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RESUMO

MACEDO, Geovana Andrade. Avaliacao de pontos de contaminacdo dos ambientes de
producao do Queijo Canastra por Estafilococos Coagulase-Negativos. Bambui: IFMG
campus Bambui, 2025.

Este estudo avaliou a ocorréncia de Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) em diferentes
microambientes envolvidos na produgao do Queijo Minas Artesanal da Canastra (QMAC), com
o objetivo de identificar potenciais pontos criticos de contaminac¢do. As amostragens foram
realizadas em quatro propriedades regularizadas pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA),
contemplando 29 pontos de coleta distribuidos entre sala de ordenha, queijaria, utensilios,
epitélios de manipuladores, matérias-primas e produtos em diferentes estagios. As coletas
ocorreram em duas estagdes climaticas, resultando em 16 observagdes por ponto amostral. A
identificacdo presuntiva de estafilococos envolveu plaqueamento em meio Baird-Parker,
purificacdo em agar nutriente e aplicagao dos testes de catalase, coloragdo de Gram e coagulase
lenta. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
as estagdes seca e chuvosa em nenhum dos 29 pontos analisados. Verificou-se elevada
frequéncia de ECN em epitélios humanos e animais, superficies de contato e queijos com 3 e
14 dias de maturacdo, indicando que esses locais constituem reservatdrios persistentes. A agua
utilizada no processamento apresentou auséncia total de ECN, refletindo adequacao sanitéria.
A variabilidade observada entre amostras individuais de leite evidenciou que a contaminagao
ndo ¢ homogénea entre animais. Os dados sugerem que a origem dos ECN esté associada tanto
ao contato direto com manipuladores € animais quanto a possivel persisténcia ambiental em
superficies estruturais e utensilios, possivelmente relacionada a formacdo de biofilmes.
Conclui-se que os ECN apresentam ampla distribuicao ao longo da cadeia produtiva do QMAC
€ que sua presenga consistente em pontos criticos destaca a importancia do monitoramento
higiénico-sanitario continuo, da manutencdo de boas praticas de fabricacdo e da revisdo de
estruturas e fluxos de trabalho nas propriedades avaliadas. Os achados contribuem para a
compreensdo da ecologia microbiana do QMAC e oferecem subsidios para estratégias de
controle que assegurem a qualidade e a seguranga do produto artesanal.

Palavras-chave: Queijo Minas Artesanal; Estafilococos Coagulase-Negativos.
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ABSTRACT

MACEDO, Geovana Andrade. Evaluation of contamination points in Canastra cheese
production environments by coagulase-negative staphylococci. Bambui: I[IFMG campus
Bambui, 2025.

This study evaluated the occurrence of Coagulase-Negative Staphylococci (ECN) in different
microenvironments involved in the production of Minas Artesanal Canastra Cheese (QMAC),
with the aim of identifying potential critical contamination points. Sampling was carried out on
four properties regulated by the Minas Gerais Institute of Agriculture (IMA), encompassing 29
collection points distributed among milking parlors, cheese factories, utensils, handlers'
epithelia, raw materials, and products at different stages. Collections occurred in two climatic
seasons, resulting in 16 observations per sampling point. Presumptive identification of
staphylococci involved plating on Baird-Parker medium, purification on nutrient agar, and
application of catalase, Gram staining, and slow coagulase tests. The results showed no
statistically significant difference between the dry and rainy seasons at any of the 29 points
analyzed. High frequencies of ECN were found in human and animal epithelia, contact surfaces,
and cheeses aged 3 and 14 days, indicating that these locations constitute persistent reservoirs.
The water used in processing showed a total absence of ECN, reflecting sanitary adequacy. The
variability observed between individual milk samples showed that contamination is not
homogeneous among animals. The data suggest that the origin of ECN is associated both with
direct contact with handlers and animals and with possible environmental persistence on
structural surfaces and utensils, possibly related to biofilm formation. It is concluded that ECN
are widely distributed throughout the production chain of artisanal Minas cheese and that their
consistent presence at critical points highlights the importance of continuous hygienic-sanitary
monitoring, the maintenance of good manufacturing practices, and the review of structures and
workflows on the evaluated properties. The findings contribute to the understanding of the
microbial ecology of artisanal Minas cheese and offer support for control strategies that ensure
the quality and safety of the artisanal product.

Keywords: Artisanal Minas Cheese; Coagulase-Negative Staphylococci.
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1. INTRODUCAO

A produgdo do Queijo Minas Artesanal da Canastra (QMAC) representa um dos
mais importantes patrimonios culturais, econdmicos e alimentares de Minas Gerais. Elaborado
tradicionalmente a partir de leite cru, fermento endégeno (“pingo’) e técnicas transmitidas entre
geracdes, 0 QMAC constitui ndo apenas uma fonte de renda fundamental para familias
produtoras, mas também um alimento de forte identidade territorial. Entretanto, o uso de leite
cru, aliado as caracteristicas proprias das instalagdes artesanais, torna indispensavel a
compreensdo detalhada dos microrganismos presentes ao longo de seu processo de fabricacao,
tanto sob a perspectiva tecnoldgica quanto sanitaria.

A microbiota envolvida na elaboragdo do QMAC ¢é complexa e exerce papel central
na textura, no sabor, na maturacdo e na seguranca do produto. Espécies de bactérias laticas,
como Lactococcus, Lactobacillus e Streptococcus, contribuem para a acidificacao, produgao de
compostos aromaticos e inibicdo de patogenos (FOX et al., 2017). Contudo, o leite cru e o
ambiente de produgdo também podem abrigar microrganismos indesejaveis, entre eles espécies
do género Staphylococcus, grupo que apresenta importancia tanto na saide animal quanto na
seguranca dos alimentos (GETAHUN et al., 2024). O foco histérico das pesquisas recai sobre
os Estafilococos Coagulase-Positivos (ECP), especialmente Staphylococcus aureus,
reconhecido pela capacidade de produzir enterotoxinas termoestaveis e por sua associagdo a
surtos de intoxicagao alimentar.

Ainda assim, cresce o interesse cientifico sobre um conjunto de microrganismos
menos investigado, porém altamente prevalente na cadeia leiteira: os Estafilococos Coagulase-
Negativos (ECN). Estes microrganismos compdem a microbiota natural da pele e do canal
mamario de vacas e, por esse motivo, sdo frequentemente isolados do leite cru utilizado na
fabricagdo de queijos artesanais.

Os ECN apresentam uma dualidade que desafia categorizacdes simplistas. Por um
lado, sdo reconhecidos por seu papel tecnoldgico positivo em queijos artesanais: contribuem
para o desenvolvimento de aromas e sabores caracteristicos através da proteolise e lipolise,
participando ativamente da degradacdo de proteinas e lipidios durante a maturagdo
(DELCENSERIE et al., 2014; AQUILANTI et al., 2016). Espécies como Staphylococcus
equorum, S. xylosus € S. carnosus produzem compostos volateis responsaveis por notas frutadas
e adocicadas, além de apresentarem atividade de redutase de nitrato que contribui para a

estabilizacdo da cor do produto (IRLINGER et al., 2012; BERTUZZI et al., 2018).
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Por outro lado, estudos recentes apontam que os ECN possuem caracteristicas
biologicas que merecem atencao do ponto de vista de seguranca do alimento: capacidade de
formar biofilmes em superficies de contato com alimentos, resisténcia a agentes
antimicrobianos, persisténcia ambiental e, em algumas espécies, deteccdo de genes
relacionados a enterotoxinas estafilococicas (GETAHUN et al., 2024). Tais fatores podem
favorecer sua sobrevivéncia nos ambientes das queijarias e seu transporte para o produto final.
No contexto da producdo leiteira, os ECN sdo também descritos como uma das principais
causas de mastite subclinica em bovinos. Essa condi¢ao, embora ndo apresente sinais clinicos
evidentes, reduz a qualidade do leite, altera sua composicdo e aumenta a carga microbiana
inicial, afetando diretamente a inocuidade do queijo produzido a partir desse leite.

Essa natureza ambivalente dos ECN torna fundamental distinguir entre sua
presenga como componente desejavel da microbiota de maturagdo e sua ocorréncia como
indicador de falhas nas Boas Praticas de Fabricagdo. A origem dos ECN, se provenientes do
leite cru de qualidade, do ambiente de processamento, de equipamentos contaminados ou da
propria cultura iniciadora natural (pingo), define em grande medida seu impacto sobre o produto
(DELCENSERIE et al., 2014; AQUILANTI et al., 2016). Os ECN oriundos de mastite ou de
biofilmes persistentes em superficies podem comprometer a seguranga, enquanto aqueles
naturalmente presentes no leite de qualidade e no pingo contribuem para a identidade sensorial

do QMAC.
1.1. Justificativa

A realizagdo deste estudo se justifica pela necessidade crescente de aprimorar a
seguranc¢a microbiologica do Queijo Minas Artesanal da Canastra, especialmente diante de sua
valorizagdo nacional e internacional. Como o QMAC ¢ elaborado a partir de leite cru, o controle
da microbiota ao longo das etapas produtivas ¢ fundamental para prevenir contaminagdes que
possam comprometer a qualidade e a seguranca do alimento.

A lacuna cientifica envolvendo ECN em queijos artesanais, como o QMAC,
também refor¢a a importancia do trabalho. Enquanto hé vasto conhecimento acumulado sobre
Staphylococcus aureus e outros patdgenos classicos, o papel dos ECN na cadeia de produgao
ainda € pouco explorado, apesar de sua ampla ocorréncia no leite € em superficies de contato
em laticinios (GETAHUN et al., 2024). Produzir dados sobre esses microrganismos pode

subsidiar 6rgdos reguladores, pesquisadores e produtores na elaboracao de diretrizes sanitarias
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mais especificas para a produgdo artesanal. Dada a escassez de estudos voltados a investigagao
desses microrganismos em ambientes de producdo de queijos artesanais, este trabalho justifica-
se pela necessidade de identificar possiveis focos de contaminagdo ao longo do processo
produtivo.

Diante da relevancia e da natureza dual dos Estafilococos Coagulase-Negativos no
ambiente de producao de queijos artesanais, este Trabalho de Conclusao de Curso tem como
proposta realizar uma avaliagdo de microambientes envolvidos no processo de produgdo do
Queijo Minas Artesanal da Canastra, identificando-os como potenciais focos de contaminagao
por esses microrganismos. Para isso, serdo investigadas superficies, utensilios, equipamentos e
matérias-primas utilizados nas salas de ordenha e nas queijarias artesanais de quatro queijarias
registradas na Serra da Canastra. Espera-se, com isso, contribuir para estratégias de controle
que preservem os atributos tecnoldgicos desejaveis dos ECN, ao mesmo tempo em que

minimizam riscos associados a sua presenca inadequada.

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Investigar a ocorréncia e a distribui¢do de Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN)
em microambientes envolvidos no processo de producdo do Queijo Minas Artesanal da

Canastra.
1.2.2. Objetivos especificos

1. Realizar a coleta sisteméatica de amostras em diferentes microambientes das etapas de
producdo do Queijo Minas Artesanal da Canastra, como superficies de contato,
utensilios, equipamentos, dgua, pingo, maos dos manipuladores, sala de ordenha e sala
da queijaria, com a finalidade de identificar pontos criticos potenciais para a presenca
de Estafilococos Coagulase-Negativos.

2. Conduzir analises microbioldgicas das amostras coletadas, utilizando metodologia de
plaqueamento em superficie (Spread Plate) em meio Baird-Parker suplementado, para
isolamento presuntivo de Estafilococos.

3. Realizar a triagem e identifica¢do de Estafilococos Coagulase-Negativos por meio de
testes fenotipicos e bioquimicos, incluindo coloracdo de Gram, teste da catalase e

coagulase em tubo (coagulase lenta), visando diferenciar ECN de ECP.
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4. Avaliar a distribui¢do e frequéncia dos isolados confirmados de ECN nos diferentes
microambientes e propriedades avaliadas, comparando sua ocorréncia entre as estagcdes
seca e chuvosa, de modo a identificar padrdes de contaminagdo, rotas provaveis de

disseminagdo e microambiente(s) de maior risco sanitario.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Pecuaria leiteira e o Queijo Minas Artesanal da Canastra

O leite acompanha a humanidade desde seus primordios, desempenhando um papel
essencial na dieta das primeiras populagoes (MCCORMICK, 2012). Na atualidade, consolidou-
se ndo apenas como um alimento de alto valor nutricional, mas também como um produto
economicamente relevante e amplamente investigado pela comunidade cientifica,
especialmente em estudos voltados a melhoria de sua qualidade, seguranga e desempenho
tecnologico (BOJOVIC; MCGREGOR, 2023).

O leite bovino destaca-se pelo potencial de suprir nutrientes fundamentais em
diferentes fases da vida, sendo produzido em larga escala no Brasil e desempenhando papel
estruturante na economia rural. De acordo com o Anuario Leite 2025, a produgdo nacional
alcangou 35,375 bilhdes de litros em 2024, com destaque para Minas Gerais, Parana e Rio
Grande do Sul (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2025).

A composi¢ao do leite ¢ complexa e resulta de uma sintese altamente regulada na
glandula mamaria, envolvendo componentes essenciais como gorduras, proteinas e
carboidratos, que fornecem energia e sustentam o crescimento (TRONCO, 2013;
STRADIOTTI JUNIOR et al., 2012). Elementos como vitaminas, minerais, anticorpos e
aminoacidos conferem propriedades fisioldgicas importantes, mantendo o pH proximo da
neutralidade (QUIGLEY et al., 2013). Em média, o leite contém entre 12 e 13% de s6lidos
totais e cerca de 87% de agua, valores que variam conforme espécie, raga, alimentacdo, manejo
e condi¢cdes ambientais (EMBRAPA, 2025). Essas variagdes fisico-quimicas influenciam
diretamente o rendimento e as caracteristicas sensoriais dos queijos artesanais, determinando
atributos como textura, sabor e estrutura da coalhada (COSTA et al., 2024).

A produgdo de queijos artesanais, predominantemente realizada em propriedades
familiares, desempenha papel central na economia rural, contribuindo para a geracdo de
empregos, fixacdo de mao de obra no campo e valorizagao da producao local (SILVA et al.,
2025). Entretanto, a qualidade do leite utilizado depende de multiplos fatores. Entre os fatores
internos, destacam-se a higieniza¢do adequada de equipamentos e superficies, a limpeza dos
tetos e os cuidados adotados por ordenhadores e queijeiros. Entre os fatores externos,
influenciam a localizacdo da propriedade, o clima, a sazonalidade, a temperatura do leite e

outras variaveis ambientais (SILVA, 2020; CAMPOS, 2023).
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2.1.1. Caracteristicas e importincia regional

O Queijo Minas Artesanal (QMA) ¢ um produto tradicional de grande relevancia
socioeconOmica, produzido majoritariamente por pequenos agricultores familiares, sendo uma
importante fonte de geracdo de renda e emprego no estado de Minas Gerais (DORES;
FERREIRA, 2012). Dentre as regides produtoras, destaca-se a microrregido da Canastra
(Figura 1), localizada no sudoeste mineiro, reconhecida ha mais de dois séculos como uma das

principais produtoras desse tipo de queijo (MINAS GERALIS, 2018).

Figura 1 - Municipios produtores de Queijo Canastra.

Municipios produtores de
queijo Canastra:

1 - Cérrego D'Anta

2 - Tapirai

3 - Medeiros

4 - Bambui

5 - Sdo Roque de Minas

6 - Piumhi

7 - Vargem Bonita

8 - Sdo Jodo Batista do
Gléria

9 - Delfinépolis

Fonte: OLIVEIRA (2020).

A designacao “Queijo Minas Artesanal da Canastra” ¢ exclusiva para os produtos
elaborados de forma artesanal nos municipios de Sdo Roque de Minas, Medeiros, Vargem
Bonita e em areas especificas de Piumhi, Delfinopolis, Bambui, Tapirai, Sao Jodao Batista do
Gloria e Corrego D’ Anta. Essa delimitagdo territorial estd vinculada ao registro de Indicacao
Geografica (IG) na modalidade de Denominag¢ao de Origem (DO), concedido pelo Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI), que reconhece a singularidade do produto em funcao

de seu local de origem e do saber-fazer tradicional (MINAS GERALIS, 2018).
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Em 2020, estimava-se que a regido abrigava cerca de 800 produtores artesanais,
responsaveis por uma produgdo anual aproximada de 576 toneladas de queijo (FIERN, 2020).
O Queijo Canastra, simbolo da tradi¢ao e da identidade cultural local, foi declarado patrimonio
cultural imaterial brasileiro em maio de 2008, titulo concedido pelo Instituto do Patrimonio
Historico e Artistico Nacional (IPHAN), em reconhecimento ao seu processo de fabricagao
Ginico, transmitido oralmente e praticado ha mais de 200 anos, desde o século XVIII (JUNIOR
etal.,2014). Atualmente, em dezembro de 2024, os modos tradicionais de fazer o Queijo Minas
Artesanal, incluindo os produzidos na microrregido da Canastra, foram oficialmente inscritos
na Lista Representativa do Patriménio Cultural Imaterial da Humanidade pela UNESCO.
(UNESCO, 2024).

A regido da Serra da Canastra retine condi¢des naturais privilegiadas que
configuram um verdadeiro terroir ideal para a producao do Queijo Minas Artesanal. O conceito
de terroir refere-se a combinacao de fatores fisico-ambientais, como clima, altitude, pastagens
nativas e qualidade da 4gua, que influenciam diretamente as caracteristicas sensoriais do
produto final (INPI; SEBRAE, 2016), o que reforca a relacdo entre ambiente, praticas artesanais

e qualidade microbiolégica.

2.1.2. Etapas da producgdo artesanal

O processo de fabricacdo do Queijo Minas Artesanal da Canastra segue técnicas
tradicionais transmitidas entre geracoes, preservando a identidade local. A produ¢do inicia-se
logo apos a ordenha, utilizando-se leite cru integral processado em até 90 minutos. Apds a
filtragem para remocao de impurezas, alguns produtores adicionam sal diretamente ao leite, em
proporcdes entre 100 e 500 g para cada 100L (MINAS GERALIS, 2018).

A etapa de coagulacao ocorre com a adi¢ao do pingo, e do coalho de origem animal.
A quantidade de pingo utilizada varia entre 100 e 250 mL por 100 L de leite, sendo
fundamental para o desenvolvimento da acidez e da flora microbiana tipica do queijo. O
coalho pode ser em p6 ou liquido e a quantidade é de acordo com o fabricante (INAES, 2011;
PINEDA et al., 2021). Ap6és a formagdao do coagulo, realiza-se o corte da massa,
tradicionalmente em fragmentos de 1 a 2 cm, seguido da mexedura, que auxilia na drenagem
do soro e na homogeneizacdo da massa. Em seguida ocorre a enformagem em formas
arredondadas proprias da regido, a prensagem manual e a salga, etapas fundamentais para a

compactagdo, conservacgao e desenvolvimento do sabor (CAMPOS, 2019).
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Ao final da produgdo, os queijos sao mantidos sobre superficies levemente
inclinadas para drenar o soro remanescente, processo que dura cerca de 12 horas. O soro
coletado, apos fermentagdo natural, ¢ reaproveitado como pingo na produgdo seguinte
(GARABAL, 2007; NOBREGA et al., 2008; CASTRO et al., 2016). Esse fermento endogeno
¢ essencial para a continuidade da tradigdo, pois transfere entre os lotes a microbiota
caracteristica da regido, incorporando microrganismos provenientes do leite cru, das maos dos
manipuladores, do ambiente de ordenha e das superficies de contato. Dessa forma, o pingo
confere ao queijo um conjunto microbiano diversificado e representativo do territorio,
responsavel por caracteristicas sensoriais unicas (GARABAL, 2007; NOBREGA et al., 2008).

A maturagdo ¢ a etapa final da produgdo, possui periodo minimo de 14 dias e ¢
essencial para o desenvolvimento da cor, sabor, aroma e textura caracteristicos do QMAC.
Durante esse periodo, ocorrem transformagdes bioquimicas, como lipdlise, protedlise e
glicdlise, que alteram a estrutura interna do queijo e intensificam suas propriedades sensoriais

(FOX, 1993; DORES, 2007; SILVA, 2007; MINAS GERAIS, 2020a).

2.1.3. Aspectos legais e sanitdrios

De acordo com a Lein® 13.860/2019 (BRASIL, 2019), o queijo artesanal ¢ definido
como o produto elaborado por métodos tradicionais, preservando vinculos territoriais, regionais
e culturais. A legislagdo aplicavel a producdo do Queijo Minas Artesanal estabelece diretrizes
rigorosas para assegurar a qualidade sanitaria e a padronizacdo do processo produtivo. O
responsavel técnico pela queijaria deve ser devidamente capacitado para conduzir o manejo e
o controle das etapas de fabricacdo, garantindo o cumprimento das boas praticas agropecuarias
e de fabricagdo, conforme exigido pelas normas estaduais (MINAS GERAIS, 2018). Além disso,
a agua utilizada em todas as fases do processamento deve ser comprovadamente potavel,
submetida a andlises fisico-quimicas e microbiologicas periddicas e receber tratamento
adequado quando necessario, de forma a evitar riscos de contaminacao.

A legislagdo também normatiza etapas-chave do processo de maturacdo e
comercializacdo. A maturagdo, considerada indispensdvel para a obten¢do das caracteristicas
sensoriais € microbiologicas do queijo artesanal deve ocorrer em temperatura ambiente,
sendo proibida a refrigeracdo. No ambito da comercializagdo, somente queijos provenientes de

queijarias e entrepostos devidamente habilitados podem ser vendidos no territorio estadual,
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devendo apresentar rotulagem padronizada que assegure rastreabilidade e identificagdo correta
do produto (MINAS GERALIS, 2018).

De forma complementar, as Portarias IMA n° 2051/2021 e n° 2322/2024
estabeleceram tempos minimos de matura¢do especificos para cada microrregido produtora,
incluindo o periodo minimo de 14 dias para a Canastra. Essas medidas buscam conciliar o uso
do leite cru com exigéncias sanitdrias contemporaneas, garantindo maior seguranca
microbioldgica ao produto final (IMA, 2021; IMA, 2024b).

Do ponto de vista técnico-operacional, essas portarias introduzem ajustes
significativos na rotina das queijarias, como a obrigatoriedade de registro dos estabelecimentos,
a padronizagao de periodos de cura e a definicdo de parametros ambientais para as camaras de
maturagdo. Tais exigéncias promovem maior controle higi€nico-sanitario e profissionalizacao
das unidades produtoras, sem descaracterizar elementos tradicionais como o uso do pingo e do

leite cru da propria propriedade (IMA, 2021; IMA, 2024b).

2.2. Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN)

2.2.1. Caracteristicas gerais e habitat

Os Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) constituem um grupo heterogéneo
de bactérias pertencentes ao género Staphylococcus, caracterizadas como cocos Gram-positivos,
catalase-positivos e coagulase-negativos (BECKER et al., 2014). A distingdo entre ECN e
Estafilococos Coagulase-Positivos (ECP) baseia-se na capacidade de produzir a enzima
coagulase, que permite a conversao de fibrinogénio em fibrina. Embora essa classifica¢do seja
tradicionalmente utilizada na pratica clinica para diferenciar Staphylococcus aureus das demais
espécies, ela representa uma simplificagdo, uma vez que ndo hé evidéncias diretas de que a
coagulase seja um fator de viruléncia per se (FOSTER, 1996; BECKER et al., 2014).

Do ponto de vista taxondmico, os estafilococos constituem um grupo diverso dentro
do género Staphylococcus, no qual os ECN representam a maior parte das espécies descritas.
Esses microrganismos apresentam morfologia cocdide, frequentemente organizados em
arranjos semelhantes a cachos, e sdo anaerdbios facultativos capazes de crescer em ampla
variedade de condi¢des ambientais, caracteristicas que favorecem sua persisténcia em produtos
lacteos. Além disso, estudos recentes destacam que diversas espécies de ECN, como
Staphylococcus xylosus, S. equorum e S. succinus, exercem funcdes tecnoldgicas relevantes

durante a maturacao de queijos, contribuindo para o desenvolvimento de aroma, sabor e textura,
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enquanto outras linhagens podem apresentar genes associados a viruléncia e risco sanitario, o
que reforca a necessidade de monitoramento microbioldgico adequado durante a produgao
(BECKER et al., 2014).

No contexto da pecuaria leiteira, as espécies de ECN mais frequentemente isoladas
incluem: Staphylococcus chromogenes, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. simulans, S. xylosus,
S. equorum, S. hominis, S. saprophyticus e S. hyicus (TAPONEN; PYORALA, 2009;
PERSSON WALLER et al., 2023). Entre essas, S. chromogenes e S. simulans destacam-se
como as espécies predominantes em casos de mastite subclinica bovina, sendo isoladas com
maior frequéncia em amostras de leite de vacas infectadas (PERSSON WALLER et al., 2023).

Estudo recente envolvendo isolados de mastite clinica bovina demonstrou que os
ECN constituem um grupo altamente diverso, abrangendo 15 espécies diferentes, entre as quais
Staphylococcus chromogenes se destacou com 49,4% dos isolados, seguida por S. equorum
(13,8%) e S. simulans (5,0%). Os autores observaram elevados niveis de resisténcia
antimicrobiana entre os ECN, especialmente a penicilina, além da presenca de genes associados
a multirresisténcia, incluindo blaZ, tetK, tetM e ermC; em alguns casos, detectou-se também o
gene mecA, indicativo de resisténcia a meticilina (FENG et al., 2023).

Os ECN ocupam diversos nichos ecoldgicos na cadeia produtiva do leite e do queijo
artesanal. Naturalmente, essas bactérias colonizam a pele, mucosas e o ibere de bovinos, sendo
componentes da microbiota normal desses animais (TAPONEN; PYORALA, 2009). Na
glandula mamaria, os ECN sdo frequentemente associados a infecgdes intramamarias
subclinicas, que, embora ndo apresentem sinais clinicos evidentes, podem alterar a composicao
do leite e aumentar a carga microbiana inicial da matéria-prima (DE VISSCHER et al., 2016).
Além disso, os ECN sdo capazes de colonizar superficies abidticas presentes nos ambientes de
ordenha e processamento, incluindo equipamentos de ordenha, tanques de resfriamento, formas
de queijo, bancadas e prateleiras de maturagao (TREMBLAY et al., 2013).

Uma caracteristica marcante dos ECN ¢ sua notavel capacidade de adaptacdo a
condicdes ambientais adversas. Essas bactérias demonstram elevada tolerancia a ambientes
secos, com atividade de agua (aw) inferior a 0,90, e a concentragdes extremamente altas de sal,
podendo crescer em até 25% de NaCl (w/v). Essa tolerancia osmoética ¢ mediada por
mecanismos moleculares complexos, incluindo a produgdo de solutos compativeis (como
glicina betaina, prolina e glutamina), canais i6nicos voltagem-dependentes para potéssio, €

ajustes na composicao lipidica da membrana celular. A alta tolerancia ao sal explica, em parte,
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a prevaléncia de ECN em produtos fermentados salgados e em ambientes de produgdo de
alimentos com elevada salinidade (IRLINGER, 2008).

No ambiente das queijarias artesanais da Serra da Canastra, os ECN podem estar
presentes em multiplos pontos do processo produtivo. O leite cru constitui a principal fonte de
introducao desses microrganismos, seja proveniente de animais com mastite subclinica ou da
microbiota cutanea do ubere. Adicionalmente, o pingo pode conter populagdes significativas de
ECN, contribuindo para a microbiota de maturagdo do queijo (RESENDE et al., 2011). As
superficies de contato (formas de madeira, bancadas, panos, utensilios) e o proprio ambiente da
queijaria (ar, paredes, prateleiras) também podem atuar como reservatorios persistentes de ECN,
especialmente quando ha formacao de biofilmes (TREMBLAY et al., 2014).

A compreensdo da ecologia dos ECN nos ambientes de produgdo do QMAC ¢
fundamental para distinguir entre sua presenca como componente tecnologico desejavel,
contribuindo para as caracteristicas sensoriais do queijo, e sua ocorréncia como indicador de
falhas higiénico-sanitarias. Essa distingdo ¢ particularmente relevante no contexto das
exigéncias regulatérias contemporaneas, que buscam conciliar a preservagdo da identidade do

produto artesanal com a garantia de sua inocuidade.

2.2.2. Importincia sanitdria e tecnologica

Os Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) tradicionalmente sdo reconhecidos
como importantes contaminantes de alimentos e agentes de infecgdes oportunistas em humanos
e animais. Entretanto, pesquisas recentes t€ém demonstrado que esses microrganismos também
desempenham fungdes benéficas relevantes, tanto no ponto de vista sanitdrio quanto
tecnologico. Em humanos, diversas espécies de ECN, como Staphylococcus epidermidis,
integram a microbiota cutanea saudavel e exercem fung¢des que modulam a colonizagao por
patogenos. Estudos demonstram que moléculas sinalizadoras produzidas por ECN inibem o
sistema de comunicagdo intercelular das Staphylococcus aureus, reduzindo a expressdo de
fatores de viruléncia e, consequentemente, diminuindo o potencial patogénico dessa espécie,
contribuindo para a manutencdo da homeostase da pele (NAKATSUIJI et al., 2017). Outros
trabalhos evidenciam que S. epidermidis secreta substancias capazes de interferir diretamente
na via de regulacdo SaeRS (sistema regulatorio de dois componentes) de S. aureus, reduzindo
sua hemolise e agressividade, o que amplia a compreensdo do papel protetor dos ECN no

ambiente cutaneo (NURXAT et al., 2023). Além disso, pesquisas destacam que a presenca de
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ECN induz respostas imunes favoraveis ao fortalecimento da barreira epidérmica, modulando
citocinas e favorecendo mecanismos de reparo tecidual, o que refor¢a sua relevancia sanitaria
em processos de defesa do hospedeiro (OCHLICH et al., 2023).

Além de sua importancia bioldgica para a saude humana, os ECN apresentam valor
tecnologico significativo, especialmente na industria de alimentos de origem animal. Espécies
derivadas de alimentos fermentados possuem atividades proteoliticas, lipoliticas e redutoras de
nitrato, contribuindo diretamente para o desenvolvimento de textura, coloragdo e aromas
caracteristicos de produtos como embutidos, carnes curadas e queijos (HEO et al., 2020). Essas
caracteristicas metabolicas tornam os ECN candidatos adequados para uso como culturas
iniciadoras (starter cultures) em processos fermentativos, ainda que sua aplicagdo exija rigorosa
avaliagdo de seguranca microbiologica, especialmente no que se refere a producao de toxinas,
perfil de resisténcia antimicrobiana e formacdo de aminas biogénicas. Estudos aplicados a
produgdo tradicional de embutidos demonstram que cepas isoladas podem ser selecionadas de
acordo com seu potencial tecnologico e baixo risco sanitario, indicando que ECN podem ser
empregados de forma segura e eficaz em processos fermentativos (ALFAIA et al., 2018).
Analises estratégicas, como a apresentada por Stavropoulou e colaboradores (2018), mostram
que o uso de Estafilococos Coagulase-Negativos como culturas ndo convencionais oferece
oportunidades importantes para inovacao na producao de alimentos, embora também apresente
desafios regulatorios, especialmente pela auséncia de status de seguranga universal, como o
QPS (Qualified Presumption of Safety). Em conjunto, esses estudos demonstram que os ECN,
longe de serem apenas contaminantes, apresentam atributos que os tornam relevantes na
prote¢dao da saude humana, na manutencdo da microbiota e no aprimoramento tecnoldgico de

alimentos fermentados.

2.2.3. Potencial patogénico: biofilmes, resisténcia e toxinas

Em contrapartida as suas fungdes tecnoldgicas, os Estafilococos Coagulase-
Negativos (ECN) também s3o reconhecidos como contaminantes relevantes na cadeia de
producao de leite e derivados devido a sua capacidade de formar biofilmes, acumular resisténcia
antimicrobiana e, em alguns casos, portar genes associados a resisténcia a desinfetantes e
antibioticos. A formacao do biofilme inicia-se com a adesdo mediada por fatores de superficie
e adesinas, seguida pela produ¢do de uma matriz polimérica extracelular (EPS) composta por

polissacarideos, proteinas e DNA extracelular, o que gera uma estrutura tridimensional que
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reduz a penetracdo de sanitizantes e dificulta a remog¢ao por limpeza mecanica. Espécies
frequentemente isoladas em ambientes clinicos e alimentares, como Staphylococcus
epidermidis e S. haemolyticus, apresentam elevada capacidade de formagao de biofilme e tém
sido associadas a persisténcia em superficies inertes; além disso, genes de resisténcia a
quaternarios de amonio (qac/smr) e outros marcadores de resisténcia ja foram descritos em
estafilococos de origem animal e ambiental, o que pode comprometer a eficacia de desinfetantes
usados em ordenhadeiras e equipamentos de queijarias, favorecendo reinoculacio do leite cru
e contaminardo recorrente dos lotes (TREMBLAY et al., 2014; FRANCISCO et al., 2021;
LIANOU et al., 2023)

A resisténcia antimicrobiana configura uma dimensdo importante do risco
associado aos ECN, em grande parte porque algumas linhagens carregam o gene mecA, que
codifica a proteina PBP2a e confere resisténcia a meticilina e a diversos B-lactamicos (FENG
et al., 2023; GETAHUN, 2024). Estudos realizados com isolados provenientes de leite bovino
e de mastite clinica documentaram a circulacao de cepas de ECN portadoras de mecA e perfis
multirresistentes, incluindo resisténcia a tetraciclinas e macrolideos, evidenciando o potencial
desses microrganismos como reservatorios de resisténcia na cadeia lactea (FENG et al., 2023;
GETAHUN, 2024). Além disso, investigagdoes em isolados de leite de tanque e em amostras de
equipamentos de processamento demonstraram elevada capacidade de formacdo de biofilme
entre Estafilococos Coagulase-Negativo, associada a maior ocorréncia de genes relacionados a
adesdo e formacdo de biofilme (por exemplo icaAd, icaD) e a maior frequéncia de resisténcia
fenotipica; esses fatores favorecem a persisténcia em superficies e a contaminagao continua do
leite cru (FRANCISCO et al., 2021; LEE; LEE, 2022). Estudos epidemioldgicos e laboratoriais
também detectaram genes de resisténcia a desinfetantes em estafilococos isolados de rebanhos
e tanques de leite, o que pode reduzir a eficacia de sanitizantes e contribuir para a sobrevivéncia
de biofilmes em equipamentos de ordenha e queijarias (BJORLAND et al., 2005; ERGUN,
2017).

Estudos recentes com andlise de queijos “coalho”, foram identificadas cepas
coagulase-negativas positivas para o gene sec com frequéncia elevada (= 46,8 %) (COLARES
DE ANDRADE et al., 2019;). Em outro estudo com embutido no sul do Brasil, 48,8 % das 82
cepas de Staphylococcus analisadas, das quais 75,6 % eram ECN, apresentaram pelo menos um
gene de enterotoxina; entre os genes detectados estavam sea, seb, sec, see € sed (Moura et al.,

2012). Outro estudo recente detectou o gene sec, que codifica a enterotoxina estafilocdcica C,
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em isolados de leite cru, sugerindo que esses microrganismos podem atuar como reservatorios

silenciosos de fatores de viruléncia (GETAHUN et al., 2024).

2.2.4. Qualidade higiénico-sanitdria nos ambientes de produg¢do do QMAC

O leite cru abriga uma comunidade microbiana complexa, cuja composi¢ao inicial
¢ fortemente influenciada por diversas fontes externas a glandula mamaria, incluindo a pele do
teto, os equipamentos de ordenha e o ambiente da fazenda, como solo, cama, agua e poeira
(QUIGLEY, 2013). Estudos mostram que até 92% das bactérias presentes no leite cru podem
derivar da pele do teto, estabelecendo uma rede de troca microbiana entre esses espacos
contiguos (YAN et al., 2022). Além disso, a microbiota de diferentes sitios corporais dos
bovinos, como ubere, nariz e boca, compartilha um numero significativo de microrganismos
com o leite ao longo da lactacdo, o que revela uma transmissdo intracorporal persistente e
reforca a importancia de praticas de manejo para satde mamaria (MARIADASSOU et al.,
2023). Durante a ordenha, micro-organismos presentes na pele do teto e residuos ambientais
aderidos podem ser arrastados para o fluxo de leite por contato direto ou pela agao dos copos
de ordenha, contribuindo substancialmente para a carga microbiana inicial do leite armazenado.

A higiene pré-ordenha representa um ponto crucial para controlar a carga
microbiana no leite cru, pois a desinfec¢do dos tetos antes da ordenha reduz significativamente
a presenca de microrganismos na pele, limitando a transferéncia para o leite. Em propriedades
leiteiras brasileiras, estratégias de higienizacdo de teteiras com cloro demonstraram reducao
relevante na contagem de bactérias (MAIA et al., 2016). Além disso, a tipologia de manejo da
ordenha também foi identificada como fator de risco para a mastite subclinica, com ECN sendo
um dos agentes prevalentes nos rebanhos analisados. A relevancia desta pratica sanitaria ¢
refor¢ada quando se considera que ECN sdo frequentemente isolados em glandulas mamarias
subclinicamente infectadas em rebanhos brasileiros e estdo ligados a satde do ubere e a
contaminagao do leite (VEIGA DE ALMEIDA et al., 2021).

Contudo, mesmo com uma higiene pré-ordenha rigorosa, a contaminacdo pode
persistir € se agravar se os equipamentos de ordenha ndo forem limpos e mantidos
adequadamente. Residuos de leite e umidade nas tubulagdes e coletores favorecem a formagao
de biofilmes, que permitem a sobrevivéncia e proliferacdo de bactérias mesmo apos a limpeza
rotineira. Em laboratério e em fazendas leiteiras, foi observado que cepas de Staphylococcus

epidermidis e outros microrganismos aderem fortemente aos componentes do sistema de
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ordenha, constituindo biofilmes estaveis e dificeis de remover. Essa colonizacao representa um
reservatorio constante, capaz de contaminar sucessivos lotes de leite, independentemente da
condi¢do de saude individual dos animais (CHAGAS et al., 2017). No Brasil, estudos com
microrganismos isolados em salas de ordenha mostraram que esses biofilmes apresentam alto
grau de resisténcia a desinfetantes, sendo necessarios protocolos rigorosos de limpeza, com uso
de agentes eficazes e alternancia para prevenir a persisténcia bacteriana (SANTOS et al., 2023).
A remocao desses biofilmes requer ndo apenas a agdo mecanica intensiva, mas também
monitoramento ambiental frequente nas superficies internas das linhas, tanques e coletores,
visando a detecgdo precoce de pontos criticos e a manutencao de condi¢des sanitarias seguras
para a qualidade do leite.

Além das praticas de ordenha, fatores ambientais exercem influéncia marcante
sobre a qualidade microbiana do leite cru nas propriedades brasileiras. Um estudo realizado em
Minas Gerais verificou correlacdo entre variagdes sazonais de temperatura, pluviosidade e
umidade relativa com o aumento da Contagem Bacteriana Total (CBT) e da Contagem de
Células Somaticas (CCS) no leite de tanques de refrigeracdao (PICININ et al., 2019). Em outra
pesquisa na mesma regido (Alto Paranaiba, MG), observou-se que os teores de gordura, proteina
e solidos do leite mudam conforme a estacao do ano, e que CCS e CBT também variam entre
periodos de aguas e seca, indicando que as condi¢des climaticas fortalecem a contaminagao
ambiental (SILVA, 2019). Além disso, dados de uma fazenda em Patos de Minas mostraram
que no verdo a CCS alcancou valores mais altos, enquanto no inverno a CBT diminuiu, o que
refor¢a a necessidade de ajustar o manejo sanitario ¢ a ordenha de acordo com a estagdo para

manter a qualidade do leite (GOMES et al., 2023).

2.2.5. Fontes comuns de contaminacdo

A qualidade higiénico-sanitaria na producao de queijos artesanais ¢ diretamente
condicionada as fontes de contaminagdo presentes tanto no leite cru quanto no ambiente de
processamento, sendo os ECN um dos grupos mais frequentemente identificados nesse contexto.
Esses microrganismos apresentam elevada capacidade de sobrevivéncia em superficies
utilizadas na produgdo, sobretudo devido ao potencial de formar biofilmes persistentes que
resistem a limpeza e a sanitizagdo inadequadas (PEREIRA et al., 2021). No leite cru, os ECN
podem ser introduzidos principalmente a partir do tibere, uma vez que representam importantes

agentes de mastite subclinica nos rebanhos brasileiros € podem contaminar o leite mesmo na
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auséncia de sinais clinicos evidentes, mantendo elevada circulacao nas propriedades leiteiras.
Além disso, estudos nacionais mostram que falhas no manejo da ordenha e no controle
higiénico do ambiente favorecem tanto a presenga quanto a persisténcia desses microrganismos,
repercutindo diretamente na qualidade do leite utilizado na fabricagdo de queijos artesanais
(GONCALVES, 2020).

Além da matéria-prima, pontos estruturais das queijarias podem atuar como
reservatorios microbianos. Fissuras em pisos, cantos de dificil higieniza¢do, ventilagao
inadequada e superficies porosas favorecem a aderéncia bacteriana e a formagao de biofilmes,
permitindo a persisténcia de estafilococos e outros contaminantes mesmo apos procedimentos
de limpeza (SANTOS et al., 2023). Superficies porosas como madeira e materiais deteriorados
sdo especialmente criticas, pois acumulam umidade e residuos organicos, o que contribui para
a maturagdo de biofilmes e a recontaminag¢do do ambiente. Estudos realizados em queijarias
que produzem queijo artesanal de leite de vaca demonstram que utensilios e areas estruturais
mal higienizadas podem atuar como fontes importantes de contaminagdo ambiental,
interferindo na qualidade microbiolégica final (VALENTE, 2022).

O pingo, utilizado como fermento enddégeno na producdo de queijos artesanais,
apresenta composicao microbiana varidvel entre produtores e lotes, o que influencia
diretamente a qualidade higiénico-sanitaria do processo. Embora seja desejavel que essa cultura
natural seja dominada por bactérias laticas responsaveis pela fermentagado, estudos mostram que
0 pingo também pode carregar microrganismos indesejaveis, incluindo estafilococos, que
podem ser introduzidos a partir do ambiente de ordenha, utensilios ou manejo inadequado. A
presenca desses contaminantes evidencia que, sem monitoramento microbioldgico continuo, o
pingo pode atuar como veiculo de disseminacdo de microrganismos ao longo da produgdo,
afetando tanto a seguranca quanto o desempenho fermentativo do queijo (ISIDORIO;
HOFFMANN, 2019).

Além das vulnerabilidades associadas ao pingo e as estruturas fisicas das queijarias,
os utensilios utilizados ao longo do processamento, como formas, panos de dessoragem, mesas,
baldes e superficies de contato alimentar, representam um elo igualmente critico na dinamica
de contaminacao. Assim como ocorre nos pisos, cantos e demais areas de dificil higienizagao,
pequenas fissuras, porosidades e acimulos de residuos nesses utensilios criam microambientes
favoraveis a adesdo e persisténcia de bactérias. Em industrias de laticinios brasileiras, ja se

verificou que espécies do género Staphylococcus, incluindo cepas coagulase-negativa, sao
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capazes de formar biofilmes em superficies como ago inoxidavel e plastico, reduzindo
significativamente a eficiéncia dos procedimentos de limpeza e tornando tais locais potenciais
reservatorios de contaminagao cruzada durante a produgdo do queijo (SIQUEIRA et al., 2021).

Esse risco se intensifica quando as praticas de manipulagdo nao seguem protocolos
rigorosos. O fluxo de trabalho, a sequéncia das etapas e principalmente a higiene das maos dos
trabalhadores exercem influéncia direta sobre a carga microbiana do ambiente. Pesquisas
brasileiras indicam que manipuladores frequentemente carregam Staphylococcus na pele,
tornando a higienizagao insuficiente das maos um fator determinante para a transferéncia desses
microrganismos para superficies e utensilios, perpetuando a contaminac¢ao ao longo das etapas
de processamento (DA SILVA; DOS SANTOS; VIANA, 2020). Assim, a qualidade higiénico-
sanitaria do queijo artesanal depende ndo apenas das condigdes estruturais e da microbiota do
pingo, mas também do manejo cuidadoso dos utensilios e da atuacdo dos manipuladores, que
constituem pontos-chave para a interrup¢do dos ciclos de recontaminagcdo no ambiente

produtivo.

2.2.6. Praticas de higiene e seguranca do alimento

A adocao de praticas de higiene e seguranca ao longo da cadeia produtiva do queijo
artesanal ¢ fundamental para reduzir a entrada e a persisténcia de microrganismos, incluindo
ECN. No nivel da fazenda, as Boas Praticas Agropecudrias (BPA) estabelecidas pela Instrucdo
Normativa n® 73/2019 do MAPA, que regulamenta critérios de produc¢do de leite cru refrigerado,
reforcam a necessidade de higieniza¢do prévia dos tetos, adequada vedagdo pds-ordenha,
manejo efetivo de mastite e descarte obrigatdrio do leite de vacas com suspeita clinica ou
subclinica. A norma também exige o uso de dgua de qualidade comprovada, refor¢ando a
importancia do monitoramento microbiologico desse insumo. Essas diretrizes sdo
complementadas por materiais técnicos da Embrapa, que destacam que falhas na limpeza dos
tetos e no manejo de mastite subclinica aumentam significativamente o risco de ECN no leite
cru, ja que esses microrganismos sdo comumente isolados de uberes e lesdes mamarias
(BRASIL, 2019).

No contexto do queijo artesanal, o controle do leite cru e do pingo ¢ determinante
para minimizar contaminagdes acumuladas entre lotes. A realizag@o de testes periddicos do leite,
como CCS, CBT e provas rapidas para residuos ou mastite subclinica, ajuda a identificar

precocemente riscos sanitarios. Quanto ao pingo, estudos mostram que sua microbiota pode
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variar significativamente entre produtores e regides, o que influencia o perfil sensorial e
fermentativo do queijo; essa variabilidade refor¢a a necessidade de avaliagdo microbiologica
regular e de boas praticas de manuseio do pingo para prevenir alteragdes indesejadas (PINEDA
et al., 2021). Além disso, praticas tradicionais consolidadas na regido, como a limitagdo do
intervalo entre ordenha e processamento, idealmente inferior a duas horas, contribuem para
evitar multiplicagdo microbiana excessiva antes da fabricacio (EMBRAPA, 2020).

A implementagdo de estratégias especificas para redu¢ao de ECN e biofilmes nas
queijarias envolve rotinas robustas de sanitiza¢do, combinando a¢do mecanica eficiente com o
uso de sanitizantes adequados. Estudos demonstram que biofilmes formados por estafilococos
podem apresentar elevada resisténcia a agentes quimicos isolados, razao pela qual a alternancia
periddica entre sanitizantes, como clorados, alcalinos e peracéticos, aumenta a eficicia da
remocao e evita selecdo de cepas mais tolerantes (SIQUEIRA et al., 2021; OLIVEIRA, 2021).
A amostragem ambiental rotineira, incluindo superficies, utensilios, panos, 4gua e maos de
manipuladores, constitui uma ferramenta de verificagao essencial, permitindo identificar pontos
criticos de persisténcia e ajustar protocolos de limpeza. Outro componente central ¢ a formagao
continuada dos trabalhadores, uma vez que a higienizagdo inadequada das maos e desvios no
fluxo de trabalho sdo fatores reconhecidamente associados a transferéncia direta de
microrganismos durante as etapas de fabricagdo. Embora os biofilmes representem um desafio
tecnoldgico, sua ocorréncia pode ser substancialmente reduzida quando hé padronizagao de
procedimentos de limpeza, checagem sistematica da eficacia dos sanitizantes e cultura

organizacional voltada a seguranga dos alimentos (MIRANDA et al., 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. LLocal do estudo e descricio das propriedades

O delineamento experimental foi estruturado para contemplar 29 pontos amostrais
nos ambientes de ordenha e de producdo de queijo de quatro queijarias regularizadas para a
fabricacdo do Queijo Minas Artesanal da Canastra (QMAC), todas aprovadas pelo Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA). As coletas foram realizadas em quatro campanhas semestrais
nos anos de 2024 e 2025, conforme apresentado na Figura 2. Entre os empreendimentos
avaliados, dois foram classificados como de pequeno porte, com producao de até 25 pecas de

queijo por dia, e dois como de grande porte, com produgdo superior a 40 pegas didrias.
Figura 2 - Esquema do delineamento amostral.

Pontos

Fazendas ) Campanhas
(4) Amostrais (4)
(29)
Menor porte Maior porte Ordenha Queijaria Umido Seco
(2) (2) (8) (6) Jan - Abr Jul - Out
Matérias Manipuladores 2x%

Primas (I1) (4)

Fonte: Autora (2024).

As coletas foram realizadas durante as ordenhas matutinas, entre 5 ¢ 8 horas da
manha, nos meses de fevereiro, marco e abril e, posteriormente, em julho, agosto e setembro de
2024 ¢ 2025. Dessa forma, foram contempladas as caracteristicas sazonais dos periodos Umido
e Seco. Os animais ndo receberam nenhum tipo de farmaco antimicrobiano por, no minimo, 30
dias antes das coletas.

As coletas realizadas neste estudo integraram uma agao conjunta com outro projeto
de pesquisa desenvolvido pela Universidade de Sao Paulo (USP), sob responsabilidade da
doutoranda Talita Gomes da Costa, que também atuou como coorientadora deste estudo. Essa
parceria possibilitou a realizagdo simultanea das amostragens nos mesmos estabelecimentos e
periodos, otimizando os procedimentos de campo e assegurando a padronizacao metodoldgica

entre os estudos, embora cada pesquisa mantenha objetivos analiticos independentes. E, em
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razao dessa colaboracao, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) adotado
fundamentou eticamente o desenvolvimento de ambos os trabalhos.

O estudo foi conduzido sem a realizagdo de intervengdes, danos ou eutanasia de
animais, ndo sendo necessaria a aprecia¢dao por comité de ética animal. Ainda assim, a coleta
ocorreu mediante autorizagdo prévia dos proprietarios. A pesquisa atendeu as diretrizes €ticas
das Resolugdes CNS n° 466/2012 e n® 441/2011, respeitando os principios éticos fundamentais.
Os participantes humanos foram informados sobre os objetivos e procedimentos do estudo e
somente apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram realizadas as

coletas de swabs nasofaringeos e das maos.

3.2. Estratégia de amostragem e pontos analisados

No ambiente de ordenha, utilizou-se swabs estéreis para coleta de diferentes
superficies e matrizes, incluindo fossas nasais € maos do ordenhador antes do contato com os
animais, piso do box de ordenha, copos da ordenhadeira e epitélio dos tetos de seis vacas. Para
os tetos, primeiramente foram coletados swabs da superficie ainda suja. Em seguida, procedeu-
se a higienizagdo com alcool 70% aplicado por jatos, seguida de secagem com papel toalha
esterilizado, com o intuito de diminuir a carga microbiana. Apds essa limpeza, realizou-se o
teste da caneca de fundo preto para avaliar a presenga de mastite clinica. Animais em tratamento
ou com sinais clinicos foram excluidos da sele¢do. Posteriormente, amostras individuais de leite
foram obtidas em tubos estéreis contendo 15 mL provenientes de cada animal.

Na area de processamento, as coletas envolveram swabs estéreis aplicados em
superficies criticas ao longo da cadeia produtiva, como o tanque de massa vazio, o ponto de
entrada do leite na queijaria, as fossas nasais € as maos do queijeiro antes do inicio das
atividades, bem como utensilios e estruturas como bancada de producao, faca de corte, tdbua
de maturacao e coletor de pingo. Amostras liquidas de pingo, da 4gua utilizada na higienizacao
dos queijos e do leite integral do tanque foram coletadas em tubos esterilizados com capacidade
para 15 mL. Também foram recolhidas pe¢as de queijo com trés e quatorze dias de maturagao.

As vacas selecionadas pertenciam majoritariamente ao grupo genético Girolando,
em variados graus de cruzamento entre Gir e Holandé€s, além de exemplares da raca Jersey e de
animais mesti¢os. Todas as amostras foram imediatamente acondicionadas em caixas

isotérmicas contendo gelo reciclavel (gelox), mantidas a aproximadamente 4 °C, e
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transportadas ao Laboratorio de Pesquisa Multiusuério do IFMG - Campus Bambui para analise.

O fluxograma abaixo apresenta as etapas metodologicas (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma de trabalho.

Amostragem ‘ Ana’llls‘es‘ Anadlises de
Microbioldgicas Resuldados
Swabs de Diluigdo seriada e Influéncia sazonal na
superficie plaqueamento em meio BP presenca de ECN
Matérias- Enumeragao e coleta Distribui¢do por
Primas de coldnias ambiente amostral
" Testes
Queijo . G
Bioquimicos

Criopreservagao

Fonte: Autora (2024).

3.3. Meios de cultura e testes utilizados

O processo iniciou-se com o plaqueamento das amostras, seguido de uma estria de
esgotamento a fim de isolar colonias sugestivas de Staphylococcus. Apds a obtencao das
colOnias puras, elas foram submetidas ao teste de catalase e posteriormente, elas passaram por
uma prova de colora¢do de Gram para classificacdo, e, por fim, a prova de coagulase lenta com

plasma de coelho para descarte da presenga de ECP e detec¢dao de ECN.

3.3.1. Plaqueamento em Baird-Parker

A deteccgdo de colbnias sugestivas de Staphylococcus foi realizada de acordo com a
Instrucdo Normativa n°® 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que
recomenda a semeadura em agar Baird-Parker (Brasil, 2003). Para o plaqueamento, as amostras
foram submetidas a diluigdes seriadas em solucgdo salina 0,85% e plaqueadas em duplicata no
meio agar Baird-Parker (Difco, EUA), enriquecido com emulsdo de telurito e gema de ovo.
Para a quantificagdo das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) tipicas, 0,1 mL de cada

dilui¢do foi inoculado em placas de Petri contendo 20 mL do meio de cultura, incubadas em
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aerobiose a 37 °C por 48 a 72 horas, condigdes consideradas ideais para o crescimento dos
microrganismos-alvo. A técnica empregada foi Spread Plate, com dilui¢des seriadas realizadas
até 10 em solucdo salina 0,85%. As amostras liquidas (leite, pingo e dgua) foram plaqueadas
diretamente utilizando-se 0,1 mL de inoculo. Para as amostras so6lidas (queijo com trés e
quatorze dias de maturagdo), procedeu-se ao quarteamento € homogeneizagdo: 25 g de amostra
foram misturados a 225 mL de 4gua peptonada a 0,1% (Oxoid, Inglaterra), obtendo-se uma
dilui¢do inicial de 1:10, a partir da qual foram preparadas as dilui¢des subsequentes para o

plaqueamento.

3.3.2. Estria em dgar nutriente

Essa etapa consistiu na sele¢ao de cinco coldnias pretas, redondas, com auséncia de
halo de degradacdo, na qual cada coldonia selecionada foi submetida a técnica de estria de
esgotamento em Agar Nutriente (Difco, EUA), um meio néo seletivo utilizado para recuperago
e purificacdo de microrganismos. As placas foram incubadas em condigdes de aerobiose, a
37 °C por 24 horas, visando gerar colonias bem isoladas a partir de uma tinica célula ou pequeno
agrupamento celular. Para a semeadura, empregou-se uma alca bacterioldgica previamente
esterilizada, que foi suavemente deslizada sobre a superficie do meio, distribuindo uma

quantidade controlada de células.

3.3.3. Teste da catalase e Coloragio de Gram

Ap6s 24 horas de crescimento em Agar Nutriente, as colénias foram submetidas ao
teste de catalase. A avaliagdo foi realizada utilizando uma alca calibrada esterilizada para coletar
uma pequena por¢ao da colonia e transferi-la para o reagente. Para o procedimento, uma gota
de perdxido de hidrogénio a 3% em solucdo aquosa foi previamente depositada sobre uma
lamina de vidro limpa e seca. Em seguida, a por¢do da colonia isolada foi cuidadosamente
espalhada sobre a gota do reagente. A enzima catalase, quando presente, promove a
decomposi¢ao do peroxido de hidrogénio em oxigénio e dgua, sendo a liberagdo de oxigénio
visualizada pela formagdo imediata de bolhas na superficie da mistura, positivando o teste
(IWASE et al. 2013).

A técnica para classificagdo de cocos em cachos Gram-positivo (MACFADDIN,
1976; APHA, 2001) inicia-se com a prepara¢do adequada do esfregago, em seguida, o esfregagco

¢ coberto com violeta-de-metila, permanecendo em contato com o corante por cerca de 1 minuto.
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O excesso ¢ entdo escorrido, e a lamina lavada suavemente em filete de agua destilada corrente
para remover o corante nao aderido.

A etapa seguinte consiste na aplicagdo do lugol, que atua como mordente, fixando
o complexo cristal violeta-iodo na parede celular. O reagente permanece sobre o esfregaco por
aproximadamente 1 minuto, sendo novamente escorrido e lavado em agua corrente. Para a
descoloragdo, aplica-se alcool etilico (99,5° GL) até que cessado o desprendimento do corante.
Apo6s nova lavagem em agua corrente, procede-se a aplicagdo da safranina, mantida por cerca
de 1 minuto, que funciona como corante de contraste. O esfregago ¢ entdo lavado mais uma vez
e deixado secar ao ar. Apds a secagem, realiza-se a analise ao microscépio utilizando objetiva
de 100% com O6leo de imersdo, a fim de confirmar a coloragdo Gram-positiva e verificar a

morfologia tipica de cocos dispostos em cachos.

3.3.4. Teste de coagulase

Inicialmente, uma coldnia isolada foi repicada das placas estriadas, utilizando uma
alca calibrada, para um tubo de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Difco, EUA).
O cultivo foi incubado por um periodo de 18 a 24 horas, a 37 °C, e dentro dessa janela de
crescimento, os isolados foram submetidos a prova de coagulase lenta com plasma de coelho,
utilizando Coagu-Plasma liofilizado (Interlab, EUA) reidratado com solugao salina a 0,85%. O
plasma reidratado foi distribuido em tubos de ensaio e sobreposto com a cultura bacteriana. Os
tubos foram incubados a 37 °C, e a observacdo para formacdo de coagulo foi realizada
periodicamente, geralmente as 4 e 24 horas pos-inoculacio (MACFADDIN, 1976; APHA,
2001). A reacdo ¢ considerada positiva quando ha formagao de um coagulo firme que resiste a
inversdo do tubo, ou seja, que ndo se desfaz ao inclinar ou agitar levemente, indicando a
producao de coagulase livre e/ou ligada.

Por outro lado, a auséncia de coagulacgao até 24 horas, ou a formagao de um coagulo
instavel (que se desfaz com agitacdo), ¢ interpretada como reagao negativa, sendo o resultado
esperado para o grupo Estafilococos Coagulase-Negativos (MACFADDIN, 1976; APHA,
2001).

3.4. Analise e interpretacio dos dados

Apds a confirmagdo bioquimica das cepas identificadas como Estafilococos
Coagulase-Negativos, as culturas foram criopreservadas para garantir integridade fenotipica e

genotipica durante as analises subsequentes. A partir dai, estruturou-se uma matriz bindria
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(presenca = 1 / auséncia = 0) com 29 pontos amostrais por observacao, totalizando 16
observagdes por ponto (4 queijarias X 4 visitas). Essa formatacao permitiu a aplicagdo de
métodos de frequéncia simples (somas e prevaléncias por ponto), além de testes de
independéncia (qui-quadrado) para comparacao entre queijarias e, posteriormente, a construgao
de um dataset sem o efeito de queijaria/estacdo (remocdo dos pontos estatisticamente
discrepantes e recodificagcdo das 16 linhas como R1-R16), possibilitando analises de relagdes

ponto-a-ponto e por grupos funcionais (superficies, epitélios, organicos)
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao das Propriedades

Os estabelecimentos situam-se nas proximidades dos municipios de Sao Roque de
Minas e Medeiros, no estado de Minas Gerais, Brasil, sendo acessados unicamente por vias nao
pavimentadas. Os produtores habitam as fazendas e t€ém a fabrica¢do de queijo como uma das
principais fontes de renda dos estabelecimentos. Durante as visitas, foram conduzidas
entrevistas com os responsaveis pelas fazendas, visando obter informagdes sobre as
caracteristicas das propriedades, composicao do rebanho, sistema de ordenha e demais aspectos

relevantes, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagdo geral das quatro fazendas produtoras de QMAC.

Caractc.erlstlca Fazenda 1 Fazenda 2 Fazenda 3 Fazenda 4
avaliada
Sao Roque de Sao Roque de Sao Roque de Sao Roque de
Municipio (MG) Minas / Minas / Minas / Minas /

Medeiros Medeiros Medeiros Medeiros

Tipo de acesso  Estrada de terra  Estrada de terra  Estrada de terra  Estrada de terra

Slstemz! de Semiextensivo Semiextensivo Semiextensivo Semiextensivo
manejo
Tipo de ordenha Mecanica Mecanica Mecanica Mecanica
N° de con.Juntos 3.6 3.6 3.6 3.6
de teteiras
Sessoes diarias
de ordenha 1-2 1-2 1-2 1-2
Sistema de
ordenha em Sim Sim Nao Nao
fosso
Cobertura do Sim Sim Sim Sim
curral
Laterais do Fechadas Abertas Abertas Abertas
curral
Piso do curral Cimentado Cimentado Cimentado Cimentado
Piso da sala de Nao Nao

. Cimentado Cimentado .
espera pavimentado pavimentado
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Conformidade
da sala de
espera
Uso de
vestimenta
completa na
ordenha

Higienizac¢ao das

maos

Diagnostico de

N3do conforme

Sim

Sim

Caneca de

Conforme

Nao

Sim

Caneca de

Conforme

Nao

Sim

Caneca de

N3ao conforme

Nao

Sim

Caneca de

mastite fundo preto fundo preto fundo preto fundo preto
Agua clorada Sim Sim Sim Sim
Material do
tanque de Aco inoxidavel - - Aco inoxidavel
producio
Material da
bancada de Madeira Inox Inox Granito
producio
Conformidade Nao conforme Conforme Conforme Conforme
da bancada
Responsavel
pela producio Familia Funcionarios Familia Funciondrios
do queijo
Uso de mascara Nao Sim Sim Nao

pelos queijeiros
Fonte: Autora (2025)

Legenda: Caracterizagdo das quatro fazendas produtoras de Queijo Minas Artesanal da Canastra quanto a
localizacdo, estrutura, manejo, praticas de ordenha e conformidade com as Portarias do Instituto Mineiro de

Agropecuaria (IMA), a partir de entrevistas e observagdes realizadas durante as visitas técnicas.

As queijarias dos estabelecimentos apresentam caracteristicas estruturais
conformes as regulamentagdes das Portarias da IMA n.° 818/2006 e n.° 518/2002. Dispdem de
paredes e piso revestidos com material cerdmico, telamento nas entradas, iluminagdo
satisfatoria, ventilagcdo apropriada, cercamentos que impedem o acesso de animais, e setores
especificos com lavatorios para higienizacdo das maos. As instalagdes sanitarias localizam-se
adjacentes as queijarias, porém sem comunicagdo direta com elas, e incluem 4rea para
higienizacao e troca de vestimentas (MINAS GERALIS, 2018).

O tempo médio decorrido entre o inicio da ordenha e o inicio da fabricagdo dos

queijos ¢ de cerca de 40 minutos, mantendo-se dentro do prazo recomendado de até¢ 90 minutos.
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O processamento imediato apds a ordenha aproveita a temperatura pds-ejecao do leite
(aproximadamente 37 °C), que beneficia a a¢do das enzimas do coalho e dificulta o
desenvolvimento de microrganismos contaminantes. Nas queijarias, o leite € recebido através
de tubulagdo fabricada em material atoxico, ndo oxidavel e de facil higieniza¢do, conforme
determinado pela Portaria da IMA n.° 518/2002, permanecendo vedada quando ndo utilizada
(MINAS GERALIS, 2018).

Nessas fazendas, o manejo do gado segue o modelo semiextensivo, tendo como
base alimentar silagem, braquidria e capim-Mombaga. O processo de ordenha ¢ mecanizado,
contando com trés a seis conjuntos de teteiras, sendo realizado em uma ou duas etapas didrias,
com tempo médio de duas horas. A higienizacdo diaria dos conjuntos de teteiras ¢ feita com
agua aquecida e detergentes acidos ou alcalino-clorados. Previamente a ordenha, os
ordenhadores procedem com a limpeza dos tetos utilizando solu¢do de preé-dipping (de
diferentes procedéncias) e papel-toalha para enxugar; posteriormente a ordenha, aplicam
solugdes de pos-dipping. A agua empregada nas fazendas passa por processo de cloragdo, com
analises executadas em periodos semestrais ou trimestrais.

Entretanto, constataram-se variacdes nos materiais das bancadas e tanques de
fabricagdo de massa entre os estabelecimentos. Os tanques dos estabelecimentos 1 e 4 sdo
fabricados em aco inoxidavel, ao passo que os dos estabelecimentos 2 e 3 sdo de material poroso,
similar a reservatorios de agua, constituindo irregularidade segundo a Portaria IMA n.°
518/2002, que determina superficies lisas, isentas de frestas ou imperfeicdes € ndo porosas. Em
relagdo as bancadas de fabricacdo, o estabelecimento 1 emprega madeira, enquanto os
estabelecimentos 2 e 3 utilizam inox e o estabelecimento 4, granito. Embora a madeira seja
autorizada para maturacdo e o granito polido seja aceitdvel para a bancada de fabricagdo, as
bancadas de madeira para producdo ndo satisfazem as exigéncias regulamentares, tornando o
estabelecimento 1 irregular nesse quesito (MINAS GERALIS, 2018).

Os currais destinados a ordenha apresentam configuragdes diversificadas. O
estabelecimento 2 possui sistema em fosso, coberto, porém com laterais abertas e pavimentagao
de concreto tanto no curral quanto na area de espera. No estabelecimento 3, o sistema nao inclui
fosso, sendo coberto e com laterais abertas, tendo pisos de concreto tanto no curral quanto na
area de espera. O estabelecimento 1 dispde de sistema em fosso, com cobertura, paredes laterais

de alvenaria e pavimentacdo cimentada, porém a area de espera encontra-se descoberta e sem
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pavimentagdo. O estabelecimento 4 apresenta sistema sem fosso, com cobertura, laterais abertas
e pavimentacdo cimentada no curral, area de espera permanece descoberta e ndo pavimentada.

Todos os estabelecimentos cumprem o estabelecido no artigo 2.° da Portaria IMA
n.° 518/2002, que determina pavimento impermeavel e revestido de cimento aspero com
inclinagao para drenagem de dgua no curral de ordenha. Contudo, os estabelecimentos 1 ¢ 4
mostram inadequagdes nas salas de espera, que, conforme a mesma Portaria, devem apresentar
bom acabamento e pavimento concretado ou revestido com pedras rejuntadas ou blocos de

cimento, também com declividade para escoamento (MINAS GERAIS, 2018).

4.2. Presenca e distribuicio de ECN nos diferentes pontos de amostragem

A investigacdo da ocorréncia de Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) foi
conduzida em 29 pontos amostrais distribuidos ao longo da cadeia produtiva do Queijo Minas
Artesanal da Canastra, abrangendo quatro propriedades registradas no Instituto Mineiro de
Agropecudria (IMA). As coletas foram realizadas em dois periodos distintos: estacdo seca e
estacdao chuvosa, totalizando oito observagdes por propriedade em cada periodo por ano, o que
resultou em 16 observagdes por ponto amostral considerando ambas as estagdes.

Os pontos amostrais investigados incluiram superficies de contato (bancada de
producdo do queijo, bocal de saida do leite na queijaria, faca de corte da massa, coletor de pingo
(CPQ) e tdbua de maturagdo, chdo do box de ordenha), epitélios humanos e animais (fossas
nasais de ordenhador e queijeiro, maos do ordenhador e queijeiro, e seis vacas individualmente
identificadas), equipamentos (superficie do tanque de producao de massa) e utensilios (copo da
teteira mecanica), matérias-primas e produtos intermedidrios (seis amostras individuais de leite,
leite de todos os animais do tanque, pingo e 4gua), além dos produtos finais (queijo com trés
dias de maturagao e queijo com 14 dias de maturacao).

A primeira etapa analitica consistiu em avaliar se a sazonalidade climéatica exercia
influéncia sobre a prevaléncia de ECN nos diferentes pontos amostrais (Tabela 2). Para tanto,
aplicou-se o teste de Fisher para cada um dos 29 pontos, comparando a frequéncia de presenca

e auséncia de ECN entre a estagdo seca ¢ a estacao chuvosa.
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Tabela 2 - Teste de Fisher comparando a presenca de ECN entre estagdo seca e estagdo
chuvosa para cada ponto amostral (n=8 por estacao).

PooAmosral PRt Aut T A
AGUA 0 8 0 8 1.000
BANCADA 5 3 7 1 0.582
BOCAL 2 6 4 4 0.628

BOX 4 4 6 2 0.628

COPO ORDENHA 2 6 5 3 0.315
COLETOR DO PINGO 4 4 3 5 1.000
FACA 4 4 8 0 0.087

L e S S S o 1o
FOSSA NASAL QUEIJEIRO 7 1 7 1 1.000
LEITE 1 4 4 4 4 1.000
LEITE 2 3 5 3 5 1.000
LEITE 3 4 4 5 3 1.000
LEITE 4 3 5 4 4 1.000
LEITE 5 1 7 5 3 0.119
LEITE 6 4 4 4 4 1.000
PINGO 1 7 3 5 0.582

MAO ORDENHADOR 8 0 8 0 1.000
MAO QUEIJEIRO 5 3 6 2 1.000
LEITE TANQUE 8 0 8 0 1.000
TABUA MATURACAO 8 0 8 0 1.000
TANQUE PRODUCAO 3 5 6 2 0.077
VACA 1 8 0 8 0 1.000

VACA 2 3 5 6 2 0.315

VACA 3 6 2 7 1 1.000

VACA 4 6 2 7 1 1.000
VACA 5 8 0 8 0 1.000

VACA 6 8 0 8 0 1.000
QUEILJO 3 DIAS 8 0 8 0 1.000
QUELJO 14 DIAS 8 0 8 0 1.000

Fonte: Autora (2025).
Legenda: Teste de Fisher comparando a prevaléncia de Estafilococos Coagulase-Negativos entre estagdo seca e

estagdo chuvosa para cada ponto amostral da cadeia produtiva do Queijo Minas Artesanal da Canastra. Valores de
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p > 0,05 indicam auséncia de diferenga estatisticamente significativa entre as estagdes. n = 8 observacdes por

estacdo, totalizando 16 observagdes por ponto amostral.

Os resultados demonstraram que nenhum dos 29 pontos amostrais apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na prevaléncia de ECN entre as estagdes
Umida e Seca. Alguns pontos apresentaram valores de p proximos ao limiar de significancia,
como a faca (p = 0,087), o tanque de producdo (p = 0,077) e o leite individual 5 (p = 0,119),
sugerindo uma tendéncia que poderia se tornar significativa com aumento do tamanho amostral.
Porém, com o numero de observagdes disponiveis, ndo foi possivel detectar diferengas
estatisticas consistentes.

Observou-se que diversos pontos apresentaram prevaléncia maxima (100% de
positividade) em ambas as estacdes, incluindo fossas nasais de ordenhador e queijeiro, maos do
ordenhador, leite do tanque, tdbua de maturacao, epitélio dos tetos das vacas, além dos queijos
com 3 e 14 dias de maturagdo. Por outro lado, a agua utilizada no processo apresentou auséncia
total de ECN em todas as amostras coletadas (0/8 em ambas as estagdes), indicando adequagao
da qualidade microbioldgica da 4gua em relagdo a este grupo bacteriano.

Em fungdo da auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre as
estacdes seca e chuvosa, os dados foram agregados para as andlises subsequentes, totalizando
16 observacdes por ponto amostral. Esta consolida¢do permitiu aumentar o poder estatistico das
analises posteriores e investigar padroes de distribuicdo de ECN independentemente da

sazonalidade.

4.2.1. Distribuicdo de ECN por ponto amostral: andlise descritiva

A Figura 4 apresenta um mapa de calor (heatmap) ilustrando a frequéncia de
deteccao de ECN em cada ponto amostral ao longo das 16 réplicas consolidadas. A escala
cromatica varia do azul escuro (auséncia total, valor 0) ao vermelho intenso (presenca em todas
as observacdes, valor 4 quando consideradas quatro propriedades), passando por tons

intermediarios de azul claro e laranja.
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Figura 4 - Heatmap da distribui¢ao de ECN por ponto amostral considerando as 16 réplicas (4
propriedades x 2 estacdes x 2 coletas).
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Fonte: Autora (2025)
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Legenda: Mapa de calor (heatmap) representando a distribui¢do de Estafilococos Coagulase-Negativos em 29

pontos amostrais da cadeia produtiva do Queijo Minas Artesanal da Canastra ao longo de 16 réplicas independentes

(4 propriedades x 2 estagdes x 2 coletas). A escala cromatica varia de azul escuro (0 = auséncia em todas as

observagdes) a vermelho intenso (4 = presenga maxima quando consideradas as quatro propriedades), passando

por azul claro (1), azul muito claro (2) e laranja (3). Cada linha representa um ponto amostral e cada coluna

representa uma réplica. Tonalidades mais quentes indicam maior frequéncia de detecgdo de ECN.
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A andlise visual do heatmap revela que determinados pontos apresentam
positividade consistente e elevada ao longo de todas as observagdes, enquanto outros
demonstram maior variabilidade. Os epitélios humanos (maos e fossas nasais) e produtos finais
(queijos) destacam-se pela tonalidade mais intensa, indicando presenca frequente de ECN. As
amostras de agua mantiveram-se consistentemente negativas, representadas pela coloracao azul
escuro uniforme. As amostras de leite individual apresentaram padrdao heterogéneo, com
variagdo entre as observagoes, sugerindo que a contaminacdo do leite ndo ¢ uniforme entre
animais ou momentos de ordenha. Essa constancia sugere que tanto a colonizacdo de
manipuladores ¢ animais quanto a manutencdo de biofilmes ou contaminagdo ambiental
estruturada podem sustentar a presenga da ECN na cadeia de producgdo, independentemente de

variagoes de manejo superficial (FRANCA, 2023).

4.3. Analise comparativa entre as propriedades

Apos a consolidagao dos dados das duas estagdes, procedeu-se a avaliagao de
diferengas na prevaléncia de ECN entre as quatro propriedades produtoras (F1, F2, F3 e F4).
Para cada um dos 29 pontos amostrais, aplicou-se o teste do qui-quadrado de Pearson para
verificar se a distribuicdo de presenga e auséncia de ECN diferia significativamente entre as
queijarias (Tabela 3).

Tabela 3 - Teste do qui-quadrado comparando a prevaléncia de ECN entre as quatro
propriedades para cada ponto amostral.

Ponto Amostral p-valor Interpretacgao
AGUA 1.000 Sem diferenca
BANCADA 0.157 Sem diferenca
BOCAL 0.421 Sem diferenca
BOX 0.026 Diferenca significativa
COPO ORDENHA 0.013 Diferenca significativa
COLETOR DO PINGO 0.017 Diferenga significativa
FACA 0.157 Sem diferenca
FOSSA NASAL ORDENHADOR 1.000 Sem diferenca
FOSSA NASAL QUEIJEIRO 0.157 Sem diferenga
LEITE 1 0.082 Tendéncia
LEITE 2 0.157 Sem diferenca
LEITE 3 0.421 Sem diferenca
LEITE 4 0.816 Sem diferenca
LEITE 5 0.227 Sem diferenca

LEITE 6 0.816 Sem diferenca
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Ponto Amostral p-valor Interpretacao
AGUA 1.000 Sem diferenca
BANCADA 0.157 Sem diferenca
BOCAL 0.421 Sem diferenca
BOX 0.026 Diferenca significativa
PINGO 0.001 Diferenca significativa
MAO ORDENHADOR 1.000 Sem diferenca
MAO QUELJEIRO 0.816 Sem diferenga
LEITE TANQUE 1.000 Sem diferenga
TABUA MATURACAO 1.000 Sem diferenga
TANQUE DE PRODUCAO 0.157 Sem diferenga
VACA 1 1.000 Sem diferenca
VACA 2 0.421 Sem diferenca
VACA3 0.017 Diferenca significativa
VACA 4 0.082 Tendéncia
VACA S 1.000 Sem diferenca
VACA 6 1.000 Sem diferenca
QUELJO 3 DIAS 1.000 Sem diferenca
QUELJO 14 DIAS 1.000 Sem diferenca

Fonte: Autora (2025)

Legenda: Teste do qui-quadrado de Pearson comparando a prevaléncia de Estafilococos Coagulase-Negativos
entre as quatro propriedades produtoras (F1, F2, F3 e F4) para cada ponto amostral da cadeia produtiva do Queijo
Minas Artesanal da Canastra. Valores de p < 0,05 indicam diferencas estatisticamente significativas entre
propriedades. Valores de p entre 0,05 e 0,10 indicam tendéncia ndo significativa estatisticamente. n = 16

observagdes por ponto amostral (4 propriedades x 2 estagdes x 2 coletas).

Dos 29 pontos avaliados, apenas cinco apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre as propriedades: chdo do box de ordenha (p = 0,026), copo da
teteira mecanica (p = 0,013), coletor do pingo (p = 0,017), pingo (p =0,001) e o epitélio de uma
vaca (p = 0,017). Estes pontos demonstraram variabilidade real na prevaléncia de ECN entre as
queijarias, indicando que praticas de manejo especificas, caracteristicas individuais dos animais
ou condigdes particulares de cada propriedade influenciam a presenga deste grupo bacteriano
nestes elos da cadeia produtiva.

Dois pontos adicionais apresentaram valores de p entre 0,05 ¢ 0,10 (um leite
individual = 0,082 e o epitélio de uma vaca = 0,082), caracterizando uma tendéncia nao
significativa estatisticamente, mas biologicamente relevante. Esses resultados sugerem que,
com aumento do tamanho amostral, diferencas entre propriedades poderiam emergir também

para estes pontos. A maioria dos pontos (24 de 29) ndo apresentou diferencas significativas
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entre as propriedades, indicando que a prevaléncia de ECN ¢ relativamente homogénea entre
as queijarias para a maior parte da cadeia produtiva. Pontos como agua, fossas nasais, maos dos
manipuladores, leite do tanque, tdbua de maturagdo e produtos finais (queijos) demonstraram

comportamento consistente entre as quatro propriedades avaliadas.

4.3.1. Anadlise apos remogdo dos pontos com variacdo entre propriedades

Considerando que cinco pontos apresentaram diferengas significativas entre
propriedades, estes foram removidos das andlises subsequentes para permitir a investigacao de
padrdes estruturais de distribuicdo de ECN independentes do efeito “propriedade”.
Permaneceram 24 pontos amostrais considerados homogéneos entre as queijarias,
possibilitando a reorganizagdo dos dados em 16 réplicas independentes (R1 a R16), onde cada
réplica representa uma observagao unica sem sazonalidade ou efeito especifico de produtor.

Os 24 pontos foram categorizados em trés grupos para analises de contingéncia:

e Grupo 1 - Superficies (5 pontos): bancada, bocal, faca, coletor de pingo e tabua de
maturacao.

e Grupo 2 - Epitélios animais e humanos (9 pontos): fossa nasal do ordenhador, mao
do ordenhador, fossa nasal do queijeiro, mao do queijeiro, vaca 1, vaca 2, vaca 4, vaca
5 evaca 6.

e Grupo 3 - Pontos organicos (10 pontos): leite 1, leite 2, leite 3, leite 4, leite 5, leite 6,

leite do tanque, queijos com 3 dias e 14 dias de maturacao.

Para investigar se a prevaléncia de ECN diferia entre os trés grupos funcionais
(superficies, epitélios e pontos organicos), aplicou-se o teste do qui-quadrado de independéncia
considerando as 16 réplicas. A analise avaliou se existia relagdo sistematica entre as réplicas e
a distribuicdo de positividade nos trés grupos.

O teste resultou em um valor de p = 0,99984, indicando auséncia total de associagao
estatisticamente significativa entre os grupos. Este resultado demonstra que as frequéncias
relativas de detec¢do de ECN nos trés grupos sdo consistentes e proporcionais ao longo das 16
observagdes, sem que nenhum grupo apresente padrdo sistematicamente distinto dos demais

Para confirmar este achado, realizaram-se testes do qui-quadrado par-a-par

comparando os trés grupos dois a dois. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Testes do qui-quadrado comparando os trés grupos funcionais par-a-par.

Comparacio p-valor Interpretacao
Superficies x Epitélios 0.973 Sem diferenca
Superficies x Organicos 0.964 Sem diferenca
Epitélios x Organicos 1.000 Sem diferenca

Fonte: Autora (2025)

Legenda: Testes do qui-quadrado comparando a prevaléncia de Estafilococos Coagulase-Negativos entre os trés
grupos funcionais de pontos amostrais: superficies (bancada, bocal, faca, coletor de pingo e tabua de maturagio),
epitélios animais e humanos (fossas nasais ¢ maos de ordenhador e queijeiro, e vacas 1, 2, 4, 5 e 6), e pontos
organicos (leites 1 a 6, leite do tanque, queijos com 3 e 14 dias). Analises par-a-par demonstram auséncia de

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05). n = 16 réplicas independentes.

Nenhuma das trés comparagdes par-a-par apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05), confirmando que a distribui¢do de ECN ¢ estatisticamente equivalente
entre superficies, epitélios e pontos organicos. Este resultado indica que a contaminagdo por
ECN nio esta concentrada preferencialmente em nenhum tipo especifico de matriz ou superficie,
mas distribui-se de forma relativamente homogénea ao longo de toda a cadeia produtiva. A
Figura 5 apresenta um heatmap comparando a frequéncia média de deteccao de ECN nos trés

grupos funcionais, evidenciando visualmente a similaridade entre eles.
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Figura 5 - Heatmap da frequéncia média de deteccdo de ECN nos trés grupos funcionais.
9

Total de presengas por grupo (min = max)

Superficies Epitélios Organicos

Fonte: Autora (2025)

Legenda: Azul forte = menor, azul caro = intermedidrio, vermelho = maior. Comparagéo da frequéncia média de
detecgdo de Estafilococos Coagulase-Negativos entre os trés grupos funcionais de pontos amostrais na cadeia
produtiva do Queijo Minas Artesanal da Canastra. Superficies incluem bancada, bocal, faca, coletor de pingo e
tabua de maturagdo. Epitélios incluem fossas nasais ¢ mios de ordenhador e queijeiro, além de vacas 1,2, 4,5 ¢
6. Pontos orgénicos incluem leites 1 a 6, leite do tanque, ¢ queijos com 3 e 14 dias de maturagdo. As barras
representam a frequéncia relativa de positividade em cada grupo. Nao foram detectadas diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos (teste do qui-quadrado, p = 0,99984).

4.3.2. Andlise de contingéncia ponto-a-ponto

Para investigar possiveis relagdes de coocorréncia entre pontos amostrais
individuais, construiu-se uma matriz de contingéncia 24 x 24, totalizando 276 pares possiveis.

Para cada par de pontos, aplicou-se o teste do qui-quadrado de independéncia em tabelas 2x2
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(presenca x auséncia), com o objetivo de identificar se dois pontos tendem a apresentar ECN
simultaneamente (coocorréncia) ou se comportam-se de forma estatisticamente independente.
Da analise de 276 pares de pontos, apenas dois apresentaram associacdo estatisticamente

significativa (p < 0,05):

e LEITE 1 x LEITE 2 (p = 0,0098): Este par representa amostras consecutivas de leite
coletadas durante o mesmo processo de ordenha, de vacas diferentes ou do mesmo
conjunto de animais. A associacao significativa ¢ biologicamente coerente, uma vez que
estas amostras compartilham o mesmo ambiente de coleta, os mesmos equipamentos, o
mesmo manipulador e, frequentemente, contaminag¢ao cruzada durante a ordenha.

e COLETOR DE PINGO x FACA (p = 0,00086): Ambos sdo utensilios utilizados
durante a manipulagdo da massa de queijo, frequentemente manuseados pelo mesmo
operador (queijeiro) de forma sequencial. A coocorréncia de ECN nestes dois pontos
sugere transferéncia cruzada via maos do manipulador ou proximidade fisica durante o

processo de fabricagao.

Os demais 274 pares de pontos (99,3% do total) apresentaram p-valores > 0,05,
indicando independéncia estatistica entre si. Este resultado demonstra que a maioria dos pontos
amostrais ndo apresenta relacdo estrutural detectdvel na presenga de ECN, refor¢ando a
interpretacdo de que a contaminacdo ¢ difusa e ndo segue rotas especificas de transferéncia ao
longo da cadeia produtiva.

Diversos pares envolvendo pontos com prevaléncia invariante (sempre positivos ou
sempre negativos) apresentaram p-valores muito elevados (p = 1,0), o que ¢ esperado quando
ndo ha variabilidade nos dados para permitir a detec¢ao de associa¢do. Exemplos incluem pares
envolvendo 4agua (sempre negativa), maos do ordenhador (sempre positivas), leite do tanque

(sempre positivo) e queijos (sempre positivos).
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5. DISCUSSAO

A auséncia de diferengas estatisticamente significativas na prevaléncia de
Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) entre as estacdes seca € chuvosa em 29 pontos
avaliados representa um achado relevante que contrasta com estudos que relatam variagoes
sazonais na microbiota lactica, a0 menos no que diz respeito ao grupo de interesse. Oliveira et
al. (2015) observaram que variagdes climaticas podem influenciar contagens microbianas em
leite bovino, porém evidéncias em queijos artesanais sugerem que microambientes internos das
queijarias podem exercer maior influéncia sobre a microbiota do que as condi¢des climaticas
externas.

No contexto da Serra da Canastra, Campos e colaboradores (2021) mostraram que
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) tém papel mais determinante na qualidade microbioldgica
de queijos artesanais do que fatores climaticos, reforcando interpretagdes de que condicdes
internas de producdo mitigam variagdes externas. A regulamentagdo estadual (MINAS GERALIS,
2002) e a adogdo de BPF pelas propriedades registradas no IMA provavelmente contribuem
para a estabilidade observada na prevaléncia de ECN (RESENDE et al., 2010).

A natureza comensal dos ECN, comum em pele e mucosas de humanos e animais,
associada a sua capacidade de formar biofilmes e resistir a estresses ambientais (GAJEWSKA;
CHAJECKA-WIERZCHOWSKA, 2020) também sustenta sua presenca persistente e
homogénea ao longo da cadeia produtiva. A identificagdo de apenas cinco pontos com
diferengas significativas entre as quatro propriedades (box, copo de ordenha, CPG, pingo e vaca
3) fornece percepcdes sobre os elos da cadeia produtiva onde praticas individuais de manejo
exercem maior influéncia sobre a prevaléncia de ECN.

O chdo do box de ordenha representa um ambiente de alta carga microbiana devido
ao contato direto com os animais, suas excre¢des € o acimulo de matéria organica. Brant e
colaboradores (2007) avaliaram a qualidade microbiologica de queijos Minas Artesanal do
Serro e identificaram que praticas inadequadas de higienizacdo de instalacdes de ordenha
estavam entre os principais fatores contributivos para altas contagens de microrganismos do
género Staphylococcus. O copo de ordenha, de forma semelhante, constitui ser um utensilio de
contato direto com o leite recém-ordenhado, funcionando como interface entre o teto do animal
e o recipiente de coleta. Diferengas na prevaléncia de ECN neste ponto entre propriedades
podem estar associadas a varia¢des nos procedimentos de higienizagao pré e pos-ordenha (DE

FILIPPIS et al., 2024).
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A auséncia de bactérias Staphylococcus no pingo, mesmo ap6s sua detec¢ao no
coletor, pode sugerir que o proprio ambiente fermentativo do pingo favore¢a microrganismos
mais adaptados, dificultando sua permanéncia. A acidificacdo, a alta densidade de bactérias
laticas e a competicdo por nutrientes presentes no pingo podem ter contribuido para reduzir
esses microrganismos a niveis indetectaveis (CASTRO et al., 2018).

A presenca de diferengas significativas para a vaca 3 especificamente, mas nao para
as demais vacas avaliadas, sugere que caracteristicas individuais do animal, como saiude do
ubere, idade, histérico de mastite subclinica, praticas de higienizagdo pré-ordenha e microbiota
cutinea individual, podem influenciar a prevaléncia de ECN. De Vliegher e pesquisadores
(2012) revisaram extensivamente os fatores associados a mastite bovina por estafilococos e
identificaram que varia¢des individuais entre animais, incluindo resposta imunologica,
conformag¢do do ubere e microbiota cutdnea especifica, sdo determinantes significativos da
carga bacteriana transferida ao leite.

Ressalta-se que a maioria dos pontos (24 de 29) ndo apresentaram diferengas entre
propriedades, indicando que, apesar de variagdes especificas em alguns elos criticos, as
queijarias registradas operam sob padrdes microbiologicos relativamente similares para a maior
parte da cadeia produtiva (RESENDE et al., 2021).

A auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos
funcionais avaliados (superficies, epitélios e pontos organicos) constitui um dos achados mais
relevantes deste estudo, pois indica que a contaminagdo por ECN nao est4 preferencialmente
concentrada em determinados tipos de matriz. Do ponto de vista microbioldgico, este padrao
de distribuicdo homogénea ¢ compativel com a natureza ubiqua e oportunista dos Estafilococos
Coagulase-Negativos, visto que essas bactérias tem a capacidade de formar biofilmes sobre
superficies inertes, de resistir a condigdes de estresse moderado e de colonizar nichos
ecologicos diversos, o que explica sua presenca generalizada em toda a cadeia produtiva
(GAGLIO et al., 2018; HAMMER et al., 2022).

Reuben e colaboradores (2023) conduziram a primeira sintese global de
microbiomas de queijos, analisando dados de sequenciamento do gene 16S rRNA de 824
amostras de queijos abrangendo 58 tipos de queijos de 16 paises. Os autores identificaram que,
embora bactérias laticas predominem nos queijos maturados, ECN e outros microrganismos
ndo-iniciadores distribuem-se amplamente em superficies, ambientes de producao e produtos

finais, compondo o que denominaram ‘“microbioma basal” da producdo de queijos. Esse
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microbioma basal caracteriza-se por estabilidade temporal e distribui¢ao relativamente
homogénea entre diferentes compartimentos da cadeia produtiva (REUBEN et al., 2023).

A similaridade na prevaléncia entre epitélios e superficies sugere transferéncia
bidirecional continua entre manipuladores, animais e equipamentos. As maos dos ordenhadores
e queijeiros, consistentemente positivas para ECN em praticamente todas as observagdes do
presente estudo, funcionam como vetores de dispersdo microbiana ao longo do processo
produtivo, transferindo microrganismos de sua propria microbiota cutdnea para utensilios,
superficies e matérias-primas (LOPES et al., 2023).

A presenca de ECN em niveis compardveis entre pontos organicos (leites e queijos)
e os demais grupos indica que a incorporacdo destes microrganismos nas matrizes alimentares
¢ inevitavel no contexto da producdo artesanal. O leite cru naturalmente contém ECN
provenientes da microbiota do ubere, da pele do animal e do ambiente de ordenha. Calasso e
colaboradores (2016) estudaram as relagdes entre microbiota de instalagdes, cascas e nucleos
de queijos durante a fabricagdo de queijos italianos tradicionais e demonstraram que
microrganismos presentes nas superficies de producdo, incluindo ECN, sdo continuamente
transferidos para os produtos em todas as etapas de fabricacdo e maturagao.

A analise de contingéncia ponto-a-ponto revelou que 274 dos 276 pares avaliados
(99,3%) ndo apresentam associacao estatisticamente significativa, indicando que a maioria dos
pontos amostrais se comporta de forma independente quanto a presenga de ECN. Este achado
contrasta com modelos classicos de transmissdo microbiana em cadeias produtivas de alimentos,
nos quais frequentemente identificam-se rotas especificas de contaminacdo a partir de fontes
pontuais. A independéncia estatistica entre a maioria dos pares de pontos sugere que a
contaminagdo por ECN ndo segue trajetorias lineares ou sequenciais ao longo da cadeia
produtiva. Em outras palavras, a presenca de ECN em um ponto nao prediz significativamente
sua presenca em outro ponto, mesmo quando hé proximidade fisica ou sequéncia temporal entre
eles. Este padrdo ¢ compativel com um modelo de contaminagdo difusa e multifatorial, no qual
multiplas fontes contribuem simultaneamente para a carga microbiana de cada ponto, e ndo
existe um “ponto mestre” que determina a contaminac¢ao dos demais.

Johnson e colaboradores (2021) investigaram a variabilidade temporal e espacial
do microbioma em instalagdes de producdo de queijos Cheddar e identificaram, de forma
semelhante, que a diversidade microbiana varia significativamente entre dias de producdo e

entre diferentes superficies, mas sem padrdes consistentes de transmissao linear.
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A baixa conectividade observada na andlise de rede (apenas dois pares
significativos) indica auséncia de clusters ou agrupamentos microbianos complexos ao longo
da cadeia. Este resultado tem implica¢des praticas importantes: sugere que a eliminagdo ou
reducdo de ECN em um ponto especifico provavelmente ndo resultara em redug@o proporcional
em outros pontos da cadeia, pois estes nao estdo fortemente acoplados (LORTAL, 2014)
CALASSO et al., 2016).

A associagdo entre o coletor de pingo e a faca evidencia um microambiente
especifico: a manipulacdo da massa de queijo pelo queijeiro. Ambos os utensilios sdo
manuseados simultaneamente ou sequencialmente pelo mesmo operador durante a etapa de
corte, mexedura e enformagem da massa. A coocorréncia de ECN nestes dois pontos sugere
transferéncia cruzada via maos contaminadas do manipulador. Galinari e colaboradores (2014)
investigaram aspectos microbioldgicos de biofilmes em utensilios de madeira utilizados na
fabricacdo de queijos artesanais brasileiros e demonstraram que utensilios manuseados
sequencialmente pelo mesmo operador frequentemente compartilham perfis microbianos
similares devido a transferéncia via maos.

A auséncia de associagdes entre outros pares logicamente esperados, como entre
maos de manipuladores e superficies que eles tocam, ou entre leite cru e queijo final, reforca a
interpretacdo de que o ecossistema de ECN nas queijarias € resiliente e multidirecional.
Ademais, um padrao notavel observado foi a presenca de pontos com prevaléncia invariante ou
quase invariante ao longo de todas as observagoes. Diversos pontos apresentaram positividade
de 100% (16/16 observacdes), incluindo fossas nasais de ordenhador e queijeiro, maos do
ordenhador, leite do tanque, tabua de maturagdo, algumas vacas e produtos finais (queijos com
3 e 14 dias). Em contrapartida, a 4gua apresentou auséncia total de ECN em todas as amostras.
A positividade universal em epitélios humanos e animais ¢ biologicamente esperada e reflete o
fato de que os ECN sdo componentes normais € permanentes da microbiota da pele e mucosas
de mamiferos (OTTO, 2009).

A presencga invariavel de ECN no leite do tanque indica que a contaminagao do leite
cru por estes microrganismos € inevitavel no contexto da producao artesanal. O leite, ao ser
ordenhado manualmente e armazenado em recipientes ndo estéreis, incorpora naturalmente
microrganismos da microbiota do tUbere, da pele do animal, das maos do ordenhador e dos
utensilios. De Vliegher e colaboradores (2012) demonstraram que Estafilococos Coagulase-

Negativos sao os microrganismos mais frequentemente isolados de casos de mastite subclinica
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bovina, estando presentes em niveis varidveis na maioria das amostras de leite cru, mesmo
provenientes de animais clinicamente sadios.

A positividade universal nos produtos finais (queijos com 3 e 14 dias de maturagao)
indica que os ECN sobrevivem e possivelmente se multiplicam durante o processo de
fabricagdo e maturagdo inicial. Este achado ¢ compativel com a natureza halotolerante e
acidotolerante deste grupo bacteriano, que resiste as condi¢does de pH reduzido (em torno de
4,8-5,2) e concentracdao salina moderadas caracteristicas dos queijos (PLACE et al., 2003;
PINEDA et al., 2021).

Os resultados obtidos neste estudo tém implicagdes diretas para o controle de
qualidade e seguranga do alimento na producdo de Queijo Minas Artesanal da Canastra. A
primeira e mais relevante implicacdo ¢ a constatagdo de que nao existe um unico ponto critico
de controle (PCC) claramente identificavel como determinante da presenga de ECN na cadeia
produtiva (BARBOSA et al., 2012). A distribuigdo difusa e homogénea destes microrganismos,
a auséncia de rotas estruturadas de transmissdo e a presenga em niveis comparaveis em
diferentes tipos de matriz indicam que estratégias de controle devem ser amplas, sist€émicas e
continuas, e ndo focalizadas em pontos isolados.

A auséncia de diferencas sazonais sugere que protocolos de controle microbioldgico
ndo necessitam ser ajustados conforme a estacdo do ano, simplificando o gerenciamento da
qualidade. No entanto, vigilancia continua é recomendada para detectar eventuais flutuagdes
ndo capturadas neste estudo. Kamimura e colaboradores (2019) avaliaram caracteristicas
microbiologicas de queijos Canastra durante fabricagdo e maturagdo e identificaram que,
embora parametros microbiologicos regulamentares possam ser atingidos antes de 22 dias de
maturagdo, a implementacdo consistente de Boas Praticas de Fabricacdo ao longo do ano ¢
essencial para garantir seguranga microbiologica.

A presenca universal de ECN em epitélios humanos e animais indica que a
eliminacdo completa destes microrganismos ¢ impraticavel e provavelmente indesejavel no
contexto da producdo artesanal. A estratégia de controle, portanto, ndo deve visar a auséncia
absoluta de ECN, mas sim a manutencao de niveis compativeis com a seguranca do produto e
a minimizacao de espécies potencialmente toxigénicas (COTON et al., 2010).

Este estudo fornece um panorama abrangente da distribui¢do de ECN na cadeia

produtiva do Queijo Minas Artesanal da Canastra, baseado em amostragem sistematica de 29



54

pontos ao longo de dois periodos sazonais em quatro propriedades registradas. No entanto,
algumas limitagdes devem ser reconhecidas e consideradas na interpretacao dos resultados.

Primeiramente, o tamanho amostral (n=8 por estagdo, totalizando 16 observagdes
consolidadas) ¢ adequado para detectar diferengas moderadas a grandes, mas pode ndo ter poder
estatistico suficiente para identificar variagdes sutis. Em segundo lugar, este estudo focou na
presenca/auséncia de ECN como grupo taxondmico amplo, sem caracterizagdo em nivel de
espécie ou avaliagdo de propriedades funcionais das cepas. Os Estafilococos Coagulase-
Negativos compreendem diversas espécies com caracteristicas ecologicas, tecnoldgicas e de
segurancga distintas (DOGAN et al., 2016).

Terceiro, este estudo foi conduzido exclusivamente em propriedades registradas no
IMA, que operam sob regulamentacao especifica e implementam boas praticas de fabricagao.
Os resultados podem nao ser generalizaveis para produtores ndo registrados ou para outras
regides produtoras de queijos artesanais com praticas de manejo distintas. Resende (2010)
comparou caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de queijos Minas Artesanal da Serra
da Canastra de propriedades registradas e ndo registradas, identificando diferencas
significativas na qualidade microbioldgica entre os dois grupos. E, por fim, a interpretagao
funcional da presenca de ECN na cadeia produtiva requer estudos adicionais integrando
microbiologia, bioquimica, anlise sensorial, metagendmicas e metaboldomicas. E fundamental
compreender se e como as cepas de ECN presentes contribuem para caracteristicas desejaveis
do queijo (sabor, aroma, textura), para a inibi¢do de patdogenos por competi¢do ou produgdo de
bacteriocinas, ou se representam riscos a seguran¢a do alimento pela eventual producdo de

toxinas.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo da ocorréncia e distribui¢ao de Estafilococos Coagulase-Negativos
em microambientes da produ¢ao do Queijo Minas Artesanal da Canastra revelou um padrao de
contaminagdo difusa, estdvel e amplamente distribuida ao longo de toda a cadeia produtiva. A
auséncia de diferencgas sazonais, a homogeneidade entre a maioria dos pontos amostrais nas
diferentes propriedades, a distribuicao equivalente entre superficies, epitélios e pontos
organicos, € a baixa conectividade na analise de rede indicam que os ECN constituem um
microbioma basal e resiliente do sistema produtivo artesanal, e ndo contaminantes pontuais ou
transitorios.

Este padrido de distribuicdo tem implicagdes importantes para estratégias de
controle de qualidade, indicando que intervencdes devem ser amplas, sistémicas e baseadas em
boas praticas de fabricacao continuamente aplicadas, em vez de focalizadas em pontos criticos
isolados. Os cinco pontos que apresentaram variacao entre propriedades (box, copo de ordenha,
CPG, pingo e vaca 3) representam areas de oportunidade para melhorias especificas de manejo.

A presenca consistente de ECN em epitélios humanos e animais, produtos finais e
equipamentos de madeira sugere que estes microrganismos sdo elementos estruturais do
ecossistema de produgdo de queijos artesanais. Os resultados contribuem para a compreensao
do ecossistema microbiano dos queijos artesanais tradicionais e fornecem subsidios para o
desenvolvimento de estratégias de controle que equilibrem seguranca do alimento e preservagao
das caracteristicas sensoriais e culturais destes produtos.

Estudos futuros focando na caracterizagdo funcional das cepas de ECN presentes,
em seu papel tecnologico na maturagdo do queijo, e na avaliacdo de risco microbiologico sao
necessarios para aprofundar o conhecimento sobre este importante componente do microbioma
do Queijo Minas Artesanal da Canastra. A conserva¢do do patrimonio cultural imaterial
representado pela producao artesanal de queijos mineiros deve ser fundamentada em evidéncias
cientificas solidas que demonstrem a seguranga microbiologica do produto quando fabricado

sob boas praticas de fabricacao.
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