
apresuntado. O equipamento atua de forma automatizada para fatiar e incluir a folha plastica
entre as fatias, ficando o manipulador responsavel apenas por abastecer o equipamento com
pecas a serem fatiadas e acondicionar as por¢des fracionadas em embalagens primarias. No

entanto, no queijo mugarela pode-se verificar um aumento ndo significativo de S. aureus
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(Tabela 2) ap6s fatiamento. Como esses micro-organismos sdo indicadores da qualidade
higiénico-sanitaria da manipulagdo, os resultados demonstram que o intenso manuseio das
pecas durante a fabricagdo como salga, maturacdo, armazenamento e contato com diferentes
superficies possivelmente contaminadas influenciou a qualidade do produto final (MAHFOOZI
et al.,2019; LIM et al., 2023).

Além da qualidade higiénica da manipulagdo, alguns Staphylococcus spp. podem ter
o potencial da sintese de enterotoxinas estafilococicas (GRISPOLDI et al., 2021). No presente
trabalho foram pesquisados diversos genes que codificam essas enterotoxinas (A a E), toxina
do choque toxico (TSST-1) e toxinas esfoliativas (A e B) nos 94 isolados recuperados das
amostras de queijos mugarela. Desses isolados, somente 2 (20%), apresentaram potencial de
sintese de enterotoxinas, um para a C e outro para a D (Tabela 3), ambas provenientes de
amostras distintas de queijo fatiado, efeito ndo observado nos apresuntados avaliados pelo
presente trabalho. Tal contaminagao pode ter origem na manipulagdo das pegas pds fatiamento.

Conforme relato de Andrade Junior et al. (2019), a contaminag@o por S. aureus ¢
comum por ser um micro-organismo presente na microbiota humana, porém, para que ocorra
uma intoxica¢do alimentar causada por toxinas estafilococicas € necessario que a bactéria esteja
em condigdes propicias para a expressao desse fator de viruléncia, e que produza quantidades
suficientes de toxinas, além de levar em consideragado a saude do consumidor.

Foram selecionadas um total de 844 colonias tipicas para confirmacao/caracterizagao
de fatores de viruléncia através de PCR. Destas, 408 colonias foram provenientes de queijo

mugarela e 436 de apresuntado, conforme Tabela 3.
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Tabela 3 Pesquisa dos patogenos Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus por analise
biomolecular de isolados sugestivos de amostras de queijos mugarela antes e ap6ds o fatiamento automatizado em uma fatiadora do norte do
Tocantins, Brasil, no periodo de junho a setembro de 2022.

Queijo mugarela Apresuntado
Integro Fatiado integro Fatiado
PCRs PCRs ~MOSU@ pcps  pors AMOSI peps  pers AMOMA pops  poRrs AMOSta
realizad positiva ... realizada positiva . realizada positiva . realizada positiva .
as s positiva s positiva s positiva s s positiva
s n (%) s n (%) s n (%) s n (%)
Salmonella spp. 89 4 4 (40) 99 3 2 (20) 109 6 3 (30) 106 13 5(50)
L.
monocytogenes 0 0 (0) 58 0 0 (0) 105 0 0 (0) 116 0 0 (0)
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 48 0 0 46 2 2 (20) 0 0 0 0 0 0
TOTAL 205 4 203 5 214 6 222 13
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O gene género-especifico de Salmonella spp. (invA) (Tabela 1) foi investigado através
de 403 PCRs, recuperadas de amostras de queijo mugarela e apresuntado, inteiras e fatiadas
(Tabela 3). Das amostras de queijo mugarela, 4 (40%) ja estavam contaminadas por Sa/monella
spp. antes do fatiamento e, em apenas 2 (20%) foram recuperadas o patdgeno apds o processo
de fatiamento. J& no apresuntado, 3 (30%) pecas estavam contaminadas antes do fatiamento e
o patogeno foi recuperado em 5 (50%) amostras fatiadas, encontrando-se em desacordo com a
legislacao vigente (BRASIL, 2022).

Esse maior nimero de amostras positivas para Salmonella spp. em amostras inteiras
em relagdo as fatiadas pode ser justificado pelo mesmo motivo das baixas contagens de
indicadores, anteriormente abordada. O ponto de amostragem das pegas pode ter influenciado
na detec¢ao da contaminacao inicial.

Sob o ponto de vista tecnoldgico, a menor presenga do patdogeno na parte interna das
pecas de mugcarela também pode ser justificada pela etapa de filagem da massa, apos a
pasteurizagdo e fermentacgao até o caimento do pH para 5,4. A etapa de filagem, realizada a
58°C, pode atuar reduzindo ou, a depender do tempo, eliminando os enteropatdgenos mesmo
antes do acondicionamento das pecas nas formas e salmoura. Assim, a menor recuperacao de
isolados de Salmonella spp. nas pecas fatiadas pode ser atribuida a menor contaminagdo do
interior das pecas.

Segundo Rivas et al. (2022), a acidez do queijo mugcarela, promovida pela
fermentagao lactica, pode diminuir o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos. Outro
trabalho conduzido por Lobacz, Kowalik e Zulewska (2020), afirma que a acdo de
Lactobacillus, interfere na multiplicacdo de S. enterica subespécie enterica. Diante do exposto,
pode-se atribuir a ocorréncia de Salmonella spp., em queijos mucarela, a contaminacao
ambiental.

Esse efeito, no entanto, ndo foi observado nas amostras de apresuntado, apesar de
que a massa carnea condimentada ter sido prensada e cozida nas formas, diversos fatores podem
ter atuado na industria fornecedora do produto para comprometer a seguranca do produto a ser
comercializado, possivelmente falhas nos procedimentos sanitarios operacionais ou
recontaminag¢ao das pecas apds o cozimento. O ponto mais importante para a manutencdo da
Salmonella spp. nesse tipo de produto, ¢ o seu pH mais elevado em relagdo as mucarelas,
proporcionando condicdes de viabilidade desses micro-organismos (KEERTHIRATHNE ez al.,
2019).

O estudo realizado por Marinheiro et al. (2015), em amostras de queijo em peca e

fatiado, coletados em laticinio, isolou Salmonella spp., em uma amostra de queijo mucarela
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fatiada, associando a contaminacdo a etapa de fatiamento. Resultados semelhantes também
relatados por Fai et al. (2011), indicam contaminagao de alimentos apos a etapa de fatiamento.

Dos 338 isolados sugestivos de L. monocytogenes, nos quais foi pesquisado o gene
Imo2234 (Tabela 3), nenhum foi confirmado nas amostras de queijo mucarela e apresuntado.
Diferentemente, o estudo realizado por Martins e Germano (2011) relata presenca de Listeria
spp. € L. monocytogenes em presunto fatiados, atribuindo essa contaminagdo ao fatiamento.

A L. monocytogenes pode se multiplicar em temperaturas em torno de 3°C,
demonstrando a importancia dessa bactéria como indicador de qualidade em alimentos
refrigerados, além do risco direto a satde publica (SANTOS et al., 2019).

No presente trabalho, por ambos os produtos avaliados serem refrigerados (4°C)
imediatamente ao final da produgdo, serem manipulados, fracionados e embalados em ambiente
de temperatura controlada (16°C) e armazenados novamente a 4°C, caso tivesse sido detectada
a presenca do patdgeno, poderia-se atribuir a capacidade da L. monocytogenes em formar
biofilmes nesse tipo de instalagdao (LEE ef al, 2019). Em pesquisas realizadas por Toro et al.,
(2022), ndo foram isolados L. monocytogenes em superficies de area de produgdo que tiveram
contato direto com os alimentos, como facas ou tabuas de corte, porém relata que cepas
resistentes de L. monocytogenes foram isoladas em teto, drenos e macganetas de portas, tornando
esses pontos fontes de contaminagdo desse patogeno no ambiente. A resisténcia dessas cepas
esta relacionada a sua capacidade de formacdo de biofilmes e falhas nos processos de
sanitizagdo. A auséncia do patégeno, portanto, indica boas condigdes higiénicas industriais.

No Brasil as doencas causadas por L. monocytogenes nao sdo de notificacdo
compulsoria (BARANCELLI, 2011). Nos Estados Unidos, porém, o Center of Disease Control
and Prevention (CDC) estima a média de 1600 casos de listeriose por ano, levando a 260
mortes.

Nas amostras analisadas ndo foram isolados E. coli. o fato de ndo haver presenca deste
potencial patégeno, indica que ndo houve contaminacdo de origem fecal durante a etapa de
fatiamento (SENA et al, 2018). Apesar disso, a presenca de Salmonella spp., um
enteropatogeno, foi detectada. Dessa forma, deve-se verificar especificamente uma fonte de
contaminagdo das amostras por Salmonella spp. independentemente das Enterobacteriacea,
uma vez que a contaminagdo do produto que compromete a sua seguranga, aparentemente, esta
mais relacionada ao ambiente em relagdo a entérica.

De acordo com a World Health Organization (WHO), nos meses de setembro a
dezembro de 2022, ocorreram 30 casos de surtos relacionados a ingestdo de alimentos

\

contaminados em 37 paises ligados a organizagdo. Destes, 12 casos foram associados a
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Salmonella spp., seis a L. monocytogenes, dois a E. coli e um caso a Staphylococcus spp.
Dentre os alimentos envolvidos nos surtos estdo carnes, produtos céarneos, leites e seus
derivados (WHO, 2022).

Ja no Brasil, entre os anos 2012 e 2021, ocorreram 6.347 surtos ligados a doencas de
transmissdo hidrica e alimentar, levando a hospitalizacdo de 13.446 pessoas ocasionando 89
obitos. Dentre os alimentos envolvidos nos surtos 7,1% foram através de leite e seus derivados
e 2% de produtos carneos embutidos. Quanto ao agente etiologico a E. coli foi responsavel por
29,6% dos casos, Staphylococcus aureus a 12,9%, Salmonella spp. a 11,2% e 2,9% ligados a
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) (BRASIL, 2022).

A partir dos resultados observados, principalmente em relagdo aos patdogenos, mas
também observado em relagdo a qualidade microbioldgica, € que o processo de fatiamento ndo
influenciou na ocorréncia de perigos microbioldgicos. O que estd intrinseco a esse risco ¢ a
propria qualidade do produto a ser fatiado do que em relagdo a etapa em si, demonstrado pelos
resultados que, quando corretamente realizada por meios automatizados, utilizando-se de
ferramentas de gestdo da qualidade para equipamentos, processos e manipuladores, ¢ possivel
preservar a qualidade e seguran¢a microbiologica do produto fabricado.

E importante ressaltar que a industria responsavel pelo fatiamento dos alimentos do
presente trabalho wutiliza um 1nico equipamento automatizado para essa etapa do
processamento. Isso pode possibilitar que ocorra transferéncia de patégenos de um alimento
para o outro, caso o procedimento padrao de higiene operacional (PPHO) ndo ocorra de maneira
satisfatoria (REGINATO et al., 2019), o que ndo se pode afirmar pelos resultados observados

no presente estudo.

Conclusao

Nesse estudo, a qualidade microbiologica de mucgarela e apresuntado ndo foi
significativamente alterada com o fatiamento e interfoliacdo automatizada. Quanto a seguranca,
apesar de ter sido verificado risco de inclusdo de micro-organismos toxigénicos durante o
fatiamento, a ocorréncia de patdgenos nesses alimentos fatiados esta relacionada a presenga dos
mesmo anterior ao processo de fatiamento.

E fundamental, portanto, que todas as etapas, processos, equipamentos e métodos de
producao dos alimentos estejam alinhados para garantia da qualidade dos produtos produzidos
e comercializados, realizando adequacdes em toda a cadeia produtiva, principalmente em etapas

anteriores ao fatiamento e onde h4 intensa manipulacdo e acondicionamento do produto
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acabado. Dessa forma, ¢ possivel fracionar e fatiar produtos de origem animal de forma segura
para a preservar a saide dos consumidores.

Sugere-se que seja realizado um monitoramento na cadeia produtiva dos alimentos
para identificagdao da origem da contaminagdo por Salmonella spp. nos alimentos estudados

nesta pesquisa.
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CAPITULO 111
5 CONSIDERACOES FINAIS

0 estudo realizado investigou a influéncia do processo de fatiamento de queijo mugarela
e apresuntado, em ambiente industrial inspecionado. Além disso, foram pesquisados micro-
organismos que podem ser transferidos nessa etapa e a capacidade de causar doencas nos
consumidores.

Verificou-se que a etapa de fatiamento ¢ um veiculo que possibilita a proliferacao de
micro-organismos nos alimentos. Através da contagem de aerdbios mesofilos e psicrotroficos
observou-se que a etapa ndo influenciou na multiplicacdo desses micro-organismos, porém
quanto aos coliformes totais e S. aureus houve um aumento, mostrando que a manipulagao
intensa e praticas inadequadas, podem provocar problemas na seguranca dos alimentos em sua
cadeia produtiva, gerando risco ao consumidor e perdas econdmicas.

A presenca de Salmonella spp. em maior parte das amostras integras de queijo mucarela
aponta para contamina¢do em etapas anteriores. Diante disso é importante ressaltar que a
qualidade dos produtos utilizados no fatiamento ¢ de fundamental importancia, pois ndo ha
como se obter subprodutos de qualidade sem produtos de qualidade.

E possivel a transferéncia de patogenos durante o fatiamento. Em algumas amostras
integras foram recuperados Sal/monella spp. e pds fatiamento foram confirmadas a presenca
desse patogenos nos alimentos.

Praticas inadequadas durante o fatiamento dos alimentos também podem disseminar
micro-organismos. O exemplo disso, ndo foram recuperadas cepas de S. aureus com potencial
produtor de enterotoxinas em amostras integras, porém apos a etapa de fatiamento foram
recuperadas em amostras fatiadas, cepas com fator de viruléncia para a producdo de
enterotoxinas C e D, responsaveis por causar intoxicacdes alimentares.

Nao foram recuperadas cepas de E. coli e L. monocytogenes.

A presenca de patdgenos ndo permitido pela legislacdo vigente ¢ um indicativo da
necessidade de reestruturacdo de sistemas de autocontrole (APPCC) e boas praticas de
fabricacdo (BPF), e demonstrou através do levantamento bibliografico, que pode se obter
resultados positivos quanto a diminui¢do de contaminacdo, quando se realiza uma intervengao,
de forma preventiva, utilizando essas ferramentas.

Assim, os resultados dessa pesquisa poderao ser utilizados pelos 6rgaos fiscalizadores

do Estado do Tocantins e por industrias fracionadoras de alimentos para direcionar e



46

implementar as atividades educativas e fiscalizatorias como forma de prevencdo de doengas

veiculadas por alimentos e também de perdas econdmicas.
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6 ANEXOS

Tabela 4 Resultados das analises microbioldgicas de aerdébios mesofilos, psicrotroficos,
coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus em queijo mugarela, em UFC/g.

Queijo mucarela

Aerébios Psicrotrofico Coliformes

Mesofilos S Totais E. coli S. aureus
Amost Inteir Fatiad Inteir Fatiad Inteir Fatiad Inteir Fatiad Inteir Fatiad
ras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 100 106 10°
, Z’fo’é 7’7fo’é 4’f0’§ 5550 10 <10 <10 <10 <10 <10
46x 1,16x
3 10 107 200 450 <10 210 <10 <10 80 20
285x 1,07x

4 4 x 107 107 10* 24000 <10 10 <10 <10 100 90
45x 133x 3,2X

5 107 107 10 2700 100 60 <10 <10 150 110
1,05x 8,75x

6 108 10° 1850 3350 40 50 <10 <10 60 70
8,6 X

7 3x 10’ 10° 14250 7600 <10 <10 <10 <10 100 100
41x 156X

8 107 107 600 750 30 20 <10 <10 260 370
465x 157x

9 107 107 11150 4950 70 90 <10 <10 90 100
6,35 x 157X

10 10’ 10" 1700 4250 <10 150 <10 <10 30 160




Tabela 5 Resultados das anélises microbiologicas de aerdbios mesoéfilos, psicrotréficos,
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coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus em apresuntados, em UFC/g.

Apresuntado
Aerobios Psicrotréfic  Coliformes
Mesofilos 0S Totais E. coli S. aureus
Amostr Fatia Intei Fatia Inteir Fatiad Intei Fatia Intei Fatia
as Inteiro do ro do 0 0 ro do ro do
1 280 120 100 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
2 450 120 <10 50 <10 <10 <10 <10 <10 <10
3 340 270 200 1850 <10 <10 <10 <10 <10 <10
4 750 145 3250 250 <10 <10 <10 <10 <10 <10
5 250 195 3450 1000 <10 <10 <10 <10 <10 <10
6 185 230 3350 3500 <10 <10 <10 <10 <10 <10
7 875 250 3550 3950 <10 <10 <10 <10 <10 <10
8 415 240 3050 2700 <10 <10 <10 <10 <10 <10
9 485 390 4450 3650 <10 30 <10 <10 <10 <10
10 140 655 4750 2900 <10 30 <10 <10 <10 <10




Figura 1 Método ISO 6579:2002/Amd 1:2007 modificado para analise qualitativa de
Salmonella spp. em alimentos

25g/25ml de amostra +
225ml de Agua Peptonada Tamponada (BPW)

Pré-enriquecimento

Incubagao
37°C+1°C/18+2h

Caldo Tetrationato Muller
Kauffmann Novobiocina (MKTTn)

Caldo Rappaport-
Vassilidis Soja (RVS)

37+1°C/24+3h

Estria de esgotamento

Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD)

Meio opcional

I I
37+1°C/2443h Incubagéo*

41,5£1°C/24+3h

Estria de esgotamento

Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD)

“ Meio Opcicnal

©

Incubagao* 3711°C/24+3h

(*) Seguir orientagdo do fabricante
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Figura 2 Método ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004 modificado para analise qualitativa de
Listeria spp. em alimentos

25g de amostra +
225ml Caldo Half-Fraser

30£1°C/24+2h

uma algada

Caldo Fraser (10ml)
35+1°C ou 37+1°C/48+2h

Meio opcianal
(incubagdo conforme
Agar Listeria Ottaviani orientagio do fabricante)
& Agosti (ALOA)

Meio opcional
(incubagdo conforme | =
orientacao do fabricante)

37+1°C/24+3h ou 4816h

Coldnias tipicas: verdes
azuladas com halo opaco
(5 de cada placa)

Estrias de esgotamento em
Agar Tripticase de Soja
Extrato de Levedura (TSA-YE)

37+1°C/18-24h

PCR




