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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a qualidade microbiol6gica
de seis amostras de queijos tipo minas frescal de fabricagdo artesanal e informal
comercializados no Distrito Federal. Todas as seis amostras estudadas
apresentaram contagens elevadas de microrganismos mesofilos e psicrotroéficos.
Somente as amostras 4 e 5 estavam com contagens de col6nias abaixo de 1,0x10
UFC/g. As demais amostras apresentaram falta de qualidade higiénico-sanitéria,
uma vez que a contagem de bactérias mesofilas e psicrotroficas encontrou-se acima
de 1,0x107 UFC/g. Todas as amostras desse estudo apresentaram contagens de S.
aureus acima do valor permitido pela legislacédo brasileira (valores entre 4,0x103 e
1,9x108 UFC/g) e, portanto, estavam impréprias para consumo. Foi verificado que 4
amostras continham populacées de S. aureus acima de 1,0x10° UFC/g. Esse
resultado € preocupante, uma vez que a intoxicacao estafilococica pode ocorrer com
a ingestao de alimento contaminado com menos de 1,0 uyg de toxina produzida por
Staphylococcus aureus. Essa quantidade de toxina é produzida quando a populacéo
desse patdégeno é maior ou igual a 1,0x10° UFC/g no alimento e em um meio com
atividade de agua igual ou superior a 0,86, como € o caso do queijo tipo minas

frescal.

Palavras chave: Queijo minas. Controle microbioldgico. Analises moleculares.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the microbiological quality of six samples of
artisanal and informal cheese “Minas Frescal” (Brazilian cheese) commercialized in
Distrito Federal. All six samples studied showed high counts of mesophilic and
psychrotrophic microorganisms. Only samples 4 and 5 had colonies counts below
1.0x10” CFU / g. The other samples showed a lack of hygienic-sanitary quality, since
the count of mesophilic and psychrotrophic bacteria was above 1.0x10” CFU / g. All
samples from this study showed S. aureus counts above the value allowed by
Brazilian legislation (values between 4.0x10°® and 1.9x10° CFU / g) and were
therefore unfit for consumption. It was found that 4 samples contained S. aureus
populations above 1.0x10° CFU / g. This result is worrying, since staphylococcal
intoxication can occur with ingestion of food contaminated with less than 1.0 ug of
toxin produced by Staphylococcus aureus. This amount of toxin is produced when
the population of this pathogen is greater than or equal to 1.0x10° CFU / g in the food
and in a medium with a water activity equal to or greater than 0.86, as is the case of

the cheese “Minas Frescal’.

Key words: cheese “Minas Frescal”’, microbiologic quality, molecular analyzes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Queijo minas frescal: definicdo, consumo e producao no Brasil

O Brasil ocupa o sexto lugar entre os maiores produtores mundiais de queijo.
De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijos (ABIQ), no ano de
2010 a producao de queijos com selo de inspecéo federal foi de 745 mil toneladas
(ABIQ, 2011). Estima-se que no Brasil, o0 consumo médio per capita de queijos
aproxima-se de 5,1 quilos por ano, atras de paises como a Argentina com 11 quilos
e a Franca com 25 quilos. Segundo a ABIQ, em 2030, o consumo per capita de
queijo no pais alcancara 11 quilos (ABIQ, 2014).

O queijo minas frescal é tipicamente brasileiro e é um dos queijos mais
consumidos no pais por se tratar de um produto de baixo custo e elevada oferta no
mercado, apresentando alto rendimento de fabricacéo e atraindo, assim, o interesse
das industrias produtoras (BRIGIDO et al., 2004; SANGALETTI et al., 2009; VIEIRA
et al., 2008).

Entende-se por queijo minas frescal, o queijo obtido por coagulacéo
enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacticas especificas. Apresenta
massa crua coalhada, dessorada, ndo prensada, salgada e ndo maturada, coloracao
esbranquicada e consisténcia mole (BRASIL, 2004; BRIGIDO et al., 2004; SILVA,
2005; PERRY, 2004).

O queijo minas frescal tem pouca acidez e pelo fato de ndo ser maturado e ter
alta umidade deve ser armazenado em temperatura correta de refrigeragcdo (nao
superior a 8°C) e apresenta curta vida de prateleira. Esse queijo apresenta um alto
teor de umidade >55% (BRASIL, 2004; BRIGIDO et al., 2004; SILVA, 2005; PERRY,
2004).

Normalmente, o queijo minas frescal & vendido na forma cilindrica, com o
peso variando entre 0,5 a 3 kg. O queijo minas frescal acabado apresenta, em
média, a seguinte composicdo: 55 a 58% de umidade, 17 a 19% de gordura, teor de
sal entre 1,4 e 1,6% e pH entre 5,0 e 5,3 (SILVA, 2005).

O queijo tipo minas frescal industrializado € elaborado a partir de leite
pasteurizado, em induastria de laticinio, acompanhada pelo selo do servico de
inspecdo federal e deve atender aos critérios de qualidade estabelecidos pela
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Portaria n° 146, de 07 de marco de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL, 1996).

Ja o queijo tipo minas frescal artesanal é produzido em queijarias. Entende-se
por "Queijaria” o estabelecimento situado em fazenda leiteira e destinado a
fabricacao de queijo. O leite destinado a fabricacdo de queijo fica restrito somente ao
obtido na prépria fazenda, ndo se admitindo a utilizacdo de leite de outras
propriedades. O queijo deve ser produzido a partir de leite tratado termicamente,
quando tiver periodo de maturacao inferior a 60 dias. Assim, a legislacédo brasileira
nao permite a comercializacdo de queijos tipo minas frescal artesanal, produzidos
com leite cru, pois estes ndo passam por nenhum tipo de processo de maturacao
(BRASIL, 2000).

E ainda existem os queijos informais, de fabricacdo caseira, que ndo passam
pelos critérios de controle de qualidade, ndo sdo inspecionados e comumente sao
comercializados em feiras livres e por ambulantes, sob condi¢cdes higiénico-
sanitarias insatisfatorias durante sua producéo e conservacdo (AMORIN, 2013).

Segundo Amorim (2013), os queijos vendidos informalmente ndo possuem
caracteristicas que estabelecem padrdes minimos de seguranca alimentar, como:
data de validade e fabricacéo, descricdo da origem do produto e selos de inspecéo.
Em feiras, € comum esses queijos serem expostos em prateleiras, sem nenhum tipo

de refrigeracdo ou embalagem.

1.2 Producéo e qualidade do queijo minas frescal

Devido a seu alto teor de umidade e por ser manipulado, o queijo minas
frescal apresenta condi¢Bes propicias a contaminagéo, sobrevivéncia e multiplicacédo
bacteriana, podendo estas bactérias ser patogénicas e causar intoxicacdes e/ou
infeccdes alimentares nos seres humanos (MIRANDA et al., 2016). E de se esperar,
portanto, uma alta preocupacdo acerca da qualidade microbiolégica do leite e do
gueijo minas frescal, de forma a garantir um produto seguro para o consumidor
(SANTOS & HOFFMANN, 2010).

O leite é a principal matéria prima para fabricacdo de queijos e a qualidade
do leite cru € a primeira condicdo para que se obtenha um queijo de qualidade
(PINTO et al., 2011). O leite cru de boa qualidade pressupbe um gado saudavel,

boas praticas de higiene na ordenha e no manuseio do leite, higienizacdo eficiente
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dos equipamentos e utensilios utilizados e, finalmente, o resfriamento do leite a
temperaturas entre 0-4 °C, no maximo 2 horas apdés a ordenha (PERRY, 2004).

Para garantir que o leite esteja isento de micro-organismos contaminantes,
deve-se iniciar o processo de producdo do queijo pela pasteurizacdo adequada do
leite, processo térmico que tem como objetivo destruir os patdgenos e reduzir o
namero de micro-organismos em geral (SILVA, 2005; PERRY, 2004, VIEIRA et al.,
2008).

Segundo VIEIRA et al. (2008), quando o numero de bactérias deteriorativas
ou patogénicas iniciais do leite é elevada, a pasteurizacdo ndo € suficiente para a
destruicdo da maioria desses micro-organismos. O leite com alta carga microbiana
inicial € um problema para a indastria de laticinios, uma vez que se torna mais acido,
resultando em produtos de ma qualidade e mais pereciveis. Ainda segundo VIEIRA
et al. (2008), apesar de a legislagéo brasileira exigir a utilizacdo de leite pasteurizado
no preparo de queijo minas frescal, é bastante frequente a comercializacado do queijo
minas artesanal ou informal que ndo atende a essa especificacao legal.

As etapas do processo de producdo do queijo minas frescal incluem
pasteurizacdo do leite, adicdo de coalho, tratamento da massa com corte da
coalhada e liberagéo do soro, enformagem, salga, embalagem e armazenamento, de
forma que se obtenha um queijo fresco ndo maturado e pronto para 0 consumo
(SILVA, 2005; PERRY, 2004).

O processamento simples, alto rendimento e auséncia de maturacdo no
produto final, faz a producdo do queijo minas frescal possuir retorno rapido de
investimento para o produtor e permite um baixo custo de comercializagao
(APOLINARIO et al, 2014; GRANDI & ROSSI, 2006).

Apés a pasteurizacdo do leite é necessério a adicdo do coalho que provoca
coagulacdo enzimatica do leite, dando origem a massa. Com o fim da coagulacéao,
procede ao tratamento de massa, onde a mesma sofre fragmentacgdo, com o objetivo
de promover a retirada do soro. ApGs o procedimento de enformagem, que promove
forma cilindrica ao queijo, como normalmente é comercializado, é realizada a salga
em sua superficie, garantindo o sabor, controle da umidade e conservacdo do
produto. Por fim, o produto € embalado, geralmente, em sacos plasticos e
armazenado sob refrigeracdo, a fim de garantir o tempo de validade e retardar o
crescimento de micro-organismos contaminantes (SILVA, 2005). A figura 1

apresenta as etapas do processo de producao de queijo minas frescal.
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Pasteurizacao

Preparo do leite para coagulacao

Tratamento da massa

Agitacao

Enformagem

Salga

Embalagem

Armazenamento

Figura 1 - Etapas do processo de producéo de queijo minas frescal. FONTE:
SILVA, 2005.

Caso nédo haja boas praticas de fabricacdo na producdo do queijo, a matéria
prima pode ser recontaminada apds a pasteurizacdo do leite. Assim, as boas
praticas de fabricacdo e as medidas de sanificacdo durante o processamento s&ao
essenciais para a garantia de um produto de qualidade (SANGALETTI et al., 2009).

Para o controle microbiolégico dos queijos minas frescal, € essencial que se
respeite a temperatura adequada de conservacdao no armazenamento, onde, de
acordo com a Associacao Brasileira das Industrias de Queijo (ABIC) € recomendado,
gque a temperatura ndo seja maior que 8°C. Porém, essa temperatura de
conservacdo muitas vezes ndo é respeitada nos pontos de venda da mercadoria,
como mostrou um estudo realizado pelo INMETRO (2006), onde 12 amostras de um
total de 21 amostras de queijos minas, 0 que correspondeu a 57% das amostras,

apresentaram temperaturas maiores que 8°C no momento da compra.
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Devido a esses diversos fatores, o queijo minas frescal € um produto bastante
perecivel, mesmo quando corretamente armazenado sob refrigeracdo, e de curta
vida de prateleira, devendo ter sua comercializacdo imediata a fabricacdo e
consumo nos primeiros quinze dias apos a sua producdo (GRANDI & ROSSI, 2006;
ROCHA et al, 2006; SANGALETTI et al, 2009).

Assim, as condi¢Bes higiénico-sanitarias e vida Util do queijo minas frescal
dependem de varios aspectos entre eles: auséncia de um numero elevado de micro-
organismos no leite in natura, pasteurizacdo correta do leite, condicbes adequadas
de fabricacdo e manutencdo da refrigeracdo ao longo da cadeia produtiva. Tais
condi¢des diminuem o risco de o queijo ser um potencial veiculo de transmissao de
micro-organismos patogénicos e consequentemente causar surtos de doencas

transmitidas por alimentos (DTA) pelo seu consumo (LISITA et al., 2009).

1.3 Contaminacédo microbioldgica de queijos tipo minas frescal

Durante a fabricacdo do queijo minas frescal diversos fatores podem
comprometer a qualidade do produto final, dentre eles destaca-se a contaminagao
microbiologica da matéria-prima, isso porque, o leite € um 6timo meio de cultivo
devido a suas caracteristicas intrinsecas como alta atividade de agua, pH préximo
ao neutro e rigueza de nutrientes, estando mais suscetivel a contaminacao
microbiolégica. Além disso, a contaminacdo do leite p6s-pasteurizacdo, a adocéo de
técnicas higiénicas inadequadas na manufatura e o0 uso de temperaturas
inadequadas na armazenagem contribuem, também de forma efetiva, para a ma
qualidade do produto final (APOLINARIO et al., 2014; PERRY, 2004; SANGALETTI
et al., 2009; SILVA, 2005).

Segundo Resende (2010), os queijos artesanais brasileiros tém demonstrado
problemas relacionados a qualidade microbioldgica. As falhas na aplicacéo de boas
praticas agropecuarias e de fabricacdo, a utilizacdo de matéria prima de baixa
qualidade e a producdo sem condi¢des higiénico-sanitarias apropriadas sao alguns
dos fatores que comprometem a qualidade dos queijos artesanais.

Queijos sdo, em geral, produtos muito manipulados e, por este motivo,
passiveis de contaminacdo, especialmente de origem microbiolégica. As bactérias
do grupo coliforme em altas quantidades sé&o consideradas as principais causadoras

de deterioracdo de queijos, 0 que causa estufamento precoce dos produtos e
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fermentacdes anormais. Bactérias patogénicas causadoras de doengas transmitidas
por alimentos (DTA) como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Salmonella spp. também podem estar presentes nos queijos minas frescal de ma
qualidade (BRIGIDO et al., 2004; FERREIRA et al., 2011; GRANDI & ROSSI, 2006;
PINTO et al, 2011; ROCHA et al., 2006; SANTOS & HOFFMANN, 2010).

O grupo de coliformes compreende os coliformes totais e termotolerantes,
sendo que o grupo de coliformes totais é representado por todos os bacilos gram-
negativos, anaerébios facultativos que ndo formam esporos e que sdo capazes de
fermentar lactose com producédo de gas, quando incubados na temperatura de 35-
37°C por 24-48 horas. Ja os coliformes termotolerantes, também conhecidos como
coliformes fecais, compreendem o grupo de bactérias que vivem no trato
gastrointestinal de humanos e de animais de sangue quente. Os géneros
encontrados nesse grupo sao Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter, sendo E.
coli o melhor e mais conhecido indicador de contaminacdo de origem fecal
(FERREIRA et al, 2011; GRANDI & ROSSI, 2006; PINTO et al, 2011; SANGALETTI
et al, 2009). Algumas cepas patogénicas de E. coli, ao serem ingeridas,
multiplicam-se no intestino e produzem toxinas, sendo uma causa comum de
diarreia (FERREIRA et al, 2011).

A contaminacdo por Salmonella spp. causa infec¢cdo alimentar a partir da
ingestdo de bactérias vivas presentes nos alimentos. Salmonella spp. é considerada
uma das principais bactérias causadoras de DTA em varios paises, inclusive no
Brasil, sendo responsavel por sérios problemas de saude publica e perdas
econbmicas. O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e
compreende bacilos Gram-negativos anaerobios facultativos, fermentadores de
glicose, mas nao fermentadores de lactose. Sua temperatura 6tima de crescimento é
em média 38°C, sendo destruida acima de 60°C e néo apresentando crescimento
em temperaturas abaixo de 5°C, e sua forma de transmissdo mais comum € pela via
oral-fecal (BORGES et al., 2010; FRANCO & LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2010).
As provaveis fontes de contaminacdo por esta bactéria sdo aguas contaminadas
com fezes ou até mesmo o contato com animais silvestres infectados. Salmonella
spp. tem como principal habitat o trato intestinal de aves, répteis e seres humanos
(FRANCO & LANDGRAF, 2008).

As bactérias S. aureus podem ser produtoras de toxinas termo resistentes
causando intoxicacao alimentar (PINTO et al., 2011; VIEIRA et al., 2008). A bactéria



15

S. aureus tem como principal habitat a pele, as glandulas e membranas mucosas do
homem e dos animais (KOMATSU et al., 2010). A presenca desse microrganismo no
leite e em seus produtos pode sugerir a utilizacdo de matéria-prima proveniente de
animais infectados (mastite) ou uma provavel contaminacdo por manipuladores
portadores assintométicos (LEJEUNE & RAJALA-SCHULTZ, 2009).

Listeria monocytogenes é uma espécie patogénica que causa listeriose, uma
enfermidade que pode ser grave em pessoas imunocomprometidas e apresenta
como caracteristica a sua capacidade de multiplicacdo em temperatura de
refrigeracdo e relativa resisténcia térmica. Apesar da importancia da ocorréncia da
bactéria L. monocytogenes em produtos lacticos, existem poucos estudos sobre sua
incidéncia em queijos produzidos no Brasil (PINTO et al., 2011; VACONCELOS e
MARIN, 2008).

A legislacao brasileira (BRASIL, 2001), que estabelece o regulamento técnico
sobre o0s padrdes microbiolégicos para alimentos determina os parametros
microbiolégicos para queijo minas frescal. De acordo com a RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001, a quantidade limite para coliformes a 45°C é de 5x102 NMP/g, para
Staphylococcus coagulase positiva € de 5x10%2 UFC/g e Salmonella spp. deve estar
ausente em 25 g do produto (BRASIL, 2001).

Embora a legislacdo estabeleca os parametros microbiologicos para queijos,
ainda hd uma grande comercializacdo do produto em desacordo com os padrbes
vigentes, pois € comum observar a comercializacao do “leite informal”, sem inspecao
e sem garantia de pasteurizacdo (FERREIRA et al., 2011; QUINTANA &
CARNEIRO, 2007; VIEIRA et al, 2008).

1.4 Surtos de doencas transmitidas por alimentos

O Ministério da Saude considera surto de origem alimentar, um episddio em
gue duas ou mais pessoas apresentam 0S mesmos sinais/sintomas apOs ingerir
alimentos e/ou agua da mesma origem. Leite e derivados representaram 2,6% das
fontes de doencas transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil entre os anos 2000 e
2016 (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). De acordo com VACONCELOS e MARIN
(2008), os relatorios anuais de varios paises sobre doengas transmitidas por
alimentos mostram que leite e derivados séo fontes de 1-5% de surtos bacterianos.
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No Brasil, a maioria dos casos de surtos alimentares causadores de
gastroenterite humana € atribuida a bactéria patogénica Salmonella spp. (7,5%)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016; VIEIRA et al., 2008). Surtos de salmonelose
atribuidos ao consumo de leite e produtos lacteos tém sido relatados na literatura.
Na Suica, no periodo de 2006 a 2007, foram relatados dois surtos de Salmonella
enterica, causados pelo consumo de queijos (PASTORE et al., 2008). Em 2008,
houve trés surtos de salmonelose na Holanda e envolveram 152 consumidores
(DOORDUYN et al., 2008).

Apos a Salmonella spp., as espécies patogénicas de E. coli representam o
segundo agente etiolégico responsavel pelos surtos alimentares no Brasil,
compreendendo 7,2% dos casos e a bactéria S. aureus ocupa o terceiro lugar,
representando 5,8% dos surtos (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O grande problema da espécie S. aureus é a producao de enterotoxinas em
alimentos contaminados por esse patdgeno, quando estes permanecem por tempo
variavel nas condicfes de temperaturas entre 10 a 46°C, com o 6timo entre 40 e
45°C. Essas toxinas séo as causadoras de surtos de intoxica¢do alimentar, quando
h&a ingestdo dos alimentos contaminados (FRANCO & LANDGRAF, 2008).
APOLINARIO et al (2014) afirmou que o processo de pasteurizacdo diminui a
populacdo de micro-organismos presentes no leite, porém toxinas, como a
enterotoxina estafilocécica, ndo sao inativadas, podendo causar intoxicacdes
alimentares nos consumidores.

No Estado de Minas Gerais, no ano de 1999, 50 pessoas foram intoxicadas
apos ingerir queijo minas frescal contaminado por S. aureus. Os sintomas de
intoxicacdo alimentar (vomito e diarreia) apareceram 1-2 horas apds consumo do
queijo contaminado. As analises dos queijos mostraram contagens de S. aureus
entre 2,4 x 10% e 2,0 x 108 UFC/g (CARMO et al., 2002). Segundo registros do
Sistema de Informacdo para a Vigilancia das Enfermidades Transmitidas por
Alimentos na América Latina e Caribe (SIRVETA), entre 1993 e 2002, ocorreram 250
surtos de intoxicacao estafilocécica envolvendo produtos lacteos com acometimento
de 4.247 pessoas em 11 paises dessa regido. Ha 16 relatos de surtos causados por
queijos ocorridos no Brasil, com 86 pessoas acometidas (BORGES et al., 2008;
INPPAZ/OPS/OMS, 2006; SANTANA et al., 2010).

Surtos de listeriose relacionados ao consumo de queijos também ja foram

relatados na literatura (BARANCELLI et al., 2011). Surtos associados ao consumo
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de queijos contaminados ocorreram na Suécia (CARRIQUE-MAS et al., 2003), no
Japédo (MAKINO et al., 2005) e na Suica (BILLE et al., 2006). Surtos recentes de
listeriose na Austria e Alemanha, atribuidos ao consumo de queijo tipo “Quargel”,
resultaram em 4 mortes (FRETZ et al., 2010).

1.5 Biologia molecular na identificagcdo de microrganismos em alimentos

Os testes tradicionais de microbiologia de alimentos para fins de identificacéo
bacteriana compreendem as técnicas realizadas em meios de cultura ndo-seletivos e
seletivos e sdo complementadas por testes bioquimicos em conjunto com testes
sorologicos. Entretanto, apesar dessas técnicas serem relativamente baratas,
sensiveis e de facil padronizacdo, sdo também, bastante demoradas quando o
objetivo é chegar na confirmacdo do agente patogénico, além disso, podem
apresentar variabilidade nos resultados, em razdo de fatores ambientais sobre a
expressao génica e podem apresentar riscos de interpretacdes errbneas. Com isso,
fez-se necessario a utilizacdo de técnicas baseadas na amplificacdo de DNA, como
€ o0 caso da PCR (Polymerase Chain Reaction) (GANDRA et al, 2008; MENDONCA,
2016).

A reacdo em cadeia da polimerase é uma técnica altamente sensivel, a qual
proporciona enzimaticamente amplificagbes in vitro em milhdes de copias das
sequéncias iniciais de DNA ou RNA (GANDRA et al, 2008). De acordo com
ANDRADE et al (2010), a PCR néo ¢é vulneravel a reacdes atipicas e ndo depende
de variacdes fenotipicas evitando, assim, resultados falso-negativos fornecidos pelas
técnicas microbiologicas. GRANDA et al (2008) exaltam maior poder de tipificacdo e
discriminagdo, maior rapidez, bom limite de deteccdo, maior seletividade,
especificidade, potencial para automacdo e a possibilidade de trabalhar com
espécies de bactérias que ndo séo cultivaveis em meios de cultura normalmente
utilizados.

A técnica da PCR é realizada por meio da acdo da enzima Tagq DNA
polimerase e de oligonucleotideos iniciadores, os chamados primers, sobre um DNA
molde, visando a producio de milhdes de copias desta sequéncia. E uma técnica
automatizada, onde um aparelho denominado termociclador é capaz de alternar

repetidamente entre temperaturas 6timas para cada etapa especifica do ciclo de
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amplificagéo: desnaturagdo, anelamento e extensdo (GANDRA et al, 2008;
SCHEIDEGGER, 2009).

ZOCCHE & SILVA (2012) relataram que em diversos trabalhos tem sido
reportado o uso da amplificacdo in vitro do DNA pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para detec¢cdo de patégenos diretamente em alimentos. Porém,
embora essa técnica molecular traga resultados rapidos, principalmente frente a
surtos alimentares, sua eficacia depende da extracdo do DNA puro, o que nem
sempre € possivel, principalmente em alimentos ricos em gorduras e proteinas,
como € o caso dos queijos.

No estudo de ZOCCHE & SILVA (2012), a PCR foi capaz de detectar em
amostras de queijos minas artificialmente contaminadas, contaminagdo por S.
aureus portadores dos genes sea, seb, sec, sed, see, seg, sei, selj, selm e selo
presentes em concentragdes 2102 unidades formadoras de coldnias por grama de
queijo (UFC g*'). Apesar disso, foi relatado que poucos trabalhos descrevem
técnicas moleculares para diagnostico desses microrganismos diretamente em
gueijos e, que em queijos tipo minas frescal, produto tipico brasileiro, ndo ha

nenhum relato da literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a qualidade
microbiolégica de queijos tipo minas frescal de fabricacdo artesanal e informal
comercializados no Distrito Federal e, assim, determinar se esses produtos estao
sendo distribuidos com qualidade, de forma a garantir a seguranca alimentar do

consumidor.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar nas amostras de queijos as analises bacterioldgicas: contagem total
dos microrganismos mesdfilos e psicrotréficos, determinacdo do NUmero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes,
contagem de Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa

de Salmonella spp.

e Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmagdo dos

microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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3. JUSTIFICATIVA

Grande parte dos locais destinados ao preparo de queijo minas frescal tipo
artesanal ou informal, sdo improvisados, ou seja, ndo possuem estrutura fisica
adequada e nem individuos capacitados para realizar as atividades de manipulacéo
de alimentos. O queijo minas frescal, por se tratar de um alimento altamente
perecivel, por sofrer muita manipulacdo e por apresentar caracteristicas favoraveis
ao desenvolvimento de micro-organismos é um alvo importante de contaminagéo
microbiolégica. Considerando o alto consumo desse alimento pela populacéo, torna-
se importante a realizacdo de pesquisas que avaliem a qualidade microbiol6gica
desses produtos. Nesse contexto, o presente trabalho buscou avaliar a qualidade
microbiologica de queijos tipo minas frescal de fabricacdo artesanal ou informal
comercializados no Distrito Federal, de forma a verificar a qualidade e seguranca

alimentar desses produtos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas seis amostras de queijos tipo minas frescal de fabricacéo
artesanal ou informal, comercializadas em diferentes barracas na feira permanente
do Gama, DF, no periodo de fevereiro a abril de 2017. As amostras coletadas foram
mantidas refrigeradas e foram levadas para o laboratério de Controle de Qualidade
da Faculdade de Ceilandia, UnB, para o inicio das analises.

Para obtencdo da primeira diluicdo (107), foram pesadas 25 g das amostras
em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) estéril. A partir da primeira diluicdo foram
realizadas as demais diluicbes decimais, em agua peptonada 0,1% (p/v), até a
diluicdo 10,

4.2. Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotroficas

As contagens totais de bactérias mesdfilas e psicrotréficas foram realizadas a
partir da inoculacédo de 0,1 mL de cada diluicdo na superficie das placas, contendo o
meio de cultivo Agar Padrdo para Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas para identificacdo de bactérias mesoéfilas e a 7°C + 1°C durante um periodo
de 7 dias para identificacdo de bactérias psicrotroficas. Para a contagem de
colonias, selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250 colonias,
multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluicdo correspondente, e
expressando o resultado em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por grama de
amostra (UFC/qg).
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4.3. Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e

de coliformes termotolerantes

O método utilizado para determinar os coliformes totais e termotolerantes foi &
técnica de Numero Mais Provavel (NMP). A compara¢édo de tubos com crescimento
positivo ou negativo, ap0s a incubacdo, permite estimar, por calculo de
probabilidade, a densidade original dos microrganismos na amostra (FENG et al.,
2002).

Para a determinagdo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 mL de cada
diluicho em uma série de tubos de ensaio contendo caldo lactosado (lactose 0,5%
(p/v), peptona bacteriolégica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v)) e tubos de
Durham invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24 horas. ApGs a incubacéo foi
verificado os tubos positivos (com turvacdo e producdo de gas nos tubos de
Durham) e estes foram considerados prova presuntiva positiva para coliformes
(FENG et al., 2002).

Os resultados positivos no caldo lactosado, foram transferidos,
simultaneamente, para caldo verde brilhante bile lactose 2% (para a confirmacéo de
coliformes totais) e para caldo Escherichia coli (para a confirmacéo de coliformes
termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% e tubos de
Durham invertidos foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenca de gas indicou
prova confirmatéria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo caldo
Escherichia coli e tubos de Durham invertidos foram incubados em banho-maria a
45°C por 24 horas. A presenca de gas indicou prova confirmatéria positiva para
coliformes termotolerantes. Através da Tabela 1 foi obtido o NMP de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes por grama da amostra (NMP/g) (FENG et al.,
2002).
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Tabela 1. Niumero mais provavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com os

inéculos de 0,1, 0,01 e 0,001 ml e os respectivos intervalos de confianca a 95%.

Tabela para 3 tubos, cada um com inoculo de 0.1, 0.01 e 0.001 ml, os
NMPs por grama e os intervalos de confianga a 95%.
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4.4. Pesquisa de Salmonella spp.

Quanto a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10! das amostras foi
incubada a 37°C por 24 horas. Esta fase é caracterizada como pré-enriquecimento
geral. Apds a incubacéo, aliquotas de 1 ml foram transferidas para caldo selenito-
cistina e incubadas a 37°C por 24 horas. Esta fase é caracterizada como
enriguecimento seletivo. Apos a incubacdo, procedeu-se a técnica de isolamento,
onde a partir de cada tubo, semeou-se em estrias para isolamento, placas de Petri
contendo o meio Agar Salmonella Shigella (Agar SS).

As col6nias ndo fermentadoras de lactose e/ou com pigmento negro foram
reisoladas em Agar Salmonella Shigella para obtencéo de colonias puras e entao
estas foram transferidas para meio de cultivo contendo Agar TSI (trés acUcares e
ferro). Este meio contém trés acucares: glicose (0,1%), lactose (1%) e sacarose
(1%), além do indicador vermelho de fenol para deteccdo da fermentacdo de
carboidratos. A fermentacdo de carboidratos € indicada pela mudanca da cor do
meio de vermelho para amarelo. Se o micro-organismo em estudo for capaz de
produzir sulfeto de hidrogénio (H2S), este se conjuga com um composto de ferro
existente no meio, dando origem a sulfeto de ferro que, sendo insoluvel, precipita e
tem cor negra (indicado pela cor preta na base do tubo) (ANVISA, 2010).

No Agar TSI, enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares do meio) tornando a
base e a superficie do tubo de cor amarela e geralmente é possivel detectar a
presenca de gas (CO2) pela formagdo de bolhas e/ou fragmentacdo do meio.
Quando a superficie do meio esta vermelha e a base amarela significa que acorreu
fermentacdo apenas da glicose (ficando a lactose e a sacarose sem fermentacéo).
Os micro-organismos degradam, preferencialmente, a glicose em primeiro lugar,
mas como este substrato estd presente em concentracdo minima, a quantidade de
acido produzida é limitada e é rapidamente oxidada na superficie. Se houver
producédo de sulfeto de ferro a base do meio torna-se negra (Figura 2). Essa reacao
€ caracteristica de enterobactérias ndo fermentadoras de lactose como Shigella e
também produtoras de H2S como Salmonella (ANVISA, 2010). As col6nias suspeitas

foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de PCR.
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Figura 2. Reacdes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar
TSI (Fonte: ASM microbelibrary.org).

4.5. Contagem de Staphylococcus aureus

Para a contagem de Staphylococcus, as amostras foram semeadas em meio
de cultivo Agar PCA suplementado com cloreto de sédio 7,5% (p/v) e incubadas a
37°C por 48 h. ApGs incubacéo, as coldnias isoladas foram semeadas em Agar Sal
Manitol e incubadas em 37°C por 48h. As col6nias fermentadoras de manitol foram
contadas e posteriormente coradas pelo método de Gram. As colbnias suspeitas de
serem S. aureus foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de
PCR.

4.6. Analises moleculares e extracdo de DNA bacteriano

Antes de iniciar a extracao de DNA bacteriano foi feito o preparo das solucdes
reagentes (o tampao AW foi colocado em banho-maria a 50°C), materiais e
amostras. As amostras foram representadas pelas colonias de bactérias isoladas
das amostras de queijo suspeitas de serem patogénicas e cultivadas por 12 h. em
caldo LB.

A extracdo de DNA  Dbacteriano foi realizada utlizando o kit
NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), com adaptacoes,

descritas a seguir:


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=agar+tsi&source=images&cd=&cad=rja&docid=YGvy0-93pwLbzM&tbnid=4b0eBhr9sC9UaM:&ved=0CAUQjRw&url=http://pathmicro.med.sc.edu/fox/enterobact.htm&ei=nOenUYv1OYTG9gT3sYDgBw&bvm=bv.47244034,d.dmQ&psig=AFQjCNFhTIAwqTvsQkarqZLzAOF8EVZh6A&ust=1370044696390672
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Adicionou-se 9,0 mL da amostra (suspensao de células bacterianas em caldo
LB) no tubo conico tipo falcon de 15 mL, centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm e
descartou-se o0 sobrenadante (com cuidado para ndo descartar o sedimento). Foram
adicionados 25 pL de proteinase K e 200 pL do tampéo CF (tampéao de lise celular
pré-aquecido a 65°C), encostando a ponteira no Pellet e misturando (este tampéo
tem como fungdo impedir a formacdo de grumos celulares). Apos isso, os tubos
foram homogeneizados em “vortex”, até a completa homogeneizacéo da solucéo. As
amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C, por 30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 300 pL do tampdo C4 (contém isotiocianato
de guanidina), 300 puL de etanol 96%, homogeneizou-se e deixou descansar por 5
minutos (esta etapa € importante para a lise das paredes e das membranas
celulares, com liberacdo do contetudo da célula).

Na etapa seguinte, enumeraram-se o0s tubos contendo filtros com silica
(fornecidos pelo kit), transferiu-se o sobrenadante para o filtro e apos filtragédo
centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Descartou-se o que foi filtrado, adicionou-
se 400 puL do tampdo CQW e centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Novamente,
foi descartado o filtrado. Adicionou-se 700 pL do tampéo C5, centrifugou-se por 1
minuto a 15.000 rpm e descartou-se o filtrado (os tampdes CQW e C5 contém
isotiocianato de guanidina, em concentragdes decrescentes, para facilitar a adsorgéo
do DNA na silica e a retirada das outras biomoléculas da amostra. Também contém
etanol, para facilitar a precipitacdo). Por fim, foi feita outra centrifugacdo com o tubo
vazio, por 1 minuto a 15.000 rpm.

Apos isto, o filtro contendo DNA foi trocado para um eppendorf de 1,5 mL,
onde foi adicionado 100 pL do tampéao Elution Buffer CE pré-aquecido a 70°C (este
tampdo favorece a eluicdo do DNA). Ap6s uma pré-incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm e descartou-se o
filtro. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. A qualidade e a
guantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparagdo com o padrao de massa molecular DNAI/HindIll marcador
de 100 pb (JENA®).



27

4.7. Desenho dos oligonucleotideos para a PCR

A selecdo das regides génicas especificas a serem analisadas para E. coli e
S. aureus foi realizada conforme busca na literatura, para 0s quais o0s
oligonucleotideos foram desenhados no presente estudo:
e EutC: anotacdo descrita para o gene que codifica a etanolamina
amoOnia liase em E. coli
e entC: anotacao descrita para o gene que codifica enterotoxina C do S.

aureus

A partir da descricdo das sequéncias referentes as regiées especificas para
uma dada regido genbmica recuperadas no  programa  BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), foram desenhados oligonucleotideos usando
0 programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Os parametros utilizados para a construgédo dos

primers estao listados na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a construcao dos

oligonucleotideos

Parametro Limite minimo Limite maximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C
Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%
Tamanho do Oligonucleotideo 18 bases 27 bases
Tm do amplicon 75°C 85°C
Tamanho do amplicon 80 bases 600 bases

Apds selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condig¢bes, foi utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies
(IDT), (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) para verificar a
formacédo de dimeros, dobramento (hairpin) e [Simbolo]G de formacéo de hibridos.

Os primers especificos obtidos para este estudo estao descritos na Tabela 3.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados no estudo

. o Produto o
Oligonucleotideo Sequéncia (5" 3) _ Espécie
estimado
TTTTACACCCAACGTATTAGCAGA
entC_F
401 pb S. aureus
TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC
entC_R
TCTATGGGCTGTGACTGCTG
EutC F
113 pb E. coli
GGCATCCCCATGATGTAGTT
EutC_R

4.8. PCR gualitativo

Apés a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada
utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As condicdes de termociclagem
foram 95°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1 minuto, seguida
de 60°C por 1 minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto
para a extensao dos fragmentos.

Foram utilizados, para cada reacdo de PCR: 2,5 yL de tampao 10x (10mM de
Tris e 50mM de KCI), 0,7 uL de MgCI2, 1,5 pL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 pL de Tag-
Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5 pL de oligonunleotideos foward e reverse (10 uM),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pyL por reacdo com a
amplificacdo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminagdo ultra-violeta. Os
marcadores de massa molecular utilizados foram o de 100pb ou de
50pb DNAI/Hindlll (JENA®).
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4.9. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de extracdo do DNA e PCR foram analisados em gel de agarose
2%. O tempo de corrida do gel é de aproximadamente 1 hora e 30 minutos, sendo
que no inicio foi usado a voltagem de 50 V e apds comecar a correr o gel,
aumentou-se a voltagem para 100 V. Utilizou-se o marcador de 100 pB (pares de
bases). Foi adicionado 3 pL de corante Bromophenol (que tem a funcéo de fazer
uma ligacdo na amostra de DNA e permitir a visualizacdo da corrida no gel de
agarose) em 7 pL de amostra. Para o preparo do gel foi utilizado TBE (Tris- Acido
Bérico), agarose e brometo de etidio (que tem funcdo de corar o gel e permitir a

visualizacdo do DNA, quando colocado a luz ultravioleta).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotréficas
A tabela 4 apresenta os resultados da contagem total de bactérias mesoéfilas e
psicrotroficas nas amostras de queijos tipo minas frescal, expressos como média de

UFC/g e log de UFC/g com o desvio padrao.

Tabela 4. Contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotroficas nas

amostras de queijos tipo minas frescal

Amostras de Bactérias Mesofilas Bactérias Psicrotréficas

Queijo Minas UFC/g Log UFC/g + DP UFC/g Log UFC/g + DP
Amostra 1 4,8 x 107 7,8 £0,08 4,5 x 107 7,9 £0,37
Amostra 2 4,7 x 107 7,5+0,34 3,1 x 107 7,3+0,01
Amostra 3 1,2 x 107 7,0 £0,05 2,6 x 108 6,4 + 0,05
Amostra 4 1,5 x 106 6,1+ 0,04 5,1 x 108 5,6 +0,16
Amostra 5 1,0 x 10° 4,9 +0,30 7,0 x 10° 58+0,17
Amostra 6 3,8 x 107 7,5+0,09 4,2 x107 7,6 £0,06

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata
DP = desvio padréo

A contagem total de bactérias é o método mais utilizado como indicador geral
de populacdes bacterianas em alimentos. Esse método ndo diferencia os tipos de
bactérias, sendo, portanto, realizado para avaliar a qualidade geral dos alimentos,
praticas de manufatura, matérias primas utilizadas, condi¢cbes de processamento,
manipulacéo e vida de prateleira (FRANCO e LANDGRAF, 2008; SANGALETTI et
al., 2009).

Ainda que a legislacao brasileira ndo estabeleca limites para contagem total
de microrganismos mesoéfilos e psicrotréficos, ha uma especificagdo para essa
contagem dada pela Internacional Comission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF, 2002), onde se permite uma contagem maxima de 1,0x10” UFC/g de

microrganismos totais para os alimentos em geral.
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Todas as seis amostras estudadas apresentaram- se com numero elevado de
populacbes de microrganismos mesofilos e psicrotroficos. Somente as amostras 4 e
5 estavam com contagens de colonias abaixo de 1,0x107 UFC/g. As demais
amostras apresentaram falta de qualidade higiénico-sanitaria, uma vez que a
contagem de bactérias mesdfilas e psicrotréficas encontrou-se acima del,0x10°
UFC/g.

No estudo de SANGALETTI et al. (2009) foi avaliado o prazo de vida util de
trés lotes de queijos tipo minas frescal armazenados a 4°C por 30 dias e mesmo sob
refrigeracdo rigidamente controlada, as bactérias mesofilas e psicrotréficas
apresentaram um crescimento gradativo. Apés 10 dias de estocagem, a contagem
de mesdfilos variou de 6,5 a 7,3 log UFC/g e a contagem de bactérias psicrotroficas
variou de 7,2 a 8,1 log UFC/g, resultados parecidos com os obtidos nas amostras de
queijos deste estudo. Os autores concluiram que o aumento de microrganismos
psicrotroficos ao longo do tempo de armazenamento € justificado pela caracteristica
desses microrganismos crescerem em temperaturas de 2 a 7°C.

Elevadas contagens destes microrganismos em alimentos podem indicar uma
matéria-prima altamente contaminada, um processamento insatisfatério do ponto de
vista higiénico-sanitario ou que os alimentos foram armazenados em condi¢des

inadequadas de tempo e temperatura (LEITE JR. et al., 2000).
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5.2 Determinacdo do namero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes

Os resultados obtidos nas anélises de determinagdo do nimero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e termotolerantes nas amostras de queijos tipo minas

frescal deste estudo estdo demonstrados na tabela 5.

Tabela 5. Determinagcdo do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes nas amostras de queijos tipo minas

frescal

) . Coliformes
Amostras de Coliformes Totais
Termotolerantes

Queijo Minas

NMP/g Log NMP/g + DP NMP/g Log NMP/g £ DP
Amostra 1 5,4 x 102 2,5+0,48 0,4 x 10* 0,6 £0,15
Amostra 2 2,6 x 10¢ 1,4+0,15 2,0 x 10¢ 1,1 +0,46
Amostra 3 0,4 x 10t 0,6 £0,14 0,3 x 10% 0,5%0,00
Amostra 4 0,1 x 10% 1,1+0,13 0,5 x 10t 0,7+0,14
Amostra 5 0,1 x 10¢ 1,1 £0,00 <0,3 x 10¢ 0,5+ 0,00
Amostra 6 0,4 x 10t 0,6 £0,18 ND ND

Os resultados foram expressos como média de andlises em triplicata

DP = desvio padréo

O grupo dos coliformes termotolerantes é composto principalmente pelas
enterobactérias que vivem no trato gastrointestinal de humanos e de animais de
sangue quente. Isto inclui pelo menos trés géneros: Escherichia coli, Klebsiella e
Enterobacter. Dentre esses microrganismos, a bactéria Escherichia coli € a mais
conhecida e a mais facilmente diferenciada dos microrganismos nao fecais e é o
melhor indicador de contaminagédo fecal conhecido até o momento (SILVA et al.,
2001).

Para queijos de muita alta umidade (>55%), como os tipos minas frescal, a
legislacéo brasileira (BRASIL, 2001), delimita uma tolerancia de 5,0x102 NMP/g para
coliformes termotolerantes. As amostras deste estudo apresentaram baixa

enumeragéo de coliformes totais e termotolerantes e nenhuma amostra se mostrou
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acima do permitido pela legislacao brasileira. No entanto, a anélise molecular para
deteccao de E. coli revelou que cinco colbnias isoladas das amostras 2, 3 e 4 foram
positivas para a presenca do gene EutC (ANEXO 5, Figura A).

No entanto, outros estudos relataram contagens elevadas de coliformes
termotolerantes em amostras de queijos tipo minas frescal. No estudo de VISOTTO
et al. (2011) foram analisadas 30 amostras de queijo minas frescal e os resultados
obtidos nas analises microbiologicas evidenciam baixa qualidade higiénico-sanitaria,
onde 90% das amostras apresentaram populacdes de coliformes totais acima de
1,1x10° NMP/g e 63,4% das amostras apresentaram populacdes de coliformes
termotolerantes acima do permitido pela legislacéo brasileira. SALOTTI et al. (2006)
avaliaram a qualidade microbiolégica de 60 amostras de queijos tipo Minas frescal,
sendo 30 amostras de producédo artesanal e 30 amostras industrializadas. Das 30
amostras de queijo artesanal, 25 amostras (83,3%) apresentaram populacdes de
coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislacdo brasileira, enquanto
gue para o queijo industrializado, 20 amostras (66,7%) apresentaram populacdes de
coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislacéo brasileira.

Populacdes elevadas de coliformes totais e termotolerantes no produto final
sugerem que o queijo pode ter sido produzido com matéria prima de ma qualidade
ou que houve falhas ao longo do processo de fabricagdo e armazenamento do
mesmo (LISITA et al, 2009).

5.3 Determinacao da presenca de Salmonella spp.

Neste trabalho n&o houve deteccdo de Salmonella spp. nas amostras de
queijos tipo minas frescal. A legislagcéo brasileira (BRASIL, 2001) determina que o
género Salmonella spp. deve estar ausente em 25 g da amostra.

Resultados similares foram encontrados nos estudos de PINTO et al. (2011) e
VISOTTO et al. (2011), onde também ndo foram detectadas bactérias Salmonella
spp. nas amostras de queijos tipo minas frescal analisadas. Segundo BRANT et al.
(2007), a auséncia de Salmonella spp. pode ser determinada pela menor capacidade
de competicdo dessas espécies em relacédo aos coliformes.

Ja no estudo de GRANDI & ROSSI (2006), realizado com 20 amostras de

queijos tipo minas frescal, foi verificado uma amostra positiva para Salmonella spp.,
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que estava impropria para consumo. Essa contaminacdo pode estar relacionada a
pasteurizacdo inadequada do leite ou recontaminagdo pos-pasteurizacdo (ROCHA
et al., 2006).

Segundo SILVA (2015), a auséncia de Salmonella em muitos estudos de
queijos pode ser explicada em funcdo de sua pequena incidéncia no leite, sendo
necessario para a contaminacao, que o rebanho esteja doente ou que o manipulador
seja portador ou entdo, que se utilize dgua néo potavel no processamento. Dessa
forma, se a contaminacéo inicial for com um numero pequeno de células, esses
micro-organismos podem desaparecer ou permanecer em numeros indetectaveis no

queijo.

5.4 Contagem de Staphylococcus aureus

A tabela 6 apresenta os resultados da contagem de Staphylococcus aureus
em agar sal nas amostras de queijos tipo minas frescal, expressos como média de
UFC/g e log de UFC/g com o desvio padrdo. A maioria das colbnias contadas no
agar sal foi cultivada em &gar sal manitol (apresentando como resultado
fermentacdo do manitol) e teve coloracdo de gram feita (apresentando como
resultado cocos gram positivos no arranjo tipico de Staphylococcus), sendo assim
confirmada a presenca de Staphylococcus aureus. Entdo, os resultados obtidos no

agar sal foram considerados como contagem de S. aureus.
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Tabela 6. Contagem de Staphylococcus aureus em agar sal nas amostras de

gueijos tipo minas frescal

Staphylococcus aureus em agar sal (coldnias
Amostras de )
o fermentadoras de manitol, apos coloragcéo de Gram)
Queijo Minas

UFClg Log UFC/g + DP
Amostra 1 1,9 x10° 5,29 + 0,02
Amostra 2 9,6 x 104 4,94 + 0,07
Amostra 3 1,9 x 106 6,28 £ 0,02
Amostra 4 4,0x 103 3,56 +0,18
Amostra 5 1,1 x 1068 3,00 + 0,04
Amostra 6 1,0 x 108 5,79 £ 0,49

Os resultados foram expressos como média de andlises em triplicata

DP = desvio padréao

Foi verificado que 4 amostras de queijos minas tipo frescal continham
populacdes de S. aureus acima de 1,0x10° UFC/g. Esse resultado é preocupante,
uma vez que a intoxicacao estafiloccica pode ocorrer com a ingestao de alimento
contaminado com menos de 1,0 yg de toxina produzida por Staphylococcus aureus.
Essa quantidade de toxina é produzida quando a populacdo desse patégeno € maior
ou igual a 1,0x10° UFC/g do alimento e em um meio com atividade de agua igual ou
superior a 0,86, como é o caso do queijo tipo minas frescal (VISOTTO et al., 2011).

Para queijos de muita alta umidade (>55%), como os tipos minas frescal, a
legislacéo brasileira (BRASIL, 2001), delimita uma tolerancia de 5,0x102 UFC/g para
Staphylococcus aureus. Neste estudo, as amostras mostraram contagens de S.
aureus entre 4,0x10®° e 1,9x10° UFC/g. Todas as amostras desse estudo
apresentaram contagens de S. aureus acima do valor permitido pela legislagao
brasileira e, portanto, estavam imprdprias para consumo.

Resultados similares foram obtidos no trabalho de PASSOS et al. (2009),
onde das 45 amostras de queijo minas frescal analisadas, 42 amostras (93,3%)
encontraram-se com contagens de S. aureus acima do valor permitido pela

legislacdo brasileira. A ocorréncia de altas contagens de S. aureus foi maior nos



36

queijos sem selo de inspecdo federal quando comparada a dos queijos
inspecionados. No estudo de VISOTTO et al. (2011), das 30 amostras de queijo
minas frescal analisadas, 4 amostras (13,4%) continham populacdes de S. aureus
acima de 1,0x10° UFC/g.

A intoxicacdo alimentar estafilococica causada pela ingestdo de derivados
lacteos € comum, sendo frequentemente reportada (BORGES et al., 2008; CARMO
et al., 2002; INPPAZ/OPS/OMS, 2006; SANTANA et al., 2010). Um dos fatores
responsaveis é o facil acesso das bactérias S. aureus ao leite, uma vez que esse
microrganismo € o agente mais comum de mastite bovina (CENCI-GOGA et al.,
2003; ZSCHOCK et al., 2005). Além disso, S. aureus pode ser veiculado ao leite
pasteurizado ou ao queijo, através de contaminacéo por meio de praticas deficientes
de higiene e manipulacdo (ZOCCHE e SILVA, 2012).

Quanto a analise molecular, foi observado todas as doze col6nias suspeitas
de S. aureus, isoladas das amostras 1 a 6, foram confirmadas na andlise de PCR
para a presenca do gene entC, ou seja, sdo potenciais produtoras de enterotoxina C,

conforme descrito na tabela 7 e ANEXO 5 (Figura B).
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Tabela 7. Identificacdo por meio de PCR de bactérias de Staphylococcus
aureus isoladas das amostras de queijo minas frescal comercializadas em
Brasilia — DF.

Nuamero da colbnia Amostra Resultado Molecular
AM25 1 S. aureus +
AM?26 1 S. aureus +
AM27 2 S. aureus +
AM28 2 S. aureus +
AM?29 3 S. aureus +
AM30 3 S. aureus +
AM31 4 S. aureus +
AM32 4 S. aureus +
AM33 5 S. aureus +
AM34 5 S. aureus +
AM35 6 S. aureus +
AM36 6 S. aureus +

Controle Positivo  S.

CP aureus ATCC 33862 S. aureus +
MA1 Controle Positivo S. aureus +
MAZ2 Controle Positivo S. aureus +
MA3 Controle Positivo S. aureus +
MA4 Controle Positivo S. aureus +
MAS5 Controle Positivo S. aureus +
MAG6 Controle Positivo S. aureus +
CN S. aureus - S. aureus -
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6. CONCLUSOES

As seis amostras de queijos tipo minas frescal de fabricacdo artesanal ou
informal, comercializadas nas barracas da feira permanente do Gama, DF, foram
reprovadas para 0 consumo e apresentaram contagens de S. aureus em niveis
suficientes para haver producdo de enterotoxinas e risco de causar intoxicacao
alimentar no consumidor. Esse estudo levantou preocupacdes acerca da qualidade
desses queijos que s&o bastante consumidos pela populacdo do DF. Assim, como
sugestéo para trabalhos futuros, espera-se montar um projeto de pesquisa que vise
um aprofundamento desse estudo com maior nimero de amostragens em locais
diversos para determinar se 0s queijos minas frescal comercializados nas feiras do

DF oferecem segurancga alimentar ao consumidor.
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ANEXOS

Anexo 1. Genoma completo de Escherichia coli.

Escherichia coli strain Ecol_732, complete genome

GenBank: CPIM5138.1
FASTA  Graphics

Go to: [#]

LOCUsS CPE15138 388 bp DA linsar EBCT 88-APR-2I81E
DEFINITION Escherichia coli strain Ecol_732, complete genome.
ACCESSION CPB15138 REGION: 3347698..3347997

WERSTION CPE15138.1 GI:1816298583

DELIME BioProject: PRINAZLIGTEE
BioSample: SAMNBASI1ZST

KEYIWORDS

SOURCE Escherichia coli

CRGMNISM Escherichia coli
Bacteria; Protecbacteriaz; Gammzprotsobacteria; Enterobacteriales;
Emterobacteriacess; Escherichiz.
REFERENCE 1 (bases 1 to 388)
AUTHORS  stoesser,MN., Sheppard,&., Peirano,G., Sebra,R., Lynch,T., Anson,l.,
Kasarskis,s., Motyl,M., Kazmierczak,K., Crook,D. and Pitout,J.
TITLE Direct Submission
JoURMAL  Submitted (87-APR-2816) Department of MIcrobiclogy (Ressarch), John
Radcliffe Hespital, University of oxford, Headley Way, oxford ox3
90U, United Kingdom
COMMENT Bacteria available from Johann Pitout, University of calgary
Lzborstory Services, Calgary, alberta, Canada, or Micols Stoesser,
Depariment of Microbiology, John Radcliffe Hospital, Headley Way,
Oocford, UK.
annotation was added by the NCEL Prokaryotic Gsnome annotation
Pipeline (released 2813). Information zbout the Pipeline can be
found her=: hitps:/wwd.ncbi.nlm.nih. gov/senome/annotation proks

EEGenome-Assembly-0ata-STARTSE
assembly Method ti HEAP v. 2.2.8
Genomes Coverags vl
Sequencing Technology @@ PacBio
Z&Genome-Azsembly-Data-ENDEF

#genome-Annotation-Deta-STARTER

annotation Provider 1t NCBI

annotation Date 11 B84/88/2816 11:85:45

annotation Pipeline 1t NCEI Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline

annotation Method 1t Best-placed reference protsin
set; GeneMarks+
annotation Seftware revision 3.1
Features Annctated 11 Genej CDS; rRMA; BRMA; ncRMA;
repest_region

Genes (total) i1 5,476

D5 (total) it 5,363
Genes (coding) 11 5,243
D5 (codimg) 1 5,243
Genes (RNA) 113
rRMAS 1x 8, 7, T (58, 165, 233)
complete rRMAS 1t 8, 7, 7 (55, 165, 235)
taMas 85
MCRNAS 5
Pzeudo Genes (totsl) 138
Pseudo Genes (ambigucus residuss) 8 of 128
Pzeudo Genes (Trameshifted) 52 of 128
Pseudo Genes (incomplete) 63 of 128
Pzeudo Genes (internal stop) 1% of 128
Pseudo Genes (multiple problems) :: 12 of 128
#Higenome -Annotation-Deta-ENDEE

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..388

forganism="Escherichia coli”
fmol_type="genomic DHA"
fstrain="Ecel_732"
Shost="Homo sapiens™
fdb_xref="tamxon:362"
Joountry="Thailand: Bangkok™
flat_lon="13.76 M 188,58 E"
feollection_date="2812"
Jfoollected_by="Merck Study for Monitoring of Antimicrobial
mesiztance Trends (SMART)"
EEns <1..>388
flocus_teg="84x13_15425"
s <1..>388




ORIGIN

"

[

51
121
iz

iy

I8l

flocus_tag="A4X13_16425"

finference="EXISTENCE: similar to AA

sequenceReTieq: WP_B8ETE950E. 1"

fnote="with EutC catalyzes the formation of acetaldehyde
and ammonia from ethanolamine; Derived by automated
computational analysis using gene prediction method:
Protein Homzlogy.”

foodon_start=1

ftransl_table=11

fproduct="ethanolamine ammoniz-lyase”
fprotein_id="AMX14068.17

fdb_xref="GI:1816381681"

ftranslation="MKLKT TLFGNQFKDVKEYLAKAMNEL RSGIV LAGVAAASSOER
VASKOVL SEMTVAD I RNMPYIAYEDDOVTRL IQDDVNETAYM)IKMWSISELREYVLS
DETEVDDIAF TREGL TSEVVAAVAK TCSNADL IYGAKEMPYIKEANT TIGIPGTFSAR
LOPNDTRDOVQS TAAQIYEGL SFEVEDANTGWVNAVTDOVENLSRYLDTIVEWIDEFNI
PTRECILAHVT TQLEATRRGAPGOL IFQS IOGSENGLEKEFGVELAMLDEARAVGAEFN
RIAGEMCLYFETGDGSALSACANFGADDNVTMEARNYG LARHVDPFIVNTVWGF IGPEY
LYNDROITRAGL EDHFMGK LSGTSMGCDCOY TNHADADONLNENLMT L LATAGCNYTIM
GMPLEDDIMLNYQTTAFHD TATYRQLLNLRPSPEFERWLESMGIMANGRL TERAGDPS
LFF"

tatctotaca scgsccgoca gettatocge goaggotteg ssgstoactt tetggscass
ctgegcgseces tototatgss ctstgsctge tgotecacca sccacgotze cgotgacoeg
saccicascg ssascctgst gstootsctc gocsccgcag goigcascte catoatzees
atgrocgotgg gogatgacet catgotoasc tetoagaccs cogoattoca cgacactgee
actgtgcste sgttactgss totgcgooeg toaccggsgt Ttgascgcts gotggazage

stgzecat
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Anexo 2. Sequéncia de Primer para E. coli.

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence

Primer3Manager
About

Pair 1:

@ LeftPrimerl: Primer_F

Sequence: tctatgggctgtgactgetg

Start: 73 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 550%

@ RightPrimer 1:  Primer_R

Sequence: ggcatccccatgatgtagtt

Start: 185 Length: 20 bp Tm: 59.6°C GC: 50.0%
Product Size: 113 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 0.0
[ Send to PrimeraManager

1 tatctctaca acgaccgcca gattatccge gcaggcttag
S1 tatgggcaaa ctgagcggca tctetatggg ctgtgactge
101 accacgctga cgctgaccag aacctcaacg aaaacctgat
151 gccaccgcag gctgcaacta catcatgggg atgecgetgg
201 catgctcaac tatcagacca ccgcattcca cgacactgcc
251 agttactgaa tctgcgcccg tcaccggagt ttgaacgetg
301 atgggcat

@ Select all Primers

ANY: 5.0

ANY: 5.0

aagatcactt
tgctacacca
gatcctgete
gcgatgacat
actgtgegte
gctggaaagce

Help

SELF: 2.0

SELF: 3.0
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Anexo 3. Genoma completo de S. aureus percursor da enterotoxina C3.

Staphylococcus aureus strain SAI48 staphylococcal enterotoxin C variant v4 (sec) gen:
complete cds

GenBank: KX165615.1
FASTA  Gmaphics

Go to:

Locus KX1658515 381 bp Dhla linsar BLT 88-JUN-281&8

DEFINITION Staphylococcus aureus strain SAI48 staphylococcal enterotoxin C
wvariant w4 (sec) gene, complete cds.

ACCESSION  KX1G68815

WERSION KX158615.1
KEYWORDS
SOURCE staphylococcus aureus
ORGANISM Siaphylococcus sureus
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Staphylococcacese;
staphylococcus.

REFEREMCE 1 (bases 1 to 881}
AUTHORS  Johler,S., Sihto,H.M., Macori,G. and Stephan,R.
TITLE Seguence Variability in Staphylococcal Enmterotoxin Genes seb, sec,
and sed
JOURMAL  Toxins (Basel) & (6) (2815)
PUEMED 27258311
REMARE Publication Status: Online-only
REFEREMCE 2 (bases 1 to B81)
AUTHORS  Johler,5., Sihto,H.-M., Macori,5. and Stephan,R.
TITLE Direct Submission
JOURMAL  Submitted (81-MAY-2816) Institute for Food Safety and Hygiene,
university of Zurich, Winterthurerstrasse 272, Zwrich, Zurich 5857,
Switzerland
COMMENT ##nzzembly -Dats-STARTSE
Seguencing Technology :: Sanger dideocxy segquencing
#2nzzembly -Dats-ENDER
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..881
Sforganism="5Staphylococcus aureus”
Smol_type="genomic DMA"
fstrain="sSAI48"
fisolation_source="human (infection)”
Sdb_xref="taxon:1258™
JSoountry="3witzerland™
foollection_date="2a18"

BE| 1..881
Sgene="zsac”

s 1..881
Jgene="zec"

Jfoodon_start=1
Jtransl_table=11
Sproduct="staphylococcal enterotoxin € wariant wva”



fprotein_id="aNJ18442,1"
Jtranslation="MNKSRFISCVILIFALILVLFTPNYVLAESQPDPTRFDELHKSSER
TaTHEMNMENYLYDDHY W SATEVMEVDEF LAHD L TYNISDKK LKNYDKVETEL LNEDLAK
KK DEVWDAVYESNY Y WNCY F S SEDRNWVGEN TEGK TCMYGGI TKHEGNHF DNGNLOMNYL T
RVYENERNTISFEVOTIHE SV TAQELDIKARNF LINKKNLYEFNSSPYETGYIKFIEN
NENTEWYDMMPAPGDE FDQSKY LMY NDMNE TVD SKSVEIEVHL T TENG ™
ORIGIMN
1 sztgsatasgze gtcgatttst ttcatgogtas sttttgetat tcgracttat actagtictt
61 tttacacccz scgtatiage zgagsgcocss coagscccts cgocagstgs stizcacass

121 tcesgtgsst ttactgetac gatgggtsst stgssstatt tatetgstss tcoattatgts

1531 tcasgcaacts ssgtteteghc tegtesgetses totttgscac stgstthsat tiastsacstt

241 zgtzstaszs ssctssssss ttatgacsss gtgsssacag sgttettsas tgssgattis

381 grassgasgt acassgetgs sgtagttget sgtetatggst cassttacta tegtasactac

361 tattittcst ccsasgetas tgheggtssa gttacsgets gtessactig tetgtetggs

421 ggasteacsa sacatgesgg sssccacttt gestasstgggs actiacasss tgtacttats

431 sgagtttatg sssatssasg zsscacastt totittgassz tgcssactga tasgsazaezt

541 gtascagetc ssgasctags catsassgot sggestiitt tasttastas zsassattis

581 tatgegttts acagttcacc statgassca gsetstatasz zattiatios zsatsacegzc

661 zgtscttttt gstatgetst gatsmoctscs cosggogats agttigscoa stotsastat

721 ttastgetsgt scsacgscss tsssacagtt gettotaasss gitstgsssget sgsasgtcoac

781 cttasczacss agaatzgats &

i

Anexo 4. Sequéncia de Primer para S. aureus.

Pl‘illlEl‘3Pll]S Primer3Manager Help
pick primers from a DNA sequence About Source Code
Unrecognized base in input sequence
[ =Back |
Pair 1:
# Left Primer1:  |Primes_F
Sequmce: ttttacacccaacgtatiageaga
Start: 60 Length: 24 bp Tm: &0.0°C GC: 373% ANY- 40 SELF: 00
¥ Right Primer I  Frimer R
Sequence: tocoatisteassgtggtitcs
Start: 460 Length: 22 bp Tm: 60.1°C GC: 409 % ANY: 5.0 SELF: 1.0
Product Size: 401 bp Pair Amy: 3.0 Pair End: 1.0
| Send to Primer3Manager || Reset Form |
1 atgaataaga tcgatttat ttcatgogta attttgatat Togcacttat
51 actagttctt tttacaccca acgtattagc agagagoccea Ccagacccta
101 cgoccagatga gttgocaceaa tcaagtgagt  Ttactggtac  gatgggtaat
151 aTgEEETATT TATETOATgER  TCETIETOLE  TCRgCEECTAE 2EgTTAatgTo
201 tgtagataaa tttttggecac atgatttaat ttataacatt agtgataaaa
251 aactaaaaaa ttatgacaaa gtgaasacag agttattaaa tgaagattta
301 gcaaagaagt &aceaagatga agtagttgat gtgtatggat caaattacta
351 tgtamactgc tatttttcat ccasagataa tgtaggtaaa gttacaggtg
401 gtaasacttg tatgtatgga ggaataacaa aacatgaagg a’aaccacttt
451 gatastggga &acttacasaa tgtacttata agagtttatg aaaataaaag
501 22aCECEATT LCOLTTLgEEY  TOCE3ECTgA  TE3JAEEAJT gTAACcagoTo
551 Z2gaECTAJE CATE2E30CT  BJYUERSTTTLT  TE3TTEETEE 22EA2EATLLY
601 TETgEgTtta EcCEgTtoEcc  ETATOEEECAE QUATETAETEE  23TTLaTto:
651 azateacggc @Eatacttttt ggtatgatet gatgoctgoa cCcCaggogata
701 agtttgacca atctaaatat ttaatgatgt acaacgacaa taaaacagtt
751 gattctaaaa gtgtgaagat agaagtccac cttacaacaa agaatggata
ol asls

Select all Primers
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ANEXO 5

J100ph AMA0 AMAY AMAS AMAS. AMA7 P MAST MASZ MASE CN

L ]
-

Figura A. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene EutC de E. coli. 100pb = marcador de 100 pb; AM40 a AM47
= amostras deste estudo com amplicons de EutC (113 pb); CN = Controle
Negativo; CP= Controle positivo ATCC 29213; MA51 a MAb54 = controles
internos do laboratorio.

100ph AM25 AM26 AM27 AM28 AM29 AM30 AM31 AM32 AM33 AM34 AM35 AM36 (P MAL MA2 MA3 MM MAS MA6 (N

.o QMHNO-ONﬂNN' 0 0 D0 D host Bt ot b9 fo )

Figura B. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene entC de S. aureus. 100pb = marcador de 100 pb; AM25 a
AM36 = amostras deste estudo com amplicons de entC (401 pb); CP= controle
positivo ATCC 33862; MA1 a MA6 = controles internos do laboratério; CN=
Controle Negativo.



