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Resumo

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é apontado, actualmente, como sendo a
contaminagdo microbiana mais preocupante no Queijo Sao Jorge DOP. Neste sentido,
estudou-se, em duas empresas de lacticinios cooperativas daquela Ilha, na Cooperativa
da Beira e na Cooperativa dos Lourais, a dindmica de crescimento desta bactéria durante
o fabrico deste queijo, bem como as possiveis fontes de contaminagdo, ao longo de 12
semanas, de Fevereiro a Maio de 2011. O comportamento do S. aureus em queijos
depende do processo de fabrico e da sua consequente capacidade para resistir a
diferentes factores de stress durante o processo. Os principais objectivos consistiram em
avaliar a dindmica de crescimento do S. aureus durante o processo de fabrico do Queijo
Sao Jorge e estudar as possiveis fontes de contaminagdo, verificando o seu possivel
contributo relativo. Para o efeito recolheram-se amostras de leite cru, leite antes da
adi¢cao de coalho, soro do fim de fabrico e coalhada escorrida, —soro fermento”, etc..
Verificou-se ainda se o processo de bactofugagdo tinha influéncia na contagem de S.
aureus, c€lulas somaticas, mesofilos totais e teores de gordura, proteina e solidos
isentos de gordura e se existiam diferencas nestes parametros, entre as duas
Cooperativas, uma vez que a bactofugagdo so era realizada na Cooperativa da Beira.

Foram recolhidos 188 isolados, em meio selectivo Baird-Parker, modificado por
Devriese (1981), dos quais 167 foram confirmados como sendo S. aureus. Estes foram
posteriormente biotipificados através do esquema preconizado por Devriese (1984),
adaptado por Matos (1988).

Em relacdo a contagem de S. aureus no leite cru das duas Cooperativas,
verificou-se que o seu valor médio foi superior na Cooperativa da Beira, 1.165 ufc/mL,
enquanto que na Cooperativa dos Lourais foram 755 ufc/mL. Nao sendo
estatisticamente significativa a diferenga entre as duas cooperativas, estes valores
encontram-se abaixo do valor maximo permitido, de acordo com o Regulamento (CE)
n.° 2073/2005 da Comissao, de 15 de Novembro de 2005. O processo de bactofugacao
utilizado na Cooperativa da Beira teve influéncias estatisticamente significativas na
média da contagem de células somaticas (CCS), na contagem de mesofilos totais € na
contagem média de S. aureus, ao longo das 8 semanas do estudo. Conclui-se assim que
o processo de bactofugacdo, apesar de ter como funcdo principal a eliminacdo de
esporos bacterianos no leite, tem influéncia na reducdo de mesoéfilos totais, células
somaticas e S. aureus, apresentando-se como um meio eficaz de melhorar estas
caracteristicas do leite, sendo neste caso notoriamente benéfica a redugao de uma
bactéria patogénica como o S. aureus. Porém, a bactofugacdo também teve efeitos
negativos sobre a qualidade quimica do leite. O teor médio de solidos isentos de gordura
(SNF) e de proteina diminuiram significativamente.

Relativamente a evolugdo do crescimento de S. aureus durante o fabrico de
queijo, verificou-se que nao existiram diferencas estatisticamente significativas entre a
contagem de S. aureus do leite em cuba e no leite imediatamente antes da adi¢do do
coalho e o soro, mas existiram diferengas estatisticamente significativas entre a
contagem média de S. aureus no leite em cuba e na coalhada e entre o soro e a coalhada,
atingindo neste ultimo caso as contagens mais elevadas. A evolug¢do do crescimento de
S. aureus durante o fabrico de queijo foi semelhante nas duas cooperativas estudadas,
apesar dos valores absolutos das contagens serem bastante diferentes, tendo sido mais
elevados na Cooperativa dos Lourais, dado que o leite, no caso da Beira, era
previamente bactofugado. O Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comissdo, de 15 de
Novembro de 2005 estipula valores méaximos a verificar —#o0 momento em que se prevé
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que o numero de estafilococos seja mais elevado”. Neste caso, as contagens obtidas na
coalhada, na Cooperativa da Beira tiveram um valor bastante inferior ao valor limiar (m
= 10" ufc/g). Todavia, a Cooperativa dos Lourais, ultrapassou este valor de referéncia,
mas nio o limite maximo admissivel (M = 10° ufc/g), assumindo-se para este efeito que
a grande maioria dos estafilococos coagulase positivos eram neste caso, S. aureus. O
aquecimento final, designado localmente por —eozedura da coalhada”, serda um factor
determinante relativamente a este aspecto.

Em relagdo aos resultados da biotipificacdo, constatou-se que 56,2% dos
bidtipos encontrados correspondiam a hospedeiros especificos e 43,8% a hospedeiros
nao especificos. Os bidtipos mais prevalentes foram os bidtipos com hospedeiro nao
especifico K B" A (23,4%), o biodtipo bovino (22,8%) e o bidtipo de aves (18,6%). Na
Cooperativa dos Lourais, os biotipos mais prevalentes foram o biotipo aves, o bidtipo K
B" A e o bidtipo humano. Contrariamente na Cooperativa da Beira, os bidtipos mais
frequentes foram o bidtipo bovino, o bidtipo ndo especifico K B A e o bidtipo aves. Os
isolados de S. aureus foram também comparados quanto a produgdo de lecitinase e
lipase, e os resultados relacionados com os biotipos, humano e bovino. Uma elevada
percentagem de isolados pertencentes ao bidtipo humano apresentou reacgdes positivas
para a lecitinase em comparagdao com os isolados pertencentes ao biotipo bovino, que
apresentaram baixa percentagem desta reaccdo. Estes resultados estdo de acordo com os
de outros autores (Owens e John, 1975; O'Toole, 1987; Matos, 1988; Matos et al.,
1995).

Palavras-chave: leite cru; Queijo S3ao Jorge DOP; S. aureus; bactofugacio;
biotipificacao.
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Abstract

Staphylococcus aureus (S. aureus) has been identified as the most significant
microbial contamination in S3o Jorge DOP cheese. The research that is here presented —
conducted in two local dairy cooperatives, the Cooperative of Beira and the Cooperative
of Lourais, during 12 weeks, from February to May 2011 — addresses this subject. The
study took into account the dynamic growth of the bacteria during the manufacture of
this cheese as well as possible sources of contamination. The behavior of S. aureus in
cheese depends on the manufacturing process and its consequent ability to withstand
various stresses throughout. Taken into account this information, the main objective of
this research was to evaluate the growth dynamics of S. aureus during the manufacture
of Sao Jorge cheese and to assess possible sources of contamination. For this purpose,
samples were collected from raw milk, milk before adding rennet, whey, drained curds
and "whey starter". This research paper will also take into account the influence of the
bactofugation process on the count of S. aureus, somatic cells and mesophilic count,
total fat, protein and fat-free solids. Considering that the only cooperative using
bactofugation was Beira, it will also consider the differences in these parameters
between the two cooperatives.

188 isolates were collected in the selective Baird-Parker medium, modified by
Devriese (1981), of which 167 were confirmed as being S. aureus. These isolates were
later biotipified according to the method of Devriese (1984), adapted by Matos (1988).

In relation to the count of S. aureus in raw milk of the two cooperatives, it was
found that the average value was higher in Beira Cooperative, 1165 cfu/mL, while in the
Cooperative of Lourais was 755 cfu/mL. These values were below the maximum value
allowed by the Commission Regulation (EC) No 2073/2005 of 15 November 2005. The
bactofugation process used in the Cooperative of Beira had statistically significant
influences on the average of somatic cell count (SCC), in total mesophilic count and the
count of S. aureus over. We conclude that the bactofugation process, despite having as
primary function the elimination of bacterial spores in milk, influenced the reduction of
total mesophilic, somatic cells and S. aureus counts —presenting itself as an effective
mean to improve the characteristics of milk. This study also shows that this processing
method is remarkably beneficial when attempting to reduce pathogenic bacteria such as
S. aureus. Despite the fact, the bactofugation also had negative effects on the chemical
quality of milk, this considering that the average content of fat-free solids (SNF) and
protein decreased significantly.

Regarding the evolution of the growth of S. aureus during the manufacture of
cheese, the study suggests that there were no statistically significant differences between
the count of S. aureus in raw milk and milk in cheese vat just before the addition of curd
and whey. However there were statistically significant differences between the average
count of S. aureus in milk in the vat, the curd, whey and curd where it reached the
highest counts. The evolution of the growth of S. aureus during the manufacture of
cheese was similar in the two studied cooperatives. The absolute values were quite
different, being higher in the Cooperative Beira due to the bactofugation process.
Considering that the Commission Regulation (EC) No 2073/2005 of 15 November 2005
stipulates that the maximum values should be checked "when it is expected that the
number of staphylococci is higher" the counts obtained in the curd at the Cooperative in
Beira were well below the threshold value (m = 10* cfu/g). As for the Lourais
Cooperative, the count values exceeded this benchmark however without reaching the
maximum permissible limit (M = 10° cfu/g), assuming for this purpose that the vast
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majority of coagulase positive were in this case S. aureus. In this respect, the final
heating, "cooking the curd," was a determining factor.

Regarding the results of biotyping, it was found that 56.2% of the biotypes
corresponded to specific hosts and 43.8% to non-specific hosts. The most prevalent
biotypes were non host-specific K- B-A (23.4%), the bovine biotype (22.8%) and
poultry biotype (18.6%). In the Lourais Cooperative, the most prevalent biotopes were
the poultry biotype, biotype K+B-A and the human biotype. Unlike the Cooperative of
Beira, where the most frequent biotypes were the bovine, poultry and non specific
biotype K + B -A. The isolates of S. aureus were also compared to quantitative
production of lecithinase and lipase, and the results between the human and bovine
biotypes. A high percentage of isolates belonging to the human biotype showed positive
reactions to the lecithinase compared to bovine isolates belonging to bovine biotype,
which had a low percentage when exposed to this reaction. These results are in
agreement with those proposed by other authors (Owens and John, 1975; O'Toole,
1987; Matos 1988; Matos et al., 1995).

Keywords: raw milk, S3o Jorge DOP cheese, S. aureus, bactofugation; biotyping.
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1. Introducao

Na ilha de S. Jorge, a criagao de gado bovino para a produgdo de leite continua,
ainda hoje em dia, a ter um grande interesse por parte da populagdo local, apresentando-
se o fabrico de Queijo como a principal fonte de receitas da ilha. A qualidade do leite
entregue pelos produtores assume-se como o factor mais importante para a obtencdo de
um produto de elevada qualidade.

De acordo com a FAO (1989), os factores que contribuem para a contaminagao
do leite sdo as infec¢des no Ubere (mamites), a sujidade no ubere e nos tetos, a ma
higiene do equipamento de ordenha, as maos dos manipuladores e os panos de limpeza
do ubere. A expansdo do Queijo Sdo Jorge para novos mercados e as exigéncias em
matéria de qualidade implicitas tem levado a um grande controlo dos microrganismos
indesejaveis presentes no queijo. Por essa razdo, a identificacdo e o controlo das etapas
do processo de fabrico que possam comprometer a qualidade microbiologica do produto
¢ de grande importancia para o fabrico de queijos, particularmente os produzidos a
partir do leite cru, como ¢ o caso do Queijo Sao Jorge.

No Queijo Sao Jorge, a contaminacdo por Staphylococcus aureus (S. aureus) &
apontada como sendo, neste momento, a contaminagdo microbiana mais preocupante.
As contaminagdes por este microrganismo podem ser de origem ambiental; dos proprios
animais, em particular dos Uberes infectados; da industria; e do manuseio inadequado do
leite, uma vez que os humanos sdo, muitas vezes, portadores desta bactéria. A
contaminagdo do queijo por S. aureus pode ocorrer durante o processo de fabrico (em
qualquer fase) ou pode resultar de uma contaminacdo procedente da matéria-prima. A
presenca deste microrganismo indesejavel no leite e nos seus derivados traz prejuizos a
indtstria e a satde. Assim, a pesquisa de S. aureus e a produgdo de enterotoxinas no
alimento tornou-se uma importante ferramenta para o controlo da qualidade e seguranca
alimentar (Pereira, 2006; Necidova ef al., 2009).

O S. aureus possui uma enorme capacidade de crescer em diferentes condicdes,
pois apresenta caracteristicas peculiares, como uma faixa de temperatura de crescimento
entre os 7 e os 48 °C, sendo que a sua temperatura Optima de crescimento ¢ 37 °C;
cresce rapidamente em meios com presenga de 5-7% de NaCl; cresce numa variada
gama de pH (de 4,2 a 9,3); e multiplica-se em alimentos com valores de actividade da
agua inferiores aos normalmente considerados minimos para outras bactérias halofilas

(valor minimo para o crescimento ay = 0,86) (Wong e Bergdoll, 2002; Bhatia e Zahoor,



2007; Adams e Moss, 2008). O comportamento do S. aureus em queijos depende do
processo de fabrico e da sua consequente capacidade para resistir a diferentes factores
de stress durante o processo. Em queijos de pasta dura, como ¢ o caso do queijo Sdo
Jorge, o risco de crescimento de S. aureus depende principalmente da aplicacdo de
tratamentos térmicos na coalhada (Cretenet et al., 2011).

O presente trabalho teve como principais objectivos avaliar a dinamica de
crescimento do S. aureus durante o processo de fabrico do Queijo Sao Jorge DOP e
estudar as suas possiveis fontes de contaminacao, verificando o contributo relativo das
varias possiveis origens: animal, humano, —soro fermento”, etc., em duas Cooperativas
de Lacticinios da Ilha de Sao Jorge, na Cooperativa da Beira e na Cooperativa dos
Lourais. Verificou-se ainda qual seria a influéncia do processo de bactofugacdo nas
contagens de S. aureus, células somaticas, mesofilos totais e teores de gordura, proteina
e solidos isentos de gordura e se existiam diferencas nestes parametros entre as duas

Cooperativas, uma vez que este processo soO ¢ utilizado pela Cooperativa da Beira.



2. Revisao Bibliografica
2.1. Enquadramento histérico do Queijo Sao Jorge

Os Acores foram descobertos, ou redescobertos, entre os anos de 1432 a 1460.
Consta que o primeiro povoamento tera sido feito com animais, por Gongalo Velho, a
mando do Infante, experimentando-se assim a possibilidade de sobrevivéncia humana.

Gaspar Frutuoso, nas suas =Saudades da Terra”, num estilo pitoresco, recorda-
nos quao bem sucedido foi este inicio da pecudria agoriana:

—fudo multiplicou tanto entre o basto arvoredo, com os bons pastos que havia
de erva e rama, que quando vieram os primeiros povoadores, d’ali a alguns anos,
achavam grandes manadas deste gado em toda ela, e muito mais nas partes onde o
deitaram, pelo que havia tanta fartura nesta terra, que ndo se cortava n’aquele tempo
carne nos agougues, nem os havia, mas cada um fazia agougue em sua casa, tomando
os bois, carneiros e cabras, e mortos dependuravam a porta em uma darvore, e d’ali
partiam e comiam quanto queriam...”.

O primeiro aproveitamento pecuario tera sido essencialmente da carne e 13, para
abastecimento das populagdes e das naus, ndo merecendo inicialmente o leite grande
apreco por parte do lavrador, conforme se depreende das palavras de Frutuoso. —Jodo
do Outeiro da Ribeira Grande, tinha um curral de gado nas Feteiras, e era tanto o leite,
que de continuo tinham na cafila os pastores cinco e seis céstos grandes de leite
escorrido, porque deitavam fetos debaixo dos céstos grandes e o leite em cima a
escorrer, o qual davam aos porcos e as galinhas; e, para ordenhar as vezes as vacas
em um dia, deitavam o leite dos outros dias fora”.

A produgdo de queijo na ilha de Sdo Jorge terd ocorrido nos primoérdios da
colonizacdo, ja que Gaspar Frutuoso refere nas Saudades da Terra (Livro VI, capitulo
339, intitulado —Pa Descri¢ao da Ilha de S. Jorge”), que —kd nela muito gado vacum,
ovelhum e cabrum, do leite do qual se fazem muitos queijos em todo o ano, o que dizem
ser os melhores de todas as ilhas dos Agores, por causa dos pastos...”"

A natureza dos pastos e a introducdo de gado na Ilha, ainda antes do seu
povoamento, terdo feito com que os primeiros colonos recorressem naturalmente a
transformagao do leite em queijo, como forma de o aproveitar e conservar. Inicialmente
¢ provavel que esse leite fosse produzido ndo s6 por vacas, mas também por ovelhas e

cabras.



A presenga de um grande nimero de flamengos entre os primeiros povoadores,
com destaque para o grupo capitaneado por Willelm van der Haagen (Flanders, Bruges
or Maastricht, 1430 - Topo, Sdo Jorge, 1510), terd contribuido certamente para esta
tradicdo e o tipo de queijo fabricado na Ilha.

José Pereira da Cunha da Silveira e Sousa Junior, ele proprio um dinamizador do
fabrico do queijo em Sao Jorge, no século XIX, escreveu em 1887 que “S. Jorge,
cognominada a terra do queijo e onde hd mais de um século se manipula
industrialmente o leite, tem-se em bem verdade, multiplicado o numero de
fabricantes....” (Uniqueijo, 2011). J& em meados do século XVIII, o fabrico de queijo
se expandira bastante, exportando-se para as restantes ilhas dos Agores (Terceira, S.
Miguel e Faial), conforme confirmam os registos municipais (Uniqueijo, 2011).

A familia Cunha da Silveira introduziu melhorias tecnoldgicas na producao de
queijo, recorrendo a vinda de técnicos estrangeiros, nomeadamente Fernand Ranchel,
um flamengo, que desenvolveu o seu trabalho no lugar do Loural (Kongo, 2010;
Uniqueijo, 2011).

Desde cedo os queijos de Sao Jorge terdo assumido uma forma cilindrica e de
grandes dimensdes. Ernesto de Lacerda Lavalliere Rebelo (Lisboa, 26 de Abril de 1842
— Horta, 15 de Novembro de 1890), um escritor faialense, refere-se a um queijo em
particular, fabricado em Sado Jorge para oferta ao bispo de Angra, D. Jos¢ Pegado de
Azevedo, de visita a ilha do Faial. Este queijo terd sido descarregado no porto do Faial
em padiola, as costas de quatro homens (Uniqueijo, 2011).

Mais recentemente, no século XX, o médico veterinario Dr. Patrick Keating
(Horta, 1915 — Porto, 2011), agoriano de ascendéncia irlandesa, especializado em
Lacticinios pelo Instituto Rosell, Canad4d, e em Lactologia, pela Universidade de
Reading, Reino Unido, terd tido uma grande influéncia no fabrico do queijo em Sao
Jorge, com a introducdo do aquecimento das cubas de fabrico, processo que contribui
para uma maior acidificagdo da massa e melhor conservagdo do queijo, em curas
prolongadas. Esta modificagdo terd aproximado a textura e o tipo de queijo até ai
fabricado —& frio” ao queijo Cheddar inglés.

Por volta de 1870, transformava-se em Sdo Jorge um volume de cerca de 4
milhdes de litros de leite e cerca de 340 toneladas de queijo e 60 toneladas de manteiga
(Souza, 1887; citado por Kongo, 2010). Os fabricantes e os produtores de leite

estabeleciam os precos a pagar por —eanada” de leite, mediante contrato anual.



No inicio do século XX existiam mais de 84 —fabricas” (cooperativas) de queijo
Sao Jorge, e, em 1937, contabilizavam-se ainda 40 unidades de transformagdo. A
proliferagdo de unidades de produgdo de queijo em Sdo Jorge foi tal que causou uma
escassez de leite para consumo na ilha, resultando na subida de prego do leite e das
pastagens, o que levou as autoridades locais a promulgarem um acérdao obrigando os
produtores a venda de leite para consumo directo (Avellar, 1902; citado por Kongo,
2010).

No inicio do século XX, a industria local adaptou-se com a aquisi¢do de
maquinaria considerada moderna para o tempo. Esta adaptagdo reabilitou a industria
local, surgindo novas unidades que fabricavam queijos de boa qualidade e muito
apreciados no mercado de Lisboa. Em 2000, contabilizavam-se na ilha apenas nove
Cooperativas de producdo de queijo, sendo estas as Cooperativas do Topo, Lourais,
Norte Pequeno, Norte Grande, Santo Antonio, Beira, Rosais, Manadas e Santo Amaro.

A importancia da actividade queijeira em S3o Jorge ¢ a sua manutengdo até aos
nossos dias implicou o desenvolvimento do movimento cooperativo - um dos mais
antigos do pais (a Cooperativa da Beira foi fundada em 1927). Este desenvolvimento
culminou na década de 80 com a formag¢ao da UNIQUEIJO, Unido de Cooperativas de
Sao Jorge, levando a reducdo do numero de fabricas. Em 2004, foi criada a LactAcores
— empresa constituida por unides de cooperativas de lacticinios de S. Miguel, S. Jorge e
Faial (UNILEITE, UNIQUEIJO e CALF) - que tem como objectivo primeiro a
comercializagdo dos produtos lacteos transformados pelas suas fabricas. Em 2006, por
decisdao do executivo regional, estipulou-se a reducdo do numero de cooperativas em
Sao Jorge para trés: UNIQUEIJO (zona Oeste da ilha); LOURALIS (centro da ilha); e
FINISTERRA (zona este da ilha).

O Queijo Sao Jorge ostenta a distingio DOP (Denominagdo de Origem
Protegida) que foi oficialmente reconhecida e estabelecida desde 1986 e as suas
caracteristicas estdo descritas no Decreto Regulamentar Regional n.° 24/86/A, de 9 de

Julho.

2.2. Qualidade microbioldgica do leite para o fabrico de queijo

A qualidade higiénica do leite ¢ um elemento fundamental da confianca
associada pelo consumidor aos produtos lacteos. A qualidade do leite ¢
multidimensional e ndo simples, requerendo da parte do produtor uma compreensao de

todo o sistema de producao.



Um leite obtido de uma vaca saudéavel e directamente do interior do seu ubere ¢
estéril. A existéncia de mamites, o contacto do leite com o equipamento € com as maos
do ordenhador, e a presenga de bactérias no canal e exterior do teto, torna possivel a
contaminagao do leite, mesmo quando se ordenha em condi¢cdes maximas de limpeza. O
canal e a pele do teto, o ar do estdbulo ou a sala de ordenha e os quartos com mamites,
contribuem no méaximo com 10% da carga microbiana inicial do leite. Os restantes 90%
tém origem nos equipamentos de ordenha e no vasilhame. Esta carga inicial de germes ¢
um factor importante para a producado de leite de maxima qualidade.

A regulamentacdo higiénica e sanitaria actualmente em vigor no sector dos
lacticinios resulta da transcricdo para o direito portugués das normas comunitarias
(Regulamento (CE) n.° 853/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de Abril
de 2004). A indtstria ndo deve transformar leite cuja contagem de células somaticas
(CCS) e a contagem de microrganismos totais excedam, respectivamente, 400.000
cs/mL e 100.000 ufc/mL para o leite de vaca cru, e 1.500.000 ufc/mL para o leite de
outras espécies (sem tratamento térmico). Caso o leite destas ultimas se destine ao
fabrico em cru, o limite reduz-se para 500.000 ufc/mL.

Para além disso, nos termos do Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comissao,
de 15 de Novembro de 2005, relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros

alimenticios, no caso do leite destinado ao fabrico de queijos com leite cru, devem

observar-se os seguintes critérios relativos aos Estafilococos coagulase positivos: m =
10* ufc/g; M = 10° ufc/g; n =5; e ¢ = 2. Em que, m = niimero limiar de bactérias; M =
nimero maximo de bactérias admissivel; ¢ = nimero de unidades da amostra em que ¢
admissivel que se ultrapasse o valor de m mas ndo de M e n = nimero de unidades que
compdem a amostra.

As bactérias que aparecem no leite tém origem principalmente na superficie do
ubere e dos tetos; no leite das vacas com mamites; nas superficies do equipamento da
ordenha, das bilhas ou dos tanques; e no ar (pouco). Para que se verifiquem baixas
contagens de bactérias no leite contribuem varios factores como a higiene da ordenha,
particularmente a secagem dos tetos com toalha individual; a higiene do estabulo,
especialmente das camas; a limpeza das vacas; a higiene do equipamento de ordenha,
particularmente das tetinas e outras borrachas, do lactoduto, dos pulsadores, da linha de
vacuo e do tanque de reserva de vacuo; o método de ordenha; a filtragdo do leite; e a
limpeza do tanque de refrigeracdo. Para diminuir a contaminagao a partir do ubere e dos

tetos, devem manter-se as vacas, entre as ordenhas, num local limpo (Blowey e
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Edmondson, 2010). Neste aspecto, os animais criados nos Agores sao privilegiados,
uma vez que sdo mantidos em condigdes naturais, na pastagem. A selec¢do para uberes
bem conformados, uma tosquia dos Uberes uma vez por ano apds o parto, € a limpeza e
desinfeccao do teto antes de cada ordenha, com uma simples toalha de papel, individual,
ligeiramente humedecida com agua e desinfectante para os tetos, poderiam ainda ajudar

a controlar os microrganismos com esta origem.

2.3. As Mamites como Factores determinantes para a Qualidade do leite

As mamites sdo uma grande preocupagao para os produtores de leite e para a
industria de alimentos em todo o mundo, por razdes de rentabilidade agricola, qualidade
dos alimentos, sanidade animal e satide publica (Zadoks, 2002). As mamites sdo a causa
mais comum de doenga infecciosa que afecta as vacas leiteiras e continua a ser a doenga
de maior importancia economica nas industrias de lacticinios em todo o Mundo
(Gillespie e Oliver, 2005). O termo mamite tem as suas raizes na palavra grega
—-mastos” que significa mama (glandula mamaria) (Matos, 1988).

As mamites bovinas sdo definidas como uma inflamacdo do tecido da glandula
mamaria, geralmente em resposta a uma infec¢do microbiana no ubere (Matos, 1988;
Bradley, 2002; Zadoks, 2002).

A inflamagdo do ubere bovino ¢ geralmente causada por uma infecgdo,
principalmente por bactérias, mas também pode ser o resultado de uma inflamacdo
estéril devido a agentes quimicos, trauma fisico ou mecéanico. As infecgdes
intramamarias podem ser acompanhadas por sinais visiveis, como coagulacdo e
descoloragdo do leite, inchago e descoloracao do ubere, febre, anorexia e até mesmo a
morte. Quando os sinais sdo perceptiveis a olho nu, a infec¢do causa mamite clinica.
Quando ndo ha sinais visiveis, a presenga do patdogeno resulta em mamite subclinica, e
técnicas de laboratério, como a CCS e a cultura bacterioldgica, de amostras de leite de
cada quarto, sdo necessarias para detectar a infeccdo. As mamites subclinicas sdo
caracterizadas pela redugdo da secrecdo de leite e pela alteracdo da composicao do leite
(Harmon, 1994; Zadoks, 2002). A mamite clinica pode ser dividida em trés tipos:
superaguda, aguda e cronica (Matos, 1988).

As mamites subclinicas t€ém maior importancia econémica do que as mamites
clinicas, pelo facto de serem mais numerosas (Matos, 1988).

Os principais factores relacionados com a alteracdo dos componentes do leite

sdo as lesdes das células epiteliais secretoras de leite, que podem resultar em alteracdes

7



da concentragdo de lactose, proteina e gordura; e aumento da permeabilidade vascular,
que determina o aumento da passagem de substancias do sangue para o leite, tais como
sodio, cloro, imunoglobulinas e outras proteinas séricas (Steffert, 1993; citado por
Cunha et al., 2008).

As mamites resultam em danos nos tecidos e diminui¢do da capacidade de
sintese do complexo enzimatico das células secretoras, pelo que a biossintese de lactose
também ¢ reduzida. A concentragdo de lactose no leite pode ser usada como um
indicador da mamite, uma vez que esta diminui claramente durante a inflamagdo
(Pyorala, 2003).

Durante as mamites ¢ comum observar-se um aumento no nimero de células
somaticas (neutréfilos) no leite (Oviedo-Boyso et al., 2007). A CCS ¢ um indicador da
intensidade da defesa celular imunologica. O leite proveniente de Uberes saudaveis
exibe uma contagem celular fisiolégica basal que varia entre 50.000 a 200.000
células/mL de leite, dependendo da idade da vaca. Vacas com mamites subclinicas
podem excretar até alguns milhdes de células por mililitro, mas a excrecao

comummente varia de 200.000 a 500.000 células/mL (Urech et al., 1998).

2.3.1. Células Somaticas

As células somaticas (do grego "soma" = corpo) sdo células provenientes do
organismo da vaca definindo-se por oposi¢do a presenca eventual no leite de células
estranhas ao animal (Serieys, 1985). Este grupo de células é composto principalmente
por leucocitos, chamados globulos brancos do sangue, que incluem os macréfagos, os
linfécitos e os neutrofilos (PMNs). As células epiteliais encontram-se presentes em

menor nimero (Bradley, 2002) (Quadro 1).

Quadro 1. Tipos de células somaticas (%) num ubere sdo e num ubere
com mamites (x1.000).

Ubere sio Ubere com mamites
PMNs 3-26 40-98
Linfécitos 10-24 2-5
Eosinofilos 0-1
Macréfagos 35-79
Células Epiteliais 2-15
(Lee et al., 1980; Miller et al., 1993; Paape et al., 2002a,b; Mehrzad et

al., 2010)



Na glandula mamaria saudédvel as células somaticas nao ultrapassam as 200.000
por mL, sendo os macrofagos o tipo celular predominante, bem como alguns linfocitos.
Por outro lado, os neutréfilos e as células epiteliais encontram-se em menor nimero.
Ocorrendo uma infeccdo, esta relagdo altera-se radicalmente, passando os neutrofilos
(PMNs) a serem as células representadas em maioria podendo atingir mesmo os 100%.
Esta transi¢ao pode ocorrer em apenas algumas horas (Persson et al., 1992). O afluxo de
neutr6filos PMNs ao leite ¢ demonstrativo da infec¢do da glandula mamaria. A
contagem global e indiferenciada do conjunto destas células, qualquer que seja o seu
tipo, constitui uma medida suficiente e muito mais facil de determinar (Serieys, 1985).

As células somaticas ndo s3o a causa das mamites, mas sdo a resposta defensiva
necessaria contra a presenga de microbios na glandula mamaria. O leite da glandula
mamaria saudavel, ndo infectada, contém sempre algumas células somaticas, embora
em pequeno numero. Um estudo efectuado por Eberhart et al., (1979) indica que 50%
das vacas sds tém contagens inferiores a 100.000 cs/mL e 80% menos de 200.000
cs/mL. A facilidade com que estas células podem ser contadas electronicamente (através
de aparelhos como o Fossomatic, o Coulter Counter, etc.), faz delas um parametro
muito utilizado para o pagamento do leite em muitos paises.

As bactérias que causam uma maior elevagdo da CCS sdo as bactérias mais
virulentas, chamadas agentes patogénicos maiores: S. aureus, Coliformes,
Estreptococos (S. agalactiae, S. uberis, S. dysgalactie) e Enterococos (E. faecium e
faecalis). Os agentes patogénicos menores, Corynebacterium bovis e alguns
Staphylococcus Coag’, provocam um aumento negligenciavel da contagem das células
somaticas (Harmon e Langlois, 1986; Hillerton e Berry, 2005).

Uma correcta interpretacdo do resultado global da contagem de células
somaticas totais (CCST) num rebanho, assim como a contagem de células somaticas
individuais na vaca (CCSI) e a contagem de células somaticas individuais de cada
quarto (CCSIQ), facilitam uma avaliacdo epidemiologica das infecgdes do Ubere,
focando-se a aten¢do na causa mais provavel da existéncia de um problema, ou
problemas, de mamites num rebanho. A combinagdo da CCS com culturas
bacteriologicas e observagdes de campo resultam na formulacdo de medidas especificas
para cada rebanho (Reneau, 1985).

O aumento da CCS tem uma correlacdo negativa com a producdo de leite
(hipogalactia) (Quadro 2) (Ward e Schultz, 1972; Raubertas e Shook, 1982; Fox et al.,
1985; Fetrow et al., 1988).



Quadro 2. Correlacdo negativa entre a CCST e a produgdo de leite dos
rebanhos leiteiros (CCST X 1.000) (Adaptado de Harmon, 1994).

CCST % Quartos Infectados % Perca de Produgdo
200 6 0
500 16 6
1000 32 18
1500 48 29

A correlacdo entre a CCS e a percentagem de quartos infectados num rebanho
nao ¢ muito elevada (r = 0.64), razao pela qual este parametro ndo devera ser utilizado
como critério de decisdo Unico para o tratamento. Alguns estudos suportam a ideia de
que a reducdo na produgdo se deve ao dano feito ao epitélio mamario, pelos neutrofilos
em migragdo, enquanto que outros estudos sugerem que outros mecanismos fisioldgicos
da inflamagdo possam estar envolvidos (Shuster er al., 1991a,b). A injeccdo de
endotoxina provoca a quebra de producdo em quartos tratados (inflamados) e nao
tratados (n3o inflamados), o mesmo acontecendo quando se faz a injec¢do da
endotoxina intravenosamente, sugerindo uma justificacdo sistémica para a perca de
producdo. Os mesmos autores descobriram que as vacas tornadas parcialmente
refractdrias recuperavam rapidamente a producdo de leite apds tratamento com
endotoxina, mesmo na presenga de um influxo intenso de leucdcitos nos quartos
tratados (Shuster et al., 1991a,b).

As CCS sdo mais elevadas no Verdo, coincidindo com um aumento do niimero
de infeccdes que ocorrem neste periodo. O cio ndo tem qualquer efeito sobre a CCS
(Paape et al., 1973; Guidry et al., 1975; Smith ef al., 1985; Hogan et al., 1989; citados
por Matos, 1988).

O leite rico em células somaticas contém teores muito elevados de plasmina,
uma enzima responsavel pela degradagdo, menor qualidade e rendimento dos lacticinios
(Matos, 1988). As alteragdes da composicao do leite devido as mamites sao multiplas

como se observa no Quadro 3.
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Quadro 3. Sintese dos efeitos negativos associados a elevada CCS e
as alteracdes da composicdo do leite.

4 Gordura i) Proteina do Soro
4 Lactose i) Imunoglobulinas
4 Ponto de Congelagdo i) Sédio

4 Caseina Total i) Cloro

0 Potassio 1 Lactoferrina

0 Calcio

0 Magnésio

4 Fosforo

(Matos, 1988; Harmon, 1994; Pyoraléd, 2003; Batavani et al., 2007)

O controlo das mamites deve ser feito através do uso sistematico de pelo menos
5 medidas de controlo: desinfec¢do dos tetos apds a ordenha, tratamento de secagem,
tratamento imediato das mamites clinicas, reforma de vacas com mamites cronicas e
manuten¢do e um bom funcionamento da maquina de ordenha (Blowey e Edmonson

2010).

2.3.2. Etiologia das mamites

Microrganismos tao diversos como bactérias, fungos, micoplasma e algas tém
sido implicados como causas da mamite (Bradley, 2002). Watts (1988) identificou 137
espécies microbianas causadoras desta doenga e, segundo a literatura cientifica actual
existem cerca de 200 microrganismos diferentes (Blowey e Edmondson, 2010).

Existem dois tipos bésicos de mamites: a contagiosa, causada por patdégenos
contagiosos, € a ambiental, causada por patogenos ambientais. Os patdogenos
contagiosos podem ser considerados como organismos adaptados para sobreviver dentro
do hospedeiro, em particular na glandula mamadria, e sdo capazes de estabelecer
infecgdes subclinicas, que se manifestam tipicamente com elevacdo na CCS no leite.
Pelo contrario, os patdgenos ambientais sdo descritos como invasores oportunistas da
glandula mamaria, ndo adaptados para a sobrevivéncia dentro do hospedeiro, uma vez
que ao —tnvadirem” e se multiplicarem, ocorre uma resposta imunitdria que os elimina
rapidamente. Os maiores patégenos contagiosos sdo o S. aureus, Streptococus
dysgalactiae e Streptococcus agalactiae, enquanto que os maiores patogenos ambientais
compreendem a Escherichia coli e o Streptococcus uberis. Dentro dos patogenos

contagiosos também se encontram os Staphylococcus coagulase-negativos,
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Corynebacterium bovis e Mycoplasma. Relativamente aos patogenos ambientais,
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Pasteurella, Streptococcus faecalis, fungos,
leveduras e outros coliformes como Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e
Pseudomonas aeruginosa sao outros dos microrganismos causadores das mamites

(Bradley, 2002; Blowey ¢ Edmondson, 2010).

2.4. Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus ¢ formado, actualmente, por 32 espécies. Destas, o S.
aureus ¢ a mais relacionada a casos e a surtos de intoxicagdo alimentar, devido a
capacidade de producdo de enterotoxinas pela maioria das suas estirpes (Gandra, 2003).
O habitat principal dos estafilococos ¢ a pele, as glandulas da pele e as membranas
mucosas dos animais de sangue quente. Varias espécies estdo associadas a determinados
hospedeiros, por exemplo o S. hyicus com porcos, € o S. gallinarum com galinhas, mas,
o S. aureus ¢ mais generalizado, ocorrendo mais frequentemente na pele dos primatas
superiores. Nos seres humanos, ¢ particularmente associado com o trato nasal, onde ¢
encontrado em 30-50% dos individuos saudaveis (Wong e Bergdoll, 2002; Loir et al.,
2003; Adams e Moss, 2008). Pode ser encontrado nas fezes e, esporadicamente, a partir
de uma vasta gama de outros locais ambientais, como nas superficies de plantas, poeira
e ar (Adams e Moss, 2008).

O S. aureus foi descoberto na década de 80, do século XIX e, desde essa data,
tem sido apontado como patogénico (Deurenberg e Stobberingh, 2008). Os S. aureus
sao Gram-positivos, sdo cocos com forma esférica a ovoide, com didmetro variando
entre 0,5 e 1,5 um, sdo imoveis e nao formadores de esporos (Gandra, 2003; Adams e
Moss, 2008). A divisdo celular ocorre em mais do que um plano, de modo a que
formem grupos lembrando cachos de uvas (Adams e Moss, 2008). Entre as
caracteristicas morfo-fisioldgicas do S. aureus, destacam-se as seguintes: coagulase
positivos, B-hemoliticos, maltose e manitol positivos e formadores de coldnias
pigmentadas (Jay, 1994).

Os estafilococos sdao catalase positivos, oxidase-negativos e anaerobios
facultativos (Bhatia e Zahoor, 2007; Adams e Moss, 2008). A sua capacidade de
fermentar a glicose pode ser usada para distingui-los do género Micrococcus
estritamente aerobios, embora existam espécies em ambos 0s géneros em que esta
distingdo nao ¢ clara, devido a baixa produgdo de acido por alguns estafilococos e

producao de pequenas quantidades de acido, em condi¢des anaerdbias por alguns
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micrococos. A producdo de enterotoxinas ¢ adversamente afectada por condigdes
anaerobias muito mais do que o crescimento (Adams e Moss, 2008).

O S. aureus ¢ um mesofilo tipico, com uma faixa de temperatura de crescimento
entre os 7 e os 48 °C e uma temperatura optima a 37 °C (Bhatia e Zahoor, 2007). As
enterotoxinas estafilocdcicas, por outro lado, sao produzidas entre 10 e 46 °C, com uma
temperatura 6ptima a 35 - 40 °C (Smith et al., 1983; Adams e Moss, 2008) e apresentam
elevada resisténcia térmica, podendo sobreviver aos tratamentos térmicos comummente
aplicados ao leite, como a pasteurizagao (Fagundes e Oliveira, 2004). Relativamente ao
pH, ¢ capaz de crescer numa vasta gama de pH de 4,2 a 9,3, com um O&ptimo
desenvolvimento a 7 - 7,5 (Bhatia e Zahoor, 2007).

Uma caracteristica do S. aureus, que constitui um aspecto particularmente
importante em alguns alimentos, ¢ a sua tolerdncia ao sal (NaCl), crescendo
rapidamente em meios contendo 5-7% de NaCl, sendo algumas estirpes capazes de
crescer em até 15-20% de NaCl, o que faz com que os alimentos curados também sejam
veiculos potenciais de intoxicacdo (Wong e Bergdoll, 2002; Bhatia e Zahoor, 2007;
Adams e Moss, 2008).

Quanto a actividade da agua (ay), os estafilococos sdo inicos na sua capacidade
de se multiplicarem em alimentos com valores de actividade da agua inferiores aos
normalmente considerados minimos para outras bactérias haléfilas. O valor minimo de
ay para o crescimento ¢ 0,86, apesar de ja ter sido relatada a multiplicagdo desses
microrganismos em alimentos com ay, de 0,83 (Wong e Bergdoll, 2002; Pereira, 2006;
Adams e Moss, 2008). Mais uma vez, o intervalo em que ocorre a producdo de
enterotoxinas ¢ mais limitado, com um a, minimo registado de 0,86. Embora,
normalmente o S. aureus seja uma bactéria inofensiva, quando na superficie do corpo
humano, onde desempenha um papel util, metabolizando produtos para a pele e,
eventualmente, prevenindo a colonizacdo da pele por micrébios patogénicos, pode
causar abcessos menores da pele, tais como furinculos e, de um modo mais grave, pode
actuar como um patogeno oportunista, quando a barreira da pele ¢ violada ou a
resisténcia do hospedeiro ¢ baixa (Adams e Moss, 2008).

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescer em diferentes condi¢des
ambientais fazem com que o S. aureus se desenvolva com facilidade em varios

alimentos (Loir et al., 2003).
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2.4.1. Mamite causada por S. aureus

A maior causa das mamites bovinas resulta da infec¢do do ubere por bactérias
patogénicas (Phuektes et al., 2001) e estas constituem a principal fonte de contaminagao
do leite com estes agentes. O S. aureus representa o maior agente causador de mamites
contagiosas nos bovinos (Fox e Gay, 1993; Peles et al., 2007). Ha cerca de 40 anos
atras, o S. aureus infectava mais de 50% das vacas leiteiras (Hillerton e Berry, 2005).

As infecgdes intramamadrias causadas por S. aureus, € também por outras
espécies bacterianas, sao devidas a entrada das bactérias através do canal do teto para a
glandula mamaria. Um quarto do tUbere da vaca ¢ geralmente infectado
independentemente dos outros trés (Sutra e Poutrel, 1994).

A presenga de lesdes na pele do teto, como fissuras, permite a colonizagao
persistente da pele por S. aureus (Sutra e Poutrel, 1994). Os principais reservatorios
do S. aureus nas vacas sdo uberes infectados, canais do teto, lesdes e pele do teto,
focinho e narinas (Petersson-Wolfe et al., 2010). Como o S. aureus estd principalmente
localizado no ubere, a transmissdo de bactérias de teto para teto na mesma vaca ou de
uma vaca para outra, normalmente ocorre durante a ordenha (Sutra e Poutrel, 1994). Os
principais vectores de transmissao sao as maos dos ordenhadores, os panos usados para
lavar e secar o ubere, os copos de ordenha, moscas e o leite contaminado que pode fluir
para volta do teto durante a ordenha, como consequéncia de variagdes bruscas de vacuo
na maquina de ordenha (Bramley e Todd, 1984; citado por Sutra e Poutrel, 1994;
Petersson-Wolfe et al., 2010).

O S. aureus pode ter acesso ao leite tanto pela excrecao directa das glandulas
mamarias com mamite estafilococica clinica ou subclinica, como por contaminacdo do
meio ambiente durante a manipulacdo e transformacdo de leite cru (Scherrer et al.,
2004; Jorgensen et al., 2005).

O reservatorio primario do S. aureus ¢ dentro da glandula mamaria. Os
estafilococos sdo notoriamente dificeis de tratar, uma vez que, quando a infecgao ja esta
estabelecida, torna-se extremamente dificil a sua eliminacao. O tratamento de infec¢des
primarias em novilhas pode resultar numa melhor taxa de resposta, porém, vacas mais
velhas cronicamente infectadas podem ter taxas de cura bacteriologicas tdo baixas
quanto 10%. As razdes que levam a uma baixa eficdcia no tratamento prendem-se com
o facto de que, quando os estafilococos ja se encontram estabelecidos no tbere, ocorrer
a formacdo de uma barreira de tecido fibroso que permite uma baixa penetracdo dos

antibioticos; e do S. aureus ser capaz de sobreviver dentro dos macrofagos, leucocitos e
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células epiteliais, estando assim fora do alcance dos antibidticos. Quando os neutréfilos
morrem (normalmente em 1 ou 2 dias), a bactéria ¢ libertada para retomar o processo de
infeccdo. Os antibidticos podem circular dentro dos fluidos corporais, mas na sua
maioria, sdo incapazes de penetrar as células. Estes factores também explicam, em
parte, as CCS e as taxas de excrecao bacteriana muito varidveis, em vacas cronicamente
infectadas com S. aureus. Por outro lado, devido a excrecao intermitente ¢ excre¢ao em
numero reduzido, apenas cerca de um ter¢o das amostras de leite de vacas efectivamente
infectadas evidenciam culturas positivas. As pobres respostas ao tratamento também
enfatizam a importancia das medidas profilaticas, assegurando que as vacas nao sejam
infectadas (Blowey e Edmondson, 2010; Petersson-Wolfe et al., 2010).

O S. aureus produz toxinas que destroem as membranas celulares e podem
danificar directamente os tecidos produtores de leite. Os leucécitos sdo atraidos para o
local da infeccao, onde a tentam travar. Inicialmente, as bactérias danificam os tecidos
de revestimento dos tetos e as glandulas, que eventualmente levam a formacao de tecido
cicatricial (Figura 1). A bactéria, em seguida, desloca-se para o sistema de ductos e
estabelece bolsas de infeccdo profundas nas células secretoras de leite (alvéolos).
Posteriormente, formam-se abcessos que constituem uma barreira para prevenir a
propaga¢do, mas permitem a bactéria evitar a detecg@o pelo sistema imune. Os abcessos
previnem que os antibioticos cheguem as células e sdo a principal razdo pela qual a

resposta ao tratamento ¢ fraca (Petersson-Wolfe et al., 2010).

Neutréfilo Vaso sanguineo
7 7 Alvéolo atrofiado
Ducto maior |
\
Quarto do tibere \ Células epiteiliais
\

danificadas

Agentes — Q)
Cisterna da antimicrobianos

glandula

Alvé it 5
Alvéolo Bactéria a ser fagocitada

pela célula somatica

\ E. coli ainvadir
\ células epiteliais

Cisterna do teto \

\ S. aureus a
\ sobreviver em

neutréfilos Células epiteliais

Bactérias invasoras \
? o\

o \
I 4 \

TRENDS in Biotechnology

Figura 1. Representagdo esquematica do desenvolvimento da mamite num ubere infectado
(adaptado de Viguier et al., 2009).
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Durante a infeccao, a destrui¢ao das células alveolares e dos ductos reduz a
producdo de leite. Estas células danificadas podem combinar-se com os leucécitos e
obstruir os ductos de leite que drenam as areas alveolares, contribuindo para uma maior
formagdo de tecido cicatricial, oclusao dos ductos, e diminui¢dao da produgdo de leite.
Os ductos podem reabrir num momento posterior, mas isto resulta numa libertagao de S.
aureus para outros locais da glandula mamaria. A disseminacgao de S. aureus dentro da
glandula resulta na formacao adicional de abcessos que podem tornar-se muito grandes

e detectaveis como carogos dentro do ubere (Petersson-Wolfe et al., 2010).

2.4.2. Outras fontes de contamina¢io por S. aureus durante o processo de fabrico
de queijos

A manipulacdo do leite e queijo pelos queijeiros, o equipamento € o ambiente
envolvente sdo algumas das fontes de contaminagdo do leite por S. aureus durante o
processo de fabrico (Jergensen et al., 2005; André et al., 2008).

Num estudo efectuado por Assumpegdo et al., (2003), a contaminagdo por S.
aureus no queijo Prato foi provavelmente causada pelos queijeiros, devido as elevadas
contagens de S. aureus nas maos e antebragos dos mesmos. A nao utilizacdo de luvas ou
a higieniza¢do inadequada das mados e antebragos podem ter sido os motivos das

elevadas contagens.

2.4.3. Factores de viruléncia

A capacidade do S. aureus interferir com as defesas bovinas resulta da acgado
multipla de factores de viruléncia, que incluem a superficie de moléculas, hemolisinas,
enzimas e um grupo de exotoxinas superantigénicas (SAg) (Honeyman et al., 2001).

A patogenicidade do S. aureus no Ubere bovino ndo estd totalmente
compreendida, mas o numero e as combinacdes de exotoxinas estafilococicas secretadas
podem ser importantes contribuintes para o potencial patogénico (Haveri et al., 2007).

Os factores de viruléncia do S. aureus podem ser agrupados de acordo com os
componentes da parede celular, componentes superficiais da célula e produtos

extracelulares (Matos, 1988).

2.4.3.1. Componentes da parede celular
A parede celular tem que suportar a enorme pressao interna para evitar a lise da

célula bacteriana. No entanto, as células também devem crescer e, para que isso ocorra,
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a parede celular deve ampliar, processo este que requer varias enzimas. As enzimas
denominadas autolisinas quebram as liga¢des cruzadas na teia da parede celular e as
enzimas transpeptidases ampliam a parede celular e fecham-na. Uma das formas
classicas em que os antibidticos matam bactérias ¢ na interferéncia no processo de
construgdo de novas paredes celulares (Freeman-Cook, 2006).

A maioria das amostras de S. aureus apresenta ancorada a parede celular uma
estrutura proteica denominada proteina A (SpA) e proteinas A livres, que sdo secretadas
para fora da célula (Freeman-Cook, 2006). A SpA ¢ a maior proteina na superficie do S.
aureus (O’Seaghdha et al., 2006). Esta proteina possui a capacidade de se ligar a por¢ao
Fc de muitas subclasses de IgG, observando-se posteriormente a sua interac¢do com
outras imunoglobulinas nao-especificas, além de outros componentes do hospedeiro, o
que torna a bactéria mais resistente a ac¢do fagocitica (Hartleib et al., 2000). A SpA
liga-se as imunoglobulinas (Figura 2) e faz com que estas se agreguem e se vinculem ao
complemento. Isto esgota tanto as imunoglobulinas como o complemento, o que impede
a sua ligacdo as bactérias evitando a fagocitose. A proteina A secretada também se liga
a quaisquer anticorpos que ja estejam vinculados a bactéria, funcionando como
camuflagem para esconder eficazmente a bactéria de outros anticorpos e das células

fagocitarias (Freeman-Cook, 2006).

ol | D)

W SpA

Figura 2. Accdo da SpA. As bactérias sem SpA sdo correctamente reconhecidas por
anticorpos (a). A SpA na superficie da célula bacteriana (b) faz com que os anticorpos se
liguem as bactérias na orientagdo errada, impedindo que os leucdcitos reconhecam e
destruam as bactérias. As bactérias também secretam SpA, que pode ligar-se a anticorpos
causando aglutinacdo (Freeman-Cook, 2006).

A proteina A também se liga directamente as células produtoras de anticorpos B,
fazendo com que cometam suicidio celular (apoptose). Isto impede ndo s6 a producgdo
de anticorpos especificos, mas também a formagao de células memoria que trabalhem
para evitar a re-infec¢do (Freeman-Cook, 2006). No entanto, quando as IgG ndo estdo

presentes, a proteina A da parede celular pode activar o sistema complemento na
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superficie bacteriana e por conseguinte promover a opsonizagao (Peterson et al., 1977).

2.4.3.2. Componentes superficiais da célula

Durante a infec¢do intramamaria por S. aureus, os componentes da superficie
celular participam na adesao bacteriana aos tecidos da glandula mamaria do hospedeiro
e na resisténcia a fagocitose pelas células do leite (Sutra e Poutrel, 1994).

Um dos componentes superficiais celulares associado a factores de viruléncia ¢ a
capsula (Honeyman et al., 2001). A capsula, apresentada por algumas estirpes de S.
aureus, ¢ uma camada polissacaridica mais estavel e esta intimamente associada com a
célula bacteriana (Silva et al., 2007). A maioria dos isolados clinicos de S. aureus
produz capsula polissacaridica, tendo sido identificados 11 serotipos. De acordo com a
morfologia da coldnia, as capsulas podem ser divididas em dois grupos distintos. As
capsulas serotipo 1 e 2 sdo classificadas como capsulas tipo mucoide porque as suas
estirpes produtoras sdo fortemente encapsuladas e s3o mucosas em meio so6lido. As
capsulas serotipo 3 a 11 sdo classificadas como microcépsulas porque as estirpes com
estas capsulas tém uma fina camada capsular e formam colénias ndo mucdéides em meio
solido (Honeyman et al., 2001). A cépsula resiste as defesas imunoldgicas do
hospedeiro prejudicando a fagocitose. A natureza quimica da capsula parece prevenir a
célula fagocitica de aderir a bactéria (Tortora et al., 2010).

O peptidoglicano pode ajudar a desencadear respostas inflamatorias e imobilizar

leucocitos no foco da infec¢do (Hirsh e Zee, 1999).

2.4.3.3. Produtos extracelulares

Depois de o S. aureus penetrar na glandula, as exosecrecdes bacterianas sao
potencialmente responsaveis pela gravidade da doenga (Leitner et al., 2003). O S.
aureus ¢ capaz ainda de produzir uma série de enzimas e toxinas extracelulares. Quase
todas as estirpes secretam citotoxinas que incluem quatro hemolisinas (a, 3, y € 6) € um
grupo de enzimas que incluem nucleases, coagulases, catalases, proteases, lipases (ex.
lecitinase), hialuronidase, fosfatase, estafiloquinases e colagenases. A sua principal
funcdo ¢ poder converter tecidos locais do hospedeiro em nutrientes necessarios para o
crescimento bacteriano (Sutra e Poutrel, 1994; Dinges ef al., 2000). De entre as enzimas
produzidas, a coagulase ¢ a mais conhecida. As coagulases sdo enzimas bacterianas que
induzem a polimerizagdo de fibrinogénio em fibrina (Ikawaty et al., 2010; Tortora et al.,

2010). O fibrinogénio, proteina plasmatica produzida pelo figado, ¢ convertido pela

18



coagulase em fibrina, formando um codgulo de sangue. O coagulo de fibrina, ao redor
da célula bacteriana, protege a bactéria da fagocitose e isola-a de outras defesas do
hospedeiro, dificultando a ac¢do dos mecanismos de defesa (Prescott et al., 2002;
Tortora et al., 2010). A lecitinase ¢ uma enzima que normalmente actua na membrana
da célula animal pela sua inser¢do na membrana (formando um poro que resulta em lise
celular) ou por ataque enzimatico nos fosfolipidos, o que destabiliza a membrana
(Todar, 2011).

As hemolisinas o ¢ B sdo as mais importantes na patogénese das infeccdes
intramamarias (Park et al., 2004). A hemolisina a ¢ toxica para uma ampla gama de
c¢lulas dos mamiferos: ¢ particularmente activa contra eritrécitos, provocando a sua
lise; também ¢ dermonecrdtica e neurotdxica (Dinges ef al., 2000); e promove a
desregulacdo na transmissdo de ides através da membrana de diversos tipos de células
(Bhakdi e Tranum-Jensen, 1991). A B-hemolisina hidrolisa a esfingomielina presente na
membrana plasmatica das células da glandula mamaria da maioria dos mamiferos,
resultando num aumento da permeabilidade (Graves et al., 2007). Além disso, a
hidrolise da esfingomielina pode tornar as células mais susceptiveis a accdo da a-
hemolisina (Coelho et al., 2009). A actividade da hemolisina B requer a presenga de
Mg”" (Dinges et al., 2000).

O S. aureus produz e secreta uma grande variedade de exoproteinas que
apresentam actividade superantigénica (SAg), sendo estas pertencentes a uma familia de
toxinas pirogénicas. Estas induzem a activagdo anormal de linfocitos T e contribuem
para a capacidade de colonizar e causar doenga em hospedeiros mamiferos (Dinges et
al., 2000; Leitner et al., 2003).

Algumas estirpes produzem uma ou mais exoproteinas adicionais, que incluem a
toxina-1 da sindrome do choque toxico (TSST-1), as enterotoxinas estafilocdcicas A até
a E, as toxinas esfoliativas e a leucocidina. Cada uma dessas toxinas ¢ conhecida por ter
grandes efeitos em células do sistema imunoldgico, mas muitas delas tém também
outros efeitos bioldgicos. A sua principal funcdo in vivo pode ser a de inibir as respostas
imunes do hospedeiro para o S. aureus. A TSST-1 e as enterotoxinas estafilococicas sdo
também conhecidas como toxinas pirogénicas superantigénicas (Dinges et al., 2000).

A leucocidina apresenta accdo destrutiva direccionada a neutrofilos e
macrofagos, pela alteracdo da permeabilidade da membrana, permitindo que os S.

aureus escapem ilesos da fagocitose (Hirsh e Zee, 1999; Dinges et al., 2000).
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2.4.4. Enterotoxinas estafilocdécicas (SEs)

O S. aureus ¢ considerado a terceira causa mais importante de doenca no mundo
entre os relatos de doengas transmitidas por alimentos (Normanno et al., 2005; Boerema
et al., 2006). A presenga de S. aureus nos alimentos relaciona-se, muitas vezes, com a
manipulagdo indevida por parte do pessoal (Hatakka et al., 2000; citado por André et
al., 2008). O crescimento de S. aureus nos alimentos representa um potencial risco de
satde publica porque muitas estirpes de S. aureus produzem enterotoxinas, que causam
intoxicagdes alimentares, se ingeridas (Akineden et al., 2001; Boerema et al., 2006;
Bhatia e Zahoor, 2007). O leite e produtos lacteos t€ém sido frequentemente implicados
em intoxicagdes alimentares estafilocdcicas e o leite cru contaminado esta
frequentemente envolvido (De Buyser ef al., 2001).

As enterotoxinas estafilococicas sdo divididas em diversos tipos: SEA, SEB,
SEC, SED, SEE, TSST-1, SEG, SEH, SEI e SEJ e, com base nas diferencas sorologicas,
a enterotoxina C ¢ subdividida em SEC;, SEC, e SEC; (Kenny et al., 1993; Balaban e
Rasooly, 2000).

Alguns S. aureus isolados de leite bovino transportam diferentes SEs que
contribuem para a persisténcia de S. aureus na glandula maméria e aumentam a
patogenicidade no ubere (Kenny et al., 1993; Ferens et al., 1998). As SEs sdo uma
familia de exoproteinas que formam uma cadeia inica com um peso molecular variando
de 26,000 a 29,000 Da (Balaban e Rasooly, 2000; Normanno et al., 2005).

A enterotoxina A, relacionada com maior &nfase nos casos de toxinfecgoes
alimentares, pode ser veiculada pelo leite cru, pasteurizado e subprodutos lacteos. A
sindrome do choque toxico ¢ causada mais frequentemente pela TSST-1, porém as
enterotoxinas do tipo B e C também podem estar implicadas (Sa et al., 2004).

A gastroenterite estafilococica € causada pela ingestdo de alimentos contendo
uma ou mais enterotoxinas (Bhatia e Zahoor, 2007). Os tipos de toxina A e D,
isoladamente ou em combinagdo, sdo mais frequentemente implicados em surtos de
intoxicacdo alimentar. No Reino Unido, o tipo A ¢ responsavel por 52% dos focos, o
tipo D por 6%, os tipos A e D combinados por 19% e os tipos C e D combinados por
9% (Adams e Moss, 2008).

O aparecimento de sintomas de intoxicagdo alimentar depende da quantidade, do
tipo e da toxicidade da toxina (Bhatia e Zahoor, 2007). A susceptibilidade varia entre
individuos, mas estima-se que, em surtos, menos de 1 mg de toxina pura seja necessaria

para provocar os sintomas (Adams e Moss, 2008). A intoxicagdo alimentar por S.
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aureus € caracterizada por um curto periodo de incubagao, tipicamente uma a seis horas
(Nema et al., 2007). Os sintomas podem variar de leve, moderado a grave e incluem
colicas abdominais, nauseas, vomitos, diarreia, febre e desidratagdo e, em casos mais
graves, a morte pode sobrevir. Em casos de desidratacdo severa, palidez acentuada e
colapso pode-se necessitar de tratamento por infusdo intravenosa (Balaban e Rasooly,
2000; Fagundes e Oliveira, 2004; Bhatia e Zahoor, 2007; Adams e Moss, 2008).

As enterotoxinas produzidas e libertadas pelos estafilococos durante a sua
multiplicagdo nos alimentos sdo termoestaveis, o que indica que as temperaturas
normalmente atingidas pelos alimentos durante a sua preparacao culindria nao
interferem na sua actividade bioldgica, possibilitando a instalacdo de quadros de
intoxicacdo alimentar no homem. As SEs sdo também resistentes a inactivagdo por
proteases gastrointestinais como a pepsina, assim como pelo calor (Balaban e Rasooly,
2000).

Diversos estudos t€ém demonstrado que a produ¢do de SEs em S. aureus isolados
de mamites bovinas pode ser determinada por factores ambientais e de gestdo em cada
area geografica. Esta variabilidade genética na produg¢do de SEs contribuiu para o
surgimento de distintos perfis epidemiologicos, dependentes de estirpes predominantes
dentro de uma manada. Isto indica a necessidade de identificar cada estirpe ou subtipos
antes de aplicar medidas especificas para o controlo de mamites (Larsen et al., 2000;
Stephan et al., 2001; da Silva et al., 2005; Moon ef al., 2007).

Devido a importancia destas toxinas para a satde publica e seguranga alimentar,
a triagem eficiente da prevaléncia de estirpes enterotoxigénicas na mamite bovina €

essencial (Moon et al., 2007).

2.5. Dinamica da populacio de S. aureus durante o fabrico de queijos

Sao varios os parametros fisico-quimicos relevantes para as condi¢des de fabrico
de queijos, que afectam tanto o crescimento de S. aureus como a producdo de
enterotoxinas. Estes sdo, a acidificagdo, a quantidade de sal, a actividade da 4gua, a
temperatura, a atmosfera (aerdbia e anaerdbia) e a composicdo do leite e flora lactica
presente. Os parametros fisico-quimicos do queijo sdo influenciados pela actividade
bacteriana e esta, por sua vez, depende tanto das condigdes fisico-quimicas do leite (por
exemplo, acidez, temperatura e salinidade), como dos nutrientes presentes (por

exemplo, azoto e fontes de carbono). Uma vez que o processo de fabrico afecta os

21



parametros fisico-quimicos do queijo, o tipo de processamento condiciona o
comportamento do S. aureus no queijo (Cretenet et al., 2011).

A presenga de grande numero de bactérias do acido lactico (BAL), a descida do
pH, a concentracao de sal e a temperatura de processamento sao factores determinantes
para o destino dos microrganismos no queijo durante o processamento e
amadurecimento (Comissdo Europeia, 2003). Um estudo realizado num queijo modelo
fabricado com leite cru mostrou que, em geral, as BAL testadas eram mais eficazes a
inibir a flora contaminante quando esta era constituida apenas por um tipo de
microrganismo ¢ que, de entre as BAL testadas o Lactococcus lactis, devido ao seu
forte potencial acidificante, foi a mais eficaz no controlo de bactérias ndo desejadas,

nomeadamente o S. aureus (Pereira et al., 2009).

2.5.1. Queijo fresco

Os queijos frescos sdo preparados a partir de leite cru ou pasteurizado e, para a
grande maioria destes queijos, a coalhada ¢ obtida por accdo do coalho e pela
fermentagdo devido a acgdo de culturas de arranque ou da flora de BAL natural do leite
(Comissao Europeia, 2003; Cretenet ef al., 2011). O pH geralmente diminui para cerca
de 5 e a actividade de 4gua ¢ elevada (ay, = 0,95 a 0,97). Ap6s o fabrico, estes queijos
sdao consumidos frescos, sem maturagdo, entre 5 ¢ 30 dias (Comissao Europeia, 2003).
Erkmen (1995) observou um aumento na populacdo de S. aureus durante o fabrico. No
entanto, apos a salga e durante todo o periodo de armazenamento, o numero de S.
aureus diminuiu a uma taxa dependente da concentragdo de sal, da actividade da cultura
de arranque, e do tempo de armazenamento. A quantidade de indculo inicial ndo afectou
a sobrevivéncia de S. aureus, durante o periodo de armazenamento. Por outro lado, no
queijo Domiati, a presenga de uma elevada concentragdo de sal (10%) foi vantajosa para
o crescimento de S. aureus quando competindo com as BAL (Ahmed et al., 1983;
citado por Cretenet et al., 2011). No queijo Camero, verificou-se que o crescimento de
S. aureus foi maior em lotes sem culturas de arranque, mas mesmo nesses casos nao
detectaram qualquer SEs (Olarte et al., 2000).

A Comissao Europeia (2003), baseada num trabalho de Lodi et al., (1994),
classificou 32 queijos frescos em 3 categorias: a) queijos com elevado numero de BAL;
b) queijos com auséncia de BAL e baixo numero de flora natural; e c) queijos com
auséncia de BAL, mas com altas contagens de flora natural. Eles concluiram que, na

categoria (a), o numero de bactérias patogénicas (por exemplo, S. aureus) diminuiu
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rapidamente durante o processamento, enquanto nas categorias (b) e (c) os patdgenos
sobreviveram por varias semanas. Os dados existentes sugerem que o crescimento de S.
aureus ¢ limitado em queijos frescos, se a coagulacdo se dever principalmente a
fermentacao lactica.

Os queijos tipo fresco que correm maior risco de que as enterotoxinas possam
ser produzidas sdo aqueles em que a actividade da cultura de arranque ¢ reduzida ou a
flora natural ¢ fraca. Os dados existentes sugerem que, em queijos frescos com elevado
numero de BAL, os estafilococos diminuem rapidamente em numero e na capacidade de
producdo de enterotoxina, até mesmo quando um grande niimero de estafilococos (10°-

10° ufc/mL) est4 presente no inicio do processo (Comissdo Europeia, 2003).

2.5.2. Queijo de pasta mole

Muitos dos queijos de pasta mole eram produzidos com leite cru e a fermentacao
baseava-se na flora natural lactica. No entanto, devido a problemas de higiene na
maioria dos queijos, actualmente sdo produzidos com termizacdo (65 °C - 68 °C/5-15
min) ou pasteurizacdo (68 °C — 72 °C/15 s) do leite, com o uso de culturas de arranque
seleccionadas (Scott et al., 1998). Em queijos de pasta mole, como o Camembert, a
actividade de agua ¢ elevada (a,, = 0,95), permitindo o crescimento de S. aureus.

Estudos sobre o crescimento de S. aureus durante o fabrico de queijo pasta mole
com leite de bovinos e caprinos t€ém demonstrado um aumento na populagao durante as
primeiras fases do processo até ao momento da salga (Meyrand et al., 1998). Apds este
periodo de crescimento, a populagdo de S. aureus normalmente mantém-se estavel
durante a maturagdo, mas depende da temperatura de maturagdao e pH do produto. As
condi¢des favoraveis para o crescimento de S. aureus nesses queijos também afectam a
producdo de SEs (Cretenet et al., 2011). Assim, Meyrand et al., (1998) observou uma
variacdo na producdo de enterotoxina A de 1-3,2 ng/g para um queijo feito com uma
populagdo inicial de S. aureus de 10° a 10° ufc/mL.

Num estudo realizado por Necidova et al., (2009), monitorizou-se o crescimento
de S. aureus e a producdo de enterotoxinas em queijo de pasta mole durante o
processamento tecnologico. A produgdo de SEs foi detectada no queijo produzido a
partir de leite pasteurizado, quando inoculado com 2,9x10° ufc/g de S. aureus apés a
pasteurizagdo. Quando o leite cru foi inoculado com elevadas contagens de S. aureus, a
temperatura mais elevada de pasteurizacdo (85 °C/15 s) mostrou-se mais segura na

eliminagdo de S. aureus do que a menor temperatura de pasteurizagdo (72 °C/15 s). No
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entanto, a contagem critica de S. aureus de 10° ufc/mL ndo foi excedida com as duas
temperaturas de pasteurizacdo. Assim, ambos os procedimentos de pasteurizacdo
utilizados foram seguros o suficiente para reduzir a contagem de S. aureus para niveis
incapazes de produzir SEs em tdo grandes quantidades como seria necessario para
causar intoxicagoes de origem alimentar. Apos a separacao do soro da coalhada, ou seja,
antes de salga, a enterotoxina estafilococica permaneceu muito menos no produto. Isto
foi de acordo com o facto de as SEs, proteinas com um polipéptido de cadeia curta,
soluveis em agua e solugdo salina (Loir ef al., 2003), serem parcialmente removidas do
queijo junto com o soro. Os resultados do estudo confirmaram que leites com contagens
de S. aureus superiores a 10° ufc/g ndo sdo adequados para a producio de queijo de
pasta mole. A presenga de SEs em queijo de pasta mole produzido com leite
pasteurizado indica uma contamina¢do secundéria com S. aureus (Necidova et al.,
2009).

Em conclusdo, os queijos de pasta mole apresentam ambientes favoraveis para o
crescimento de S. aureus que podem causar problemas de ordem sanitéria,
especialmente nos casos em que ha uma contaminacdo inicial maior que 10° ufc/mL

(Cretenet et al., 2011).

2.5.3. Queijo de pasta dura e semi-dura

Os queijos semi-duros e duros variam em termos da sua composi¢do, formato e
aparéncia exterior (diferencas no aspecto da casca ou flora microbiana). O risco de
crescimento de S. aureus depende principalmente da aplicagdo de tratamentos térmicos
sobre a coalhada (por exemplo, 52-55 °C por um maximo de 60 min para Emmental,
Gruyere) ou ndo (por exemplo Cheddar) (Cretenet et al., 2011).

Diversos estudos relatam que, na tecnologia Cheddar, a populagdo de S. aureus
cresce durante o processo de fabrico de queijo até a prensagem e depois diminui durante
a maturacdo. A actividade da flora competitiva € um parametro crucial que influencia o
crescimento de S. aureus e a produ¢do de SEs (Bachmann e Spahr 1995). A salga do
queijo Cheddar e uma diminui¢do de temperatura induzem a um aumento na populagao
de S. aureus, provavelmente devido a menor actividade das culturas de arranque em
resposta a0 aumento da concentragdo de sal (Ibrahim et al., 1981). Além disso, a
duragdo da prensagem ¢ um parametro critico que deve ser levado em conta ao avaliar

os riscos de crescimento de S. aureus no queijo Cheddar.

24



Em queijos como Tomme de Savoie e St Nectaire, as primeiras horas do fabrico
determinam o crescimento de S. aureus quando as condi¢cdes do meio sdo ideais para o
crescimento. Nestes queijos, a populagdo de S. aureus aumenta durante as primeiras 6 h
de fabrico, em fungao do nivel inicial de contaminagao no leite cru e independentemente
do pH, devido a lenta taxa de acidificacao, que permite o crescimento de S. aureus. No
entanto, o crescimento de S. aureus entre as 6 ¢ 24 h depende do pH alcangado em 6 h:
quanto mais acida for coalhada, menor o crescimento (Delbes et al., 2006).

Em queijos semi-duros e duros do tipo lactico, o crescimento de S. aureus ¢
sempre possivel e as enterotoxinas podem ser produzidas, na maioria dos tipos de
queijo, se a populagdo inicial do patbgeno no leite for maior do que 10° ufc/mL. Os
processos de fabrico permitem a multiplicagdo de S. aureus de 3-5 logs ufc/g antes do

pH cair para niveis inibitérios (Comissao Europeia, 2003).

2.6. Tecnologias disponiveis para a reducao de S. aureus no leite e queijo

O fabrico de queijo a partir de leite cru, particularmente em casos de
acidificacao lenta ou insuficiente da coalhada, levou a surtos estafilocdcicos associados
a este produto (Loir et al., 2003). O S. aureus pode contaminar também leite tratado
termicamente ou coalhada, se as condi¢des de higiene forem inadequadas. Além disso,
uma populacio inicial de 10° ufc/mL de S. aureus no leite pode ser suficiente para a
producdo de enterotoxina A no queijo, em niveis detectaveis (Meyrand et al., 1998),

pelo que ¢ fundamental garantir que estes sdo eliminados.

2.6.1. Utilizacao de bacteriofagos

Os bacteriofagos fornecem uma alternativa atraente, ja que os fagos sdo ubiquos
em diferentes ambientes e especificos, incapazes de infectar células humanas e, por isso,
tém grande potencial para uso como agentes de biocontrolo em alimentos (Hudson et
al., 2005).

Um estudo realizado por Garcia et al., (2007) demonstrou que fagos liticos
adicionados ao leite (leite UHT e leite pasteurizado) foram capazes de diminuir
rapidamente a contagem de S. aureus durante a obtencdo da coalhada. Na coalhada que
sofreu coagulacdo acida, apos 4 h de incubagdo a 25 °C, ndo se detectou S. aureus,
enquanto que, na coalhada que sofreu coagulacao enzimatica, apds 1 h de incubacao a
30 °C, encontraram-se alguns S. aureus. Mesmo quando o fago foi parcialmente

inactivado pelo pH baixo, este foi capaz de erradicar completamente células viaveis de
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S. aureus na coalhada. Um estudo anterior de Gill er al., (2006) mostrou que as
proteinas do leite podem inibir a adsor¢do do fago a superficie celular. No entanto, de
acordo com os resultados obtidos por Garcia et al., (2007), os fagos foram muito
estaveis e activos durante a coagulagdo enzimatica, o que implica que o pH seja o factor
mais crucial na inactivacdo. Estes resultados indicam que os bacteriofagos liticos
poderdo ser usados como biopreservativos no fabrico de produtos lacteos. Contudo, ¢
necessario trabalhar mais para determinar a densidade minima de S. aureus que garanta
a replicacao do fago nestas condigdes.

O’Flaherty et al., (2005) num estudo realizado, demonstrou que o fago K foi
capaz de se replicar normalmente, levando a eliminacdo do S. aureus no leite que tinha
sido previamente submetido a tratamento térmico (UHT). Quando o leite cru foi
submetido a condicdes idénticas, os fagos foram incapazes de se replicar. Também
demonstraram que a adsor¢do do fago foi significativamente reduzida no leite cru,
enquanto que foi restaurada na amostra com tratamento térmico. A resisténcia ao fago
no leite cru foi atribuida a aglutinacao dos gldbulos de gordura, enquanto que no leite

tratado termicamente, a aglutinagdo bacteriana ndo ocorreu.

2.6.2. Tratamentos a alta pressao (HPT)

De entre as mais recentes inovagdes tecnoldgicas para preservagdo de alimentos,
nomeadamente do leite e produtos lacteos, encontram-se os tratamentos por altas
pressdes, considerados a alternativa mais promissora aos tradicionais tratamentos
térmicos (O'Reilly et al., 2000; Trujillo et al., 2002; Pflanzer et al., 2008).

A magnitude da pressdo, o tempo de tratamento e temperatura, as espécies
microbianas € a fase de crescimento celular, influenciam a sensibilidade dos
microrganismos ao tratamento de alta pressdo (Arqués ef al., 2006). Vérios estudos tém
mostrado a eficacia do tratamento de altas pressdes no leite e coalhada para reduzir a
contagem de S. aureus em variedades de queijo diferente (O'Reilly ef al., 2000; Arqués
et al.,2004).

O tratamento a alta pressdo hidrostatica (HHP) ¢ um processo fisico que se
baseia em dois principios: a sua aplicacdo ¢ uniforme e instantdnea no alimento; e a
pressdo acelera os processos, o que se traduz numa diminui¢do de volume, enquanto
que, por outro lado, esta mesma pressao inibe os processos provocando um aumento de

volume (Gervilla et al., 2001).
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Lopez-Pedemonte et al., (2006) avaliaram a influéncia do tratamento de
homogeneizag¢do a pressdo ultra alta (UHPH) aplicado em leite contaminado com S.
aureus, tendo verificado que a utilizagdo apenas da UHPH a 6°C no leite com contagem
inicial 7,3 log;o ufc/mL de S. aureus, reduziu a contagem de S. aureus no queijo logo
apos o fabrico para 5,0 = 0,3 log;o ufc/g. Apos 15 dias, diminuiu significativamente para
2,8 £ 0,2 logp ufc/g, ¢ ficaram abaixo do limite de deteccdo apds 30 dias de
armazenamento (1 log;o ufc/g). Verificaram também que o uso de um tratamento
adicional a este no queijo - HHP (10 min, 400 MPa a 20 °C) - teve um efeito sinérgico,
aumentando as redugdes ate 7,0 + 0,3 logjo ufc/g. No entanto, para ambos 0s queijos
UHPH e UHPH + HHP, com uma temperatura de entrada de 6 °C, foram encontradas
células viaveis de S. aureus apds o armazenamento. Para amostras com UHPH a 20 °C,
a inactivagdo completa de S. aureus foi verificada apos 15 dias de armazenamento para
ambos os queijos, UHPH e UHPH + HHP. A presenca de enterotoxinas estafilococicas
foi encontrada nos controlos, mas nio nas amostras testadas UHPH ou UHPH + HHP.
Este estudo mostrou uma nova abordagem para a melhoria significativa da seguranga de
queijos, por meio do uso de UHPH ou em combinagdo com HHP.

As redugdes na contagem de S. aureus em amostras de leite, como consequéncia
dos tratamentos UHPH a 6 °C, foram inferiores aos obtidos a 20 °C, provavelmente
devido a maior temperatura atingida pela valvula de alta pressdo. Para uma temperatura
inicial de 4 e 24 °C, as temperaturas medidas imediatamente apds a passagem pela alta
pressdo foram 64,5 +£ 1,0 e 78,0 = 1,9 °C, respectivamente (Thiebaud et al., 2003).

Com base em estudos com leite e queijo (Gervilla et al., 1999; O’Reilly et al.,
2000) e estudos de queijo modelo com a mesma estirpe de S. aureus (Loépez-Pedemonte
et al., 2006), seleccionou-se 400 MPa e 20 °C como sendo as condi¢des ideais de
pressdo e de temperatura no tratamento HHP. E esperado que pressdes mais elevadas
produzam altos niveis de inactivacdo, mas também afectem adversamente as
caracteristicas fisico-quimicas do queijo e alterem a sua maturacdo normal (Malone et
al.,2003; Wick et al., 2004).

Um estudo realizado por Arqués et al., (2006) no queijo Serena demonstrou que
tratamentos a altas pressdes, 300 ou 400 MPa, reduziram significativamente a contagem
de microrganismos indesejaveis, melhorando a qualidade e seguranga microbioldgica do
queijo, imediatamente apos o processo de fabrico € no fim do periodo de maturagao.
Arqués et al., (2004) estudou o efeito combinado de tratamentos de alta pressao (HPT) e

inoculacdo no leite de bactérias do acido lactico produtoras de bacteriocinas (BAL-PB),
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sobre a sobrevivéncia de S. aureus durante a maturacdo de queijo de leite cru,
verificando que os dois métodos quando combinados, sdo mais eficazes na eliminacdo
de S. aureus do que cada um sozinho. Uma vez que as elevadas pressdes podem ter
efeitos nefastos para a qualidade do queijo, a combinagao de HPT a baixas pressoes
com a inoculacao de BAL-PB apresenta-se como uma alternativa vidvel para melhorar a

seguranca do queijo (Arqués et al., 2004).

2.6.3. Bactofugacio

O Clostridium tyrobutyricum quando presente no leite pode levar a um defeito
conhecido como "flato tardio", que envolve a fermentagdo do acido lactico em acido
butirico, acido acético, didéxido de carbono e hidrogénio no final do processo de
maturacdo do queijo. O excesso de gas produzido neste momento leva a producio de
numerosos olhos grandes ou fendas e, simultaneamente, a producdo de acido butirico
leva ao desenvolvimento de um odor desagradavel (Fox et al., 2004; Law ¢ Tamime,
2010). Esta situagdo ¢ prevalente em queijos onde as condi¢des de fabrico favorecem o
crescimento de clostridios, nomeadamente, o uso de leite de vacas alimentadas com
silagem, a inexisténcia de pré-tratamentos como a clarificagdo ou a bactofugacdo,
aquecimento da coalhada (> 45 °C), baixo teor de sal (< 1 g/100 g) e pH elevado (Law e
Tamime, 2010).

A bactofugacdo ¢ utilizada para remover do leite bactérias e esporos de bactérias
resistentes ao calor (por exemplo, Clostridium e Bacillus spp.) pela aplicagdo de forca
centrifuga (8.000-10.000 gf). A eficiéncia deste processo depende do numero inicial de
microrganismos presentes no leite, uma vez que remove 95% dos esporos do leite, o que
significa que o risco de producdo de gas tardio, devido & germinagdo e crescimento de
Clostridium tyrobutyricum ¢ muito reduzido, mas nao eliminado. Dos sdlidos do leite,
cerca de 1-2% sdo transferidos para o bactofugado que, em particular, contém caseina,

para além de células somaticas e bactérias (Law e Tamime, 2010; Hill, 2011).
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3. Material e Métodos

Durante 12 semanas consecutivas, de Fevereiro a Maio de 2011, recolheram-se
assepticamente amostras de leite cru, soro fermento, leite antes da adi¢ao de coalho,
soro do fim de fabrico e coalhada escorrida, de duas Cooperativas distintas da ilha de S.
Jorge, Acores, nomeadamente a Cooperativa dos Lourais e a Cooperativa da Beira.
Recolheram-se ainda amostras de leite bactofugado na Cooperativa da Beira. Em
paralelo, com o fim de avaliar a possivel contaminacao do ar por S. aureus, expuseram-
se placas de Petri abertas, contendo agar Baird-Parker, modificado segundo Devriese
(1981) (Ox0id”™), durante uma hora na sala de fabrico, durante o tempo de laboragdo.

Os frascos com as amostras foram acondicionados em caixas térmicas,
refrigeradas, e encaminhados para o laboratério da Uniqueijo onde se efectuaram as
analises.

No laboratério foram preparadas diluicdes decimais em 4agua peptonada
(Ox0id™), sob condi¢des de rigorosa assepsia e na camara de fluxo laminar, seguindo-se
os procedimentos geralmente recomendados em laboratorios de microbiologia.

Aliquotas de 0,1 mL, de diluigdes sucessivas, das varias amostras, foram
inoculadas por incorporagdo a superficie em agar Baird-Parker, modificado segundo
Devriese (1981), procedendo-se a incubagdo das mesmas a 37 °C, por 48 horas. Apds o
periodo de incubacgdo, as placas foram retiradas da estufa, seguindo-se a contagem de
colodnias e observac¢ao da morfologia das mesmas. Coldnias com presenga de um halo de
lecitinase (halo transparente a volta da colonia) e colonias com presenca de halo de
lipase (zona opaca imediatamente a volta da colonia) (Matos ef al., 1995), foram
seleccionadas para posterior isolamento, em agar de Baird-Parker, modificado segundo
Devriese (1981), através de riscado com a ansa estéril até esgotamento, e incubadas a 37
°C durante 48 horas. A partir de uma colonia isolada, foram inoculados tubos de ensaio
com BHI agar (Brain Heart Infusion) (Oxo0id") em rampa, para, apds incubagdo, serem
transportados para o Laboratorio de Tecnologia Alimentar da Universidade dos Agores
onde foram realizados os testes posteriores. Foram assim seleccionados um total de 188
isolados, presumivelmente identificados como S. aureus.

No Laboratorio de Tecnologia Alimentar, as colonias foram transferidas para
tubos com caldo BHI (Ox0id®), sendo estes incubados a 37 °C por 24 h.

Procedeu-se a inoculacdo e purificagdo dos isolados em meio de PCA (Plate

Count Agar) (Ox0id®) e & sua caracterizagdo primaria pela Coloracdo de Gram, os testes
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da coagulase (Roberts e Greenwoond 2003; Winn et al., 2006) e da catalase (Tang e
Stratton, 2006; Winn et al., 2006; Goldman e Green, 2009). Procedeu-se ainda a
observagdo das zonas de hemodlise pela inoculagdo em Agar Sangue (Ox0id®™)
suplementado com 5% de sangue estéril e fresco de bovino.

A biotipificacdo dos isolados foi realizada através dos testes de producao de
estafiloquinase, B-hemolisina, coagulacdo do plasma bovino e crescimento em meio
com cristal violeta, de acordo com o esquema preconizado por Devriese (1984),
adaptado por Matos (1988) (Quadro 4). De acordo com este esquema, os isolados de S.
aureus foram entdo classificados como Hospedeiros Especificos (bidtipos bovino,
ovino, aves ¢ humano) ou biotipos Sem Hospedeiro Especifico, de acordo com o mesmo

esquema.

Quadro 4. Esquema de classificagdo para subdivisdo dos isolados de Staphylococcus
aureus em biotipos (Adaptado de Devriese, 1984; ¢ Matos, 1988).

Biotipo Estafiloquinase f - hemolisina Plasma Bovino C::;flg :}nlto

Hospedeiro especifico:

- humano + -+ - C
- aves - - - A
- bovino - A
- ovino - C
Hospedeiro ndo especifico:

-K'BA + + + A
-K'p'C - + - C
-K'B"A - + - A
-K'pA + - - A
-K'pgC - - - C

" Crescimento com Cristal Violeta.

A produgdo de estafiloquinase foi determinada na presenca de fibrinogénio
bovino, com ou sem plasma de cdo adicionado, como fonte de plasminogénio (Devriese
e Van de Kerckhove, 1980). Uma solugio 0,2% de fibrinogénio bovino (Seralab®),
dissolvido em tampao fosfato, foi preparada em dupla concentracdo de Caldo Nutritivo
(Merck®), esterilizada por filtracio e adicionada a 50% (v/v), de agar a 3% fundido
(Biokar Diagnostics®). A mistura foi mantida a 55 °C durante 10 minutos para
precipitar a fibrina. O plasma do cio (Seralab®) foi adicionado ao agar, imediatamente
antes de o distribuir em placas, numa concentragao final de 0,5%. Elaboraram-se placas

de controlo sem o plasma de cdo. Os isolados de S. aureus foram inoculados em -spots”
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densos nas placas de teste e nas placas de controlo e incubadas por 48 horas a 37 °C.
Somente foram consideradas positivas as amostras que apresentaram uma zona clara de
lise a volta da coldnia nas placas com plasma canino, e auséncia de lise nas placas sem o
plasma canino.

A producao de B-hemolisina (esfingomielinase C) foi testada usando a reacgao
inversa CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson), semeando verticalmente em placas
de Agar Sangue com 5% de sangue de bovino um inoculo denso de Streptococcus
agalactiae (ATCC 13813). Os isolados de S. aureus em teste foram inoculados num
angulo de 90°, em relacdo ao inoculo do Strep. agalactiae. A presenga de uma zona de
hemolise em forma de seta dentro da zona hemolitica do Strep. agalactiae indica uma
reac¢ao positiva.

A actividade da coagulase foi determinada em tubo, utilizando uma diluigdo 1:3
de plasma de bovino fresco. O plasma bovino foi obtido a partir de sangue de bezerros,
utilizando EDTA como anticoagulante. 0,1 mL de uma cultura de 12 horas em caldo
BHI foi adicionada a 0,5 mL de plasma, em tubos estéreis, e incubados a 37 °C. Apds 2
e 6 horas, os tubos foram observados para a presenga de codgulos. Somente foram
consideradas positivas as amostras que formaram um coagulo compacto, firmemente
aderente as paredes dos tubos, ou um grande codgulo solto, até seis horas apods o inicio
da incubagdo. Reaccdes na forma de pequenos grumos ou coagulos soltos ndo foram
considerados.

O teste do crescimento em meio com cristal violeta foi realizado em placas de
agar Tryptone Soy (Biokar Diagnostics®) com 6,0-8,0 pg/mL de cristal violeta
incorporado. As placas foram semeadas em "spots", com um inoculo muito denso
retirado de uma cultura em Agar Sangue (com menos de 12 horas). Apods
respectivamente 24 e 48 horas de incubacao, a 37°C, foram verificados os crescimentos
e classificados como C (coloragao azul ou violeta com, ou sem, halo em tom de laranja)
ou A (coloragdo amarela, brilhante ou palida, com ou sem uma margem violeta).

Neste estudo, os isolados humanos e bovinos, previamente biotipificados de
acordo com o descrito por Devriese (1984), foram comparados também quanto a
producdo de lecitinase e, ou, lipase, no meio de Baird-Parker, modificado segundo
Devriese (1981).

Aquando da recolha de amostras, recolheu-se uma amostra de leite em cuba, nos
Lourais, e leite cru no silo e na cuba de fabrico (bactofugado), na Beira, para posterior

determinagdo de mesofilos totais, contagem de células somadticas, teor de matéria
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proteica bruta, teor de matéria gorda e teor de sélidos isentos de gordura. Estas analises

foram efectuadas pelo Servigo de Classificacdo do Leite da Ilha Terceira (SERCLAT).

Tratamento estatistico

Nos procedimentos estatisticos, foram utilizados os recursos do programa
informatico Microsoft Office Excel 2007 para a tabulagdo dos dados e o programa
estatistico SPSS® versdo 15.0 para a respectiva analise. Os dados da contagem de
células somaticas, contagem de mesofilos totais, contagem de S. aureus, teor de
proteina, teor de gordura e teor de solidos sem gordura, entre a Cooperativa da Beira e a
Cooperativa dos Lourais, foram comparados pelo teste de Mann-Whitney para se
detectarem eventuais diferencas entre as varidveis correspondentes, com a = 0,05. Por
outro lado, os mesmos dados referentes ao leite cru e ao leite bactofugado na
Cooperativa da Beira foram analisados para detectar diferencas no mesmo grupo de
sujeitos, antes e apos o tratamento (bactofugagdo) através do teste de Wilcoxon, com o
=0,05. Efectuaram-se ainda testes de correlacdo entre varidveis (mesofilos totais, CCS e

S. aureus) através do teste de Spearman.
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4. Apresentacio e discussao dos resultados

4.1. Isolamento e contagens de S. aureus durante o processo de fabrico

Para uma melhor compreensdo do processo de fabrico do queijo Sdo Jorge DOP

apresentamos um fluxograma das suas etapas e algumas imagens das mesmas.

Quadro 5. Fluxograma de fabrico do Queijo Séo Jorge DOP.

Recepcao do leite
¥

Bactofugacao

\ 4

Leite cru em cuba

pe

Adicao do soro fermento

pe

o do leite

t-23

Coagulac¢

pe

Fim da coagulacao

pe

Inicio do corte da coalhada
4

Corte e cozedura

A

Dessora

\ 4

Trabalho manual da coalhada

¥
Salga da coalhada
¥
Moldagem da coalhada

¥
Prensagem
¥
Secagem
¥

Cura

\ 4

Acabamento final

Remogdo de esporos bacterianos — efectuada apenas na
Cooperativa da Beira

Aquecimento até 31-32 °C

Soro do fabrico anterior conservado a temperatura ambiente

Adicédo do coalho animal

Teste da firmeza da coalhada

Inicialmente lento (10 min)

Aquecimento da cuba a 35-36 °C, corte e agitacdo durante
cerca de 3 horas

Recolha do soro-fermento para o fabrico seguinte - quando a
acidez atingir os 19 °D. Arrefecimento da coalhada até 30-31
°C

Até atingir o tamanho de grio de milho e textura de borracha.
Acidez 30 °D

Adig@o de cloreto de sodio: 30gr/10 litros inicial de leite

Em moldes grandes (peso final do queijo 8-10 kg) metalicos ou
plasticos. Inser¢do do selo de caseina

Durante 48 horas. Inicialmente leve e depois mais intensa

Em camara de cura a 14 °C, até formagao da casca

Durante 4 meses com viragens frequentes a temperatura de 10
°C

Raspagem final; enceramento; rotulagem; embalagem
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Figura 3. Algumas etapas do processo de fabrico do queijo S&o Jorge. Da esquerda para a direita: leite na
cuba; corte ¢ —eozedura da coalhada”; dessora; trabalho manual da coalhada (fotos do autor).

Dada a grande selectividade do meio utilizado, Baird-Parker, modificado
segundo Devriese (1981), todas as colonias com halos de lipase e ou lecitinase foram
presumivelmente assumidas como sendo S. aureus (Figura 4). Nao foram observadas,

em nenhum caso, coldnias apenas com halo de lecitinase.

Figura 4. Aspecto de isolados de S. aureus em agar Baird-Parker modificado
segundo Devriese (1981) (fotos do autor).

A presenga de gema de ovo no meio de Baird-Parker modificado segundo
Devriese (1981) permite a detec¢do de duas reaccdes devido a actividade lipolitica dos
estafilococos: 1) reac¢do da lecitinase, uma zona de precipitagdo no meio, ao redor das
colonias; e 2) reaccdo da lipase ou "camada de pérola", um filme iridescente e
envolvendo imediatamente as colonias, visivel pelo reflexo da luz (brilho iridescente ou
"0leo em 4gua") (Matos, 1988).

O isolamento de coldnias de S. aureus com halo de lipase e lecitinase e coldnias
apenas com halo de lipase foi efectuado também no agar de Baird-Parker, modificado

segundo Devriese (1981) (Figura 5).
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Figura 5. Isolado de S. aureus (halo de lipase e lecitinase) em agar Baird-
Parker modificado segundo Devriese (1981) (foto do autor).

Do total de 188 isolados recolhidos, 167 foram confirmados como sendo S.
aureus, pela observagao morfologica das colonias, através da visualizagdo de hemolises
em agar sangue e coloracdo de Gram (Figura 6), assim como através dos testes da
catalase e coagulase. Uma combinagdo das actividades de hemolise e de coagulase
parece representar um critério ideal para a identificacdo de S. aureus em culturas de
amostras de leite (Lam et al., 1995). Observaram-se dois tipos de hemdolise, hemolise o
e hemolise B. A hemolise a caracterizada por uma zona de descoloragdo parcial ao redor
da colonia, enquanto que a hemodlise ¢ caracterizada por uma hemolise completa

(Figura 6).

Figura 6. Coloragdo de Gram de isolados de S. aureus (foto do autor).
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Figura 7. Hemolises a e B de um isolado de S. aureus (foto do autor).

O valor médio da contagem de mesofilos totais, ao longo de 8 semanas, foi mais
elevado no leite cru em cuba na Cooperativa dos Lourais (1.206.125 ufc/mL), em
comparagdo com o valor médio observado na Cooperativa da Beira (946.625 ufc/mL)
(Figura 8), ndo sendo, no entanto, estas diferencas significativas (p>0,05; ver Quadro
4.1 - anexo 4). De acordo com o Regulamento (CE) n.° 853/2004 do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 29 de Abril de 2004, este valor deveria ser inferior a
100.000 ufc/mL. A ultrapassagem deste valor devera dever-se ao facto de o leite
recepcionado ndo ser refrigerado e, possivelmente, ao crescimento bacteriano durante o
enchimento das cubas de fabrico, visto que o leite ndo ¢ refrigerado e vai sendo
aquecido de imediato, uma vez que a média da contagem microbiana de mesofilos totais
das amostras individuais recolhidas periodicamente pelo SERCLAT, para efeitos de
classificagdo do leite de todos os produtores de leite da Ilha de S. Jorge, ser bastante
inferior (média ponderada do ano de 2004 = 82.642 ufc/mL).

Ao contrario do que se verificou com os mesoéfilos totais, ja se observaram
diferencas estatisticamente significativas entre a contagem média de células somaticas
no leite cru da Cooperativa da Beira (135.625 cs/mL) e do leite cru na Cooperativa dos
Lourais (49.000 cs/mL) (Figura 8) (p<0,05; ver Quadro 4.2 - anexo 4). De acordo com o
Regulamento (CE) n.° 853/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de Abril
de 2004, o nimero maximo de células somaticas/mL ndo deve ultrapassar as 400.000.
Verificou-se assim que estes valores, tanto na Cooperativa da Beira como na
Cooperativa dos Lourais, se encontraram bastante abaixo do valor maximo permitido.
Um factor que certamente contribui para este éxito ¢ a realizacdo didria do Teste
Californiano de Mamites (TCM), como prova rapida de cais, no momento de entrega do

leite (a média ponderada da CCS do ano de 2004 foi de 249.473).
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Em relagdo a contagem de S. aureus no leite cru das duas Cooperativas,
verificou-se que na Beira o valor foi superior, cerca de 1.165 ufc/mL, enquanto que nos
Lourais rondou as 755 ufc/mL. Esta diferenca nao foi, contudo, estatisticamente
significativa (p>0,05, ver Quadro 4.3 - anexo 4). De acordo com o Regulamento (CE)
n.° 2073/2005 da Comissdo, de 15 de Novembro de 2005, estes valores encontram-se

abaixo do valor maximo permitido.

10000000 6.625 1.206.125
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Figura 8. Diferengas médias em trés variaveis (mesoéfilos totais, CCS e S. aureus) entre o
leite cru da Cooperativa da Beira e o leite cru da Cooperativa dos Lourais, verificadas ao
longo de 8 semanas (de Marco a Maio de 2011).

No caso da Cooperativa da Beira, observdmos uma forte correlagdo negativa,
estatisticamente significativa, entre a CCS e os mesoéfilos totais no leite cru (r = -0,826;
p=0,011; a = 0,05; ver Quadro 5.1 - anexo 5), o que nos indica que as categorias mais
elevadas de uma varidvel estdo associadas com as categorias mais baixas da outra
varidvel e que as mamites ndo foram um contributo para a contagem microbiana
verificada. Por outro lado, ndo se observou uma correlagao significativa entre a CCS e a
contagem de S. aureus no leite cru (r = -0,575; p = 0,136; ver Quadro 5.2 - anexo 5) e
entre os mesofilos totais e os S. aureus no leite cru (r = 0,310; p = 0,456; ver Quadro 5.3
- anexo 5).

Na Cooperativa dos Lourais, ndo se verificou uma correlagao significativa entre
a CCS e os mesofilos totais no leite cru (r = -0,455; p = 0,257; ver Quadro 6.1 - anexo
6), assim como entre a CCS e a contagem de S. aureus (r = -0,359; p = 0,382; ver
Quadro 6.2 - anexo 6). Pelo contrario, existiu uma correlagao estatisticamente muito
significativa entre as contagens de mesofilos totais e S. aureus (r = 0,905; p=0,002; o =

0,01; ver Quadro 6.3 - anexo 6), o que indica que nesta Cooperativa o aumento dos
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mesofilos totais pressupos também o aumento de S. aureus € que as mamites possam ser
um contribuinte positivo para o nimero destas bactérias presentes inicialmente no leite.
O processo de bactofugacdo realizado na Cooperativa da Beira afectou tanto a
contagem de mesofilos totais, como a CCS e de S. aureus (Figura 9). A bactofugagao
reduziu neste caso a contagem média de mesofilos totais, de 946.625 ufc/mL para
38.000 ufc/mL, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p<0,05, ver Quadro
7.1 - anexo 7). A percentagem de reducdo de mesofilos totais foi de 96,0%. Por outro
lado, o processo de bactofugagao teve influéncias estatisticamente significativas na CCS
média e na contagem média de S. aureus, ao longo de 8 semanas (p<0,05, ver Quadro
7.2 ¢ 7.3 - anexo 7). Com a bactofugacdo, a redu¢ao da CCS foi de 91,6% (de 135.625
para 11.377 cs/mL). As alteragdes da composicdo do leite devido ao aumento das
células somdticas sdo maultiplas e, diminuem a gordura, a lactose, a caseina total, o
potéssio e o calcio; aumentam por outro lado a proteina do soro, as imunoglobulinas, o
sodio, o cloro, a lactoferrina e o ponto de congelacdo do leite (Matos, 1998). No
entanto, a bactofugagdo, por si s6, ndo remediard os danos no leite associados a uma
contagem celular muito elevada, nomeadamente os inconvenientes relacionados com os
niveis muito elevados de plasmina (uma protease) (Bastian e Brown, 1996). Em relacao
a contagem do S. aureus, a percentagem de redugdo foi de 98,2% (de 1.165 ufc/mL para
21 ufc/mL). A eficiéncia da bactofugacao depende do nimero inicial de microrganismos

presentes no leite (Law e Tamime, 2010; Hill, 2011;).
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Figura 9. Diferencas médias em trés variaveis (mesoéfilos totais, CCS e S. aureus) entre o
leite cru e o leite bactofugado na Cooperativa da Beira, verificadas ao longo de 8 semanas
(de Margo a Maio de 2011).
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Constata-se que o processo de bactofugacao, apesar de ter como funcao
primordial a eliminacdo de esporos bacterianos no leite, tem muita influéncia na
reducdo de mesofilos totais, células somadticas e S. aureus, apresentando-se como uma
eficaz forma de melhorar estas caracteristicas, com influéncia na qualidade do leite,
sendo, neste caso, notoriamente benéfica a reducao de uma bactéria patogénica como o
S. aureus.

O teor médio de solidos isentos de gordura (SNF — do inglés —solids non fat”)
(proteina, lactose e cinzas), gordura e proteina, no leite cru, e as diferengas verificadas
entre a Cooperativa da Beira e a Cooperativa dos Lourais, sdao apresentados na Figura
10. Na Cooperativa dos Lourais, o valor médio de SNF - 9,01% - foi superior ao valor
observado da Cooperativa da Beira (8,90%), diferenca esta que se revelou significativa
(p<0,05, ver Quadro 8.1 - anexo 8). A Cooperativa dos Lourais apresentou um menor
valor médio de teor de gordura - 3,10% - comparativamente com a Cooperativa da Beira
em que o valor desta foi 3,22%, ndo sendo estas diferengas estatisticamente
significativas (p=>0,05, ver Quadro 8.2 - anexo 8). Relativamente ao teor médio de
proteina presente no leite das Cooperativas da Beira e Lourais, ndo se encontraram
diferengas estatisticamente significativas (p>0,05, ver Quadro 8.3 - anexo 8), sendo que
o valor médio de proteina da Cooperativa dos Lourais - 3,28% - foi superior ao valor

médio da Cooperativa da Beira - 3,24% (Figura 10).
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Figura 10. Teor médio de matéria gorda, teor médio de gordura e teor médio de s6lidos
sem gordura do leite cru nas Cooperativas da Beira e Lourais, verificadas ao longo de 8
semanas (de Mar¢o a Maio de 2011).

A grande parte das vacas existentes em S. Jorge pertence a raga Holstein-Frisia.

O leite das vacas Holstein-Frisia tem cerca de 3,2% de proteina e 3,4% de gordura
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(Harris e Bachman, 1988; Akers, 2002). Para além dos factores genéticos, alimentares,
ambientais, fase da lactagdo, etc., susceptiveis de fazer variar a composicao do leite, a
quantidade de leite produzida é das mais importantes causas de variagdo, tanto do teor
em proteina, como de gordura, como também das células somadticas, facto referido na
bibliografia (Akers, 2002). Assim, as variacdes nos teores médios de gordura e de
proteina obtidas podem ser ambas explicadas pelos factores supramencionados.

Com a bactofuga¢ao do leite na Cooperativa da Beira (Figura 11), o teor médio
de SNF diminuiu de 8,90% para 8,77%, ou seja, cerca de 1,5%, sendo estas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05, ver Quadro 9.1 - anexo 9). O teor médio de
gordura no leite cru - 3,22% - aumentou com a bactofugacao para 3,30%, nao sendo, no
entanto, esta diferenca estatisticamente significativa (p>0,05, ver Quadro 9.2 - anexo 9).
Em relacdo a proteina, houve uma reducao do seu teor médio em consequéncia da
bactofugacdo, de 3,24% para 3,12%, sendo este resultado estatisticamente significativo
(p<0,05, ver Quadro 9.3 - anexo 9). Estas diferencas poderdao eventualmente dever-se a
retengdo das particulas de maiores tamanhos no bactofugador, uma vez que, de acordo
com a literatura, cerca de 1-2% dos so6lidos do leite sao transferidos para o bactofugador
que, em particular, contém caseina, juntamente com células somaticas e bactérias (Hill,

2011).
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Figura 11. Teor médio de matéria gorda, teor médio de gordura e teor médio de SNF do
leite cru e bactofugado na Cooperativa da Beira, verificadas ao longo de 8 semanas (de
Marco a Maio de 2011).

Relativamente a evolugdo do crescimento de S. aureus durante o fabrico de
queijo na Cooperativa da Beira (Figura 12), verificou-se que ndo existiram diferencas

estatisticamente significativas entre a contagem de S. aureus do leite em cuba (21
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ufc/mL) e no leite imediatamente antes da adi¢do do coalho (27 ufc/mL) (p>0,05, ver
Quadro 10.1 - anexo 10), assim como ndo existiram também diferengas estatisticamente
significativas entre o leite em cuba e o soro (p=0,05, ver Quadro 10.2 - anexo 10), 21
ufc/mL e 50 ufc/mL, respectivamente. Novamente nao se observaram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05, ver Quadro 10.3 - anexo 10) entre o leite antes
da adicao do coalho (27 ufc/mL) e o soro (50 ufc/mL). A quantidade média de S. aureus
presente no soro fermento foi de 387 ufc/mL (Figura 12), valor este que ndo tera tido
influéncia nos resultados obtidos de seguida, uma vez que a quantidade de soro
adicionada, comparativamente com a quantidade de leite presente na cuba de fabrico, ¢
minima. Por outro lado, existiram diferengas estatisticamente significativas entre a
contagem média de S. aureus no leite em cuba (21 ufc/mL) e na coalhada (1.733
ufc/mL) (p<0,05, ver Quadro 10.4 - anexo 10), ¢ da mesma forma entre o soro ¢ a

coalhada (p<0,05, ver Quadro 10.5 - anexo 10).
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Figura 12. Evolugdo da contagem de S. aureus em 4 momentos do processo de fabrico do
Queijo Sdo Jorge (DOP) na Cooperativa da Beira, verificada ao longo de 12 semanas (de
Fevereiro a Maio de 2011).

Na Cooperativa dos Lourais, a evolucao do crescimento de S. aureus no fabrico
de queijo (Figura 13), apresentou um padrao semelhante ao observado na Cooperativa
da Beira, apesar de os valores de S. aureus serem bastante diferentes, dado que o leite
no caso da Beira foi previamente bactofugado. A contagem de S. aureus do leite em
cuba apresentou um valor médio de 1.029 ufc/mL. Imediatamente antes da adicdo do
coalho, a contagem foi um pouco superior, 1.423 ufc/mL, ndo sendo, contudo, estas
diferengas estatisticamente significativas (p>0,05, ver Quadro 11.1 - anexo 11).

Também ndo existiram diferengas estatisticamente significativas entre o leite em cuba e
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o soro (p=>0,05, ver Quadro 11.2 - anexo 11) e entre o leite antes da adi¢ao do coalho e o
soro (p=>0,05, ver Quadro 11.3 - anexo 11). No soro fermento, a quantidade média de S.
aureus foi de 866 ufc/mL (Figura 13), ndo tendo influenciado as etapas posteriores, pois
a quantidade de soro adicionada ¢ muito baixa comparativamente com a quantidade de
leite presente na cuba. Existiram também neste caso diferencas estatisticamente
significativas entre a contagem média de S. aureus no leite em cuba e na coalhada
(p<0,05, ver Quadro 11.4 - anexo 11), (no leite, 1.029 ufc/mL, e na coalhada 50.250
ufc/mL). Também se observaram igualmente diferencas extremamente significativas

entre o soro e a coalhada (p<0,05, ver Quadro 11.5 - anexo 11).
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Figura 13. Evolugdo média da contagem de S. aureus em 4 momentos do fabrico do Queijo
Séo Jorge (DOP) na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 12 semanas (de Fevereiro a Maio
de 2011).

Assumindo que a maioria dos estafilococos coagulase positivos seriam, em
principio, S. aureus, nos termos do Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comissao, de
15 de Novembro de 2005, na Cooperativa da Beira o valor obtido foi bastante inferior
ao valor limiar (m = 10* ufc/g) ao passo que, na Cooperativa dos Lourais, ultrapassou o
valor limiar, mas nio o limite maximo admissivel (M = 10° ufc/g), uma vez que o
mesmo regulamento estipula os mesmos valores para —Purante o processo de fabrico,
no momento em que se prevé que o numero de estafilococos seja mais elevado”, neste
caso como se verificou, na coalhada.

Comparando a evolugcdo da contagem de S. aureus nas duas cooperativas,
constatou-se que, na Cooperativa da Beira, devido ao processo de bactofugacdo, a
contagem inicial de S. aureus foi reduzida, influenciando todo o processo. Verificou-se,

em ambos os casos, um aumento significativo na contagem de S. aureus na coalhada
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escorrida. Tal facto se deverd, por um lado, ao tempo decorrido a temperatura muito
favoravel para o crescimento da bactéria e, eventualmente, a alguma adesdo da bactéria
a fase soélida, a coalhada, uma vez que esta apresentara capacidade de aderir aos
gloébulos de gordura (Ali-Vehmas et al., 1997). O aquecimento final, —eozedura da
coalhada”, sera um factor determinante. Serd assim de extrema importancia garantir um
baixo valor inicial de S. aureus, uma vez que a quantidade de S. aureus no queijo €
directamente dependente do seu nimero no leite cru (Medvedova et al., 2009).

A contaminagdo do ar por S. aureus s6 foi observada apenas uma vez, na
Cooperativa da Beira — 1 ufc/placa de Petri (o equivalente a 59 ufc/m” por hora), o que
demonstra que a eventual contaminacdo do ar pode ter tido algum contributo nessa
semana para a contagem de S. aureus, mas, ao longo das 12 semanas esse contributo

ndo foi notorio.

4.2. Biotipificacio dos isolados de S. aureus obtidos

Considerando-se o padrio de resultados nos testes de produgdo de
estafiloquinase (K), B-hemolisina (B), coagulacdo de plasma bovino e crescimento na
presenca de cristal violeta, os 167 isolados de S. aureus distribuiram-se por 8 bidtipos
diferentes.

No teste da producdo de estafiloquinase (Figura 14), foi possivel visualizar
amostras positivas e amostras negativas. Nas amostras positivas visualizou-se uma zona

de lise a volta da colonia.

Figura 14. Resultado do teste da produgdo de estafiloquinase em isolados de S. aureus (de
acordo com o esquema preconizado por Devriese (1984)) (foto do autor).
Na Figura 15 encontram-se alguns resultados do teste da produgdao de -
hemolisina. Na imagem da esquerda visualizam-se apenas resultados positivos e na

imagem da direita ¢ possivel observar resultados positivos e negativos. A presenca de
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uma zona clara, em forma de seta, dentro da zona hemolitica do Strep. agalactiae indica

uma reac¢ao positiva.

Figura 15. Resultado do teste da produgdo de p-hemolisina (reac¢do de CAMP) em
isolados de S. aureus de acordo com o preconizado por Devriese (1984) (fotos do autor).

No teste da coagulagdo de plasma de bovino puderam observar-se coagulos
solidos ou coagulos grandes soltos, sendo ambos os resultados considerados positivos

(Figura 16).

Figura 16. Resultado do teste da coagulagdo de plasma bovino em isolados de S. aureus de
acordo com o preconizado por Devriese (1984) (fotos do autor).

O crescimento de S. aureus na presenca de cristal violeta, pelos isolados obtidos
em Sao Jorge, mostrou crescimento das amostras em spots, com coloragdo amarela (A) e

violeta (C) (Figura 17).
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Figura 17. Resultado do teste do crescimento de S. aureus na presenga de cristal violeta de
acordo com o preconizado por Devriese (1984) (fotos do autor).

Os resultados da classificacdo dos 167 isolados de S. aureus sdo apresentados no
Quadro 6. Cerca de 56,2% dos bidtipos encontrados correspondiam a hospedeiros
especificos e 43,8% a hospedeiros ndo especificos. Os bidtipos mais prevalentes foram
os bidtipos com hospedeiro nio especifico K” B A (23,4%), o bidtipo bovino (22,8%) e
o biodtipo de aves (18,6%). Os bidtipos bovinos e de aves foram os mais predominantes,
possivelmente devido as proprias vacas e a grande afluéncia de pardais e pombos ao
redor das Cooperativas, respectivamente. Os bidtipos que apresentaram uma menor
incidéncia foram os bidtipos com hospedeiro ndo especifico K" p* A (0%) e K" B C
(3%), e o bidtipo com hospedeiro especifico - ovino (3,0%). Interessantemente

registamos o facto da quase inexisténcia de ovelhas na ilha de S. Jorge.

Quadro 6. Biotipos (segundo Devriese, 1984) encontrados nos 167 isolados de S. aureus durante o
fabrico do Queijo Sao Jorge nas Cooperativas dos Lourais e Beira, de Fevereiro a Maio de 2011.

Biétipo N° de Estafiloquinase B - Plas'ma Crescimento Biotipo
amostras hemolisina Bovino com C.V (%)
Hospedeiro especifico:
- humano 20 + -/+ - C 12,0
- aves 31 - - - A 18,6
- bovino 38 - + + A 22,8
- ovino 5 - + + C 3,0
Total 56,2
Hospedeiro nao
especifico:
K'B'A 0 + + + A 0,0
KB 'C 12 - + - C 7,2
KB A 39 - + - A 23,4
K'pA 17 + - - A 10,2
KpC 5 - - - C 3,0
Total 438
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Curiosamente, na Cooperativa dos Lourais, os biotipos mais prevalentes foram o
bidtipo de aves, o bidtipo K” B~ A e o biétipo humano. Registamos o facto de, em redor
desta Cooperativa se encontrarem muitos pardais e pombos, e de os queijeiros nao
utilizarem, neste caso, luvas durante o fabrico do queijo ou as utilizarem
esporadicamente. Por sua vez, os bidtipos que apresentaram uma menor incidéncia
foram os biétipos ovino e os bidtipos nio especificos K" " C e K" p" C. Contrariamente,
na Cooperativa da Beira, os biotipos mais frequentes foram o bidtipo bovino, o bidtipo
nao especifico K" B A e o bidtipo de aves. O bidtipo bovino é o mais prevalente devido
a sua presenca nas vacas € o bidtipo de aves também € muito frequente, talvez devido a
forte afluéncia de pardais e pombos a volta da Cooperativa, tal como nos Lourais. Os
biotipos menos frequentes foram o bidtipo humano, o bidtipo ovino e o bidtipo nao
especifico K™ B~ C. Ao contrario do que se verifica nos Lourais, na Beira ¢ obrigatorio o
uso de luvas em todas as etapas de fabrico do queijo (Figura 18).

O isolado de S. aureus, proveniente da contaminacdo do ar, foi identificado

como pertencente ao biotipo de aves.

B humano

BMaves

Ebovino

%

Hovino

B K-p+C
B K- B+ A
B K+pB-A
0 K-B-C

Cooperativa dos Lourais Cooperativa da Beira

Figura 18. Distribuigdo percentual dos isolados de S. aureus pelos varios bidtipos nas
Cooperativas dos Lourais ¢ Beira.
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4.3. Reaccido da lecitinase e lipase dos isolados de S. aureus no meio de Baird-
Parker, modificado segundo Devriese (1981)

Os isolados de S. aureus foram também comparados pela producao de lecitinase
e lipase e os resultados relacionados com os bidtipos, humano e bovino (ver Quadro
12.2 - anexo 12). Uma elevada percentagem de isolados pertencentes ao bidtipo humano
apresentaram reacgdes positivas para a lecitinase em comparagdo com isolados
pertencentes ao bidtipo bovino, que apresentam baixa percentagem desta reaccao
(Figura 19). Estes resultados estdo de acordo com estudos ja efectuados por outros
autores (Owens e John, 1975; O'Toole, 1987; Matos, 1988; Matos et al., 1995).
Nenhum dos isolados do estudo apresentou apenas reac¢do da lecitinase. Verificou-se
também que, nos isolados biotipificados como humanos, ocorria maior incidéncia de
amostras com actividade da lecitinase e lipase (85%), em vez de apenas actividade da
lipase (15%). Relativamente aos bidtipos bovinos, observou-se que existia
predominancia da actividade da lipase (79%). Estes valores estdo de acordo com o

referido por Matos et al., (1995).

159 .
. BElipase e 21%  @lipase e
lecitinase « lecitinase
Olipase ‘ Olipase
Biotipo humano Biétipo bovino

Figura 19. Reacg@o da lecitinase e lipase e, ou apenas lipase, nos isolados de S. aureus
obtidos durante o fabrico do Queijo Sdo Jorge nas Cooperativas dos Lourais ¢ Beira ¢
biotipificados como bioétipos humanos e bovinos.
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5. Conclusoes

1.

O processo de bactofugacao, apesar de ter como fungdo primordial a eliminagdo de
esporos bacterianos no leite, tem influéncia na redu¢ao de mesofilos totais, células
somaticas e S. aureus, apresentando-se como um meio eficaz de melhorar estas
caracteristicas do leite, sendo, neste caso, notoriamente benéfica a reducao de uma
bactéria patogénica como o S. aureus. Porém a bactofugacao também teve efeitos
negativos sobre a qualidade quimica do leite, ja que o teor médio de solidos isentos
de gordura (SNF) e de proteina diminuiram significativamente;

Relativamente a evolugdo do crescimento de S. aureus durante o fabrico verificou-se
que ndo existiram diferengas estatisticamente significativas entre a contagem de S.
aureus do leite em cuba ¢ no leite imediatamente antes da adi¢ao do coalho e o soro,
mas existiram diferengas estatisticamente significativas entre a contagem média de
S. aureus no leite em cuba e na coalhada e entre o soro e a coalhada, atingindo aqui
as contagens mais elevadas;

O Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comissdo, de 15 de Novembro de 2005
estipula valores maximos a verificar —#o momento em que se prevé que o numero
de estafilococos seja mais elevado”, neste caso, nas contagens obtidas na coalhada
na Cooperativa da Beira, o valor foi bastante inferior ao valor limiar (m = 10*
ufc/g); ao passo que, na Cooperativa dos Lourais, ultrapassou o valor limiar, mas
ndo o limite maximo admissivel (M = 10° ufc/g), assumindo-se que a grande
maioria dos estafilococos coagulase positivos, sdo neste caso, S. aureus. O
aquecimento final, —eozedura da coalhada”, serd um factor determinante;

Em relagdo aos resultados da biotipificagdo, constatou-se que 56,2% dos biodtipos
encontrados correspondiam a hospedeiros especificos e 43,8% a hospedeiros ndo
especificos. Os bidtipos mais prevalentes foram os bidtipos com hospedeiro ndao
especifico K” B" A (23,4%), o bidtipo bovino (22,8%) e o bidtipo de aves (18,6%).
Na Cooperativa dos Lourais, os bidtipos mais prevalentes foram o bidtipo aves, o
biotipo K' B* A e o bidtipo humano. Contrariamente, na Cooperativa da Beira, os
bi6tipos mais frequentes foram o bidtipo bovino, o bidtipo ndo especifico K’ B A e
o biodtipo de aves;

Uma elevada percentagem de isolados pertencentes ao biotipo humano apresentou

reacgdes positivas para a lecitinase em comparagdo com isolados pertencentes ao
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biotipo bovino que apresentaram baixa percentagem desta reacc¢ao. Estes resultados
estdo de acordo com os de outros autores;

Recomenda-se que o uso de luvas seja obrigatorio em todas as etapas do processo de
fabrico do queijo Sao Jorge DOP e que se estabelecam medidas que impecam a
existéncia de aves dentro das fabricas;

Consideramos que os resultados obtidos no presente estudo poderdo ser uteis na

definicdo das estratégias a adoptar para um melhor controlo do S. aureus.
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7.1. Anexo 1

Quadro 1.1. Contagem de células somaticas, S. aureus e mesofilos totais no leite cru da Cooperativa da
Beira, ao longo de 8 semanas (dados SERCLAT).

Beira leite cru CCS/mL S. aureus ufc/mL Mesofilos totais ufc/mL
3% semana 190000 580 32000
5% semana 170000 1170 24000
6" semana 164000 650 20000
7* semana 149000 790 128000
8% semana 41000 1560 2228000
10" semana 155000 1620 65000
11* semana 108000 1950 76000
12" semana 108000 1000 5000000

Quadro 1.2. Contagem de células somaticas, S. aureus e mesoéfilos totais no leite bactofugado da
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas (dados SERCLAT).

Beira leite bactofugado ~ CCS/mL S. aureus ufc/mL Mesofilos totais ufc/mL

3% semana 15000 20 10000
5% semana 11000 10 10000
6" semana 10000 0 10000
7* semana 10000 10 10000
8" semana 17000 30 10000
10" semana 11000 40 10000
11% semana 12000 60 10000
12 semana 5000 0 234000

Quadro 1.3. Contagem de células somaticas, S. aureus e mesoéfilos totais no leite cru da Cooperativa dos
Lourais, ao longo de 8 semanas (dados SERCLAT).

Lourais leite cru CCS/mL S. aureus ufc/mL  Mesofilos totais ufc/mL

3% semana 59000 1440 1659000
5* semana 45000 210 158000
6" semana 24000 400 377000
7* semana 21000 1170 5000000
8* semana 156000 290 28000

10" semana 31000 340 658000
11% semana 31000 1050 906000
12* semana 25000 1140 863000
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7.2. Anexo 2

Quadro 2.1. Teor de gordura, proteina ¢ SNF no leite cru da Cooperativa da Beira, ao longo de 8
semanas (dados SERCLAT).

Beira leite cru gordura % (m/v) proteina % (m/v) SNF
3% semana 3,38 3,24 8,82
5* semana 3,45 3,27 8,94
6 semana 3,35 3,26 8,93
7* semana 3,23 3,23 8,94
8* semana 3,06 3,26 8,94
9* semana 3,31 3,19 8,82
10? semana 3,05 3,22 8,89
11* semana 2,96 3,21 8,91

Quadro 2.2. Teor de gordura, proteina ¢ SNF no leite bactofugado da Cooperativa da Beira, ao longo de
8 semanas (dados SERCLAT).

Beira leite bactofugado  gordura % (m/v) proteina % (m/v) SNF
3% semana 3,5 3,15 8,72
5% semana 3,5 3,15 8.8
6 semana 3,37 3,16 8,88
7% semana 3,09 3,09 8,81
8* semana 33 3,02 8,6
9% semana 3,26 3,02 8,58
10* semana 3,23 32 8,87
11* semana 3,11 3,18 8,87

Quadro 2.3. Teor de gordura, proteina ¢ SNF no leite cru da Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8
semanas (dados SERCLAT).

Lourais leite cru gordura % (m/v) proteina % (m/v) SNF
3% semana 3,28 33 9
5% semana 3,15 3,34 9,11
6 semana 2,79 3,35 9,12
7* semana 2,92 3,33 9,02
8* semana 3,2 3,18 8,77
9% semana 3,1 3,25 8,99
10* semana 3,16 3,29 9,07
11? semana 3,18 3,23 8,99
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7.3. Anexo 3

Quadro 3.1. Contagem de S. aureus ao longo do fabrico de queijo na Cooperativa da Beira, em 5
momentos.

Semanas Leite cuba  Soro fermento Leite antes coalho Soro Coalhada

(ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL)
1 40 80 60 0 6600
2 20 160 50 0 2000
3 20 10 10 0 500
4 10 360 50 80 1700
5 10 4000 20 130 1300
6 0 10 10 0 500
7 10 0 20 0 800
8 30 0 10 20 200
9 10 0 10 0 300
10 40 0 20 0 4400
11 60 0 40 160 2200
12 0 20 20 210 300

Quadro 3.2. Contagem de S. aureus ao longo do fabrico de queijo na Cooperativa dos Lourais, em 5
momentos.

Semanas Leite cuba  Soro fermento Leite antes coalho Soro Coalhada
(ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL)
1 4000 3420 8600 2200 109000
2 1860 400 2250 2100 41000
3 1440 3000 1760 210 24800
4 300 30 270 2900 56000
5 210 70 460 620 30000
6 400 950 560 540 36000
7 1170 530 1500 1800 165000
8 290 960 200 150 24700
9 150 10 390 210 22400
10 340 40 100 0 14100
11 1050 930 440 390 40000
12 1140 50 540 540 40000

62



7.4. Anexo 4

Quadro 4.1. Output do teste de Mann-Whitney referente & contagem de mesoéfilos totais no leite cru na
Cooperativa da Beira e na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.

Ranks
Cooperativa N Mean Rank | Sum of Ranks
Mesofilos Totais leite cru Beira 8 6,81 54,50
Lourais 8 10,19 81,50
Total 16

Test Statistics(b)

Mesdbfilos
Totais leite
cru

Mann-Whitney U 18,500
Wilcoxon W 54,500
Z -1,419
Asymp. Sig. (2-tailed) ,156
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)] ,161(a)

a Not corrected for ties.

b Grouping Variable: 1-beira 2-lourais

Quadro 4.2. Output do teste de Mann-Whitney referente a CCS no leite cru na Cooperativa da Beira ¢ na

Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.

Ranks
Cooperativa N Mean Rank | Sum of Ranks
CCSleitecru  Beira 8 5,38 43,00
Lourais 8 11,63 93,00
Total 16

Test Statistics(b)

CCS
Mann-Whitney U 7,000
Wilcoxon W 43,000
z -2,629
Asymp. Sig. (2-tailed) ,009
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)] ,007(a)

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: 1-beira 2-lourais
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Quadro 4.3. Output do teste de Mann-Whitney referente a contagem de S. aureus no leite cru na
Cooperativa da Beira e na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.

Ranks
Cooperativa N Mean Rank | Sum of Ranks
S. aureus leite cru Beira 8 10,31 82,50
Lourais 8 6,69 53,50
Total 16

Test Statistics(b)

S. aureus

leite cru
Mann-Whitney U 17,500
Wilcoxon W 53,500
Z -1,524
Asymp. Sig. (2-tailed) ,128
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)] ,130(8.)

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: 1-beira 2-lourais
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7.5. Anexo 5

Quadro 5.1. Correlagdo de Spearman entre a CCS e a contagem de mesoéfilos totais no leite cru na
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Correlations

Mesofilos
CCS Beira | Totais Beira
leite cru leite cru
Spearman's rho CCS Beira leite cru  Correlation Coefficient 1,000 -,826(*)
Sig. (2-tailed) ) 011
N 8 8
Mesdfilos Totais Correlation Coefficient -,826(*) 1,000
Beira leite cru Sig. (2-tailed) o011 .
N 8 8

* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

Quadro 5.2. Correlagdo de Spearman entre a CCS ¢ a contagem de S. aureus no leite cru na Cooperativa

da Beira, ao longo de 8 semanas.

Correlations

S. aureus Beira | CCS Beira
leite cru leite cru
Spearman'srho  S. aureus Beira leite cru  Correlation Coefficient 1,000 -575
Sig. (2-tailed) . 1136
N 8 8
CCS Beira leite cru Correlation Coefficient -575 1,000
Sig. (2-tailed) ,136 )
N 8 8

Quadro 5.3. Correlagdo de Spearman entre a contagem de mesoéfilos totais e de S. aureus no leite cru na
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Correlations

Mesdfilos

Totais Beira | S. aureus Beira

leite cru leite cru
Spearman's rho Mesdfilos Totais Beira Correlation Coefficient 1,000 ,310
Sig. (2-tailed) . 456
N 8 8
S. aureus Beira leite cru Correlation Coefficient 310 1,000
Sig. (2-tailed) ,456 )
N 8 8
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7.6. Anexo 6

Quadro 6.1. Correlagdo de Spearman entre a CCS e a contagem de mesoéfilos totais no leite cru na

Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.
Correlations

Mesofilos
CCS Lourais Totais Lourais

leite cru leite cru
Spearman's rho CCS Lourais leite cru Correlation Coefficient 1,000 -,455
Sig. (2-tailed) ) ,257
N 8 8
Mesofilos Totais Lourais  Correlation Coefficient -,455 1,000
leite cru Sig. (2-tailed) 257 ,
N 8 8

Quadro 6.2. Correlagdo de Spearman entre a CCS e a contagem de S. aureus no leite cru na Cooperativa
dos Lourais, ao longo de 8 semanas.
Correlations
S. aureus
Lourais leite CCS Lourais

cru leite cru
Spearman'’s rho S. aureus Lourais leite Correlation Coefficient 1,000 -,359
cru Sig. (2-tailed) , 1382
N 8 8
CCS Lourais leite cru Correlation Coefficient -,359 1,000
Sig. (2-tailed) ,382 )
N 8 8

Quadro 6.3. Correlagdo de Spearman entre a contagem de mesoéfilos totais e de S. aureus no leite cru na

Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.
Correlations

Mesdfilos S. aureus
Totais Lourais Lourais leite
leite cru cru

Spearman's rho Mesdfilos Totais Correlation Coefficient 1,000 ,905(**)
Lourais leite cru Sig. (2-tailed) 002
N 8 8
S. aureus Lourais Correlation Coefficient ,905(**) 1,000
leite cru Sig. (2-tailed) 002 ,
N 8 8

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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7.7. Anexo 7

Quadro 7.1. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de mesodfilos totais no leite cru e
bactofugado da Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
Mesdfilos Totais Beira Negative Ranks 8(a) 450 36,00
leite bactofugado - Positive Ranks
Mesdfilos Totais Beira , 0(b) ,00 ,00
leite cru Ties 0(c)
Total 8

a Mesdfilos Totais Beira leite bactofugado < Mesoéfilos Totais Beira leite cru
b Mesdfilos Totais Beira leite bactofugado > Mesoéfilos Totais Beira leite cru
¢ Mesdfilos Totais Beira leite bactofugado = Mesofilos Totais Beira leite cru

Test Statistics(b)

Mesofilos Totais Beira leite
bactofugado - Mesdfilos
Totais Beira leite cru

z -2,521(a)

Asymp. Sig. (2-tailed) ,012
Exact Sig. (2-tailed) ,008
Exact Sig. (1-tailed) ,004
Point Probability ,004

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Quadro 7.2. Output do teste de Wilcoxon referente a CCS no leite cru e bactofugado da Cooperativa da
Beira, ao longo de 8 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
CCS Beira leite Negative Ranks 8(a) 4,50 36,00
bactofugado - CCS  pggitive Ranks 0(b) .00 .00

Beira leite cru

Ties
Total

0(c)
8

a CCS Beira leite bactofugado < CCS Beira leite cru
b CCS Beira leite bactofugado > CCS Beira leite cru
¢ CCS Beira leite bactofugado = CCS Beira leite cru

Test Statistics(b)

CCS Beira leite
bactofugado - CCS Beira

leite cru
z -2,521(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012
Exact Sig. (2-tailed) ,008
Exact Sig. (1-tailed) ,004
Point Probability ,004

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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Quadro 7.3. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus no leite cru e bactofugado da
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Beira leite Negative Ranks 8(a) 4,50 36,00
ba(_:tofugado - S.aureus  pgsitive Ranks 0(b) 00 00
Beira leite cru . ’ ’
Ties 0(c)
Total 8

a S.aureus Beira leite bactofugado < S. aureus Beira leite cru
b S.aureus Beira leite bactofugado > S. aureus Beira leite cru
¢ S.aureus Beira leite bactofugado = S. aureus Beira leite cru

Test Statistics(b)

S.aureus Beira leite
bactofugado - S. aureus
Beira leite cru

z -2,521(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012
Exact Sig. (2-tailed) ,008
Exact Sig. (1-tailed) ,004
Point Probability ,004

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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7.8. Anexo 8

Quadro 8.1. Output do teste de Mann-Whitney referente ao teor de SNF no leite cru na Cooperativa da
Beira e na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.

Ranks
Cooperativa N Mean Rank | Sum of Ranks
SNF leite cru  Beira 8 5,50 44,00
Lourais 8 11,50 92,00
Total 16
Test Statistics(b)
SNF leite cru
Mann-Whitney U 8,000
Wilcoxon W 44,000
Z -2,632
Asymp. Sig. (2-tailed) ,011
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)] ,010(8.)

a Not corrected for ties.

b Grouping Variable: 1-beira 2-lourais

Quadro 8.2. Output do teste de Mann-Whitney referente ao teor de gordura no leite cru na Cooperativa
da Beira e na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.

Ranks
Cooperativa N Mean Rank | Sum of Ranks
Gordura leite cru Beira 8 10,13 81,00
Lourais 8 6,88 55,00
Total 16

Test Statistics(b)

Gordura

leite cru
Mann-Whitney U 19,000
Wilcoxon W 55,000
z -1,365
Asymp. Sig. (2-tailed) 172
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)] ,195(a)

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: 1-beira 2-lourais
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Quadro 8.3. Output do teste de Mann-Whitney referente ao teor de proteina no leite cru na Cooperativa
da Beira e na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 8 semanas.

Ranks
Cooperativa N Mean Rank | Sum of Ranks
Proteina leite cru  Beira 8 6,44 51,50
Lourais 8 10,56 84,50
Total 16

Test Statistics(b)

Proteina

leite cru
Mann-Whitney U 15,500
Wilcoxon W 51,500
z -1,735
Asymp. Sig. (2-tailed) ,083
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)] ,083(a)

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: 1-beira 2-lourais

70



7.9. Anexo 9

Quadro 9.1. Output do teste de Wilcoxon referente ao teor de SNF no leite cru e bactofugado da
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
SNF Beira leite Negative Ranks 8(a) 4,50 36,00
bactofugado - SNF  pqitive Ranks 0(b) 00 00
Beira leite cru ) ' ’
Ties 0(c)
Total 8

a SNF Beira leite bactofugado < SNF Beira leite cru
b SNF Beira leite bactofugado > SNF Beira leite cru
¢ SNF Beira leite bactofugado = SNF Beira leite cru

Test Statistics(b)

SNF Beira leite
bactofugado - SNF Beira

leite cru
z -2,521(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012
Exact Sig. (2-tailed) ,008
Exact Sig. (1-tailed) ,004
Point Probability ,004

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Quadro 9.2. Output do teste de Wilcoxon referente ao teor de gordura no leite cru e bactofugado da
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
Gordura Beira leite Negative Ranks 2(a) 3,75 7,50
ba(_:tofugado - Gordura Positive Ranks 6(b) 475 28 50
Beira leite cru . ’ ’
Ties 0(c)
Total 8

a Gordura Beira leite bactofugado < Gordura Beira leite cru
b Gordura Beira leite bactofugado > Gordura Beira leite cru
¢ Gordura Beira leite bactofugado = Gordura Beira leite cru

Test Statistics(b)

Gordura Beira leite
bactofugado - Gordura Beira

leite cru
z -1,472(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) 141
Exact Sig. (2-tailed) 164
Exact Sig. (1-tailed) ,082
Point Probability ,016

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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Quadro 9.3. Output do teste de Wilcoxon referente ao teor de proteina no leite cru e bactofugado da
Cooperativa da Beira, ao longo de 8 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
Proteina Beira leite Negative Ranks 8(a) 4,50 36,00
ba(_:tofugado - Proteina Positive Ranks 0(b) 00 00
Beira leite cru . ’ ’
Ties 0(c)
Total 8

a Proteina Beira leite bactofugado < Proteina Beira leite cru
b Proteina Beira leite bactofugado > Proteina Beira leite cru
¢ Proteina Beira leite bactofugado = Proteina Beira leite cru

Test Statistics(b)

Proteina Beira leite
bactofugado - Proteina Beira
leite cru
pa -2,521(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012
Exact Sig. (2-tailed) ,008
Exact Sig. (1-tailed) ,004
Point Probability ,004

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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7.10. Anexo 10

Quadro 10.1. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite cru na cuba e
leite antes do coalho na Cooperativa da Beira, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Beira leite Negative Ranks 4(a) 5,88 23,50
ant_es C(_)alho -S.aureus  pggitive Ranks 7(b) 6.07 42 50
Beira leite cuba . ! ’
Ties 1(c)
Total 12

a S.aureus Beira leite antes coalho < S.aureus Beira leite cuba
b S.aureus Beira leite antes coalho > S.aureus Beira leite cuba
¢ S.aureus Beira leite antes coalho = S.aureus Beira leite cuba

Test Statistics(b)

S.aureus Beira leite antes
coalho - S.aureus Beira

leite cuba
z -,857(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,391
Exact Sig. (2-tailed) 433
Exact Sig. (1-tailed) 216
Point Probability ,021

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Quadro 10.2. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite cru na cuba e o
soro na Cooperativa da Beira, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Beira soro - Negative Ranks 7(a) 4,00 28,00
S.aureus Beira leite cuba  pggitive Ranks 4(b) 9.50 38,00
Ties 1(c)
Total 12

a S.aureus Beira soro < S.aureus Beira leite cuba
b S.aureus Beira soro > S.aureus Beira leite cuba
¢ S.aureus Beira soro = S.aureus Beira leite cuba

Test Statistics(b)

S.aureus Beira soro -
S.aureus Beira leite

cuba
Z -,446(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) 656
Exact Sig. (2-tailed) ,683
Exact Sig. (1-tailed) 341
Point Probability ,009

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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Quadro 10.3. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o soro e leite antes do

coalho na Cooperativa da Beira, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Beira soro -  Negative Ranks 7(a) 5,07 35,50
S.aureus Beiraleite  positive Ranks 5(b) 8,50 42,50
antes coalho . ' ’
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Beira soro < S.aureus Beira leite antes coalho
b S.aureus Beira soro > S.aureus Beira leite antes coalho
¢ S.aureus Beira soro = S.aureus Beira leite antes coalho

Test Statistics(b)

S.aureus Beira soro - S.aureus
Beira leite antes coalho
Z -,276(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,783
Exact Sig. (2-tailed) ,804
Exact Sig. (1-tailed) ,402
Point Probability ,012

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Quadro 10.4. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite cru na cuba e

na coalhada na Cooperativa da Beira, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Beira Negative Ranks 0(a) ,00 ,00
coglhad_a - S.aureus Positive Ranks 12(b) 6.50 78.00
Beira leite cuba . ' ’
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Beira coalhada < S.aureus Beira leite cuba
b S.aureus Beira coalhada > S.aureus Beira leite cuba
¢ S.aureus Beira coalhada = S.aureus Beira leite cuba

Test Statistics(b)

S.aureus Beira coalhada -
S.aureus Beira leite cuba
z -3,059(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002
Exact Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. (1-tailed) ,000
Point Probability ,000

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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Quadro 10.5. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o soro e a coalhada na
Cooperativa da Beira, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Beira coalhada - Negative Ranks 0(a) .00 00
S.aureus Beira soro Positive Ranks 12(b) 6.50 78.00
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Beira coalhada < S.aureus Beira soro
b S.aureus Beira coalhada > S.aureus Beira soro
¢ S.aureus Beira coalhada = S.aureus Beira soro

Test Statistics(b)

S.aureus Beira
coalhada - S.aureus
Beira soro
Z -3,061(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002
Exact Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. (1-tailed) ,000
Point Probability ,000

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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7.11. Anexo 11

Quadro 11.1. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite cru na cuba e o
leite antes do coalho na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Lourais leite Negative Ranks 5(a) 5,70 28,50
antes _coa!ho - S.aureus Positive Ranks 7(b) 707 49.50
Lourais leite cuba . ’ ’
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Lourais leite antes coalho < S.aureus Lourais leite cuba
b S.aureus Lourais leite antes coalho > S.aureus Lourais leite cuba
¢ S.aureus Lourais leite antes coalho = S.aureus Lourais leite cuba

Test Statistics(b)

S.aureus Lourais leite antes coalho -
S.aureus Lourais leite cuba

z

Point Probability

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. (2-tailed)
Exact Sig. (1-tailed)

-,824(a)
,410
,435
217
,011

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Quadro 11.2. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite cru na cuba e o
soro na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Lourais Negative Ranks 6(a) 7,42 44,50
soro - S.aureus Positive Ranks 6(b) 558 33.50
Lourais leite cuba ) ' '
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Lourais soro < S.aureus Lourais leite cuba
b S.aureus Lourais soro > S.aureus Lourais leite cuba
¢ S.aureus Lourais soro = S.aureus Lourais leite cuba

Test Statistics(b)

S.aureus Lourais soro -
S.aureus Lourais leite cuba

z

Point Probability

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. (2-tailed)
Exact Sig. (1-tailed)

-,432(a)
,666
,691
,346
,014

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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Quadro 11.3. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite antes do
coalho e o soro na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Lourais soro -  Negative Ranks 8(a) 5,25 42,00
S.aureus Lourais leite Positive Ranks 3(b) 8.00 2400
antes coalho . ’ ’
Ties 1(c)
Total 12

a S.aureus Lourais soro < S.aureus Lourais leite antes coalho
b S.aureus Lourais soro > S.aureus Lourais leite antes coalho
¢ S.aureus Lourais soro = S.aureus Lourais leite antes coalho

Test Statistics(b)

S.aureus Lourais soro - S.aureus

Lourais leite antes coalho
z -,801(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) 423
Exact Sig. (2-tailed) ,451
Exact Sig. (1-tailed) ,226
Point Probability ,013

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Quadro 11.4. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o leite cru na cuba ¢ a
coalhada na Cooperativa dos Lourais, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Lourais Negative Ranks 0(a) ,00 ,00
coalhe_tda_— S.aureus Positive Ranks 12(b) 6.50 78.00
Lourais leite cuba . ' ’
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Lourais coalhada < S.aureus Lourais leite cuba
b S.aureus Lourais coalhada > S.aureus Lourais leite cuba
¢ S.aureus Lourais coalhada = S.aureus Lourais leite cuba

Test Statistics(b)

S.aureus Lourais coalhada -

S.aureus Lourais leite cuba
z -3,059(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002
Exact Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. (1-tailed) ,000
Point Probability ,000

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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Quadro 11.5. Output do teste de Wilcoxon referente a contagem de S. aureus entre o soro e a coalhada na
Cooperativa dos Lourais, ao longo de 12 semanas.

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
S.aureus Lourais Negative Ranks 0(a) ,00 .00
coalhqda - S.aureus Positive Ranks 12(b) 6.50 78.00
Lourais soro . ' ’
Ties 0(c)
Total 12

a S.aureus Lourais coalhada < S.aureus Lourais soro
b S.aureus Lourais coalhada > S.aureus Lourais soro
¢ S.aureus Lourais coalhada = S.aureus Lourais soro

Test Statistics(b)

S.aureus Lourais coalhada -

S.aureus Lourais soro
Z -3,059(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002
Exact Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. (1-tailed) ,000
Point Probability ,000

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test
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7.12. Anexo 12

Quadro 12.1. Distribuigdo dos 167 biotipos de isolados de S. aureus em biodtipos pela Cooperativa dos

Lourais e pela Cooperativa da Beira.

P oo O 1Ll
bidtipos (%) bidtipos (%)

- humano 18 (18,8) 2(2,8)
- aves 23 (24,0) 8(11,3)
- bovino 14 (14,6) 24 (33,8)
- oVino 1(1,0) 4 (5,6)
K'B"A 0 0

K p'C 7(7,3) 5(7,0)
KB A 20 (20,8) 19 (26,8)
K'B A 12 (12,5) 5(7,0)
KpgcC 1(1,0) 4 (5,6)
Total 98 (100%) 71 (100%)

Quadro 12.2. Presenga da reac¢do da lecitinase e lipase e apenas lipase nos isolados de S. aureus

biotipificados como humanos e bovinos.

Reacc¢ao

Bidtipo humano

Bidtipo Bovino

lipase e lecitinase

lipase

17
3

8
30
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