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RESUMO

Os queijos artesanais brasileiros tém demonstrado problemas relacionados a
qualidade microbiolégica. Um local muito comum de comercializagdo de queijos
artesanais no Distrito Federal sdo as feiras permanentes. Este estudo analisou a
qualidade microbiolégica de seis amostras de queijos do tipo coalho artesanais
comercializadas em feiras permanentes do Distrito Federal. Realizou-se as analises
bacteriologicas: contagem total dos micro-organismos mesofilos e psicrotroficos,
determinagcdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e de coliformes
termotolerantes, contagem de Staphylococcus aureus e pesquisa de Salmonella
spp. Quanto a contaminagao por coliformes totais, em 66% das amostras analisadas
foram encontrados valores acima de 3,0 log NMP/g, indicando falta de qualidade
higiénico-sanitaria desses queijos. As contagens para S. aureus excederam o limite
aceitavel de 3,0 log NMP/g em todas as amostras, e, portanto, as 6 amostras de
queijos coalhos artesanais estavam improprias para consumo segundo a legislagao
brasileira. Além disso, 50% das amostras analisadas excederam o limite aceitavel de
3,0 log NMP/g para coliformes termotolerantes. Esses resultados evidenciaram
condigdes higiénico-sanitarias precarias na produgcado e comercializagédo de queijos
do tipo coalho artesanais em feiras permanentes do Distrito Federal. Deste modo,
ressalta-se a importancia do controle de qualidade na producdo e comercializagao
destes produtos, assim como a necessidade das agdes da vigilancia sanitaria para

orientagdo aos manipuladores e produtores de queijo.

Palavras-chave: Queijo artesanal. Controle microbiolégico. Seguranga alimentar.



ABSTRACT

Brazilian artisanal cheeses have problems related to microbiological quality. A very
common place for the commercialization of artisanal cheeses in the Federal District is
the permanent fairs. This study analyzed the microbiological quality of six artisanal
“‘coalho” cheeses sold at permanent fairs in the Federal District. Bacteriological
analyzes were carried out: total count of mesophilic and psychrotrophic
microorganisms, determination of the Most Probable Number (NMP) of total coliforms
and thermotolerant coliforms, count of Staphylococcus aureus and research of
Salmonella spp. As for the contamination by total coliforms, in 66% of the analyzed
ones, values were found above 3.0 log NMP/g, indicating a lack of hygienic-sanitary
quality for these cheeses. The counts for S. aureus exceeded the acceptable limit of
3.0 log NMP/g in all samples, and therefore the 6 samples of artisanal “coalho”
cheese were unfit for consumption according to Brazilian legislation. In addition, 50%
of the samples analyzed exceeded the acceptable limit of 3.0 log NMP / g for

thermotolerant coliforms. These results showed precarious hygienic-sanitary

conditions in the production and commercialization of artisanal “coalho” cheese at
permanent fairs in the Federal District. Thus, the importance of quality control in the
production and marketing of these products is emphasized, as well as the need for

health surveillance actions to guide cheese handlers and producers.

Keywords: Artisanal cheese. Microbiological quality. Food safety.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Definicdo e comercializagao de queijos artesanais

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacgao parcial do soro do leite coagulado pela agdo do coalho (que contém
enzimas especificas), bactérias especificas e/ou acido organicos (isolados ou
combinados), com ou sem agregacgao de especiarias ou condimentos, aromatizantes
e corantes. No Brasil, os queijos sem maturagcdo devem ser produzidos a partir de
leite tratado termicamente. Fica excluido da obrigagdo de ser submetido a
pasteurizacdo ou outro tratamento térmico, o leite que se destine a elaboragdo dos
queijos submetidos a um processo de maturagao por um periodo nao inferior a 60
dias (BRASIL, 1996).

Assim, no Brasil, o queijo industrializado geralmente € elaborado a partir de
leite pasteurizado, em industria de laticinios, acompanhada pelo selo do servico de
inspecao sanitaria (BRASIL, 1996). Porém, no mercado brasileiro também existem
0s queijos artesanais, de fabricacdo caseira ou em pequenas propriedades rurais,
que nao passam por controle de qualidade, ndao sao inspecionados e sao
comumente comercializados em feiras, apresentando condigdes higiénico-sanitarias
insatisfatérias durante sua produgdo e conservagdo. Esses queijos vendidos
informalmente n&o possuem as caracteristicas que estabelecem os padrbes
minimos de seguranga alimentar, tais como: data de validade e fabricagéo, descricao
da origem do produto e selos de inspegédo. Em feiras, € comum esses queijos serem
expostos em prateleiras, sem nenhum tipo de refrigeracdo (FERREIRA et al., 2011;
SILVA, 2015; YAMANAKA et al., 2016).

Os queijos artesanais brasileiros tém demonstrado problemas relacionados a
qualidade microbiolégica. As falhas na aplicagdo de boas praticas agropecuarias e
de fabricacao, a utilizacdo de matéria prima de baixa qualidade e a producdo sem
condigdes higiénico-sanitarias apropriadas, s&do alguns dos fatores que
comprometem a qualidade dos queijos artesanais (EVANGELISTA-BARRETO et al.
2016; FERREIRA et al., 2011; SILVA, 2015).
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Um local muito comum de comercializagdo de queijos artesanais no Distrito
Federal sdo as feiras permanentes e a Lei n°® 4.748 de 02 de fevereiro de 2012

dispbe que as feiras permanentes sao:

Locais onde se realizam atividades mercantis de carater constante
realizada em logradouro publico destinado para esse fim, com instalagdes
comerciais fixas e edificadas para comercializagdo dos produtos referidos
para as feiras livres e produtos de bazar e agropecuarios, refeigdes tipicas
regionais, jornais, revistas, além de prestacdo de pequenos servigos, na
forma do regulamento (GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL, 2012).

As feiras permanentes estdo espalhadas por quase todas as regides
administrativas da capital, com excegédo do Lago Sul e Lago Norte. Ao todo sdo 38
feiras permanentes e mais de 20 mil feirantes que trabalham nesses locais
(GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL, 2020). Essas feiras sado fixas e sao
caracterizadas por produtos com manifestagdes culturais distintas, como as raizes
cariocas da feira do Cruzeiro, o estilo nordestino das feiras do Nucleo Bandeirante e
Ceilandia e a mescla de cultura mineira e goiana da feira de Taguatinga, Gama e
Sobradinho (LEITE, 2015).

1.2 Queijos brasileiros e queijo coalho

Em termos de producao de queijos, o Brasil fica entre os cinco maiores do
mundo, com producdo anual de 1,2 milhdes de toneladas, mas aquém de alguns
paises, como os Estados Unidos, que atualmente € o maior produtor mundial de
queijos com producado estimada em mais de 5,3 milhdes de toneladas por ano. Em
seguida aparece Alemanha e Franga, com 2,2 e 2,0 milhdes de toneladas por ano
respectivamente. Grande parte do volume de produgcdo de queijos no Brasil é
destinada para consumo interno. Conforme a Associacio Brasileira de Industria de
Queijo - ABIQ (2019), hoje o Brasil importa mais queijo do que exporta, sendo que
36 mil toneladas sao importadas todos os anos, enquanto apenas 3,6 mil toneladas
sao exportadas.

Segundo a ABIQ (2019), 65% dos queijos produzidos no Brasil sdo do tipo
mussarela, em seguida, com 26% de produgao, aparece o queijo do tipo Minas

frescal, os queijos fundidos e o queijo do tipo coalho. E somente 9% da produgao
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sdo dos chamados queijos especiais, como parmesao, gorgonzola, gouda, estepe,
entre outros.

O mercado brasileiro de queijos tem crescido consideravelmente nos ultimos
anos, sendo o consumo meédio de queijos por habitante no Brasil em 2017 de,
aproximadamente, 5,4 quilos por ano e ha uma projecdo que em 2030 esse
consumo aumente para cerca de 9,6 Kg por habitante (ABIQ, 2017).

O queijo do tipo coalho é classificado como um queijo de média a alta
umidade (36 a 54%), de massa semi-cozida ou cozida e com teor de gordura entre
35 e 60% (gordo). Deve apresentar consisténcia elastica, textura compacta e macia,
cor branco-amarelado uniforme, sabor ligeiramente acido, podendo ser salgado,
crosta fina e sem trinca (ndo sendo usual a formagao de casca bem definida) e
algumas olhaduras pequenas ou sem olhaduras. O queijo coalho & obtido por
coagulagdo do leite pasteurizado, por meio do coalho ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou nao pela acdo de bactérias lacticas
(BRASIL, 2001).

Os processos de elaboragao do queijo de coalho sdo: a) coagulagdo em torno
de 40 minutos; b) corte e mexedura da massa; c) remogédo parcial do soro; d)
aquecimento da massa com agua quente ou vapor indireto até obtengdo de massa
semi-cozida (até 45°C) ou cozida (entre 45°C e 55°C); e) adicao de sal (cloreto de
so6dio) a massa, se for o caso; f) prensagem, secagem, embalagem e estocagem em
temperatura de 10-12°C, normalmente até 10 dias (BRASIL, 2001).

1.3 Queijos industriais e artesanais brasileiros e aspectos legais

Os queijos industrializados tipo coalho sdo fabricados em industrias de
laticinios a partir de leite pasteurizado, acompanhado por servico de inspecao
sanitaria (BRASIL, 1996). A pasteurizagdo do leite tem como objetivo a destruicéo
dos possiveis microrganismos patogénicos. A redugao da carga microbiana constitui
a base para os posteriores processos de transformacgdo do leite em derivados
lacteos, como os queijos (MENEZES et al., 2014).

Para os queijos artesanais existe um conjunto de fatores que desempenham
um papel de destaque no controle da microbiota indesejavel e que sdo importantes

para a seguranga de consumo desses queijos. Entre eles os requisitos para o
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reconhecimento de queijaria produtora de queijo artesanal segundo a recente Lei n°®
13.860/2019 (BRASIL, 2019) e a aplicagdo das Boas Praticas de Fabricagao (BPF)
(DORES et al., 2012).

Um fator que causa preocupacao € que muitos estabelecimentos produtores
de queijos artesanais ndo estdo formalizados e, portanto, ndo recebem inspegao
sanitaria e ndo possuem padrées de identidade e qualidade dos seus produtos,
exercendo atividade informal (DORES et al., 2012). Além dos produtores informais
de queijo Minas artesanal, outro exemplo sdo os produtores artesanais de queijo
coalho em varias regides do Brasil. No nordeste, por exemplo, alguns produtores
utilizam leite cru e ndo obedecem as normas higiénico-sanitarias na produgao, onde
0 queijo coalho artesanal pode oferecer risco a saude do consumidor (DIAS et al.,
2015).

Um dos principais problemas do uso do leite cru na fabricagdo dos queijos
artesanais é a possibilidade de elevada presenga de microrganismos patogénicos
nos queijos. Inumeros trabalhos detectaram S. aureus em contagens acima do
permitido pela legislagdo brasileira nos queijos artesanais brasileiros (DIAS et al.,
2015; EVANGELISTA-BARRETO et al. 2016; FREITAS et al., 2013; GARCIA et al.,
2016; SILVA, 2015; SOUSA et al., 2014; YAMANAKA et al., 2016).

1.4 Legislagao brasileira e limites microbiolégicos para queijos

A legislacdo brasileira determina como parametros microbiologicos para os
queijos a quantidade limite para coliformes termotolerantes e para Staphylococcus
aureus de 1x10° NMP ou UFC/g e Salmonella spp. deve estar ausente em 25 g do
produto (BRASIL, 2019).

O Staphylococcus aureus é uma das espécies contaminantes mais
prevalentes em leite e queijos, principalmente os de fabricagdo informal, nos quais o
controle sanitario ndo é monitorado, e assim, sdo frequentemente associados aos
surtos alimentares (DIEDRICH et al., 2013). S. aureus €& um microrganismo
patogénico, potencialmente produtor de enterotoxinas, tais quais, quando
pré-formadas e ingeridas com alimentos, podem causar intoxicagdo alimentar. As
enterotoxinas estafilocécicas, por sua vez, sdo proteinas extracelulares de baixo
peso molecular, hidrossoluveis e resistentes a agdo de enzimas proteoliticas no

sistema gastrointestinal, permanecendo ativas apds a ingestao (ZOCCHE & SILVA,
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2012). Uma vez pré-formadas no leite cru, as enterotoxinas poderdo permanecer
ativas apds o processamento do queijo, tendo em vista sua termorresisténcia
(SOUSA et al., 2014).

A presenca elevada de coliformes totais no queijo € um importante indicador
de condi¢des higiénicas insatisfatorias. Os coliformes totais sdo compostos por
bactérias da familia Enterobacteriaceae, capazes de fermentar lactose produzindo
acido e gas num periodo de 24-48 horas a 32-37°C. Sao bacilos Gram negativos,
sendo anaerdbios facultativos (GARCIA et al.,, 2016). As bactérias do grupo
coliforme em altas quantidades s&o consideradas as principais causadoras de
deterioragdo de queijos, o que causa estufamento precoce dos produtos e
fermentag¢des anormais (FERREIRA et al., 2011).

Os coliformes termotolerantes compdem um subgrupo dos coliformes totais,
que fermentam lactose com temperatura 6tima entre 44,5 a 45,5°C em 24 horas. A
Escherichia coli € o microrganismo com maior relevancia neste grupo (RODRIGUES
& FERREIRA, 2016). O aparecimento da bactéria E. coli em produtos alimentares
aponta contaminacao de maneira direta ou indireta com fezes humanas ou animais,
indicando condi¢bes de higiene improprias na produ¢do ou armazenamento desses
produtos (FERREIRA et al., 2011). No leite, a elevada presenga de coliformes
termotolerantes indica presencga de animais oriundos de ambientes contaminados na
area de ordenha, ja que esses microrganismos estdo presentes no esterco e solo
(CHAPAVAL et al., 2010).

O grupo dos coliformes termotolerantes tem sido encontrado com frequéncia
em numeros elevados em pesquisas envolvendo queijos artesanais (DIAS et al.,
2015; EVANGELISTA-BARRETO et al. 2016; FREITAS et al., 2013; GARCIA et al.,
2016; SILVA, 2015; SOUSA et al., 2014; YAMANAKA et al., 2016). Sua presenga nos
queijos acima do limite maximo permitido pela legislagdo indica uso de
matéria-prima de ma qualidade e falhas nas BPF, assim como, uso de equipamentos
mal higienizados, manipulacdo sem cuidados higiénicos e ainda proliferagao
microbiana devido a condi¢des inadequadas de armazenamento, que permitem a
multiplicagdo desses microrganismos (FERREIRA et al., 2011; FREITAS et al.,
2013).

No estudo de Dias et al. (2015) as amostras de queijo coalho que estavam

conservadas por refrigeragdo apresentaram um menor numero de coliformes



14

termotolerantes em relagdo as que estavam conservadas na temperatura ambiente.
Das amostras refrigeradas, 25% apresentaram valores de coliformes termotolerantes
acima do limite, enquanto 44% das amostras nao refrigeradas excederam o limite
para coliformes termotolerantes.

As bactérias do género Salmonella s&do bacilos gram-negativos que nao
possuem esporos e sao anaerobios facultativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Sao capazes de crescer em diferentes meios de cultura,
formando col6nias visiveis em 24 horas a 37°C. A contaminagdo dos alimentos
(principalmente de origem animal) por Salmonella spp. pode causar a salmonelose.
Esse patégeno esta presente mundialmente e com maior prevaléncia do sorotipo
Enteritidis, o qual é responsavel por causar surtos de doenga alimentar em varios
paises (BORGES, 2010). A contaminagao dos queijos com a Salmonella pode estar
relacionada a diferentes fontes, porém a pasteurizagdo do leite é capaz de
elimina-la, evidenciando, mais uma vez, a preocupacao acerca do uso do leite cru

para a fabricagao de queijos artesanais. (SOUSA et al., 2014).

1.5 Biologia molecular na identificagcao de bactérias em alimentos

Nos dultimos anos houve um aumento no numero de técnicas para
identificacdo genética de microrganismos com relevancia clinica, destacando-se a
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Desenvolvida primeiramente por Kary B.
Mullis em 1985, a PCR é atualmente uma das técnicas mais utilizadas para
caracterizacao genética de patégenos (GANDRA et al., 2008).

Os procedimentos bioquimicos convencionais utilizados para a caracterizagao
de patdégenos, apesar de baratos e sensiveis, sdo lentos podendo levar dias para o
resultado, além de serem susceptiveis a fatores de variagdes génicas e leituras
errdbneas. Nesse cenario, a PCR destaca-se por sua praticidade, rapidez e
confiabilidade para realizar este tipo de analise. A técnica de reacdo em cadeia da
polimerase baseia-se na multiplicagdo em milhdes de vezes de uma cadeia de
genes de DNA isolada a partir de um molde de fragmentos de DNA com sequéncia
conhecida e complementar ao gene do organismo a ser analisado, permitindo
resultados mais rapidos e especificos, sendo uma técnica relativamente simples de

ser aplicada em laboratérios (SA, 2012).
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De acordo com Andrade et al. (2010), o uso da biologia molecular permitindo
que laboratérios de diagndstico, tanto para humanos quanto animais, e de controle
de qualidade trabalhem com mais eficiéncia, ja € uma realidade e tende a se
expandir cada vez mais rapido. A exemplo da eficiéncia da técnica de PCR, tem-se a
reducdo do tempo de identificagdo da Salmonella spp. causadora de salmonelose,
de dias para poucas horas, em comparagao aos métodos convencionais, podendo a
PCR também ser usada para identificagdo de microrganismos nao passiveis de
cultivo convencional (ANDRADE et al., 2010).

Através da técnica de PCR é possivel realizar a amplificacdo enzimatica "in
vitro" de fragmentos de DNA, usando um par de primers que se hibridizam com as
regides a serem amplificadas. O processo acontece em progressdo geométrica em
um aparelho denominado de termociclador, permitindo o grande aumento do
fragmento do DNA a ser analisado em poucas horas (SCHEIDEGGER, 2009). A
enzima DNA Polimerase termoestavel (Taq polimerase), isolada de uma bactéria
resistente ao calor, € usada na PCR e é responsavel por utilizar os nucleotideos
disponiveis no meio para estender a fita de DNA a partir dos fragmentos indicados
pelos iniciadores (GANDRA et al., 2008; SCHEIDEGGER, 2009). Assim, a cada ciclo
no termociclador, as copias de DNA produzidas se tornam moldes para o ciclo
seguinte (MURRAY et al., 2017). Os produtos da PCR podem ser analisados
posteriormente por eletroforese em gel de agarose (SCHEIDEGGER, 2009).

No estudo de Chapaval (2003), a técnica de PCR mostrou-se util na
identificacdo de cepas de S. aureus enterotoxigénicas em amostras de leite bovino
na Regido de Piracicaba, sendo que 69,7% das amostras utilizadas nesse estudo se
mostraram positivas para a presenga de um ou mais genes de S. aureus. No
trabalho de Zocche & Silva (2012), através de amostras contaminadas artificialmente
com S. aureus, foi possivel observar a presenga de genes responsaveis por
producado de enterotoxinas estafilococicas em alimentos de origem animal, como
carnes, leite e seus derivados antes desses organismos atingirem niveis capazes de
causar intoxicagao alimentar. Ja no estudo realizado por Giazzi (2013), verificou-se
através da reacdo em cadeia de polimerase a presenca de Salmonella em 21,15%
das amostras e E. coli patogénica (sorotipo EPEC) em 5,26% das amostras de

queijos minas frescal produzidos e comercializados na cidade de Londrina- PR.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de queijos
do tipo coalho de fabricacdo artesanal comercializados em feiras permanentes do

Distrito Federal.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar as andlises bacteriologicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de Staphylococcus

aureus e pesquisa de Salmonella spp.

e Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmagdo de

Salmonella spp.
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3 JUSTIFICATIVA

Grande parte dos locais destinados ao preparo de queijo artesanal sao
improvisados, ou seja, ndo possuem estrutura fisica adequada e nem individuos
capacitados para realizar as atividades de manipulagédo de alimentos. O queijo, por
sofrer muita manipulacdo e apresentar caracteristicas favoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos, € um alvo importante de contaminagao
microbiolégica. Tendo em vista os potenciais riscos de contaminagdo na cadeia
produtiva dos queijos artesanais e seu alto consumo pela populagédo brasileira,
torna-se importante a realizacdo de pesquisas que avaliem a qualidade
microbiolégica desses produtos, a fim de garantir a seguranca alimentar do

consumidor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta das amostras e analises microbiolégicas

As seis amostras de queijo coalho de fabricagao artesanal foram coletadas
em diferentes feiras permanentes do Distrito Federal no més de janeiro de 2021.

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Controle de
Qualidade da Faculdade de Ceiléandia, UnB. Todas as amostras foram avaliadas
através das analises bacteriolégicas: contagem total dos microrganismos mesofilos
e psicrotréficos, determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
e de coliformes termotolerantes, contagem de Staphylococcus aureus e pesquisa de
Salmonella spp.. Para a contagem total de bactérias, as amostras foram semeadas
em meio de cultivo Agar Padrdo para Contagem, com incubacdo a 37°C por 24
horas para mesofilas e a 7°C + 1°C por 7 dias para psicrotroficas.

Para a determinagdo do Numero Mais Provavel de coliformes totais e
termotolerantes, as amostras foram inoculadas em caldo Lauril Sulfato Triptose, a
37°C por 48 h. Aliquotas dos tubos positivos foram inoculadas, simultaneamente,
em caldo verde brilhante bile lactose 2% a 37°C por 24 h (para a confirmagao de
coliformes totais) e em caldo Escherichia coli em banho-maria a 45°C por 24 h (para
a confirmacgéao de coliformes termotolerantes).

Para a contagem de Staphylococcus aureus, as amostras foram semeadas
em meio de cultivo Agar Sal Manitol a 37°C por 48 h. Apds incubacgdo, foram
realizados esfregacos das colbnias tipicas para coloragao de Gram.

Para a identificar Salmonella spp., aliquotas do caldo de enriquecimento
foram transferidas para caldo selenito cistina e incubadas a 37°C por 24 h. Depois
da incubacéo, foi usado Agar Salmonella Shigella para isolar os microrganismos. As
coloénias que apresentaram cor escurecida e que nao fermentaram a lactose foram
passadas para tubos com meio de cultivo Agar TSI. As amostras que exibiram
reacdes tipicas de Salmonella foram sujeitas a identificagdo molecular através da
PCR. Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram

descritos como média e desvio padrao.
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4.2. Analises moleculares para identificagcao de Salmonella

Para a identificar a Salmonella spp. foi usado o fragmento de 298 pares de

base que se refere ao gene invA (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia do primer utilizado e grandeza do produto amplificado na
técnica de PCR para identificagdo do gene invA

Produto
Primer Sequéncia 5°- 3’ a Bactéria
amplificado

invA foward CATTGGTGATGGTCTTGTCG
298 pb Salmonella spp.

invA reverse CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG

Fonte: Oliveira et al, 2017.

Os isolados presuntivos suspeitos de serem patogénicos foram identificados
através da técnica de reagcdo em cadeia da polimerase. Para extragdo do DNA, as
col6nias isoladas foram inoculadas, individualmente, em caldo Luria Bertani (LB) e
incubadas a 37°C por 18 h. A extracao do DNA foi realizada de acordo com o
protocolo proposto no kit comercial Plasmid DNA purification MACHEREY-NAGEL®.
A qualidade e a quantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese
em gel de agarose, em comparagao com o padrao de massa molecular DNAI/Hindlll
marcador de 100 pb (JENA®). Apdés a extracdo do DNA, a amplificacdo de
fragmentos de genes foi realizada utilizando o termociclador Techne® modelo
TC-512. As condigbes de termociclagem utilizadas na PCR foram 95°C por 2 min
para desnaturacao inicial; 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 min, anelamento
a 60°C por 1 min, extensao a 72°C por 1 min; 72°C por 10 min para a extensao final.
Foram utilizados 2,5 yL de tampao (10 mM de Tris e 50 mM de KCI), 1,25 uL de
MgCl2, 2 pL de ANTP (2,5 mM), 0,5 uL dos oligonucleotideos foward e reverse (10
pMM), 0,4 uL de Tag DNA Polimerase (Cenbiot®, 5 U/uL), completando com agua
Milli-Q para um volume final de 25 pL por reagédo, com a amplificacédo de 10 ng de

DNA extraido da amostra bacteriana. Os produtos de PCR foram submetidos a
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eletroforese em gel de agarose, contendo brometo de etidio e visualizados sob
iluminagao ultravioleta. O marcador de massa molecular utilizado foi o 100 pb
DNAI/Hindlll (JENA®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anadlises microbiolégicas das amostras dos queijos coalhos

artesanais

A Tabela 2 apresenta os resultados dos testes microbiologicos realizados nos
queijos tipo coalho artesanais. A legislagao brasileira determina como parédmetros
microbiolégicos para os queijos a quantidade limite para coliformes termotolerantes
e para S. aureus de 3,0 log NMP ou UFC/g e Salmonella spp. deve estar ausente
em 25¢g do produto (BRASIL, 2019).

Tabela 2 - Analises microbioldgicas das amostras dos queijos coalhos artesanais

Bactérias Bactérias Coliformes Coliformes S. aureus  Salmonella
mesofilas  psicrotroficas totais termotolerantes (log spp.
Amostras  (log UFC/g) (log UFC/qg) (log NMP/qg) (log NMP/qg) UFC/qg)

1 5,78+0,09  3,57+0,24 3,04+0,00 3,04+0,00 4,00£0,40 Auséncia
2 5,92+0,05  4,66+0,17 ND ND 4,300,110 Auséncia
3 5,87+0,02  4,58+0,07 3,04+0,00 3,04+0,00 4,00£0,27 Auséncia
4 6,11+0,26  6,45+0,48 3,04+0,00 2,32+0,46 4,30£0,35 Auséncia
5 7,700,177  3,00%0,08 3,04+0,00 3,04+0,00 4,30£0,24 Auséncia
6 6,04+0,15  4,14+0,03 2,38+0,54 1,87+0,82 4,30£0,24 Auséncia

Os resultados foram expressos como médias * desvio padrado de trés repeticdes; UFC = Unidades

Formadoras de Coldnias, NMP = Numero Mais Provavel; ND = ndo detectado

Para queijos, a legislacao brasileira (BRASIL, 2019) ndo estabelece limites
para bactérias mesofilas e bactérias psicrotroficas. A Internacional Comission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 1986), recomenda uma contagem

maxima de 7,0 log UFC/g de bactérias totais (0 que inclui tanto as bactérias
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mesofilas quanto as bactérias psicrotréficas) para os alimentos em geral. Foram
encontrados valores de 5,78 a 7,70 log UFC/g para bactérias mesdéfilas e de 3,00 a
6,45 log UFC/g para bactérias psicrotréficas. Somente 1 amostra apresentou valores
de bactérias mesdfilas maiores que 7,0 log UFC/g. E interessante observar que a
contagem de bactérias mesofilas foi superior em relagdo a contagem de bactérias
psicrotréficas em 5 das 6 amostras analisadas, pois 0s queijos permanecem em
temperatura ambiente durante a comercializagdo nas feiras permanentes,
desrespeitando a legislagao brasileira que determina que esses queijos devem ser
armazenados em temperatura de 10-12°C (BRASIL, 2001).

Outros estudos reportaram elevadas contagens de bactérias meséfilas em
amostras de queijos tipo coalho artesanais. Silva et al. (2018) reportaram que os
valores de bactérias mesofilas variaram de 10,8 a 11,1 log UFC/g, nos queijos
coalhos comercializados em feiras livres do municipio de Petrolina-PE.
Evangelista-Barreto et al. (2016) encontraram contagem média de bactérias
mesodfilas de 8,7 log UFC/g para as amostras de queijo coalho artesanais
comercializados no municipio de Cruz das Almas-BA. Esses autores atribuiram os
elevados valores de bactérias mesofilas nesses queijos artesanais devido ao uso de
leite cru na producado, as condi¢cdes sanitarias inadequadas de producéao e a falta de
temperatura de refrigeragcdo no armazenamento.

Pimentel (2019) analisou 40 amostras de queijo coalho em Manaus-AM,
sendo 20 amostras artesanais provenientes de feiras e 20 amostras industrializadas
provenientes de supermercados. Os autores encontraram resultados semelhantes
ao nosso estudo, com valores menores de bactérias psicrotréficas comparadas as
mesofilas em amostras artesanais, ja nas amostras industrializadas n&o houve essa
relacdo. Segundo os autores, isso provavelmente se da pelo ndo armazenamento
dos queijos artesanais em locais refrigerados, o que nao propicia as condigdes
favoraveis para o desenvolvimento e selegao desses microrganismos psicrotréficos.
Em contraponto, as amostras coletadas em supermercados mostraram maiores

contagens de bactérias psicrotroficas devido ao armazenamento a 9°C.

A legislacao brasileira que estabelece os limites microbiolégicos em alimentos

(BRASIL, 2019) ndo estabelece limites para coliformes totais em queijos, porém, a
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legislagcdo que aprova o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Produtos Lacteos (BRASIL, 1996), estabelece o limite de 3,00 log NMP/g. No nosso
estudo, quanto a contaminagdo por coliformes totais, em 66% das amostras
analisadas foram encontrados valores acima de 3,00 log NMP/g, indicando falta de
qualidade higiénico-sanitaria desses queijos.

Outros estudos reportaram elevadas contagens de coliformes totais em
amostras de queijos tipo coalho artesanais. Bomfim et al. (2020) obtiveram
coliformes totais com valores acima de 3,00 log NMP/g em todas as 24 amostras de
queijo coalho artesanais comercializados em feiras no municipio de Vitoria da
Conquista-BA. Silva et al. (2018) também reportaram que os valores de coliformes
totais ficaram acima de 3,00 log NMP/g nos queijos coalhos comercializados em
feiras livres do municipio de Petrolina-PE. E Evangelista-Barreto et al. (2016)
encontraram coliformes totais acima de 3,00 log NMP/g nas amostras de queijo
coalho artesanais comercializados no municipio de Cruz das Almas-BA. A elevada
presenca de coliformes totais no queijo coalho pode ser um indicativo do uso de leite
in natura sem o devido tratamento térmico anterior a confecgdo do queijo
(EVANGELISTA-BARRETO et al., 2016)

A legislacao brasileira determina como parametros microbioldgicos para os
queijos a quantidade limite para coliformes termotolerantes de 3,00 log NMP
(BRASIL, 2019). No nosso estudo, 50% das amostras analisadas excederam o limite
de coliformes termotolerantes e, portanto, estavam improprias para consumo
segundo a legislacao brasileira.

Com resultados similares ao nosso estudo, Torres (2019) analisou 30
amostras de queijo coalho comercializados no comércio varejista do municipio de
Arapiraca-AL e constatou que 83,3% delas continham contagem de coliformes
termotolerantes acima do limite aceitavel. Bomfim et al. (2020) obtiveram coliformes
termotolerantes com valores acima de 3,00 log NMP/g em 54,2% (13/24) das
amostras de queijo coalho artesanais comercializados em feiras no municipio de
Vitéria da Conquista-BA. Ja Evangelista-Barreto et al. (2016) encontraram coliformes
termotolerantes acima de 3,00 log NMP/g em todas as amostras de queijo coalho
artesanais comercializados no municipio de Cruz das Almas-BA.

Os coliformes termotolerantes tém como principal representante a espécie

Escherichia coli e sua fonte de contaminacdo em alimentos advém principalmente de


http://www.higieneanimal.ufc.br/seer/index.php/higieneanimal/article/view/301/0
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origem fecal. Assim, a presenga de coliformes termotolerantes em quantidades
elevadas nos alimentos € sugestiva de contaminagao fecal e pode indicar manuseio,
armazenamento e transporte incorretos (MARGARETE et al., 2016). Dessa forma,
concentragbes de coliformes termotolerantes fora dos limites estabelecidos em
legislagcdo vigente podem representar riscos de contaminagdo por microrganismos
patogénicos entéricos, podendo levar a infecgdes e intoxicagdes alimentares nos
consumidores (SILVA et al., 2018). Segundo Souza (2016), E. coli € amplamente
distribuida na natureza e faz parte da flora intestinal natural do ser humano e de
outros animais, contudo ha varios sorotipos patogénicos para animais e humanos,
denominadas de E. coli diarreiogénicas.

Em todas as amostras analisadas neste estudo, os resultados encontrados
para a contagem de S. aureus excederam o limite estabelecido na legislagao de 3,00
log UFC/g, com valores de 4,00 a 4,30 log UFC/g, e, portanto, as 6 amostras de
queijos coalhos artesanais estavam impréprias para consumo. Outros estudos
também relataram elevadas contagens de S. aureus em queijos coalhos. Bomfim et
al. (2020) analisaram 24 amostras coletadas em duas feiras livres no municipio de
Vitéria da Conquista/BA e identificaram que 91,7% das amostras encontravam-se
com valores de S. aureus acima de 3,00 log UFC/g. Com resultados similares ao
nosso estudo, Filho et al. (2020) analisaram 10 amostras de queijos coalhos
coletados em feiras livres do municipio de Recife/PE e obtiveram valores acima de
4,39 log UFC/g em todas as amostras. Pereira et al. (2017) realizaram a coleta de
queijos tipo coalho em sete queijarias artesanais localizadas no municipio de Sao
Rafael/RN e verificaram elevadas contagens de S. aureus entre 4,52 e 6,66 log
UFC/g.

A espécie aureus é a mais relacionada do género Staphylococcus a casos e
surtos de intoxicagdo alimentar, devido a habilidade de muitas de suas cepas
produzirem enterotoxinas, principalmente quando presentes em elevadas
concentragdes no alimento (ANDRADE et al., 2011). Um dos principais problemas do
uso do leite cru na fabricagdo dos queijos artesanais € a possibilidade da elevada
presenca de microrganismos potencialmente patogénicos como S. aureus. A
contaminacgdo do leite cru com S. aureus pode ser atribuida a uma higienizagéo
deficiente na ordenha, ao uso de agua nao potavel, limpeza inadequada de

utensilios e equipamentos e falta de armazenamento do leite a baixas temperaturas
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(DORES et al., 2012; FREITAS et al., 2013). No leite cru, uma importante fonte de
contaminagao provém da mastite bovina, na qual S. aureus € o principal agente
etioldgico (SOUSA et al., 2014).

Além do leite, outras vias de contaminag&o dos queijos com S. aureus podem
ser o0 manipulador e o ambiente de processamento, revelando falhas na adog¢ao das
BPF. A pasteurizacdo do leite € um processo eficiente na destruicdo de
estafilococos. Assim, supde-se que a contaminagdo do queijo com S. aureus apos a
pasteurizacdo do leite possa ocorrer nas etapas pos-processo, revelando
contaminacgao cruzada, ou pode ser resultante de uma pasteurizagao nao eficiente
do leite. Em razdo de estafilococos serem comumente encontrados nas fossas
nasais, garganta e pele de portadores humanos, estudos epidemiologicos de surtos
de intoxicacao estafilocécica tém apontado os manipuladores como a principal fonte
de contaminagédo dos alimentos. Outro agravante para o aumento da contaminagao
do queijo com S. aureus é a forma de armazenamento durante a comercializagao
dos queijos artesanais que sdo expostos a temperaturas inadequadas (temperatura
ambiente) e somente no final do dia sdo armazenados sob refrigeragcao (SOUSA et
al., 2014).

No estudo de Araujo et al. (2017) com o intuito de prever a cinética de
crescimento bacteriano em amostras de queijo coalho comerciais, chegou-se a
conclusao de que os queijos coalho possuem condi¢coes de pH e atividade de agua
que permitem o desenvolvimento de microrganismos patogénicos como a E. coli, L.
monocytogenes, Salmonella spp. e S. aureus, sendo que na grande maioria dos
casos, 0s queijos sdo armazenados em condi¢gdes sem refrigeracdo que nao

impedem o crescimento bacteriano.

5.2. Andlise moleculares: Pesquisa de Salmonella spp.

Foram realizadas analises moleculares em todas as cepas que foram
consideradas suspeitas de Salmonella spp. através dos testes microbioldégicos. Em
nenhum dos casos foi apresentado resultado positivo, atendendo a legislagéao
brasileira (BRASIL, 2019) que estabelece auséncia de Salmonella spp. em queijos e

outros derivados de leite.
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Com resultados similares ao nosso estudo, Evangelista-Barreto et al. (2016)
analisaram 14 amostras de queijo coalho e relataram auséncia de Salmonella spp.
em todas as amostras e, segundo os autores, quando comparada a coliformes e
Staphylococcus, Salmonella apresenta baixa capacidade competitiva de
desenvolvimento em queijos.

Pereira et al (2017) analisou amostras de queijo coalho de sete queijarias e
obteve resultados similares aos nossos, em que nenhuma das amostras
encontrava-se contaminada por Salmonella. Segundo os autores, o cozimento do
queijo em soro quente durante a fabricagdo e o aquecimento a 55 °C no processo de

dessoramento, justificam a auséncia do patégeno nas amostras.



27

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através das analises microbiologicas deste estudo
evidenciaram que 100% das amostras de queijos coalhos de fabricagdo artesanal
comercializados nas feiras permanentes do Distrito Federal excederam o limite
aceitavel para S. aureus e, portanto, estavam impréprias para consumo segundo a
legislagéo brasileira. Além disso, 50% das amostras excederam o limite aceitavel
para coliformes termotolerantes e 66% das amostras excederam o limite aceitavel
para coliformes totais. A auséncia de Salmonella é um resultado esperado para
queijos tipo coalho, devido ao cozimento na produgdo e a umidade do produto em
relagdo a outros tipos de queijos. Tais dados demonstram que os queijos coalho
comercializados em feiras permanentes carecem de melhores praticas de higiene.
As possiveis fontes de contaminagdo desses queijos incluem a produgdo em
condigdes higiénico-sanitarias inadequadas, o uso de leite ndo pasteurizado na
producao desses queijos, além do armazenamento sem refrigeragdo durante a
comercializagdo. Os resultados evidenciam a necessidade de aumento da
fiscalizagdo por agéncias reguladoras desses tipos de queijos artesanais, a fim de

garantir a seguranga alimentar do consumidor.
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