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RESUMO

O queijo minas frescal (QMF) é um alimento tipico do Brasil, obtido por coagulago
enzimatica do leite. E um produto pronto para consumo com alta umidade, de facil producéo e
grande aceitacdo por todas as faixas etarias da populacdo. Devido ao fato da producdo do
QMF requerer muita manipulacéo, aliado a pratica errada do uso do leite ndo pasteurizado por
alguns fabricantes e a auséncia de boas praticas de fabricacdo, este alimento pode apresentar
uma alta carga microbiana , podendo ser fonte de micro-organismos causadores de doengas
transmitidas por alimentos. Os padrdes estabelecidos no Brasil estdo presentes na RDC n°
12/2001, e sdo: auséncia de Salmonella spp. e de L. monocytogenes em 25g de amostra e o
limite de 5 x 102 UFC/g para coliformes termotolorentes (CT) e para estafilococos coagulase
positiva (ECP). Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica dos QMF
industrializados, comercializados no estado do Rio de Janeiro. Para isso, 30 amostras foram
adquiridas de pontos comerciais, com um total de 19 marcas contendo o selo do Servico de
Inspecdo Federal (SIF). As amostras foram submetidas a testes microbioldgicos de acordo
com as metodologias descritas na 1SO 6888-3:2003 para a técnica do Niumero Mais Provavel
de ECP e do BAM/FDA, para os demais ensaios. Na analise de CT, 20 amostras (66,7%)
apresentaram resultados insatisfatérios. Na contagem de ECP, nenhuma amostra apresentou
resultado acima do limite da legislacdo, porém seis isolados apresentaram resultado positivo
no teste da coagulase, da catalase e morfologia caracteristica no Gram. Nenhuma das amostras
apresentou contaminagdo por Salmonella spp. Quatro amostras apresentaram crescimento de
L. monocytogenes, com confirmacdo feita pela técnica de PCR. Outro resultado importante
obtido foi que duas amostras testadas eram de uma mesma marca e pertencentes a0 mesmo
lote, mas compradas em supermercados diferentes. Porém, as amostras obtiveram resultados
distintos, sendo uma insatisfatoria para coliformes termotolerantes e L. monocytogenes e a
outra satisfatoria em todas as analises. Os resultados obtidos revelaram que mais de 50% das
amostras testadas foram insatisfatorias, apesar de ter o selo SIF. Esses resultados sugerem
contaminacéo por falhas durante a fabricacdo dos produtos, pela utilizacdo de matérias primas
contaminadas ou por manipulagdo inadequada. Outras possiveis fontes de contaminacao
poderiam ter ocorrido nas condigOes de transporte e armazenamento dos produtos no local de

venda.

Palavras-Chave: Queijo minas frescal. Analise microbioldgica. Rio de Janeiro. Vigilancia
Sanitaria.



ABSTRACT

The fresh cheese mines (QMF) is a typical food from Brazil, obtained by enzymatic
milk clotting. It is a product ready for consumption with high humidity, with easy production
and wide acceptance by all age groups of the population. Because the production QMF
require a lot of handling, combined the practice of using unpasteurised milk and the absence
of good manufacturing practices, this food has a high microbial load and can be a source of
microorganisms causing DTA. The standards established in Brazil are present in the RDC
12/2001, and are: absence Salmonella spp. and L. monocytogenes in 25g sample, the limit of 5
x 102 termotolorentes coliforms (CT) and 5 x 102 / g for coagulase-positive staphylococci
(ECP). This work aimed to evaluate the microbiological quality of industrialized QMF,
marketed in the city of Rio de Janeiro. To this, 30 samples were collected from commercial
points, a total of 19 marks containing the SIF seal. The samples were subjected to
microbiological testing according to the method described in ISO 6888-3: 2003 for the most
probable number of ECP and BAM / FDA online to other assays. In the analysis of CT 20
samples (66.7%) had unsatisfactory results. In ECP count, none had results above the limit of
the law, but six isolates had passed the test of coagulase, catalase and characteristic
morphology in Gram. None of the samples showed contamination by Salmonella spp. Four
samples showed growth of L. monocytogenes, with confirmation was made by PCR . Another
important result was that two samples tested were of the same brand and belonging to the
same lot, but purchased in different supermarkets. However, samples obtained different
results, one unsatisfactory for L. monocytogenes and thermo tolerant coliforms and other
satisfactory in all analyzes. The results show that over 50% of the samples tested were
unsatisfactory, despite having the SIF seal. These results suggest contamination failures
during the manufacture of the products by the use of contaminated raw materials or improper
handling. Other possible sources of contamination could have occurred in the conditions of

transport and storage of products at the sales wrongly.

Key words: Fresh cheese mines. Microbiological analysis. Rio de Janeiro. Sanitary

surveillance.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (DTA)

Por definicdo, as doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo relacionadas a
ingestdo de alimentos contaminados, seja por micro-organismos patogénicos, toxinas
microbianas, substancias quimicas ou objetos lesivos (FORSYTHE, 2013).

As doengas transmitidas por alimentos além de causarem prejuizos a salde da
populacdo acarretam danos econémicos aos paises. Dados europeus da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) relatam salmonelose e campilobacteriose como as DTAS mais comuns na
Unido Europeia (WHO/EUROPE, 2016).

Em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos (EUA), é possivel obter dados
sobre surtos de DTAs. Segundo o site do Centers for Disease Control and Prevention (CDC,
2015), através do Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet) que realiza o
monitoramento de doencas de transmissdo alimentar nos EUA, somente no ano de 2014,
foram confirmados 118 casos de listeriose e 7.452 casos de salmonelose. Como se tratam de
DTAs com alta taxa de mortalidade e morbidade, respectivamente, o pais estabeleceu uma
meta de diminuicdo da incidéncia até 2020, de 0,2 casos de listeriose e 11,4 casos de
salmonelose por 100.000 habitantes. J& em 2014, o pais chegou perto da meta proposta
obtendo 0,24 e 15,45/100.000 habitantes, respectivamente (CDC, 2015).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) divulga periodicamente a relacdo dos casos de
DTA ocorridos no pais. O altimo levantamento descreve o nimero de surtos entre 2010 e
agosto de 2014 (Figura 1). No entanto, presume-se que ocorra subnotificagédo dos casos por
parte dos profissionais de saude, refor¢ado pela falta de orientacdo da populacdo que somente
procura assisténcia médica nos casos mais graves de infeccdo. Dados apresentados pelo
Ministério da Saude mostram que Salmonella spp, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

estdo entre os principais agentes de surtos de DTASs no Brasil (Figura 2) (BRASIL, 2014).



Figura 1: Anélise temporal do nimero de surtos e casos de DTA no Brasil entre os anos 2000
e agosto de 2014.
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Brasil, 2000-2014*.
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Figura 2: Agentes etioldgicos associados aos surtos de DTA no Brasil entre os anos 2000 e
2013.

Agentes etiologicos associados ao surtos de DTA.
Brasil, 2000 a 2014*.
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De 2010 a agosto de 2014, um total de 9.802 surtos foram notificados no pais, destes
apenas 4.099 tiveram a veiculagdo alimentar identificada. Em relacdo ao local de ocorréncia
dos surtos, grande parte (38%) dos casos ocorreu em residéncias, seguindo de 14% dos casos
em padarias e restaurantes. Entre os tipos de alimentos envolvidos nestes surtos, a categoria
leite e derivados ocupa o 6° lugar, com 3,5% dos casos, sendo que em mais da metade dos
casos (51,6%) nao foi possivel identificar o alimento envolvido (Figura 3) (BRASIL, 2014).

Figura 3: Alimentos envolvidos nos surtos alimentares no Brasil, de 2000 a agosto de 2014.

Relagdo de alimentos envolvidos nos surtos
alimentares. Brasil, 2000-2014*,

lgnorado 4308
Alimentos mistos 1570
Ovos e produtos a base de ovos EEEE——————— 516

Agua e 563
Docese sobremesas mmmm—— 443
arne bovina in natura, processados e miidos = 365
Leite e derivados mmmmm 356
arne de ave in natura, processados e miidos mmm 239
Carne suina in natura, processados e miidos s 219
Cereais, farinaceos e prod a base de cereais mm 176
Hortalicas mm 118
Pescados, frutos do mar e processados M 92
Especiarias, molhos indust. e similares ® 60
Bebidas ndo alcodlicas ¥ 42
Frutas, produtos de frutas e similares 1 33
Gelados comestiveis | 19
Edulcorantes | 7
Bebidas alcodlicas | 4
Prod alimenticios para uso especial | 2
Qutras Carnes | 1
Produtos a base de soja | 1
Gorduras, dleos e emulsdes 0

Fonte: Sinan NeUSVS/MS  *Dados sujeitos a alteragao

susalln  MingSierioda - Goveme

Fonte: Ministério da Salde/ CGDT

1.2 QUEINO MINAS FRESCAL

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos, do
Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agréria, define o queijo minas
frescal como um alimento obtido por coagulacdo enzimatica do leite por coalho ou por outras

enzimas coagulantes. E um produto pronto para consumo com alta umidade (BRASIL, 1996).



13

O queijo minas frescal ocupa o terceiro lugar no ranking de consumo de queijos no
Brasil (MIRAGAIA, 2013). Por ser de facil fabricacdo, por ndo precisar de maturacao, e por
apresentar bom rendimento, cerca de 6,0-6,5 Kg.L™ em média, torna-se um excelente produto
de fabricacdo para empresas de grande e pequeno porte (AQUINO et al, 2009; CHALITA et
al, 2009; FEITOSA et al, 2003)

A Portaria n® 146, de 07/03/96 do Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da
Reforma Agréaria (BRASIL, 1996), prevé o uso de leite pasteurizado para a fabricacdo do
queijo minas frescal, porém é comum a comercializacdo do produto fabricado com leite cru,
principalmente por empresas de pequeno porte (ALEXANDRE et al, 2002; PEREIRA et al,
1999).

1.2.1 Controle da qualidade sanitéria do queijo minas frescal

A presenca de micro-organismos de origem fecal no queijo minas frescal indica falhas
na producdo e também a possibilidade de contaminacdo cruzada do produto por
manipuladores (FORSYTHE, 2013; OLIVEIRA et al, 2001). Desta forma, para se obter um
queijo de qualidade, é necessario um rigoroso controle das boas praticas de fabricacdo durante
a producdo, além do uso de matérias primas adequadas (ALBUQUERQUE; RODRIGUES,
2008; OLIVEIRA et al, 2012).

Por ser um alimento de pronto consumo, outro ponto crucial para a garantia da
qualidade do queijo minas frescal & o armazenamento nos locais de venda. O queijo deve ser
mantido sob refrigeracdo com controle de temperatura e sob boas condicGes sanitérias, em
locais limpos e sem presenga de vetores, a fim de se evitar a contaminagdo por micro-
organismos (HAZELWOOD; MCLEAN, 1994; PIETROWSKI et al, 2008).

1.2.2 Carga microbiana e legislacéo para queijo minas frescal

Devido ao fato da produgdo do queijo minas frescal requerer muita manipulacéo,
aliado a prética errada do uso do leite ndo pasteurizado e a auséncia de boas praticas de

fabricacdo por alguns produtores, este alimento eventualmente pode vir a apresentar uma alta
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carga microbiana e ser fonte de micro-organismos causadores de DTAs (FORSYTHE, 2013;
OBRIEN et al, 2009; OLIVEIRA et al, 2001; SALOTTI et al, 2006). A alta umidade presente
no queijo e o fato de ser um alimento ndo prensado que dessora, gera um acumulo de soro na
embalagem que propicia o crescimento microbiano (ISEPON et al, 2003).

O leite, matéria prima utilizada para a fabricacdo do queijo minas frescal, é
considerado um excelente meio de cultura para bactérias devido as propriedades que
apresenta como: disponibilidade de nutrientes, alta atividade de agua e pH proximo ao neutro
(JAY, 2005).

Para avaliar a qualidade microbiol6gica de queijo minas frescal sdo realizados ensaios
de pesquisa de micro-organismos indicadores, que quando encontrados, podem sugerir a
presenca de patdgenos. Desta forma, a presenca desses micro-organismos pode indicar
problemas durante a cadeia de producao do alimento (FORSYTHE, 2013).

Os padrbes microbioldgicos estabelecidos no Brasil variam de acordo com o tipo de
queijo. A legislagdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelece como parametros
microbiol6gicos para queijo minas frescal, a auséncia de Salmonella spp. e de Listeria
monocytogenes em 25 g do alimento, além dos limites maximos de 5 x 102 UFC.g™ ou
NMP.g? para coliformes termotolerantes e para bactérias do grupo dos estafilococos
coagulase positiva (BRASIL, 2001).

Os coliformes termotolerantes estdo presentes no trato gastrointestinal dos animais e
sdo as principais bactérias responsaveis pela deterioracdo do queijo (ALMEIDA; FRANCO,
2003; JAY, 2005; OLIVEIRA et al, 1998). Essas bactérias sdo sensiveis a pasteurizacgdo,
sendo utilizadas como micro-organimos indicadores de contaminacdes pds-processamento. O
grupo dos coliformes termotolerantes compreende os bacilos Gram negativos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. O grupo € composto por quatro géneros: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia e Klebsiella. Sdo anaerdbios facultativos, ndo formadores de
esporos que fermentam a lactose e produzem gas com crescimento a 45°C (JAY, 2005;
SILVA et al, 2001).

A legislacdo prevé limites para os estafilococos coagulase positiva, sendo o principal
representante deste grupo a espécie Staphylococcus aureus. Este micro-organismo coloniza a
pele e o sistema respiratério de grande parte da populacdo e sdo capazes de se multiplicar
tanto nos tecidos quanto no alimento. Algumas espéecies sdo produtoras de enterotoxinas
termoestaveis no alimento (ALMEIDA; FRANCO, 2003). S&o bactérias em forma de cocos

que se coram pelo Gram positivamente com apresentacdo ao microscopio como cachos de



15

uva. Séo anaerobios facultativos e produtores da enzima catalase. (FRANCO; LANDGRAF,
2005; JAY, 2005)

As Salmonelas pertencem ao grupo de bactérias entéricas e estao relacionadas a graves
quadros de infeccBes alimentares em todo 0 mundo. S&o bactérias Gram negativas, flageladas
ou ndo, que podem causar desde salmonelose (quadro de infeccdo gastrointestinal) até casos
mais graves como a febre tifoide (S. Typhi) e febre enterica (S. Paratyphi). Devido a alta
morbidade e seu importante papel nas DTAs a presenca deste micro-organismo nao é
permitida em alimentos (ALTERTHUM, 2004; GERMANO; GERMANO, 2003;
TRABULSI; JAY, 2005).

A espécie L. monocytogenes é responsavel pela listeriose e possui grande importancia
para a saude publica devido ao alto grau de severidade das sequelas e ao alto indice de
mortalidade (20 a 30%) para a populacdo de risco, que inclui individuos
imunocomprometidos, gestantes e idosos. E uma bactéria Gram positiva, anaerobia facultativa
que ndo esporula e nem forma cépsula. Apresenta crescimento em uma grande faixa de
temperatura de 1°C a 45°C e de pH 4.3 a 9.6. A listeriose pode causar aborto, meningite e
septicemia, acometendo principalmente pacientes debilitados (JAY,2005). A listeriose € uma
doenca negligenciada devido a falta de informacdo e fiscalizacdo pelos 6rgaos de vigilancia
sanitaria e por ndo se tratar de uma doenca de notificacdo obrigatéria. Nenhum caso de
listeriose, como surto de DTA, foi relatado no pais no periodo de 2000 a 2014, segundo dados
do Ministério da Saude (BRASIL, 2014) evidenciando o quanto o diagnostico da listeriose €

negligenciado no Brasil.

1.3 JUSTIFICATIVA

A vigilancia sanitaria tem como principal missdo identificar, eliminar, diminuir,
prevenir ou controlar os riscos inerentes a producéo e circulacdo de produtos e servigos que
possam causar danos e agravos a saude, conforme inscrito na Constituicdo Federal e na Lei
8.080, de 1990. Por isso, 0 monitoramento das inddstrias e de locais de producédo de alimentos
é de suma importancia, pois previne que a populagéo tenha acesso a produtos alimenticios de
qualidade impropria.

O queijo € um alimento que apresenta um elevado indice de contaminagdo

microbiologica, acarretado por falhas na manipulacdo durante a fabricacdo e estocagem. O
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grande consumo deste produto no mercado brasileiro torna-o uma possivel fonte de DTA no
pais. A avaliacdo microbioldgica do queijo minas frescal comercializado no Rio de Janeiro
podera gerar dados auxiliando a Vigilancia Sanitaria na avaliacdo da necessidade de

programas de controle sanitario deste produto.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade microbiolégica de amostras de queijo minas frescal

industrializadas e comercializadas no estado do Rio de Janeiro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar a contagem de coliformes termotolerantes e de estafilococos coagulase
positiva nas amostras de queijo minas frescal;

v Pesquisar Salmonella spp. e L. monocytogenes em 25 gramas das amostras;

<

Realizar a confirmagdo da espécie L. monocytogenes pela PCR;

v Verificar se as amostras analisadas estdo em conformidade com a legislacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram analisadas 30 amostras de queijo minas frescal, totalizando 19 diferentes
marcas, todas apresentando selo do Servico de Inspecdo Federal (SIF). As anélises foram
realizadas entre os meses de maio e junho de 2015.

As amostras foram obtidas em estabelecimentos comerciais do estado do Rio de
Janeiro (supermercados, mercados e padarias) e encaminhadas para analise no Setor de
Alimentos do Departamento de Microbiologia do INCQS. As amostras, ao serem recebidas no
laboratério, foram mantidas sob refrigeracdo até o momento da anélise. Todas as amostras
foram analisadas dentro do prazo de validade.

As amostras foram processadas em cabine de seguranca bioldgica. As embalagens
foram limpas com alcool 70% para retirada de possiveis contaminantes externos e abertas
com tesoura estéril. Os produtos foram colocados em bandejas estéreis individuais para a
retirada das aliquotas amostrais.

3.2 CONTAGEM DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES

O preparo do homogenato e das diluicbes decimais seriadas foram realizados de
acordo com a metodologia elaborada por FENG e colaboradores descrita no Bacteriologycal
Analytical Manual (BAM), capitulo 4 (FENG et al, 2002). Para cada amostra, foram pesadas
aliquotas de 50 g em bolsas plasticas estereis Whirl-Pak (Nasco, EUA). Foram adicionados
450 mL de tampdo fosfato de Butterfield. As amostras foram homogeneizadas em aparelho
Stomacher (Seward — 400 lab. blender) durante 60 s. Ap6s a homogeneizacdo foram
preparadas diluicSes seriadas até 10™*. Um mililitro de cada uma das diluicdes 107?, 10° e 10
foram adicionados separadamente em trés placas petrifilm™ para contagem de coliformes
(3M) (Figura 4). Os procedimentos aplicados para a semeadura seguiram as instrucdes do

fabricante. As placas petrifilm foram incubadas em estufa a uma temperatura de 45°C por 24
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horas e, ap6s o periodo de incubacdo, foi feita a contagem das coldnias de coloragdo rosa,
com producdo de gas, caracteristicas das bactérias do grupo dos coliformes termotolerantes.
Foram utilizados como controle positivo a cepa Escherichia coli ATCC 25922 e como

controle negativo a cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Figura 4: Placa Petrifilm™ para coliformes termotolerantes
a B 0 b

—

™

a. Petrifilm™ sem crescimento. b. Petrifilm com crescimento de coldnias

caracteristicas de coliformes termotolerantes.
Fonte: Guia de interpretacdo 3M™ Petrifilm ™.

3.3 CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA

Para a analise de estafilococos coagulase positiva foi utilizada a técnica do NUmero
Mais Provavel (NMP), de acordo com a metodologia da Norma ISO 6888-3:2003 (ISO,
2003). De cada amostra analisada foram aproveitados o homogenato e as dilui¢des 10, 102 e
107 utilizadas para pesquisa de coliformes termotolerantes. Foram inoculadas aliquotas de
ImL de cada diluicdo em trés tubos contendo 10 mL de caldo Giolitti e Cantoni (BD, EUA).
Os tubos foram incubados em jarra de anaerobiose a 35°C por 48 horas. A anaerobiose foi
obtida atraves da técnica de passivacdo do cobre descrita por Jurgensen e Jurgensen (1982).
Para os controle do experimento foram utilizadas uma cepa de S. aureus ATCC 12600 como
controle positivo e uma cepa de E. coli ATCC 25922 como controle negativo e o controle do
meio sem indculo (Figura 5a). Apos a incubagdo, os tubos que apresentaram coloragéo negra,

compativel com o controle positivo, foram separados e em seguida uma alcada do
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crescimento foi semeada em meio Baird-Parker (Figura 5b). As placas foram incubadas em
estufa a 35°C por 48 horas. Apo6s o tempo de incubacgdo, foram selecionadas as placas que
apresentaram crescimento de col6nias negras, circulares, lisas, imidas e rodeadas por halo. As
colbnias suspeitas foram semeadas nos meios: caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (BD,
EUA) e em agar nutriente inclinado (BD,EUA). O material foi incubado por 24 horas a 35°C.
Ap0s o tempo de incubagdo as colbnias foram submetidas a testes de triagem bioquimica.

Figura 5: S. aureus inoculados em meio seletivo
3 b

— -

a. Tubos de caldo Giolitti e Cantoni contendo controle positivo (a esquerda), controle negativo (no
meio) e controle do meio (a direita). 5b. Placa de Baird-parker inoculado com S. aureus
Fonte: rapidmicrobiology.

3.3.1 Testes de triagem bioquimica

3.3.1.1 Coloracéo de Gram

Em uma lamina de microscépio limpa e seca foi realizado um esfregaco do
crescimento em agar nutriente com adicdo de solucdo salina 0,85%. ApoOs a secagem, 0
esfregaco foi fixado sob fogo e submetido a coloragdo de Gram. Primeiramente o esfregaco
foi coberto com cristal violeta (0,02%) por 1 minuto e lavado em agua corrente.
Posteriormente foi adicionado lugol 0,01%) por 1 minuto e lavado em agua corrente. O



21

esfregaco foi submetido ao contato durante trés segundos com alcool-acetona (60%-40%) e
posteriormente lavado com &gua corrente. Foi adicionada a solugdo de fucsina fenicada
(0,06%) por 30 segundos e novamente lavado e seco. A lamina foi levada a um microscopio
optico (OLYMPUS BH2) onde foram observadas as caracteristicas morfotintoriais do
esfregaco. Como controle positivo, foi utilizada a cepa de S. aureus ATCC 12600 (Figura 6).
Foram consideradas como caracteristicos, os esfregacos que apresentaram cocos Gram

positivos, agrupados em forma de cachos.

Figura 6: CoIoragao de Gram. Cepa S. aureus ATCC 12600

sdw" s
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Fonte: examiner.com

3.3.1.2 Teste da catalase

Em uma placa de Petri vazia foi transferido uma pequena quantidade do crescimento
com alca bacterioldgica, ao qual foi adicionado uma gota de peroxido de hidrogénio 3%
(Figura 7). Como controle positivo, foi utilizada a cepa de S. aureus ATCC 12600 e como
controle negativo foi utilizada a cepa Enterococcus faecalis ATCC 4083. Foram consideradas

como caracteristicas as col6nias que apresentaram formacao de bolhas.
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Figura 7: Teste da catalase com a formacéao de bolhas na cepa
positiva.

Catalase — Catalase +

Fonte: CDC

3.3.1.3 Teste da coagulase

Para um tubo de ensaio 13x100 mm, foram transferidos 0,3 mL do crescimento do
caldo BHI e adicionados 0,5 mL de plasma de coelho com EDTA (BD, EUA). O tubo foi
incubado a 35°C por 6 horas. Foi observada a formacdo de codgulo, sendo positiva a
formacdo de coagulo de intensidade variando de fraca (1+) a forte (4+) (Figura 8). Como
controle positivo, foi utilizada a cepa de S. aureus ATCC 12600 e como controle negativo
cepa Kocuria rhizophila ATCC 9341. Foram consideradas como caracteristicos, os isolados

com coagulase positiva.

Figura 8: Tubo superior com exemplo de
coagulacéo de plasma de coelho com EDTA. Tubo
inferior controle negativo do teste.

Fonte: Interlabdist
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3.4 PESQUISA DE Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada no sistema Vidas (BioMérieux) que utiliza
a técnica ELFA (Enzime Linked Fluorescent Assay), o protocolo de analise foi o Easy
Salmonella - validacio AOAC RI (N° 020901) e validacido AOAC Official Method of
Analysis (n° 2011.03). Foram pesados 25 gramas da amostra em uma bolsa plastica estéril
Whirl-Pak (Nasco, EUA). Para o pré-enriquecimento foi adicionado um volume de 225 mL de
agua peptonada tamponada 1% e homogeneizado em aparelho Stomacher durante 60 s. O
homogenato foi incubado a 35°C por 24 horas. Apds a incubacdo, o pré-enriquecimento foi
homogeneizado e uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para 10 mL do caldo de
enriquecimento seletivo SX2. O caldo de enriquecimento seletivo foi incubado a 42 °C por 24
horas. Um volume de 0,5 mL da cultura foi transferido para uma barrete VIDAS
SALMONELLA - SLM (BioMérieux). A barrete foi posicionada em banho seco a uma
temperatura aproximada de 130 °C por 15 minutos, apds esse tempo a barrete foi deixada em
temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente a barrete foi introduzida no
equipamento VIDAS. O caldo SX2 foi conservado a 2 - 8° C para uma eventual confirmacéo.
Havendo a necessidade de confirmacdo, a pesquisa dard prosseguimento seguindo a

metodologia descrita por Andrews, Jacobson e Hammack (2014).

3.5 PESQUISA DE Listeria monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada de acordo com a metodologia do
BAM/FDA (HITCHIS; JINNEMAN, 2011). Foram pesados 25 gramas da amostra em uma
bolsa plastica Whirl-Pak (Nasco, EUA) seguido da adicdo de 225 mL de caldo de
enriquecimento para Listeria (BLEB) (BD). A amostra foi homogeneizada em aparelho
Stomacher durante 60 s. O homogenato foi incubado a 30°C por 4 horas. Apos este periodo,
foram adicionados os suplementos seletivos: 1,8 mL de solucdo de &cido nalidixico a 0,5%,
0,455 mL de solugdo de acriflavina a 0,5% e 1,15 mL de solugéo de cicloheximida a 1%. O

homogenato foi reincubado a 30°C por 20-44 horas. Apos o periodo de incubacdo de 24 e 48
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horas, uma alcada da cultura foi semeada em uma placa de agar cromogénico para Listeria.
As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Como controle positivo, foi inoculada a cepa
de L. monocytogenes ATCC 7644 e como controle negativo foi inoculada a cepa
Enterococcus faecalis ATCC 4083. As placas que apresentaram crescimento de coldnias
verdes com halo (Figura 9) foram repicadas para agar tripticaseina de soja com 6% de extrato
de levedura (TSAYE) (BD) e incubadas a 35° C por 24 horas. Cada uma das col6nias
suspeitas foi submetida ao teste de hemdlise em &gar sangue de carneiro. As col6nias que
apresentaram resultados positivos na hemolise foram submetidas a técnica de reacdo em

cadeia de polimerase (PCR) para confirmacdo molecular da espécie L. monocytogenes.

Figura 9: Cultura de L. monocytogenes em agar cromogénico.

Fonte: arquivo pessoal
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3.5.1 Confirmacéo das cepas isoladas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

De cada coldnia que apresentou hemdlise caracteristica foi realizada a extracdo de
DNA com o kit Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA), de acordo com as instrucfes do
fabricante. As reagdes de PCR foram preparadas em um volume total de 25 pL contendo: 2,5
uL de DNA molde (20-60 ng/ul), 25 pmol de cada iniciador (Quadro 1) (AB1/AB3) e PCR
MasterMix 1X (ThermoScientific, EUA). A amplificacdo foi realizada no SimpliAmp
ThermalCycler (Applied Biosystems, Singapore) nas seguintes condic¢des: 94°C/3 min; 25
ciclos de 94°C/30 s, 62°C/30 s e 72°C/1 min; e extensdo final a 72°C/5 min. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% a 100 V/50 min.
Apds, o gel foi corado em solugédo de brometo de etidio 0,5 pg/mL (Sigma, EUA) por 15 min

e visualizado em analisador de imagens (GE-Healthcare, Inglaterra).

Quadro 1: Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR

Iniciadores Sequéncia Referéncia

AB1 CTTCAGGCGGATAGATTAGG JUNG, 2001

AB3 TTCGCAAGTGAGCTTACGTC
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anéalise de coliformes termotolerantes, das 30 amostras de queijo minas frescal
analisadas, 20 amostras (66,7%) apresentaram resultado insatisfatorio (> 5x10? UFC.g'l). A
tabela 1 apresenta as diferentes faixas de contaminagao encontradas nas amostras.

Tem sido relatada em varios trabalhos a presenca de coliformes termotolerantes em
amostras de queijo minas frescal. Em 2008, Santos e colaboradores obtiveram um percentual
semelhante a este trabalho (62,5%) de amostras reprovadas no ensaio de coliformes
termotolerantes em queijos minas frescal artesanais. Outros trabalhos como Brant et al (2007)
em Minas Gerais, Salotti et al (2006) em S&o Paulo e Tomich et al (2001) em Belo Horizonte,
obtiveram percentuais de reprovacdo mais elevados: 93%, 92% e 83,3%, respectivamente.

Tabela 1. Enumeracdo de coliformes termotolerantes em queijos minas frescal comercializados no
estado do Rio de Janeiro

Faixa de contagem NUmero de amostras (%o) Limite da legislacdo
<102 UFC.g" 9 (30%)
102 - 5 x 102 1(3,3%)
>102-<10° UFC.g" 0 (0%) 5x 102 UFC.g™
>10°-<10° UFC.g" 3 (10%)
>10* UFC.g" 17 (56,7%)

Na contagem de estafilococos coagulase positiva, nenhuma amostra apresentou
resultado acima do limite da legislacdo (5 x 102 NMP.g™), porém foram isoladas seis col6nias
que se apresentaram como cocos Gram positivos com resultado positivo no teste da catalase e

da coagulase.. A tabela 2 apresenta os resultados das contagens encontrado nas analises.



27

Tabela 2. Resultados obtidos na contagem de estafilococos coagulase positiva nas amostras de QMF analisadas.

Amostra Resultado Tubos confirmados Amostra  Resultado Tubos confirmados
NMP.g* 10t 10? 10° NMP.g* 10t 107 10°
QMF 1 <3 0 0 0 OMF16 9.2 2 0 0
QMF 2 <3 0 0 0 QOMF17 3 0 1 0
QMF 3 <3 0 0 0 QMF18 <3 0 0 0
QMF 4 <3 0 0 0 QMF19 <3 0 0 0
QMF 5 3,6 1 0 0 QMF20 <3 0 0 0
QMF 6 <3 0 0 0 QMF21 <3 0 0 0
QMF 7 <3 0 0 0 QMF22 972 2 0 0
QMF 8 <3 0 0 0 QMF23 <3 0 0 0
QMF 9 <3 0 0 0 QMF24 <3 0 0 0
QMF10 <3 0 0 0 QMF25 <3 0 0 0
QMF11 <3 0 0 0 QMF26 <3 0 0 0
QMF12 <3 0 0 0 QMF27 <3 0 0 0
QMF13 3,6 1 0 0 QMF28 <3 0 0 0
QMF 14 <3 0 0 0 QMF29 7,4 1 1 0
QMF 15 <3 0 0 0 QMF30 <3 0 0 0

NMP — Ndmero mais provavel, QMF — Queijo minas frescal

A pesquisa de Salmonella spp. foi feita atraves do meétodo automatizado
imunoenzimatico VIDAS (bioMérieux, Franca). Todas as 30 amostras apresentaram resultado
satisfatorio. Esse mesmo resultado foi obtido em outras pesquisas em queijo como as
realizadas por Avila e Gallo (1996) e Peresi et al (2001).
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Na pesquisa de L. monocytogenes, quatro amostras de queijo minas frescal
apresentaram contaminagdo pelo micro-organismo. L. monocytogenes possui uma grande
capacidade de sobrevivéncia e de crescimento em queijos (JAKOBSEN et al, 2011;
SCHVARTZMAN et al, 2011). Uma revisdo feita por Carpentier e Cerf, em 2011, evidenciou
a presenca de L. monocytogenes em equipamentos industriais. Segundo Dias et al (2012) e
Silva et al (2003), as condigdes de instalacBes encontradas em industrias de queijo no Brasil
também favorecem o crescimento e colonizacdo de L monocytogenes no ambiente e em
equipamentos.

Vaérios estudos com queijos encontrados na literatura comprovam a ocorréncia de L.
monocytogenes nesses produtos. Cerqueira e colaboradores (1995) analisaram 103 amostras
de queijo minas frescal e encontraram 3,33% das amostras com L. monocytogenes. Silva e
colaboradores (1998) em um estudo feito com 30 amostras de queijos minas frescal
(artesanais e industrializados), queijos do tipo Gorgonzola, Brie e Roquefort, obtiveram como
resultado 10,67% das amostras positivas para L. monocytogenes.

Mais de 50% das amostras analisadas apresentaram resultado insatisfatério quanto a
contagem de coliformes termotolerantes, destas amostras quatro foram insatisfatorias também
pela presenga de L. monocytogenes. Resultados superiores foram encontrados por Pereira e
colaboradores (1999) que analisaram queijos minas frescal, canastra e padrdo, que possuiam
ou ndo o selo do Servigo de Inspecdo Federal e encontraram 90% das amostras de queijo
minas frescal com elevada contagem de coliformes termotolerantes ndo havendo distincao
guanto a presenca do SIF. Em nenhuma amostra foi identificada a presenca de Salmonella
spp. concordando com o resultado do presente trabalho. Resultados inferiores foram
encontrados por Pirese e colaboradores (2001) que analisaram 30 amostras de queijo minas
frescal industriaise encontraram 23,3% insatisfatorias quanto a presenca de coliformes fecais
e ndo foi detectada a presenca de L. monocytogenes em nenhuma das amostras analisadas.

Em um estudo mais recente, Apolinario e colaboradores (2014), analisaram 31
amostras de queijo minas frescal de laticinios da regido da Zona da Mata mineira, fiscalizadas
pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF), Estadual (SIE) e/ou Municipal (SIM). Como
resultado obtiveram 54,8% das amostras insatisfatdrias para coliformes termotolerantes,
16,12% das amostras estavam acima do limite permitido para estafilococos coagulase positiva
e 9,6% das amostras apresentaram L. monocytogenes. A baixa ocorréncia de amostras
insatisfatdrias para estafilococos coagulase positiva também foi encontrada por Zocche e
colaboradores (2012), onde apenas trés amostras de um total de 28 estavam fora dos padroes

exigidos pela legislagdo. Com resultado semelhante, um estudo feito com queijos minas
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frescal de Uberlanda- MG, ndo foram encontradas amostras com resultados insatisfatorios
para estafilococos coagulase positiva, mas destacou a grande presenca de estafilococos
coagulase negativa, do qual algumas espécies sdo atualmente reconhecidas como potenciais
produtores de enterotoxinas (GRANDI; ROSSI, 2006).

Outro resultado importante obtido no presente trabalho foi que duas amostras testadas
(QMF 23 e 26) de uma mesma marca (marca B) e pertencentes ao mesmo lote, mas
compradas em supermercados diferentes, obtiveram resultados distintos. A QMF 23
apresentou resultado insatisfatorio para coliformes termotolerantes e L. monocytogenes,
enquanto a QMF 26 foi satisfatoria em todas as anélises. Ambas as amostras foram analisadas
no mesmo dia, ou seja, tiveram o mesmo tempo de prateleira até a data da analise. Essa
diferenca nos resultados pode estar relacionada a heterogeneidade do lote ou a falhas nas
condicdes de armazenamento no local de venda ou no transporte.

A tabela 3 apresenta um resumo das marcas (A-S) e o total de amostras analisadas por
marca, incluindo a porcentagem de resultados insatisfatorios e o parametro de reprovacio. E
importante salientar que o percentual ndo é representativo do todo, pois algumas marcas
tiveram mais de uma amostra analisada.

O tempo de validade de todas as amostras era em média de 30 dias, porém houve uma
maior ocorréncia de amostras insatisfatorias apés 10 dias da data de fabricacdo. Um estudo
feito por Sangaletti e colaboradores (2009) selecionou uma marca para avaliagéo de trés lotes
durante o periodo de validade. As amostras foram compradas diretamente do laticinio, o que
eliminou as possiveis variagcdes de estocagem em supermercados. Apenas um lote apds o final
do periodo de 30 dias da validade apresentou resultado insatisfatorio. A pesquisa também
avaliou outras cinco marcas, que foram eliminadas do estudo por ja apresentarem resultado

insatisfatério na analise previa dos produtos.
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Tabela 3: Relacéo das amostras analisadas por marca, resultados e porcentagem de insatisfatoriedade.

Marcas Total de Amostras Amostras Amostras Porcentagem
Amostras  Satisfatdrias  Insatisfatorias Insatisfatorias de Amostras
para Coliformes paralL. Insatisfatorias

Termotolerantes monocytogenes

A 1 1 0 0 0%
B 5 2 3 1 60%
C 3 1 2 0 66,6%
D 2 0 2 1 100%
E 1 1 0 0 0%
F 1 0 1 0 100%
G 1 1 0 0 0%
H 1 0 1 0 100%
I 2 0 2 0 100%
J 1 1 0 0 0%
K 1 1 0 0 0%
L 1 0 1 0 100%
M 2 0 2 0 100%
N 1 0 1 0 100%
@) 3 0 3 2 100%
P 1 1 0 0 0%
Q 1 0 1 0 100%
R 1 1 0 0 0%
S 1 0 1 0 100%

Em outro estudo elaborado por Carvalho, Viotto e Kuaye (2007), 97 amostras de
queijo minas frescal produzidos por diferentes processos tecnolégicos foram analisadas. As
amostras foram adquiridas em supermercados, com variagfes do tempo de prateleira e
estocagem. As amostras foram avaliadas conforme os critérios da legislagdo (BRASIL, 2001).
Como resultado, 29% das amostras foram insatisfatorias para coliformes fecais, 12,9% para

estafilococos coagulase positiva e 3,2% apresentaram crescimento de L. monocytogenes.
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Assim como no presente trabalho, nenhuma amostra apresentou resultado positivo para
presenca de Salmonella spp. Esses dois estudos corroboram na hipo6tese de que o tempo de
armazenamento e transporte possuem forte influéncia na qualidade microbioldgica do queijo
minas frescal.

O registro no servico de inspecdo exige que sejam implantados nas fabricas de
alimentos programas de Boas Praticas de Fabricacdo e analise de perigos e pontos criticos de
controle (APPCC), alem da revisao periodica desses programas, que possuem como finalidade
evitar falhas e possibilidade de contaminacdo dos produtos durante a producdo (BRASIL,
1997, 1998).
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5 CONCLUSOES

v’ 66,7% das amostras foram insatisfatorias para contagem de coliformes termotolerantes
0 que caracteriza falta de monitoramento nos procedimentos de producéo;

v' Em 13,4% das amostras foi identificada a presenca de L. monocytogenes e
confirmadas através da técnica de PCR;66,7% das amostras ndo estavam em

conformidade com a legislacdo vigente.
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