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RESUMO

O queijo é um alimento bastante consumido no Brasil e possui diversas texturas,
sabores e aromas de acordo com cada regido. Para a producéo do queijo é necessario
qgue haja boas préaticas de higiene e fabricagdo de acordo com as legislacdes
brasileiras vigentes. Entretanto, os queijos artesanais vém sendo associados a
doencas transmitidas por alimentos (DTA), e sdo, em sua maioria, produzidos a partir
do leite cru (sem pasteurizacao), o que pode ser considerado uma fonte de bactérias
causadoras de doencas. Portando, este trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade microbiolégica de queijos de coalho de fabricacdo artesanal
comercializados em feiras permanentes do Distrito Federal. Foram coletadas seis
amostras de queijos de coalho artesanais em diferentes feiras. As amostras foram
analisadas considerando a contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotroficas,
determinacdo de coliformes totais e termotolerantes, contagem de S. aureus e
pesquisa Salmonella spp. Todas as amostras analisadas apresentaram resultados
aceitaveis de bactérias mesodfilas e psicrotréficas, com valores abaixo de 7,0 log
UFC/g. Um total de 4 (66,7%) amostras excederam os valores de S. aureus
estabelecidos pela legislacdo brasileira. Para coliformes termotolerantes, 100% (6/6)
das amostras apresentaram valores superiores aos estabelecidos pela legislacéo
brasileira. Bactérias Salmonella spp. ndo foram detectadas nas amostras. Portanto,
tendo como resultados todas as amostras de queijo de coalho reprovadas para o
consumo, observa-se a caréncia de fiscalizacao por érgéos de inspecao para controle
e manutencdo da qualidade dos queijos de coalho de fabricacdo artesanal

comercializados em feiras permanentes.

Palavras-chave: Queijo de coalho; doencas transmitidas por alimentos; coliformes

termotolerantes; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Cheese is a food widely consumed in Brazil and has different textures, flavors and
aromas according to each region. For the production of cheese it is necessary to have
good hygiene and manufacturing practices in accordance with current Brazilian
legislation. However, artisanal cheeses have been associated with foodborne diseases
(FBD), and are mostly produced from raw milk (without pasteurization), which can be
considered a source of disease-causing bacteria. Therefore, this study aimed to
evaluate the microbiological quality of artisanal curd cheeses sold at permanent fairs
in the Federal District. Six samples of artisanal curd cheeses were collected at different
fairs. The samples were analyzed considering the total count of mesophilic and
psychrotrophic bacteria, determination of total and thermotolerant coliforms, S. aureus
count and Salmonella spp. All samples analyzed showed acceptable results for
mesophilic and psychrotrophic bacteria, with values below 7.0 log CFU/g. A total of 4
(66.7%) samples exceeded the S. aureus values established by Brazilian legislation.
For thermotolerant coliforms, 100% (6/6) of the samples presented values higher than
those established by Brazilian legislation. Bacteria Salmonella spp. were not detected
in the samples. Therefore, having as results all the samples of curd cheese
disapproved for consumption, there is a lack of supervision by inspection services to

control and maintain the quality of artisanal curd cheese sold in permanent fairs.

Keywords: Coalho cheese; foodborne illnesses; thermotolerant coliforms;
Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Segundo informacdes do Guia Alimentar para a Populacéo Brasileira, no Brasil
existem varias regifes com culturas diferentes e comidas tipicas e ao considerar as
particularidades culturais associadas a liberdade individual dos produtores de
alimentos, ocorre uma alta diversidade de alimentos produzidos (BRASIL, 2014). A
exemplo disto, esta o queijo, disponivel em diversas opcfes de texturas, sabores e
caracteristicas diferentes uns dos outros, sendo um alimento de alto consumo no
Brasil (ITAL, 2020).

Os queijos artesanais, principalmente os queijos do tipo minas, serrano, coalho,
manteiga e marajo, atualmente sdo produzidos em pequenas quantidades por

comerciantes autbnomos e locais de diversas regides do Brasil.

De acordo com o Ministério de Estado da Agricultura, do abastecimento e da
Reforma Agraria, na Portaria N° 146 de 07 de marco de 1996, o queijo € um produto
fresco (pronto para consumo) ou maturado (que sofreu trocas bioquimicas e fisicas).
Pode ser obtido por separacéo parcial do soro do leite ou leite reconstituido, ou de
soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho com enzimas especificas, de
bactérias especificas e de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de
gualidade apta para uso alimentar, podendo haver substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos, do mesmo modo que substancias
aromatizantes e corantes (BRASIL, 1996).

Para que haja fabricacéo do queijo € necessario que as praticas de higiene para
elaboracdo do produto estejam de acordo com a legislacdo brasileira sobre as
Condicdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de Alimentos (BRASIL, 2002).

Os queijos artesanais tém sido associados a doencas transmitidas por
alimentos (DTA) em varios lugares do mundo (PRATES et al., 2017). Apesar do
desenvolvimento tecnoldgico na industria do queijo ter crescido muito nos ultimos
tempos, surgiu uma grande variedade de queijos artesanais, em sua maioria
produzidos a partir do leite cru, ou seja, sem pasteurizacdo. O leite cru utilizado na
producdo dos queijos pode ser considerado uma fonte de bactérias causadoras de
doencas aos seres humanos (BOMFIM et al., 2020). Dentre os alimentos prontos para

consumo, 0s queijos estdo em uma categoria de alto risco para DTA em relacao a
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outros alimentos que sofrem processamento térmico antes do consumo (YAMANAKA
et al., 2016).

Assim, por mais que o queijo seja considerado um alimento saudavel e nutritivo,
estando presente na dieta de milhares de pessoas, muitas das DTA estédo diretamente
associadas ao seu consumo. Bactérias patogénicas como Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli sdo os principais
patdgenos encontrados em queijos artesanais de méa qualidade (BOMFIM et al., 2020).

1.1 Qualidade do queijo de coalho artesanal brasileiro

O queijo de coalho pode ser de fabricagéo industrial ou artesanal, e nas regras
de fabricacdo desse queijo, estabelece-se que a producao deve ser feita a partir de
leite que passou por processo de pasteurizacdo ou outro tratamento térmico
adequado. Entre as principais caracteristicas do queijo de coalho, temos: consisténcia
semidura e elastica com a textura compacta e macia, de cor branca amarelada uni-
forme, sabor e cheiro ligeiramente acidos, podendo apresentar sabor salgado, com
formas e pesos distintos, podendo ser gordo ou semigordo (MELO et al., 2021; SOUSA
et al., 2020).

No Brasil existe uma producdo expressiva de queijos artesanais, geralmente
comercializados e consumidos apenas na sua regidao de origem (MUNHOZ et al.,
2021). Esses queijos artesanais, muitas vezes, sao feitos a partir do leite cru (néo
pasteurizado). A producédo de queijo de coalho artesanal utilizando o leite cru da vaca
aumenta as chances de contaminacdo por microrganismos patogénicos como:
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli, o que representa perigo a
saude de quem o consome (MELO et al., 2021).

O leite bovino é composto por muitos nutrientes, entre eles: 4gua, carboidratos,
proteina, gordura, vitaminas e sais minerais, assim, torna-se um alimento de grande
valor nutricional para a dieta do ser humano. No entanto, quando as regras de higiene
sdo precarias, o leite fornece um ambiente favoravel ao crescimento de diversos
microrganismos devido a grande disponibilidade de nutrientes e ao pH proximo a
neutralidade (PEREIRA et al, 2017). Desta forma, mesmo que, por muitas vezes,
sejam mantidas as caracteristicas tradicionais da producdo dos queijos artesanais, 0S

leites
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ndo pasteurizados podem ser uma grande fonte de bactérias que em grande parte
séo prejudiciais a salude do ser humano (BOMFIM et al., 2020).

Os alimentos tradicionais, como o queijo de coalho feitos de forma artesanal
ganham destaque nos projetos de valorizacdo e de estratégias para manutencao das
caracteristicas tradicionais e producao do meio rural, entretanto, tornaram- se alvo de
pressdo em relacdo a legislacdo, isso porque em grande parte dos casos esses
gueijos sao produzidos informalmente, sem fiscalizacdo do Estado (CRUZ et al.,
2014).

Para que haja um consumo seguro desse tipo de alimento, € necessario que
exista uma condi¢cdo aceitdvel na producdo, estocagem e distribuicdo. A falta de
cuidados com o alimento pode resultar em doencas alimentares. Existem diversos
tipos de alimentos que podem veicular doencas ao ser humano, entre eles o leite é
considerado um dos mais consumidos e de frequente veiculacdo de patdgenos
(RUWER et al., 2011). A falta de qualidade do leite e das técnicas de fabricagdo dos
gueijos arte- sanais faz com que os produtos que chegam aos consumidores sejam
de baixa qualidade, tanto em questdo de falta de higiene quanto a falta de
padronizacédo (SOUSA et al., 2014).

Mesmo que existam regras na legislacéo brasileira que estabelecam que o leite
utilizado na producéo do queijo deva ser submetido a pasteurizacéo ou a algum trata-
mento térmico equivalente, ainda existem diversos produtores que utilizam do leite
cru. Segundo pesquisas, 85% dos fabricantes néo utilizam o leite pasteurizado para a
fabricacdo do queijo de coalho artesanal. Desta forma, a ingestdo desse queijo
representa riscos a saude do consumidor. Outro ponto importante é a forma como o
gueijo de coalho é consumido, pois trata-se de um alimento de pronto consumo, ou

seja, ndo ha tratamento térmico antes de consumi-lo (SOUSA et al., 2014).

1.2 Legislacéo brasileira e qualidade microbiolégica dos queijos

No Brasil a inspecdo de produtos alimenticios de origem animal é feita pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo uma atribuicdo do
MAPA em associacdo ao Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA). Todas as ag¢les de inspecdo desenvolvidas no territério brasileiro estdo
baseadas em legislagcdes que regulamentam as atividades que estdo vinculadas a

alimentos de origem animal. As a¢fes visam garantir que alimentos de origem animal
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ndo causem danos a saude do consumidor e que a distribuicdo desses alimentos seja
realizada da forma correta, considerando a qualidade higiénico-sanitéria e tecnolégica.
A atuacao de fiscalizacdo da DIPOA no Brasil ainda pode contar com o Servigo de
Inspecéao Federal (SIF) para fiscalizagédo dos estabelecimentos que estéo registrados
DIPOA, garantindo assim, que alimentos de origem animal ndo sejam prejudiciais a
saude de quem os consome (MAPA, 2021).

A regulamentacgdo brasileira mais recente que estabelece a lista de padrbes
microbiologicos para alimentos € a Instrugcdo Normativa n° 60, de 23 de dezembro de
2019 (Ministério da Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Diretoria
Colegiada), a qual estabelece limites de seguranca para a presenca de S. aureus, E.
coli e Salmonella spp., sendo que os limites sdo de 1,0 x 10° ou 3,0 log NMP/g
(Numero mais provavel) para E coli e 1,0 x 103 ou 3,0 log UFC/g (Unidades
Formadoras de Colonia) para S. aureus, além da auséncia de Salmonella spp. em
gualquer amostra de queijo (BRASIL, 2019).

Segundo a Lei 13.860 julho de 2019 (Congresso Nacional), queijo artesanal é
aquele produzido de forma tradicional, de acordo com valorizacdo e caracteristicas
regionais e culturais, de forma a ser seguido protocolo de elaboracéo diferenciado para
cada tipo, ja que é um alimento de grande variedade, mas que precisa manter as boas
praticas de fabricacdo. O queijo artesanal deve seguir a identidade, qualidade e
seguranca sanitaria e deve cumprir 0s requisitos impostos pelo poder publico de boas
praticas de fabricacdo. Entretanto, os procedimentos de controle das boas praticas e
da fiscalizac&o séo simplificados para pequenos produtores, conforme o regulamento.
E de dever das entidades de defesa sanitaria e de assisténcia técnica orientar o
produtorde queijo artesanal em relacdo a implementacdo de boas praticas
agropecudarias de producéao do leite e do queijo (BRASIL, 2019).

Dito isto, 0 Regulamento Técnico sobre as Condi¢cdes Higiénico-Sanitarias e de
Boas Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos e Produtores de Alimentos
(ANVISA, 2002) é complementar, e estabelece gue os estabelecimentos devam seguir
pontos importantes como: Procedimentos Operacionais Padronizados (POPSs),
higienizacdo das instalacdes, equipamentos, moveis e utensilios, controle da agua,
higiene e salde dos manipuladores, manejo dos residuos, manutengao preventiva e
calibracdo de equipamentos, controle integrado de vetores e pragas urbanas, selecao
das matérias primas, ingredientes e embalagens e programa de recolhimento de
alimentos (BRASIL, 2002).
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1.3 Contaminacéo dos queijos com S. aureus

Quando se trata de alimentos feitos a base de leite cru, como os queijos
artesanais, o risco de doencas transmitidas atra por intermédio deles é maior
(ARAGAO et al., 2020). A contaminagdo microbiana do leite estd sempre em
pesquisas da area, isso porque diz muito a respeito da qualidade higiénico sanitéria
desse alimento muito consumido pela populacdo. Tal contaminagdo pode acontecer
em varias etapas da fabricacdo, podendo ser desde a ordenha, manipulacéo,
transporte, refrigeracdo, armazenamento até a distribuicdo (SILVA TEIXEIRA et al.,
2019).

A contaminac&o microbiana do queijo € de grande importancia tanto para os
gue fabricam, pois pode causar perdas econémicas, como para a saude publica, pois
pode causar doencas que trazem risco a saude dos consumidores. De acordo com
estudos realizados no Brasil, ha uma grande incidéncia de contaminacao por S. aureus
nos queijos de coalhos artesanais, sendo que no nordeste brasileiro os relatos séo mais
comuns, pois 0 consumo desse alimento € elevado nessa regido (OLIVEIRA et al,
2019).

Doencas causadas pelo consumo de alimentos contendo microrganismos
patogénicos e toxinas microbianas sdo conhecidas por gastroenterites. Dentre as
gastroenterites conhecidas, uma das mais comuns € causada pela bactéria S. aureus,
responsavel por surtos de intoxicacao alimentar. Esta bactéria pode contaminar o leite
de diversas formas, podendo ser na ordenha de vacas com mastite, pela pele do
préprio animal, pela contaminacdo através do manipulador ou até mesmo pela
contaminacdo de utensilios e equipamentos mal higienizados (SILVA TEIXEIRA,
2019).

A doenca tem como sintomas principais: diarreia, vomito, cefaleia, nauseas,
dores abdominais, em alguns casos, desidratacdo. Apesar de ndo ser considerada
uma doenca grave, quando apresentados os sintomas em pessoas mais velhas,
imunossuprimidas ou criancas pode ser de grande perigo e as vezes fatal (OLIVEIRA
et al., 2015).
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1.4 Contaminacgéo dos queijos com E. coli

O leite € um 6timo meio para a proliferacdo microbiana, que tem esse
desenvolvimento aumentado devido a falta de higiene na ordenha, transporte e
armazena- mento. Por esse motivo, o leite e seus derivados séo considerados como
alguns dos alimentos mais envolvidos em surtos de DTA, principalmente em regides
onde a vigi- lancia sanitaria ndo funciona de forma correta. Os surtos sao ainda mais
comuns em localidades onde o leite utilizado para fabricacdo de derivados é
comercializado de forma informal (MACHADO et al., 2017).

Escherichia coli esta entre as bactérias mais envolvidas nos surtos de DTA,
sendo um contaminante comum do leite cru e seus derivados feitos a partir de leite
sem pasteurizagéo. A E. coli é uma bactéria Gram-negativa e pertence a familia En-
terobacteriaceae, e quando existe presenca elevada desse microrganismo em
alimentos, significa que existem falhas de higiene e que o alimento possui
contaminagao microbiana proveniente de fezes. Apesar de nem todas as cepas de E.
coli serem patogénicas, muitas cepas possuem viruléncia e capacidade de causar
doencas, além de que algumas possuem importancia epidemiolégica por
apresentarem genes de resisténcia antimicrobiana (MACHADO et al., 2017).

As infeccdes intestinais causadas por E. coli geralmente vém associadas de
alguns sintomas especificos, entre eles podemos citar: diarreia sanguinolenta ou nao
sanguinolenta, colica, ndusea, vomito, febre e desidratacdo (MACHADO et al., 2017).
Além disso, as cepas de E. coli produtoras da toxina Shiga (STEC) sdo causadoras
de doenca gastrointestinal em humanos e sdo de grande risco, pois podem causar
sequelas e até mesmo riscos de 6bito, como por exemplo, quando causam a sindrome
hemolitica urémica (SILVA et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente a producéo dos queijos artesanais vem aumentando no Brasil, e a
grande maioria dos locais utilizados para a producéo desses queijos sdoimprovisados, ou seja,
ndo possuem estrutura fisica adequada e a maior parte dos produtores autbnomos
sdo pessoas nao capacitadas adequadamente para realizar as atividades de
manipulacdo de alimentos de acordo com as boas praticas de fabricacéo, tornando,
portando, o processo de producdo artesanal um potencial meio disseminador de
microrganismos de importancia clinica. Além disso, o queijo, por ser um alimento que
possui muitas caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos, é
alvo de facil contaminacdo microbiologica. Pensando na grande facilidade de
contaminacao, no alto consumo deste alimento pela populacéo e por sua possibilidade
de fabricacéo artesanal, é de grande importancia que haja pesquisas que avaliem a
gualidade microbiolégica desses produtos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Este trabalho teve como objetivo avaliar qualidade microbiol6gica de queijos de
coalho de fabricacdo artesanal comercializados nas feiras permanentes do Distrito
Federal.

3.2 Objetivos especificos:

Realizar as andlises bacteriologicas: contagem total dos microrganismos mesdofilos e
psicrotroficos, determinagédo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
de coliformes termotolerantes, identificacdo e contagem de Staphylococcus aureus e
pesquisa de Salmonella spp.

Realizar genotipagem por meio da técnica de PCR para confirmagdo da Salmonella

spp.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Foram analisadas seis amostras de queijo coalho. As amostras foram coletadas
em diferentes feiras permanentes do Distrito Federal e foram adquiridas em
guantidades de 150 g, acondicionadas em sacos plasticos transparentes. As amostras
ndo apresentavam rétulo e datas que informassem sobre a producéo e validade do
alimento. Foram imediatamente transportadas das feiras para o laboratério em uma
caixa térmica refrigerada e as analises microbiolégicas foram iniciadas no prazo
maximo de uma hora apos a coleta. Todas as amostras foram analisadas em trés
repeticdes, ou seja, foram retiradas trés aliquotas de cada amostra e os resultados

foram expressos como média e desvio padrao.

4.2 Preparo das amostras e analises microbiolégicas

Para o preparo das amostras, foram pesadas 25 g de cada uma delas e diluidas
em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). O material foi homogeneizado, desta forma,
foi obtida a primeira diluicdo (10?1). A partir da primeira diluicdo foram obtidas as
demais diluicdes decimais (até 104) (APHA, 2001).

Para a contagem total de bactérias mesodfilas e psicrotréficas, as diluicbes de
cada amostra foram semeadas, pelo método de superficie, em placas de Petri
contendo o meio de cultivo Agar Padrdo para Contagem (PCA) (Acumedia). As
placas foram incubadas a 37°C por 24 h para bactérias mesofilas e a 7°C + 1°C por 7
dias para bactérias psicrotroficas. Os resultados obtidos foram expressos em log
UFC/g (APHA, 2001).

Para a contagem de S. aureus, cada uma das diluicbes das amostras foi
semeada, pelo método de superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultivo
PCA suplementado com 6% de cloreto de sodio. As placas foram incubadas a 37°C
por 48 h. As col6nias suspeitas de S. aureus foram reisoladas em tubos de Agar Sal
Manitol e submetidas a coloracao de Gram (ANVISA, 2019).

Para a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes, as amostras foram analisadas conforme a técnica de tubos multiplos,
iniciando-se com o teste presuntivo, que consiste na inoculagéo de cada diluicdo das

amostras em caldo Lauril Sulfato Triptose (HiMedia). Os tubos foram incubados a
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37°C por 24 h. A positividade do teste foi caracterizada pela turvagéo do caldo com a
producdo de gas nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos positivos no teste
presuntivo foram inoculadas, simultaneamente, em tubos de ensaio contendo caldo
verde brilhante bile lactose a 2% (Kasvi) (para a confirmacao de coliformes totais) e caldo
Escherichia coli (Kasvi) (para a confirmagédo de coliformes termotolerantes). Os tubos
foram incubados em estufa bacterioldégica a 37°C por 24 h para o teste de coliformes
totais e em banho-maria a 45°C por 24 h para o teste de coliformes termotolerantes.
Os resultados obtidos foram expressos em log NMP/g com interpretacao por meio da
tabela de numeros mais provaveis constante no Anexo A (FENG et al., 2002)

Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10! das amostras foi incubada
a 37°C por 24 h. Apos a incubacéao, foi pipetado 1 mL das aliquotas do caldo de
enriqguecimento para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo seletivo tetrationato
com iodo. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por 24 h. Apos a
incubacgéo, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de cada tubo, foram
semeadas placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Salmonella Shigella
(Kasvi). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. As colonias suspeitas de
Salmonella spp. foram transferidas para tubos inclinados contendo os meios
bioquimicos: Agar Trés Aclcares e Ferro (Kasvi), Agar Lisina Ferro (HiMedia) e
Agar Fenilalanina (HiMedia). Posteriormente as colonias suspeitas de Salmonella
foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de PCR (BRASIL,
2011).

4.3 Analises Moleculares

Para identificacdo molecular do género Salmonella spp. por PCR, foi utilizado
0 gene invA, através do primer especifico expresso na Tabela 1. Esse gene € bastante
aceito para identificacdo de Salmonella spp., estando presente na maioria das

espécies do género (NCBI, 2020).
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Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para identificagdo de Salmonella spp.

Gene Sequéncia de Primer (5’-3’) Tamanho Bactéria
INVA GCTGATGCCGGTGAAATTA 298 pb Salmonella
foward T Spp.
invA CGACAAGACCATCACCAA
reverse TG

Fonte: Araujo et al., 2015.

4.4 Identificagdo molecular da Salmonella spp.

Os isolados presuntivos suspeitos de serem Salmonella spp. foramidentificados
por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As colbnias isoladas
foram inoculadas, individualmente, em caldo BHI e incubadas a 37°C por 18 h. A
extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto no kit comercial
NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha). A qualidade e aquantidade
deDNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de agarose, em

comparacdo com o padrdao de massa molecular DNAI/HindIll marcador de 100 pb

(JENA®). Apés a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi
realizada utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As quantidades
padronizadas dos reagentes utilizados para a identificacdo do gene invA foram

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Quantidades padronizadas dos reagentes utilizados para a técnica de

Reacdo em Cadeia da Polimerase.

Reagente Concentragéo InvA (uL)
Agua MiliQ® q.s.p 25 L 13,85
Tampéao Taq 10X 2,5
MgCl, (mM) 50 mM 1,26
dNTP (mM) 2,5mM 2
Oligo F (uM) 10 pmol/uL 0,5
Oligo R (UM) 10 pmol/uL 0,5

Tag DNA pol (U/uL) 5U/uL 0,4
DNA molde 10 ng 4,0

Legenda: g.s.p: quantidade suficiente para; MgCl2: Cloreto de magnésio; mM: milimolar; uM: micro-
molar; U/uL: unidade de massa atdmica por microlitro; ng: Nanograma; uL: microlitro.
Fonte: Autoria propria (2022).

As condi¢cdes de termociclagem foram 95°C por 2 min, 35 ciclos de
desnaturagao a 95°C por 1 min, anelamento a 60°C por 1 min, 72°C por 1 min e 72°C
por 10 min para a extensao final. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose, contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminacao ultra-

violeta. O marcador de massa molecular utilizado foi o0 100 pb DNAI/Hindlll (JENA®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as contagens de bactérias mesdfilas e psicrotroficas
estdo representados na Tabela 3. A Instru¢do Normativa n°60 de 2019 (Ministério da
Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Diretoria Colegiada) ndo estabelece
limites para bactérias mesoéfilas e psicrotroficas. Contudo, a Internacional Comission
on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 1986) recomenta o limite maximo
de bactérias totais em alimentos de 7,0 log/UFC, grupo este que engloba as bactérias
mesofilas e psicrotroficas.

Tabela 3 - Contagem de bactérias mesofilas e psicrotroficas nas amostras de

gueijos de Coalho de producao artesanal.

Amostras de Mesofilas Psicrotroficas
Queijo de Coalho (log UFC/g) (log UFC/qg)
Amostra 1 5,57 +0,21 3,30 +£0,15
Amostra 2 6,39 +0,11 4,66 +0,10
Amostra 3 6,34 + 0,26 3,10+0,21
Amostra 4 6,78 +0,17 5,27 £+ 0,25
Amostra 5 6,40 + 0,29 3,84+0,21
Amostra 6 5,97 +0,36 3,92 +0,10

Legenda: UFC: Unidade formadora de col6nias; g: grama; os resultados foram expressos como média
+ desvio padréo de trésrepeticdes.
Fonte: Autoria propria, (2021).

Todas as amostras analisadas apresentaram resultados aceitaveis de bactérias
mesofilas e psicrotroficas com valores abaixo de 7,0 log UFC/g. Os valores dos
mesofilos ficaram entre 5,57 e 6,78 log UFC/g, e os valores de psicrotroficos ficaram
entre 3,30 e 5,27 log UFC/g. Altas quantidades de bactérias mesdfilas e psicrotréficas
indica mas condicdes de higiene no momento da producdo, processamento,
manipulacdo ou falta de pasteurizacdo e controle de qualidade do leite utilizado
(ANDRADE et al., 2016).

Na literatura varios estudos tém relatado a elevada presenca de bactérias
mesofilas e psicrotréficas em leite e derivados. No estudo de Andrade e colaboradores
(2016), houve uma elevada populagéo de bactérias mesofilas em 100% das amostras

de queijos de coalho analisadas. Resultados parecidos foram encontrados no estudo
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de Da Silva e colaboradores (2018), onde foram analisadas 36 amostras de queijos
de coalho coletados em feiras livres do municipio de Petrolina - Pernambuco, sendo
gue 100% das amostras analisadas mostraram elevada contagem para bactérias

mesodfilas.

Medeiros e colaboradores (2017), analisaram a qualidade do leite utilizado
nafabricag&o de queijos de coalho e de manteiga. Para isso foram obtidas 15 amostras
de leite de fabricas de queijo sem inspecao localizadas no Rio Grande do Norte, sendo
gue foram encontrados microrganismos mesofilos acima dos valores permitidos em
legislacdo em todas as amostras de leite, estando, assim, a matéria prima do queijo
altamente contaminada.

A Tabela 4 mostra que dentre as seis amostras estudadas, apenas duas
(33,3%) nao exibiram a presenca de S. aureus, enquanto 66,6% (4/6) das amostras
excederam os valores de S. aureus estabelecidos na legislacdo brasileira (BRASIL,

2019), o que classificou esses alimentos como improprios para consumo humano.

Tabela 4 - Contagem de S. aureus em amostras de queijo de coalho de fabricacéo

artesanal.

Amostras de
~ S. aureus (log UFC/g)
Queijo Coalho

Amostra 1 4,30 + 0,15
Amostra 2 ND
Amostra 3 4,53 + 0,08
Amostra 4 4,30 + 0,17
Amostra 5 ND
Amostra 6 4,00 + 0,00

Legenda UFC: unidade formadora de coldnia; g: grama; ND: ndo detectado; Valor de referéncia: 3,0
UFC/g (BRASIL, 2019); os resultados foram expressos como média + desvio padréo de trés repeticdes.
Fonte: Autoria prépria, (2021).

Por se tratar de patdgeno causador frequente de mastite subclinica em vacas,
S. aureus pode ser transmitido nos processos de ordenha. Assim, o leite e 0s queijos
contaminados com S. aureus podem atuar como fonte deintoxicagdes estafilococicas
(LEMMA et al., 2021). Portanto, considera-se o alimento altamente contaminado com

S. aureus umrisco potencial para a saude do consumidor pela possibilidade da
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producdo de toxinas, ja que esta pode ocorrer quando as colbnias atingem
concentragéo de 5 log UFC/g (KASEM et al. 2021).

E importante destacar que o armazenamento inadequado do queijo em
temperatura ambiente facilita a multiplicacdo do S. aureus até atingir a concentracéo
bacteriana minima necesséria para a producao de toxinas estafilocécicas.

Na Tabela 5 estéo descritos os resultados referentes as analises de coliformes
totais e termotolerantes em queijos de coalho deste estudo.

Tabela 5 - Enumeracéo de coliformes totais e termotolerantes em queijos de Coalho

de producéao artesanal.

_ _ Coliformes Salmonella
Amostras de Coliformes Totais
. Termotolerantes spp.}
Queijo de Coalho (log NMP/g)*
(log NMP/g)*
Amostra 1 3,04 +£ 0,00 3,04 +£0,00 Ausente
Amostra 2 3,04 £ 0,00 3,04 + 0,00 Ausente
Amostra 3 3,04 £ 0,60 3,04 + 0,00 Ausente
Amostra 4 3,04 £ 0,00 3,04 + 0,00 Ausente
Amostra 5 3,04 £ 0,00 3,04 + 0,00 Ausente
Amostra 6 3,04 £ 0,00 3,04 £+ 0,33 Ausente

Legenda: NMP: Nimeros mais provavel por grama; g: grama; *Valor de referéncia: 3,0 NMP/g (BRASIL,
1996): T Valor de referéncia: 3,0 log NMP/g (BRASIL, 2019) Hvalor de referéncia: Ausente (BRASIL,

2019). Os resultados foram expressos como média * desvio padrédo de trésrepeti¢des.
Fonte: Autoria propria, (2021).

A Instrucdo Normativa n° 60 de 2019 (Ministério da Saude/Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria/Diretoria Colegiada) ndo dispde sobre valores para coliformes
totais em amostras de queijos, contudo, o Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Produtos Lacteos (BRASIL, 1996), dispde como limite maximo aceitavel
de coliformes totais o valor de 3,0 log NMP/g. Das amostras analisadas, 100% (6/6)
apresentaram valores de coliformes totais acima de 3,0 log NMP/g. De acordo com a
literatura, amostras que excedem os valores de coliformes totais indicam a existéncia
de condi¢Bes sanitarias precéarias nos locais de fabricagcdo de queijos de coalho
(SOUSA et al., 2020).

Varios estudos tém demonstrado resultados semelhantes. Melo e
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colaboradores (2021), encontraram em 90% das amostras de queijo coletadas em
feira livre de Campina Grande - Para, coliformes totais acima do limite aceitavel. Da
mesma forma, Sousa et al. (2020) realizaram um estudo no municipio de Soledade -
Para, onde foram coletadas sete amostras de queijo de coalho de fornecedores locais,

e 85,71% das amostras estavam com coliformes totais acima do limite aceitavel.

No estudo conduzido por Bezerra et al. (2017), realizado no Nordeste do Brasil,
foram utilizadas amostras de queijos de coalho retiradas de cinco pontos de venda em
uma feira livre localizada no Alto Sertdo da Paraiba. Dentre as amostras analisadas,
os valores de coliformes totais estavam acima do estipulado em 18 das 20 amostras.
Dessa forma, destaca-se a importancia de examinar a presenca de coliformes totais
nas amostras de queijo de coalho, pois estdo diretamente associados a qualidade
higiénico-sanitaria dos alimentos.

Para os coliformes termotolerantes, a IN n°60 de 2019 (Ministério da
Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Diretoria Colegiada) determina como
limite microbioldgico o valor de 3,0 log NMP/g em amostras de queijo. Neste estudo, do
total de amostras analisadas, 100% (6/6) apresentam valores superiores aos
estabelecidos pela legislacdo. Escherichia coli € o principal representante das
bactérias do grupo dos coliformes termotolerantes e sua presenca indica a
contaminacao de origem fecal, funcionado como indicador de higiene do produto,
especialmente em queijos elaborados a partir de leite que ndo passou por processo
de pasteurizacdo. Além disso, devido sua capacidade de produzir gas, o estufamento
precoce do alimento é um dos principais defeitos associados a quantidade excessiva
dessas bactérias, aliado a mudanca de textura e sabor do queijo (CAMARGO et al.,
2021).

Varios estudos na literatura reportaram resultados similares ao desta pesquisa.
No estudo de Da Silva e colaboradores (2018), foram analisadas 36 amostras de
gueijos de coalho, sendo coletadas aleatoriamente em quatro diferentes feiras da
regido de Petrolina - Pernambuco. Das 36 amostras, todas encontraram-se fora dos
valores estabelecidos na legislacdo para coliformes totais e termotolerantes. Os
autores enaltecem a ideia de que esses numeros elevados indicam condi¢des de
higiene precérias e, desta forma, os queijos de coalho dessa regido apresentam ma
gualidade microbiolGgica, tornando-os impréprios para consumo humano.

Bezerra et al. (2017), analisaram 20 amostras de queijos de coalho, e 7
amostras (35%) apresentaram valores acima do limite permitido pela legislagdo para
coliformes termotolerantes. No estudo de Andrade e colaboradores (2016), coliformes
totais e termotolerantes estavam acima do permitido pela Legislacao brasileira em
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todas as amostras queijos de coalho analisadas.

A legislacao vigente IN n° 60 de 2019 (Ministério da Saude/Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria/Diretoria Colegiada) padroniza a auséncia de Salmonella spp.
em alimentos para comercializacdo. Essa bactéria pode sobreviver a acidez estomacal
podendo chegar ao intestino e causar infecdes graves (BRASIL, 2019b). Por ser capaz
de causar infec¢des graves por ingestao alimentar, a presenca desse microrganismo
no queijo o torna improprio para consumo. A pasteurizacdo € um processo capaz de
eliminar essa bactéria, desta forma, a falta de pasteurizacdo pode evidenciar
prevaléncia dessa bactérias em queijos de coalho de producéo artesanal (MELO et
al., 2021).

Dentre as seis amostras de queijo de coalho analisadas no presente trabalho,
todas apresentaram auséncia de Salmonella (Tabela 5), estando 100% das amostras
de acordo com o estabelecido em legislag&o vigente.

Todavia, varios estudos tém descrito a presenca deste patdgenos em queijos
de producéao artesanal. No estudo de Melo e colaboradores (2021) que realizaram uma
pesquisa na feira livre de Campina Grande na Paraiba, onde foram utilizadas dez
amostras de queijo de coalho de producédo artesanal compradas de comerciantes
aleatorios, apenas quatro tiveram resultado ausente para Salmonella spp, ou seja,
60% das amostras apresentaram cepas caracteristicas para este patdégeno, tornando
esses queijos impréprios para consumo, uma vez que a presenca dessa bactéria é
prejudicial a saude de quem os consome. Entre as dez amostras coletadas apenas
uma apresentou valores dentro dos impostos pela IN n° 60 de 2019 (Ministério da
Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Diretoria Colegiada) em relacdo a
presenca de Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes,
estando apto para consumo humano (ANVISA, 2019).

Em outro estudo, desta vez com amostras de queijo minas frescal
comercializados e vendidos em Fernandopolis (SP), Camargo e colaboradores (2021)
encontraram Salmonella em cinco das amostras estudadas. Sousa et al., (2020)
encontrou em seu estudo presenca de Salmonella em cinco das sete amostras
analisadas, no total foram coletadas sete amostras de queijo de coalho de
fornecedores locais na Paraiba.

Resultados parecidos também foram identificados por Bezerra et al., (2017)
em estudo realizado no municipio de Souza na Paraiba, foram analisadas 20 amostras
de queijo de coalho onde 40% delas tiveram resultados positivos para presenca de
Salmonella, podendo indicar algumas falhas no controle de higiene dos manipuladores,
com um possivel descaso com as Boas Praticas de Manipulacdo durante a preparacao



do alimento, sobretudo a pasteurizagao.
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6 CONCLUSAO

Tendo emvista que os resultados reprovaram para consumo humano todas as
amostras de queijo de coalho analisadas em pelo menos um parametro da legislacao
brasileira, entende-se que existe caréncia de fiscalizacdo pelos 6rgéos de inspecao
dos queijos de coalho de fabricacdo artesanal que sdo comercializados nas feiras
permanentes do Distrito Federal. Além disso, conclui-se que € de grande importancia
gue o leite utilizado para produzir o alimento passe por pasteurizacdo ou outro
tratamento térmico, de modo que, diminua sua contaminacao.

Os nossos achados sugerem que a contaminacédo microbiana desse alimento,
pode ocorrer de diversas formas, sendo no momento da manipulacdo, atravées de
utensilios mal higienizados, no momento da ordenha do leite ou no armazenamento.
E tendo em vista a possibilidade de DTA por meio da presenca patégenos de origem
alimentar, como E. coli produtora de toxina Shiga no leite bovino, o consumo de
gueijos produzidos a partir de leite cru constitui um risco para a saude, especialmente
em se tratando dos consumidores pertencentes aos grupos de risco.

Dito isto, fica claro que a fiscalizacdo € de suma importancia na producao de

alimentos, prevenindo, assim, algumas doencas prejudiciais a satde humana.



32

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRADE, V. O. et al. Qualidade microbioldgica de queijos coalho. | Congresso In-
ternacional das Ciéncias Agrarias (COINTER)- PDVAgro, 2016.

ANVISA. Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira, volume

1. 62 Ed. Brasilia, DF. Anvisa - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, 2019.

APHA, American Public Health Association. Committee on Microbiological for Foods.
Compendium of methods for the microbiological examination of foods. 4.ed.
Washington, 676 p., 2001.

ARAUJO, Y. F. Avaliacéo da qualidade da tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) fresca
e resfriada e do gelo de manutencdo comercializados na cidade de Brasilia, Distrito
Federal. TCC, Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, 2015.

ARAGAO, B. B. et al. Avaliagdo da contaminacéo por Staphylococcus aureus em
gueijo coalho artesanal elaborado com leite de cabra produzido no estado de
Pernambuco. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.72, n.2,
p.615-622, 2020.

BEZERRA, D. E. L. et al. Avaliacdo microbiolégica de queijo de coalho comercializado
na feira livre de Sousa — Paraiba. Divulgacao Cientifica e Tecnolégica do IFPB, n.
37, p. 85-91, 2017.

BOMFIM, A. P. et al. Qualidade microbiolégica e caracterizacdo da resisténcia
antimicrobiana de bactérias isoladas de queijos Coalho comercializados em Vitéria da

Conquista-Bahia. Seguranca Alimentar e Nutricional, Campinas, v. 27, 2020.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n°® 146 de 07
de marco de 1996, aprova o0s Regulamentos Técnicos de Identidade e
Qualidadedos Produtos Lacteos. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, 07 mar. 1996.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Portaria n.°
275 de 21 de Outubro de 2002, Regulamento Técnico de Procedimentos

Operacionais Padronizados aplicados aos Estabelecimentos



33

Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de Verificacdo das Boas
Préticas de Fabricacdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de
Alimentos. Brasilia, DF, 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual técnico de diagndéstico laboratorial da
Salmonella spp.: diagnéstico laboratorial do género Salmonella. Brasilia:
Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria, Fundacdo Oswaldo Cruz.
Laboratorio de Referéncia Nacional de Enteroinfec¢des Bacterianas, Instituto Adolfo
Lutz, 2011.

BRASIL. Ministério da saude, secretaria de atencdo a saude, departamento de
atencao Basica. Guia alimentar para a populacéo brasileira.. — 2. ed. — Brasilia:

ministério da saude, 2014.

BRASIL. Lei n° 13.860, de 18 de julho de 2019. Dispbe sobre a elaboracdo e a
comercializacdo de queijos artesanais e da outras providéncias. Diario Oficial da
Republica Federativa do Brasil, Brasilia, 19/07/2019. (a)

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Instrucdo normativa n° 60, de 23
de dezembro de 2019. Estabelece as listas de padrbes microbiolégicos para

alimentos. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, 23 dez. 2019.(b)

CAMARGO, A. C. et al. Microbiological quality and safety of Brazilian artisanal
cheeses. Brazilian Journal of Microbiology, v. 52, n. 1, p. 393-409, 2021.

CRUZ, F. & MENASCHE, R. O debate em torno de queijos feitos de leite cru: entre
aspectos normativos e a valorizacéo da producéo tradicional. Vigilancia Sanitaria Em
Debate: Sociedade, Ciéncia & Tecnologia, v. 2, n. 4, p. 34-42,2014.

DA SILVA, G. L. Aspectos microbiolégicos de queijos coalhos comercializados em
feiras livres do municipio de Petrolina-PE, Revista Brasileira de Tecnologia
Agroindustrial, v. 12, n.01, p. 2613-2626, 2018.

FENG, P.; WEAGENT, S. D; GRANT, M. A. Bacteriological Analytical Manual
Online: Enumeration of Escherichia coli and the Coliform Bacteria, 2002. Dispo-
nivel em: www.lib.ncsu.edu/pubweb/mww/ETDdb/web_root/collection/availa-
ble/etd04102005213953/unrestricted/etd.pdf. Acesso em: 14 jan 2021.

INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR
FOODS (ICMSF). Microorganisms in foods.2. Sampling for microbiological


http://www.lib.ncsu.edu/pubweb/www/ETDdb/web_root/collection/availa-

34

analysis: Principles and specific applications (2d ed). Oxford: Blackwell Scientific
Publications, 1986.

ITAL. Brasil Dairy Trends 2020: Tendéncia do mercado de produtos lacteos. led.
— Campinas, SP: ITAL, 2017. Disponivel em: <http://www.brasildairytrends.com.br/2/>
Acesso em: 03 set 2021.

KASEM, N. G. et al. Antimicrobial resistance and molecular genotyping of Escherichia
coli and Staphylococcus aureus isolated from some Egyptian cheeses. Journal of
Advanced Veterinary and Animal Research, v. 8, n. 2, p. 246-255, 2021.

LEMMA, F. et al. Prevalence and antimicrobial susceptibility profile of Staphylococcus
aureus in milk and traditionally processed dairy products in Addis Ababa, Ethiopia. Bi-
oMed Research International, p. 1-7, 2021.

MACHADO, F. et al. Genes de viruléncia eaeA e LT em E. coli isoladas de leite cru
comercializado no sul do estado do Piaui, Brasil. Revista Electronica de Veterinaria,
v. 18, n. 9, 2017.

MAPA - MINISTERIO DA AGROPECCUARIA E ABASTECIMENTO. Produtos de
origem animal. Brasilia, 2021. Acesso em 18 out. Disponivel em: <

https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal >.

MEDEIROS, N. C. et al. Quality of milk used in informal artisanal production of coalho

and butter cheeses. Semina. Ciéncias Agrarias, v. 38, p. 1955-1962, 2017

MELO, W. G. et al. Analise da qualidade do queijo coalho vendidos em uma feira livre
do municipio de Campina Grande-PB. Research, Society and Development, v.10, n.
7,2021.

MUNHOZ, I. G. A. et al. Andlise microbiolégica comparativa de queijo coalho
comercializado em supermercados e feiras livres na cidade de Macei6 — Alagoas.

Research, Society and Development, v. 10, n. 5, 2021.

NCBI. invA type lll secretion system export apparatus protein InvA [Salmonella
bongori]. Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/61369727>. Acesso

em: ago de 2021.

OLIVEIRA, F. I. P. et al. Ocorréncia de Staphylococcus aureus em queijos tipo coalho.


http://www.brasildairytrends.com.br/2/
http://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/61369727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/61369727

35

Cadernos ESP, v. 13, n. 2, 2019.

OLIVEIRA, K. M. L. et al. Presenca de Staphylococcus aureus em queijos artesanais
comercializados na cidade de Uruacu - Goias. Revista Eletrénica de Ciéncias
Humanas, Saude e Tecnologia, p. 64-71, 2015.

PEREIRA, T. et al. Staphylococcus aureus e Salmonella spp. em queijos de coalho
artesanais produzidos em S&ao Rafael, Rio Grande do Norte. Revista Verde de
Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel. v.12, n. 2, p. 358-361, 2017.

PRATES, D. F. et al. Microbiological quality and safety assessment in the production
of moderate and high humidity cheeses. Ciéncia Rural, v. 47, n. 11, p. e20170363,
2017.

RUWER, C.M. et al. Surtos de doencas transmitidas por alimentos em Manaus,
Amazonas (2005-2009): o problema do queijo coalho. Seguranca Alimentar
Nutricional, v. 18, n. 2, p. 60-66, 2011.

SILVA TEIXEIRA, C. M. & ANDRADE FIGUEIREDO, M. Qualidade microbioldgica do
leite bovino no Brasil associada a Staphylococcus aureus. Revista de Ciéncia Vete-
rinaria e Saude Publica, v.6, n. 1, p. 196-216, 2019.

SILVA, F. F. et al. Pesquisa de genes de viruléncia de Escherichia coli isoladas de
leite cru refrigerado da regido central do Parana. Revista de Ciéncia Veterinaria e
Saude Publica, v. 3, p. 240-242, 2016.

SOUSA, A. Z. B. et al. Aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos do queijo tipo coalho
comercializado em estados do nordeste do Brasil. Arquivos do Instituto Biolégico,
v. 81, n. 01 p. 30-35, 2014.

SOUSA, M. L. F. et al. Avaliacdo microbiol6gica do queijo artesanal produzido e
comercializado em uma cidade do interior da Paraiba. Research, Society and

Development, v.9, n. 8, 2020.

YAMANAKA, E. H. U. et al. Microbiological quality of Brazilian artisanal cheese and

fermented sausages. Revista do Instituto Adolfo Lutz. S&o Paulo, v.75, p.1-9, 2016.



ANEXOS

ANEXO A- Numero Mais Provavel (NMP) para trés tubos e respectivos intervalo de

confianca a nivel de 95% de probabilidade.
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Tubos positivos Limite de Tubos positivos Limite de
NMP confianga NMP! confianga
0.10 | 0.01 | 0.001 s Baixo | Alto | 0.10 | 0.0 | 0.00 g Baixo | Alto
1 1
0 0 0 <3.0 - 9.5 2 2 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4100
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 | 420 -

FONTE:http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm109656.html



http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm109656.html

	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Qualidade do queijo de coalho artesanal brasileiro
	1.2 Legislação brasileira e qualidade microbiológica dos queijos
	1.3 Contaminação dos queijos com S. aureus
	1.4 Contaminação dos queijos com E. coli

	2 JUSTIFICATIVA
	3 OBJETIVOS
	3.1 Objetivo geral:
	3.2 Objetivos específicos:

	4 MATERIAIS E MÉTODOS
	4.1 Coleta das amostras
	4.2 Preparo das amostras e análises microbiológicas
	4.3 Análises Moleculares
	4.4 Identificação molecular da Salmonella spp.

	5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	6 CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS

