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RESUMO

O queijo Minas Frescal tem alta umidade e pH proximo da neutralidade, o que favorece a
proliferacdo microbiana. E um habito comum as pessoas adquirirem esse tipo de queijo em feiras livres,
onde sdo vendidos sem nenhum tipo de selo de qualidade que garanta a inocuidade do produto.
Salmonella spp., Staphylococcus aureus coagulase positiva e coliformes sdo alguns exemplos de
patdgenos que podem ser encontrados nesses queijos quando ha manipulagdo excessiva, utilizagdo de
leite in natura e falhas de boas praticas de fabricagdo. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a
qualidade microbioldgica de queijos Minas Frescal sem inspecao sanitdria, comercializados em feiras
livres na regido de Bauru, S3o Paulo, por meio da pesquisa de Salmonella spp., Staphylococcus aureus
coagulase positiva e coliformes totais e termotolerantes, comparando os resultados obtidos com a
legislagdo vigente. Amostras de trinta queijos tipo Minas Frescal foram avaliadas. As andlises
microbioldgicas foram feitas conforme a literatura, no Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade
Paulista (UNIP), Campus Bauru. Todas as amostras analisadas apresentaram auséncia total de
Salmonella spp. e de Staphylococcus aureus coagulase positiva. Porém, 26 das 30 amostras estavam em
desacordo com a legislagdo vigente quanto ao nimero maximo permitido (NMP/g) de coliformes totais,
sendo, também, detectada a presenca de Escherichia coli em 36% das amostras. Os resultados
mostraram que os queijos comercializados em feiras livres da regido de Bauru — SP apresentam baixas
condigdes higiénico-sanitarias e podem significar um potencial risco a saude dos consumidores.
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ABSTRACT

Minas Frescal cheese has high humidity and pH close to neutrality, which favors microbial
proliferation. It is a common habit for people to buy this type of cheese at open markets, where they are
sold without any type of quality seal that guarantees the safety of the product. Salmonella spp.,
coagulase-positive Staphylococcus aureus, and coliforms are some examples of pathogens that can be
found in these cheeses when there is excessive handling, use of fresh milk, and failures in good
manufacturing practices. The objective of the present study was to evaluate the microbiological quality
of Minas Frescal cheeses without sanitary inspection, sold in open markets in the region of Bauru, Sao
Paulo, through the search for Salmonella spp., coagulase-positive Staphylococcus aureus, and total and
thermotolerant, comparing the results obtained with the current legislation. Samples of thirty Minas
Frescal cheeses were evaluated. The microbiological analyses were performed according to the
literature, at the Clinical Analysis Laboratory at the University Paulista (UNIP), Bauru Campus. All samples
analyzed showed a total absence of Salmonella spp. and coagulase-positive Staphylococcus aureus in
these. However, 26 of the 30 samples were in disagreement with the current legislation regarding the
maximum allowed number (MPN/g) of total coliforms, and the presence of Escherichia coli was also
detected in 36% of the samples. The results showed that the cheeses sold in street markets in the region
of Bauru-SP have low hygienic-sanitary conditions and may represent a potential risk to the health of

consumers.

Keywords: foods of animal origin; food contamination; quality control.

INTRODUCAO

O queijo é um produto lacteo que estd
espalhado pelo mundo todo e faz sucesso
também no Brasil, apresentando um consumo de
5,4 quilos por habitante ao ano (MILKPOINT,
2017). Um dos queijos mais consumidos pelos
brasileiros é o tipo Minas Frescal, que possui certas
caracteristicas que favorecem o crescimento de
varios microrganismos, como pH proximo da
neutralidade e umidade elevada (PERRY, 2004).
Como esse tipo de queijo ndo passa pelo processo
de maturacdo, é obrigatério o uso de leite
pasteurizado em sua fabricagdo, a fim de manter a
inocuidade do produto (BRASIL, 2017).

Estima-se que de 20 a 30 % da produgao
total de leite no pais seja oriunda do mercado
informal, indicando que seus subprodutos, como
0s queijos, ndo tenham a garantia de boa
procedéncia, aliada a condi¢cdes minimas de

higiene para sua obtencdo, transporte,
comercializacdo e armazenamento (CRUZ et al.,
2017).

Queijos produzidos informalmente a partir
de leite cru podem, portanto, acarretar muitos

riscos a saude do consumidor, ja que podem
veicular microrganismos patogénicos
provenientes do ambiente, dos animais
(zoonoses), dos utensilios e das maos dos
manipuladores (FERREIRA et al., 2011).

A manipulacdo excessiva, a utilizacdo de
leite in natura, a inexisténcia de boas praticas de
fabricacdo e comercializagdo, caracteristicas como
pH préximo a neutralidade e teor de umidade
elevado estdo relacionadas aos altos niveis de
contaminacdo dos queijos por microrganismos
patogénicos, como Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus coagulase positiva e
coliformes totais e termotolerantes, os quais sao
indicativos de baixas condi¢des higiénico-
sanitarias que resultam em risco a saude do
consumidor (ZEGARRA et al., 2009; TORRES-
VITELA et al., 2012).

Dessa forma, faz-se necessdrio seguir
padroes de higiene estabelecidos por érgados
competentes para elaboragdo desses produtos
lacteos, e comercializa-los apenas com os selos de
inspecdo de dérgdos sanitarios que garantam sua
qgualidade e integridade fisico-quimica e
microbiolégica, a fim de oferecer aos
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consumidores produtos comprovadamente livres
de patdgenos (ANDRE; STURION, 2015), uma vez
gue, o habito do consumo de queijos ndo
inspecionados, ainda é uma pratica muito comum
no Brasil (MORAES et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2012; GARCIA et al., 2016).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
gualidade microbioldgica de queijos Minas Frescal
ndo inspecionados, adquiridos de feiras livres da
regido de Bauru — SP, verificando a presenca de
Salmonella spp., Staphylococcus aureus coagulase
positiva e coliformes totais e termotolerantes,
comparando os resultados obtidos com a
legislacdo vigente.

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos 30 queijos Minas Frescal
nao inspecionados, comercializados em feiras
livres da regido de Bauru — SP. Os queijos foram
mantidos em suas embalagens originais,
identificados e transportados ao Laboratdrio de
Andlises Clinicas da Universidade Paulista (UNIP),
Campus Bauru — SP, em caixas isotérmicas com
gelo, para andlise microbioldgica. Ja& no
laboratorio, realizou-se a limpeza externa da
embalagem com dlcool 70%, a fim de remover
possiveis microrganismos contaminantes
presentes.

Para a pesquisa de Salmonella spp., foram
transferidos com auxilio de uma espatula estéril,
25 g de cada amostra macerada com pistilo (queijo
Minas Frescal), em 225 mL de agua peptonada e
incubadas em estufa de cultura bacterioldgica a
40°C por 18 a 24 horas. Em seguida, duas aliquotas
de 1 mL cada, por amostra, foram adicionadas em
tubos contendo meios de enriquecimento de
Rappaport — Vassilidis (RV) e caldo Tetrationato
(TT), com 10 mL cada e, novamente, incubadas a
40°C por 18 a 24 horas.

Posteriormente, com auxilio de uma alca de
platina estéril, foi coletada uma algada de cada
caldo de enriquecimento por amostra e
plagueada em Agar Verde Brilhante (AVB) e Agar
MacConkey (MAC) estéreis, e incubados a 40°C
por 18 a 24 horas.

Para a confirmagdo da presenca ou
auséncia de Salmonella spp. nas amostras,
colénias suspeitas foram plagueadas em Agar
Salmonella Shigella (SS). Colonias suspeitas no
meio SS foram inoculadas com auxilio de alca de
platina estéril em tubos de ensaio contendo Agar
Lisina Ferro (LIA), Agar Triplice Agtcar Ferro (TSI),
ureia e Agar Citrato de Simmons (CIT), incubadas a
40°C e analisadas ap6s 18 a 24 horas (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997; CASTRO et al.,
2012).

Para a deteccdo de Staphylococcus aureus
coagulase positiva, as analises foram realizadas
segundo a Instrugdo Normativa n° 62 de 26 de
agosto de 2003 do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento—MAPA (BRASIL, 2003).

Foram coletadas 25g de cada amostra
macerada (queijo) e adicionadas a 225 mL de
solugdo salina tamponada estérii  0,1%,
homogeneizadas, a fim de obter-se a diluicao
inicial 10, seguida de diluicdes seriadas, até a
diluicio de 10 (BRASIL, 2003).

A partir das trés diluigdes preparadas, foi
inoculado 0,1 mL de cada amostra na superficie de
cinco placas com Agar Baird-Parker, previamente
preparadas de forma estéril. O indculo foi
espalhado com auxilio da alca de Drigalsky, das
placas de maior diluicdo (10°) para as de menor
diluicdo (107). Depois, as placas foram incubadas
invertidas a 35 * 2°C durante 24-48 horas (DIAS et
al., 2016).

Para a contagem foram selecionadas placas
com mais de cinco colbnias tipicas e atipicas
(BRASIL, 2003). A confirmacdo do Staphylococcus
coagulase positiva foi realizada inicialmente por
meio do teste de coloragdo de Gram, seguindo a
metodologia descrita por Oplustil et al. (2010).

Quando identificado, em microscépio
Optico, cocos em grupos com aspecto de cachos
de uvas de cor arroxeada, devido coloragao por
Gram, procedeu-se com o teste de Catalase, onde
colénias sugestivas de Staphylococcus aureus
foram depositadas em uma lamina de vidro e,
posteriormente, adicionada uma gota de perdxido
de hidrogénio a 3%, a fim de observar a presenca
imediata de bolhas (OPLUSTIL et al., 2010).
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Caso as bolhas surgissem, era feito
posteriormente o Teste da DNAse, onde as
colbnias suspeitas eram semeadas com alca de
platina, em movimentos circulares, em superficie
de placa de Agar DNAse e incubadas a 35 + 2°C
durante 48 horas. Ap6s a incubacdo, o cultivo era
coberto por acido cloridrico (HCL), deixando agir
por dois minutos. O surgimento de uma zona clara
circundando a colbnia, sugeriria que a col6nia
suspeita fosse de S. aureus (OPLUSTIL et al., 2010).

O ultimo teste confirmativo para S. aureus
foi o de coagulase. As colOnias suspeitas eram
transferidas para tubos contendo 0,2 mL de Caldo
Infusdo de Cérebro e Corac¢do (BHI) e incubados
em banho-maria a 37 £ 2 °C por 24 horas.
Posteriormente, foi adicionado aos 0,2 mL de cada
tubo de caldo (BHI), 0,5 mL de plasma de coelho e
incubados em banho-maria a 37 £+ 2 °C por mais 6
a 24 horas para observacdo da formagdo de
coagulo (DIAS et al., 2016).

O resultado foi obtido por meio da
multiplicagdo do ndmero de colbnias contadas
pela diluicdo inoculada e os resultados foram
expressos em Unidades Formadoras de Colonia
por grama (UFC/g) (BRASIL, 2003).

Como descrito por Silva et al. (2010), para a
determinacdo do Numero Mais Provéavel de
Coliformes totais e termotolerantes (NMP),
também foram pesados 25 g de cada amostra de
gueijo, diluidos em 225 mL de tamponada estéril
0,1%, e homogeneizados, obtendo a diluicdo 102,
As amostras foram homogeneizadas e logo apds
foram feitas as diluicdes seriadas decimais.

Posteriormente, foram selecionadas trés
diluicdes da amostra (107, 102 e 103) e
transferidas 1 mL de cada diluicdo da amostra para
tubos de ensaio em triplicata contendo, no fundo,
um tubo invertido para coleta de gas (tubo de
Duhran), e o meio de cultura apropriado, 9 mL do
caldo Lauryl Sulfato Tripstose (LST).

Ap0s o periodo de incubagdo a 37°C/24 h,
foi analisada a presenca de gas, sendo que dos
tubos positivos para producdo de gds foi
transferida uma algada para dois tubos, também
em triplicata, um contendo 9 mL de caldo verde
brilhante, que foi incubado a 37°C durante 24 h,
com objetivo de verificar a presenca de coliformes

totais, e outro contendo 8 mL de caldo EC, que foi
incubado em banho-maria a 44,5 °C durante 24 h
para detectar a possivel presenca de coliformes
termotolerantes.

Foram considerados positivos os tubos que
apresentaram turvagao e presencga de gds. Para a
confirmagdo de Escherichia coli (coliforme
termotolerante), utilizou-se a menor diluicdo
positiva no caldo EC para plaguear em MAC, a
45°C durante 24 h.

Posteriormente, foi feito o teste bioquimico
das colbnias suspeitas de E. coli, inoculando-as no
MAC com auxilio de al¢a de platina estéril em
tubos de ensaio contendo Agar Lisina Ferro (LIA),
Agar Triplice Aguicar Ferro (TS), ureia e Agar Citrato
de Simmons (CIT), incubadas a 40°C e lidas apds 18
a 24 horas. Para a leitura dos resultados foi
utilizada a Tabela de Mac Crady (BRASIL, 2003).

Os resultados obtidos neste estudo foram
comparados com a legislagdo vigente, Resolugdo —
RDC n? 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), que
estabelece a  tolerancia  maxima  de
microrganismos para queijos de muita alta
umidade (acima de 55%), como o Minas Frescal,
guanto a presenca de Salmonella spp. e do limite
maximo permitido para Staphylococcus aureus

coagulase positiva e coliformes totais e
termotolerantes (BRASIL, 2001).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras analisadas

apresentaram auséncia total de Salmonella spp.,
estando em concordancia com a legislacdo
vigente. Em adicdo, a contagem de UFC/g de S.
aureus também se apresentou zerada em todas as
amostras avaliadas, também respeitando a
tolerancia maxima estabelecida pela ANVISA
(BRASIL, 2001), que € de 5,0x10?de UFC/g.
Apesar desses dois microrganismos
estarem de acordo com a legislagdo, foram
excedidos os limites estabelecidos para coliformes
totais, que é de 10> NMP/g em 26 das 30 amostras
de queijo Minas Frescal avaliadas. Além dos
coliformes totais, também foi excedido o limite de
coliformes termotolerantes, que é de 5,0x10%
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NMP/g, em 23 das 30 amostras analisadas, sendo
gue destas, 11 apresentaram E coli.

E comum encontrarmos feiras livres em
diversas  cidades brasileiras, onde sdo
comercializados produtos dos mais variados
possiveis. Um desses produtos é o queijo Minas
Frescal ndo inspecionado, fabricados por
pequenos produtores de maneira informal, ndo
seguindo os padrdes higiénico-sanitarios exigidos
por lei.

Dessa forma, por ser um produto sem
inspecdo sanitdria, com caracteristicas que
proporcionam a multiplicagdo bacteriana, além de
ser muito manipulado e normalmente
armazenado de forma incorreta para a venda,
esperava-se gque os queijos Minas Frescal sem
inspec¢do sanitaria comercializados nas feiras livres
da regido de Bauru — SP, apresentassem elevada
carga de Salmonella e S. aureus, excedendo os
limites permitidos pela legislacdo vigente.

Porém, como apontam os resultados, ndo
foi detectada a presenca de Salmonella spp. nas
amostras, diferindo, por exemplo, de Lima;
Cardoso (2019), que confirmaram a presenca
deste microrganismo em 95% das amostras de
gueijos Minas Frescal adquiridos em feiras livres
do Distrito Federal.

Os resultados apresentados no presente
estudo corroboram com os de Dias et al. (2016),
gue também ndo identificaram a presenca de
Salmonella spp. em queijos Minas Frescal
artesanais fabricados na regido Sul de Goias.

As intoxicagbes alimentares provocadas
pela ingestdo de Salmonella spp. sdo graves e
causam febre, dor de cabeca, nduseas, vomitos,
falta de apetite, colicas, diarreia, desidratacdo,
septicemia e dbito (SANTOS et al., 2019).

Essa bactéria pode estar presente no leite
cru, indicando possivelmente a nao pasteurizagao
ou coccdo em temperatura adequada desta
matéria-prima antes da confeccdo do queijo, ja
que ela é destruida quando exposta a
temperatura de 60°C por 15 a 20 minutos
(FORSYTHE, 2013; BROOKS et al., 2014; HIRSH;
ZEE, 2014; GERMANO; GERMANO, 2015). Em
adicdo, a presenca de Salmonella nos queijos pode
indicar, também, uma falta de controle higiénico-

sanitario no processo de elaboragdo dos mesmos
(SOUSA et al., 2020).

A auséncia de S. aureus indica que os
gueijos adquiridos estdo dentro do exigido pela
legislacdo vigente, para este microrganismo.
Ferreira (2010) encontrou diversas amostras de
gueijo Minas Frescal com quantidade elevada
dessa bactéria, estando fora do estabelecido pelas
normas brasileiras e colocando em risco a saude
dos consumidores.

Uma elevada carga de S. aureus pode
evidenciar falhas no processamento do queijo,
mas condicdes de higiene de equipamentos e
manipuladores, além de erros na conservacao do
produto (PINTO et al, 2011). A intoxicagdo
alimentar causada pela enterotoxinas dessas
bactérias esta entre as mais comuns e pode causar
vOmitos, diarreia e febre aguda poucas horas apds
a ingestdo dos alimentos contaminados (JOHLER
etal., 2013).

Dentre os possiveis controles para evitar a
multiplicagdo dessa bactéria estdo instruir os
manipuladores quanto a higiene pessoal, de
utensilios e instalagdes, e a atencdo a temperatura
da matéria-prima na elaboracdo do queijo,
evitando temperaturas entre 7 e 602C, impedindo
assim sua multiplicagdo e producdo de
enterotoxinas (GERMANO; GERMANO, 2015).

A bactéria S. aureus consegue resistir a uma
temperatura de 602C por até 30 minutos, o que
torna possivel sua deteccdo quando ha falhas do
bindmio tempo/temperatura na manipulagdo, o
gue implicard em contaminacdo de produtos como
o queijo (HIRSH; ZEE, 2014; SANTOS et al., 2018).

O alto indice de amostras que excederam o
permitido para coliformes totais corrobora com os
resultados obtidos por Dias et al (2016). Os
autores, ao avaliarem amostras de queijo Minas
Frescal produzidos artesanalmente na regiao Sul
do estado de Goias, observaram que 100% delas
estavam em desacordo com os padrdes
estabelecidos para limites maximos de coliformes
totais neste alimento.

Trabalhos relatam que um NMP/g excedido
dos padroes vigentes apontam o
descumprimento das medidas de higiene na
ordenha e processamento do produto (OLIVEIRA
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et al., 2017). Os autores observaram que 55,6%
das amostras de queijo Minas Frescal produzidos
em laticinios na regido Norte do Parand estavam
em desacordo com os padrGes estabelecidos pela
legislacdo para coliformes totais.

No presente trabalho, mais de 75% das
amostras estavam em desacordo com a legislagdo
para  coliformes  termotolerantes. = Com
percentuais menos expressivos, Souza et al. (2017)
e Oliveira et al. (2017) também observaram limites
excedidos desses microrganismos em,
respectivamente, 40% e 27,8% das amostras de
queijos Minas Frescal analisadas.

A presenga de E. coli em queijos Minas
Frescal artesanais é recorrente. Neres et al. (2019)
encontraram a bactéria em 97,5% das amostras
de queijos frescos artesanais comercializados em
feiras livres no municipio de Guarai — TO. Em
Minas Gerais, Leite Junior et al. (2013) observaram
o0 mesmo em 70,8% das amostras, e Okura; Marin
(2014), em 70% delas.

A presenca de coliformes no alimento esta
intimamente relacionada com afalta de higiene na
producdo aliado a auséncia de boas praticas de
fabricagdo, onde podem ocorrer contaminages
cruzadas, favorecendo o aparecimento desses
microrganismos (SOUZA et al., 2017, LIMA;
CARDOSO, 2019).

Algumas medidas eficazes para o controle
de coliformes nos queijos sdo a higiene durante a
ordenha da vaca para obtencdo da matéria-prima,
bem como a conservagdo desta em temperatura
abaixo de 79C, além de pasteurizagdo e cuidados
na manipulacdo para elaboracdo dos queijos
(GERMANO; GERMANO, 2015). A E. coli pode ser
destruida a 602C em poucos segundos, o que
mostra a importancia da pasteurizacdo,
inexistente no processamento de fabricacdo
desses queijos (FORSYTHE, 2013; GERMANO;
GERMANO, 2015).

Isso mostra a importancia em se consumir
produtos com selos de qualidade, que passem por
analises microbioldgicas e sdo aprovados por
drgdos competentes e, portanto, sigam as normas
necessarias para que seja garantida a inocuidade
do produto, garantindo a seguranga dos
consumidores (OLIVEIRA, 2020).

CONCLUSAO

Ndo foi detectada a presenca de
Staphylococcus aureus e Salmonella spp. nas
amostras de queijos Minas Frescal ndo
inspecionados vendidos informalmente em feiras
livres na regido de Bauru — SP. Porém, o nimero
de coliformes totais e termotolerantes excedeu o
maximo permitido pela legislacdo vigente,
representando um risco para a saude dos
consumidores.
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