137

QUANTIFICACAO E CORRELACOES DE PARAMETROS
MICROBIOLOGICOS EM QUEIJOS MINAS FRESCAL NO SUDOESTE
DA BAHIA

Vanessa Daniele Mottin!
Larissa Lima Silva®

Joselia Nascimento Rocha?
Milton Rezende Teixeira Neto!

MOTTIN, V. D.; SILVA, L. L.; ROCHA, J. N.; TEIXEIRA NETO, M. R. Quantificagdo e correlacdes de pardmetros mi-
crobiologicos em queijos minas frescal no sudoeste da Bahia. Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 19, n. 3, p.
137-142, jul./set. 2016.

RESUMO: O Queijo Minas Frescal ¢ um dos derivados do leite mais consumidos no Brasil, considerado como um queijo
semigordo e de muito alta umidade, caracteristica que propicia a contaminagdo por micro-organismos. Nesse sentido, o
objetivo desse estudo foi verificar quantitativamente a ocorréncia de Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais e
Escherichia coli nos queijos Minas Frescal do Sudoeste da Bahia, bem como, as suas correla¢des. Para isso, foram analisadas
trés marcas de queijos comercializadas na regido, sendo coletadas amostras, em duplicata, de trés diferentes lotes. Os resul-
tados foram obtidos pela contagem de coldnias caracteristicas e expressos em UFC/g. Os dados foram apresentados de forma
descritiva e as correlagdes entre os parametros foram avaliadas por meio da equacado linear de Pearson. Todas as amostras
analisadas estavam contaminadas com Staphylococcus coagulase positiva e coliformes totais acima do limite estabelecido
pela legislagdo. Para o parametro Escherichia coli, somente 16,6% estavam dentro do limite estabelecido pela legislagao
vigente. As correlagdes entre as contagens de Staphylococcus coagulase positiva com Escherichia coli e coliformes totais fo-
ram moderadas e negativas (-0,32 e -0,32, respectivamente), e entre Escherichia coli e coliformes totais foi positiva e elevada
(0,99). Os produtos analisados encontraram-se improprios ao consumo, sendo que, apenas uma marca destacou-se por estar
em conformidade com a legislacdo para um dos pardmetros. Assim, entende-se que as condigdes higiénico-sanitdrias para a
fabricagdo do produto podem nao estar adequadas, representando um risco ao consumidor final.

PALAVRAS-CHAVE: Derivados lacteos. Indicadores de qualidade. Indicadores de seguranga.

QUANTIFICATION AND CORRELATION OF MICROBIOLOGICAL PARAMETERS ON MINAS FRESCAL
CHEESES IN THE SOUTH-WESTERN BAHIA

ABSTRACT: Minas Frescal cheese is one of the most consumed milk derivatives in Brazil. It is considered a semi-fat cheese
with very high humidity content. Such characteristic eases the contamination by micro-organisms. Therefore, the purpose of
this study was to quantitatively assess the occurrence of positive coagulase Staphylococcus, total coliforms, and Escherichia
coli on Minas Frescal cheese from south-western Bahia, as well as their correlations. In order to do so, three brands of
cheese marketed in the region were analyzed, with samples being collected in duplicated from three different batches. The
results were obtained by the count of characteristics colonies and expressed in UFC/g. Data were presented in a descriptive
way and the correlations among the parameters were evaluated using the Pearson linear equation. All the samples analyzed
presented positive coagulase Staphylococcus contamination and total coliforms above the limit established in legislation. For
the Escherichia coli parameter, only 16.6% samples were within the limit stablished by the current legislation. Correlations
between the positive coagulase Staphylococcus count, Escherichia coli and total coliforms were moderate and negative
(-0.32 and -0.32, respectively), and between Escherichia coli and total coliforms was positive and high (0.99). Therefore, the
products analyzed are considered unfit for consumption, with only one brand being considered compliant with the legislation
in one of the parameters. Thus, it is understood that the hygienic-sanitary conditions for the manufacturing of such product
may not be adequate, posing a risk to the final consumer.

KEYWORDS: Milk derivate. Quality indicators. Safety indicators.

CUANTIFICACION Y CORRELACIONES DE PARAMETROS MICROBIOLOGICOS EN QUESOS FRESCAL
MINAS EN EL SUROESTE DE BAHIA

RESUMEN: El Queso Frescal Minas es uno de los derivados de la leche mas consumidos en Brasil, considerado como
un queso semigrasa y de mucha alta humedad, caracteristica que proporciona la contaminaciéon por microorganismos. En
este sentido, el objetivo de este estudio fue verificar cuantitativamente la presencia de Staphylococcus coagulasa positivo,
coliformes totales y Escherichia coli en quesos Frescal Minas del suroeste de Bahia, asi como sus correlaciones. Para ello,
se analizaron tres marcas de queso que se comercializan en la region, las muestras se recogieron por duplicado de tres lotes
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diferentes. Los resultados se obtuvieron mediante el recuento de colonias caracteristicas expresadas en UFC /g. Los datos se
presentaron de forma descriptiva y correlaciones entre los parametros fueron evaluados por la ecuacion lineal de Pearson.
Todas las muestras analizadas estaban contaminadas con Staphylococcus coagulasa positivos y coliformes totales por encima
del limite establecido por la ley. Para el parametro de Escherichia coli, s6lo el 16,6 % estaban dentro del limite establecido
por la ley. Las correlaciones entre conteo de Staphylococcus coagulasa positiva con Escherichia coli 'y coliformes totales
fueron moderados y negativos (-0.32 -0.32, respectivamente), y entre Escherichia coli y coliformes totales fue positiva y alta
(0,99). Los productos examinados se encontraron impropios para el consumo, siendo que, sélo una marca se destaco por estar
en conformidad con la legislacion para uno de los parametros. Asi, se entiende que las condiciones sanitarias para la fabrica-
cion del producto pueden no estar apropiadas, representado un riesgo para el consumidor.

PALABRAS CLAVE: Derivados lacteos. Indicadores de calidad. Indicadores de seguridad

Introducao

O Queijo Minas Frescal pode ser definido como
um queijo fresco obtido por coagulagdo enzimatica do lei-
te com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo com acdo de bactérias lacticas espe-
cificas. Este queijo ¢ classificado como semi-gordo ¢ de alta
umidade (BRASIL, 1996).

Dentre os derivados lacteos de maior consumo,
destaca-se queijo, ¢ dentre as principais matérias primas para
a fabricagdo do queijo, o leite. A partir disto ¢ importante
assegurar sua integridade, a fim de que o queijo tenha menor
numero e variedade de contaminantes dentro das normas es-
tabelecidas pela RDC (PINTO et al., 2011).

O primeiro passo para uma adequada fabricacdo
de queijo ¢ a condicdo higi€nico sanitaria, que vai desde a
ordenha até o a producdo, armazenamento e transporte do
subproduto (PICOLI et al., 2006).

No nordeste, grande parte da produgdo dos queijos é
realizada em pequenas queijarias, representando grande pre-
ocupagdo. Geralmente nestes locais a seguranga microbiolo-
gica do processo ¢ inferior aquela utilizada em industrias, e
consequentemente, aumenta o risco do produto ter alguma
ndo conformidade e do consumidor apresentar uma Doenga
Transmitida por Alimentos (DTA) (SANTANA et al., 2008).

A RDC 12 de janeiro de 2001 estabelece parame-
tros microbioldgicos para alimentos de consumo humano.
Segundo ela, Staphylococcus coagulase positiva e coliformes
termotolerantes sdo dois dos micro-organismos citados que
devem ser pesquisados para assegurar a qualidade do queijo
Minas Frescal (BRASIL, 2001). Além desta, a Portaria 146
de margo de 1996 traz o Regulamento Técnico de Identidade
¢ Qualidade de Queijos, na qual cita alguns parametro mi-
crobiologicos, e dentre eles, o grupo dos coliformes totais
(BRASIL 1996).

Entre as espécies do género Staphyloccocus, a mais
frequentemente encontrada em episodios de intoxicagdes ali-
mentares ¢ S. aureus, em fungdo da produgdo de diferentes
exotoxinas (BORGES et al., 2008), sendo estas muito pato-
génicas e responsaveis por surtos muito significativos (JAY,
2005; FORSYTHE, 2013). Além de estar altamente presente
em manipuladores de alimentos (MOTTIN; ABREU, 2011) e
de ser uma das bactérias que mais rapidamente se proliferam,
sua resisténcia aos antimicrobianos caracteriza este micro-
-organismo como um dos mais importantes a Satide Publica
(ARRUDA, 2006). A intoxicacdo por Staphyloccocus tem
gerado surtos ¢ casos esporadicos de intoxicag@o atribuidos
ao consumo de derivados lacteos, principalmente queijos.

No que tange aos coliformes, Silva, Junqueira ¢
Silveira (2001) destacam que sdo enterobactérias gram-ne-

gativas, em forma de bastonetes, acrobios ou anaerdbios fa-
cultativos, ndo esporogénicos que possuem capacidade para
fermentar a lactose com produgdo de gas a 35°C. A quanti-
dade de coliformes totais presentes em alimentos sugere as
condicdes higiénicas do ambiente de processamento de ali-
mentos (SOUSA, 2006).

A Escherichia coli é uma das bactérias mais pes-
quisadas em alimentos e principal representante do grupo
dos coliformes termotolerantes, ou coliformes a 45°C, ou
anteriormente denominados de coliformes fecais (VIEIRA
et al., 2008; JAY, 2005). Tem como caracteristica principal
ser encontrada no intestino humano ou animal, no entanto,
pode também ser encontradas na natureza, onde permanece
viavel mais tempo que as bactérias citadas acima (SILVA;
CAVALLI; OLIVEIRA, 2006). E caracterizada por ser Gram
negativa, fermentadora de lactose com consequente produ-
cao de gas (JAY, 2005; TORTORA et al., 2012). Essa ca-
racteristica tem como consequéncia, além da alteragdo das
caracteristicas organolépticas do alimento, o estufamento da
embalagem (PINTO et al., 2011).

Em funcdo destas caracteristicas, o objetivo desta
pesquisa foi verificar quantitativamente a ocorréncia de Sta-
phylococcus coagulase positiva, coliformes totais e Esche-
richia coli nos queijos Minas Frescal do Sudoeste da Bahia.

Material e Métodos

As amostras foram analisadas em um laboratério
de analises de alimentos e 4gua localizado no municipio de
Vitoria da Conquista, Bahia, o qual realiza ensaios para o
controle de qualidade para maioria das industrias de alimen-
tos da regido.

Foram analisadas dezoito amostras de queijo Minas
Frescal, sendo trés lotes diferentes de trés marcas comer-
ciais ¢ de fabricag@o industrial, inspecionadas pelo Servigo
de Inspecdo Federal. Duas amostras de cada lote das mar-
cas estudadas foram adquiridas semanalmente ¢ analisadas
em duplicata para maior confiabilidade dos resultados. As
marcas foram selecionadas a partir de um levantamento nos
supermercados da cidade — do total de sete marcas comercia-
lizadas, trés estavam presentes em todos os locais visitados.

Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas
em caixas isotérmicas contendo gelo e transportadas imedia-
tamente ao laboratorio; foi realizada desinfec¢do nas emba-
lagens utilizando alcool 70° GL e todo o procedimento de
analise foi realizado assepticamente.

As andlises foram realizadas de acordo com meto-
dologia descrita pela Instrugdo Normativa n® 62, de 26 de
agosto de 2003 (BRASIL, 2003): 25 gramas de cada amostra
foram diluidas em 225 mL de 4gua peptonada tamponada e,
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a partir desta, dilui¢des seriadas foram preparadas.

Para contagem do género Staphylococcus foi utili-
zada a técnica de semeadura em superficie com o auxilio de
alca de Drigalsky, a partir da inoculagdo de 0,1 mL das di-
lui¢des em placas contendo agar Baird-Parker suplementado
com solugdo de gema de ovo a 50% com telurito de potassio.

As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
Neste periodo ocorre reducdo anaerdbica e aerobica do te-
lurito de potassio pelos Staphylococcus coagulase positiva,
havendo producdo de colonias negras com formagdo de um
halo de transparéncia ¢ um de precipitagdo devido, respec-
tivamente, as atividades proteolitica e lipolitica do micro-
-organismo.

As coldnias caracteristicas foram contadas e trés
destas selecionadas para a realizagdo de provas de triagem,
como coloragdo de Gram e catalase.

Posteriormente, as colonias com arranjo de estafilo-
cocos Gram positivos e catalase positivas foram inoculadas
em tubos de ensaio contendo caldo Infusdo Cérebro Coragao
(BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. A presenga de Sta-
phylococcus coagulase positiva foi confirmada por meio da
prova da coagulase em tubos. A partir do percentual de posi-
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tividade destes, foram realizados calculos sobre o niimero to-
tal de unidades formadoras de colonias (UFC) crescidas em
agar Baird-Parker ¢ os resultados foram expressos em UFC/g
do alimento.

As analises de coliformes totais e E. coli foram rea-
lizadas pelo método Petrifilm EC, seguindo instru¢des do fa-
bricante (3M). Inoculou-se 1 mL das dilui¢des nas placas e
incubou-se a 37°C por 24 horas.

Os resultados foram obtidos pela contagem de colo-
nias caracteristicas e expressos em UFC/g. Os dados foram
apresentados de forma descritiva e as correlagdes entre os
parametros foram avaliadas por meio da equag@o linear de
Pearson do PROC CORR (SAS, versao 9.0), sendo conside-
radas significativas com P<0,01.

Resultados e Discussao

A presenga Staphylococcus coagulase positiva foi
acima do limite estabelecido pela legislagdo (BRASIL, 2001)
em 100% das amostras, sendo que as médias encontradas fo-
ram muito superiores ao padrdo de 5x10? UFC/g (Tabela 1).

Tabela 1: Média dos resultados encontrados para o parametro Staphylococcus coagulase positiva em trés marcas de queijo
Minas Frescal da regido sudeste da Bahia.

Marca Média (UFC/g) Desvio padrao Maximo (UFC/g) Minimo (UFC/g) Amplitude
A 281.667 205466,9 630.000 90.000 540.000
B 70.167 38264,43 130.000 30.000 100.000
C 130.000 86255,43 260.000 50.000 210.000

Os resultados evidenciam uma baixa qualidade mi-
crobiologica dos queijos Minas frescal analisados, pois os
mesmos apresentaram altos indices de contaminagdo por
micro-organismos, representando um risco a satde do con-
sumidor.

No Brasil sdo varios os trabalhos relatando a pre-
senga de Staphylococcus em amostras de queijo Minas fres-
cal (PINTO et al., 2011; VALIATTI et al., 2015; SANTANA
et al., 2008, PASSOS et al., 2009). As contagens eclevadas
desse micro-organismo evidenciam eventuais falhas durante
e apds seu processamento, tais como: pasteurizag@o inefi-
ciente, mas condi¢des de higienizagdo dos equipamentos ¢
dos manipuladores, utiliza¢do incorreta da temperatura de
conservagdo ¢ condi¢des higi€nico-sanitarias insatisfatorias
(FORSYTHE, 2013).

Nesse sentido, Mottin ¢ Abreu (2011) salientam que
grande parte de manipuladores de alimentos sdo portadores
assintomaticos de Staphylococcus coagulase positiva nas
maos e/ou nas fossas nasais, o que agrava os riscos de con-
taminacdo.

Vale ressaltar que, concentragdes superiores a 10°
células/g podem propiciar a producdo de enterotoxinas esta-

filococicas, tornando este alimento um risco a satde do con-
sumidor (FORSYTHE, 2013). No presente estudo, 44,44%
das amostras apresentaram concentra¢des superiores a 10°
UFC/g, sendo que, a marca “A” apresentou 0 maior nimero
de amostras nessa condigdo (83,33%) e maior amplitude de
resultados. Esses achados servem como indicativo da rela-
¢do entre a alta contaminagdo e a falta de padronizacdo dos
procedimentos industriais. Nesse contexto, a implantagdo de
Boas Praticas de Fabricag@o, que visa a diminuigdo da conta-
minagdo dos produtos e a seguranca dos alimentos ao consu-
midor, se torna essencial (FORSYTHE, 2013).

Para a comparacdo das populagdes de coliformes
totais, cujo grupo de micro-organismos ndo ¢ destacado na
RDC 12 (BRASIL, 2001), utilizou-se a Portaria 146, de 07
de mar¢o de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (BRASIL, 1996). Sabe-se que esse grupo
de micro-organismos geralmente é contaminante ambiental,
e sua contagem elevada indica deficiéncia na qualidade hi-
giénico-sanitaria do produto (BRANT; FONSECA; SILVA,
2007). No presente estudo, 100% das amostras encontraram-
-se inadequadas (Tabela 2).

Tabela 2: Média dos resultados encontrados para o pardmetro coliformes totais nas diferentes marcas.

Marca Média (UFC/g) DP Maiximo (UFC/g) Minimo (UFC/g) Amplitude
A 2.367 1451,436 5.000 1.000 4.000
B 112.633 155,218 315.000 1.500 313.500
C 3.383 1517,124 5.000 1.300 3.700
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Carrijo etal. (2011) e Cereser et al. (2011) encontra-
ram coliformes totais em 100% das amostras de ricota, con-
siderada, assim como o queijo Minas frescal, produto lacteo
de alta umidade. Estes autores afirmam que tais micro-orga-
nismos sdo encontrados na maioria das vezes em leite cru,
ndo sendo observada sua presenca apds a submissdo do leite
ao tratamento térmico correto. Desta forma, a contaminagao
de ricota por coliformes totais pode estar relacionada com a
precariedade das condi¢des higiénicas durante sua producao,
como também afirmam Kousta et al. (2010), ja que o pro-
cesso de pasteurizagdo objetiva eliminar micro-organismos

MOTTIN et al.

indicadores e patogénicos.

Neste estudo nao foram realizadas analises de coli-
formes a 45°C, no entanto, como a E. coli é a principal re-
presentante deste grupo de micro-organismos, considerou-se
que os padrdes microbioldgicos estabelecidos para colifor-
mes fecais seriam os mesmos para E. coli.

No que tange a este parametro, das 18 amostras de
queijo Minas Frescal analisadas, 83,33% estavam acima do
limite estabelecido pela legislacao vigente, sendo que todas
as amostras dentro das normas pertenciam a marca “A” (Ta-
bela 3).

Tabela 3: Média dos resultados encontrados para o pardmetro Escherichia coli nas diferentes marcas.

Marca Média (UFC/g) DP Maximo (UFC/g) Minimo (UFC/g) Amplitude
A 1.167 873,3079 2.700 500 2.200
B 97.833 13,454 295.000 1.000 294.000
C 1.833 983,1921 3.000 1.000 2.000

A literatura relata que a prevaléncia de amostras de
queijo Minas Frescal contaminadas com E. coli ¢ alta. No
entanto, os resultados do presente estudo sdo muito maiores
do que os verificados por Feitosa et al. (2003) ¢ Santana et al.
(2008), com 36,4% ¢ 40,0%, respectivamente.

A contagem de E. coli é utilizada como indicador de
contaminagao fecal recente ou de condigdes higiénico-sani-
tarias insatisfatorias no processamento de alimentos (SILVA;
CAVALLI; OLIVEIRA, 2006; JAY, 2005). Além disso, esta
bactéria representa um grave problema de saude publica em
todo o mundo em fun¢do da gravidade das doengas causadas
por meio de sua toxina - diarreia, colite hemorragica e sin-
drome hemolitica urémica (PIGATTO et al., 2009).

A resolugdo RDC 12, de 02 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001) permite 5x10* UFC/g para coliformes ter-
motolerantes, e assim, as médias observadas para as trés
marcas se mostraram muito acima do permitido. O nivel de
contaminagdo para a marca “B” merece maior atengao vis-
to que apresentou contagem de UFC por grama 225 vezes
maior que o permitido pela legislagdo. Assim como o veri-
ficado para Staphylococcus, a marca que apresentou maior
nivel de contaminag@o também mostrou maior amplitude de
resultados.

Nesse sentido, uma reavaliagdo rigorosa das condi-
¢oes de fabricacdo, distribuigdo, comercializag¢@o ¢ prazo de
validade de queijo Minas Frescal se tornam necessarias para
que se possa atender a legislagdo o mais rapido possivel (RO-
CHA; BURITI; SAAD, 2006).

No presente estudo, verificaram-se correlagdes
moderadas e negativas (p<0,01) entre as contagens de Sta-
phylococcus com Escherichia coli e coliformes totais (-0,32
e -0,32, respectivamente), e correlagdo positiva elevada entre
Escherichia coli e coliformes totais (0,99).

Uma possivel explicagdo para a correlagio negativa
entre Staphylococcus e Escherichia coli seria que, em fungéo
de os estafilococos serem considerados mal competidores
(LOIR; BARON; GAUTIR, 2003), em alimentos com menor
microbiota competidora seu desenvolvimento se da em esca-
la maior. Considerando que a pasteurizagdo do leite visa a to-
tal destrui¢do microbiana (CARRIJO et al., 2011; CERESER
et al., 2011), que a contaminagao por este micro-organismo
dar-se-a muitas vezes por meio de manipuladores (MOTTIN;

ABRELU, 2011), e que o produto em questdo, no seu processo
de fabricag@o, ¢ grandemente manipulado, pode-se justificar
a correlacdo negativa entre os dois patdogenos.

Ja a correlagdo positiva entre Escherichia coli e
coliformes totais justifica-se, pois os coliformes fecais —
que inclui trés géneros: Escherichia, Enterobacter e Kle-
bsiella, sendo a cepas de Enterobacter e Klebsiella de ori-
gem ndo fecal e, E. coli, a mais conhecida, sendo do trato
gastrintestinal (JAY, 2005; FORSYTHE, 2013; TOROTRA;
FUNKE;CASE, 2010) - um sub-grupo dos coliformes, dio
uma correlagdo direta da poluigdo por fezes de animais de
sangue quente. Nesse sentido, Geldreich (1974a) e Geldreich
(1974b) salientam que 93,0% a 98,7% do total de coliformes
totais sdo de origem fecal.

Corroborando com os achados no presente estudo,
a ma qualidade microbioldgica de queijo Minas Frescal ¢ re-
corrente em muitos estados brasileiros como, Minas Gerais
(APOLINARIO; SANTOS; LAVORATO, 2014), Rondénia
(VALIATTI et al., 2015), Sdo Paulo (SALOTTI et al., 2006),
Bahia (ARAUJO et al., 2001), Parana (PINTO et al., 2011),
Goias (RODRIGUES et al., 2011), Rio Grande do Sul (ZOC-
CHE et al., 2012), Mato Grosso (LOGUERCIO; ALEIXO,
2001) e Rio de Janeiro (BARROS et al., 2004).

A baixa qualidade microbioldgica de queijos Minas
Frescal no Brasil se deve, muitas vezes, a falta de conheci-
mento das boas praticas de fabricagdo por parte dos produto-
res rurais (VALIATTI et al., 2015).

Conclusao

Os produtos analisados estavam em desacordo com
a legislacdo, consequentemente, improprios ao consumo. As-
sim, entende-se que as condi¢des higiénico-sanitarias para a
fabricagdo do produto ndo estdo adequadas, representando
um risco ao consumidor final. Fica evidente a necessidade da
implantagdo de melhorias do controle da produgéo, por meio
de boas praticas de fabricacdo ¢ da fiscalizagdo efetiva pelos
orgdos competentes.
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