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RESUMO

O Queijo Minas Frescal é classificado como semi-gordo, de alta umidade e de
massa crua, obtido por coagulag¢édo enzimatica do leite com coalho ou com a agéo de
bactérias lacticas especificas. Quando se trata de produtos manuseados,
principalmente queijos, a preocupacdo € grande em relacdo a contaminacao por
Salmonella sp., Listeria monocytogenes, coliformes totais e termotolerantes. A
ocorréncia de doencas e de processos de deterioragdo indesejaveis reforcam a
necessidade de se realizar controle sobre a qualidade dos alimentos de origem
animal. Assim, 0 presente estudo objetivou avaliar o queijo Minas Frescal oriundo de
diferentes estabelecimentos na cidade de Barra do Bugres — MT, a fim de verificar a
qualidade microbioldgica dos produtos comercializados. As analises de coliformes
totais e termotolerantes foram realizadas de acordo com o preconizado pela IN62 do
MAPA. As analises de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes foram realizadas
por Reacdo de Cadeia Polimerase (PCR). Foram analisadas 18 amostras de queijos
Minas Frescal artesanais oriundos de estabelecimentos comerciais locais. Todas as
amostras apresentaram contaminacao por coliformes totais e termotolerantes, cinco
amostras (27,78%) apresentaram contaminacdo maior que 1,1x103 NPM/g para
coliformes totais e trés amostras (16,67%) maior que 1,1x103 NMP/g para coliformes
termotolerantes. Os resultados para Salmonella sp. e Listeria monocytogenes foram
negativos para todas as amostras. Concluindo assim, que 100% das amostras
estavam livres de patdgenos de acordo com as analises realizadas.
PALAVRAS-CHAVE: Controle da Qualidade; Coliforme totais e termotolerantes,
PCR.

AGRARIAN ACADEMY, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.6, n.11; p. 400 2019


mailto:valeska_morgana@hotmail.com

MICROBIOLOGICAL QUALITY EVALUATION OF MINAS FRESH CHEESE IN
BARRA DO BUGRES — MT

ABSCTRACT
Minas Frescal cheese is classified as semi-fat, high moisture and raw dough,
obtained by enzymatic coagulation of milk with rennet or with the action of specific
lactic bacteria. When it comes to handled products, mainly cheeses, the concern is
great regarding the contamination by Salmonella sp., Listeria monocytogenes, total
coliforms and thermotolerantes. The occurrence of undesirable diseases and
deterioration processes reinforces the need to control the quality of food of animal
origin. Thus, the present study aimed to evaluate the Minas Frescal cheese from
different establishments in the city of Barra do Bugres - MT, in order to verify the
microbiological quality of the products sold. The analyzes of total and thermotolerant
coliforms were performed according to the one recommended by the IN62 of the
MAPA. The Salmonella sp. and Listeria monocytogenes were performed by Chain
Reaction Polymerase (PCR). Was analyzed 18 samples of Minas Frescal handmade
cheese from local commercial establishments. All samples presented contamination
by total coliforms and thermotolerant coliforms, five samples (27.78%) presented
contamination higher than 1.1x103 NPM / g for total coliforms and three samples
(16.67%) greater than 1.1x103 MPN / g for thermotolerant coliforms. The results for
Salmonella sp. and Listeria monocytogenes were negative for all samples. In
conclusion, 100% of the samples were free of pathogens according to the analyzes.
KEYWORDS: Quality control; PCR; Total coliform and thermotolerant.

INTRODUCAO

Queijo Minas Frescal € classificado como semi-gordo, de alta umidade e de
massa crua, obtido por coagulagédo enzimatica do leite com coalho ou com a acéo de
bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1996). O leite utilizado para fabricacdo de
queijos deve ser submetido a pasteurizagdo (BRASIL, 1996), no entanto, quando
produzido artesanalmente, geralmente é utilizado leite cru, o que aumenta as
chances de proliferacdo de bactérias patogénicas (FEITOSA et al., 2003).

O padrédo microbiolégico € um critério rigoroso a ser considerado em
alimentos, sendo considerados improprios para consumo aqueles com presenca de
patdogenos ou que apresentem nivel de contaminacdo maior do que o estabelecido
por legislagdo especifica. Quando se trata de produtos manuseados, principalmente
queijos, a preocupacdo é grande em relacdo a contaminagdo por Samonella sp.,
Listeria monocytogenes e coliformes totais e termotolerantes. O grupo de bactérias
coliformes séo os principais contaminantes relacionados a deterioracdo de queijos,
acarretando em fermentacfes indesejadas (PINTO, et al., 2011). Quanto a
Salmonela, sabe-se que esta permanece viavel em queijos contaminados por longo
periodo de tempo, causando infec¢cbes alimentares que provocam diarreia, febre e
dores abdominais (FEITOSA et al., 2003).

A Listeria monocytogenes pode ser introduzida no queijo Minas Frescal
artesanal pela utilizacdo de leite cru para a fabricacdo. Este microrganismo possui
resisténcia a temperaturas de refrigeracdo, o que dificulta o controle, e sua presenca
nos alimentos pode causar doencas graves como meningite e osteomielite
(BARANCELLI, 2011).

A ocorréncia de doencas e de processos de deterioracdo indesejaveis
reforcam a necessidade de realizar controle sobre a qualidade dos alimentos de
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origem animal, cabendo aos servicos de inspecdo a realizacdo desta tarefa. No
entanto, produtos artesanais ou clandestinos ndo passam por uma vigilancia que
possa garantir a qualidade destes alimentos, possibilitando assim a ocorréncia de
infecgcao e intoxicacgdes alimentares (FEITOSA et al., 2003).

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a qualidade microbiolégica
de amostras de queijo Minas Frescal oriundos de diferentes estabelecimentos na
cidade de Barra do Bugres — MT, a fim de verificar a presenca de Salmonella sp.,
Listeria Monocytogenes, utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), e coliformes totais e termotolerantes pela técnica de tubos multiplos.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar a qualidade microbioldgica dos queijos artesanais tipo Minas
Frescal produzidos no municipio de Barra do Bugres, foram coletados queijos
comercializados em dois supermercados e uma feira-livre locais. As coletas foram
realizadas no més de abril de 2018, uma vez por semana, durante trés semanas,
sendo obtidas seis amostras por coleta em cada ponto, totalizando 18 amostras.

Os estabelecimentos foram selecionados baseados na distribuicdo dos
gueijos por parte dos produtores locais. A escolha das amostras para as analises foi
de forma aleatoria e apds cada coleta as amostras foram devidamente identificadas
e transportadas em caixas de material isotérmico (isopor), contendo placas de gelo e
mantidas sob refrigeracdo até o momento das analises.

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Barra do
Bugres-MT.

Preparo das amostras

As embalagens dos queijos coletados foram sanitizadas externamente com
alcool 70% e posteriormente retiradas. Em seguida, os queijos foram triturados e
homogeneizados com o auxilio de utensilios previamente esterilizados. Apds o
processo de homogeneizacdo foram separadas aliquotas de 1g e adicionadas em
tubos contendo 9 mL de agua peptonada tamponada a 1%.

Andlise de coliformes totais e termotolerantes

As analises de coliformes totais e termotolerantes foram realizadas de acordo
com o preconizado pela Instrucdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Para determinacdo (NMP) de coliformes totais e termotolerantes, foram
realizadas trés diluicdes da amostra (10™, 10%,10°%) em Aagua peptonada, e em
seguida, transferiu-se 1 mL de cada diluicdo para tubos de ensaio contendo caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST) e tubos de Duhran invertidos para observar a producao
de gas, sendo esta etapa considerada presuntiva para presenca de coliformes.

Os tubos foram incubados a uma temperatura de 35 °C por 48 horas, apos o
periodo de incubacéo foram verificados os tubos que apresentaram producéo de gas
e turvacao do meio, sendo estes considerados positivos na etapa presuntiva.

Os tubos positivos foram entdo repicados para tubos contendo 10 mL de
caldo verde brilhante bile 2% de lactose e entdo incubados a 35 °C por 24 horas
para a verificacdo da presenca de coliformes totais. Também foram repicados para
tubos contendo 10 mL de caldo EC e incubados a 45 °C por 24 horas para a
deteccao de coliformes termotolerantes.
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Apos o periodo de incubacdo, os tubos contendo caldo Verde Brilhante e
caldo EC que produziram gas foram considerados positivos e entdo comparados a
Tabela de Hoskin e os resultados registrados como NMP/g de Coliformes Totais e
Termotolerantes.

Pesquisa por Salmonella sp.

Os tubos contendo agua peptonada com um grama de amostra foram
incubados a 37 °C por 24 horas e, em seguida, aliquotas de 1 mL foram transferidas
para tubos contendo 9 mL de caldo Rappaport Vasiliadis (RV) e incubado a 37 °C
por 24 horas. Ap6s o periodo de encubacdo 2 mL de cada amostra em caldo RV
foram transferidos para micro tubos e congelados para posterior extracdo de DNA.

Pesquisa por Listeria monocytogenes

Os tubos contendo agua peptonada e um grama de amostra foram incubados
a 37 °C por 24 horas. Apoés o periodo de encubacéo 2 mL de agua peptonada foram
transferidos para microtubos e congelados para posterior extracdo do DNA.

Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com Protocolo determinado pelo
fabricante do kit para extragdo de DNA gendmico (LGC Biotecnologia). O kit de
extracdo continha tubos com tampéao de lise e resina Brasilica (L1), tampdes de
lavagem (L2, L3 e L4) e quatro tubos contendo tampéo de eluicéo (E1).

A extracdo do DNA das amostras iniciou-se com a homogeneizacao dos
tubos contendo tampéo L1 por 10 segundos no vortex, em seguida adicionou-se 100
ML de amostra nos tubos L1 e agitou-se novamente no vortex por 10 segundos para
homogeneizar as amostras com o tampdo de lavagem L1. O processo de
homogeneizacdo foi repetido durante 10 minutos, agitando cada tubo
periodicamente a cada 1 minuto e, por fim, vortexando por mais 10 segundos e
centrifugados a 10.000 rpm durante 30 segundos. O sobrenadante foi descartado
tomando cuidado para néo perturbar o precipitado.

Os precipitados foram dissolvidos em 900 puL do tampé&o de lavagem L2 e
centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos, posteriormente descartou-se o0
sobrenadante sem remover o0 precipitado e, mais uma vez, foram adicionados 900
ML do tampé&o de lavagem L2, repetindo o processo de dissolucdo do precipitado e
de centrifugacéo.

O sobrenadante foi descartado para que o precipitado fosse lavado pelo
tampdo de lavagem L3, em que se repetiu 0s mesmos passos do tampao de
lavagem L2 e em seguida os precipitados foram lavados com o tampéo de lavagem
L4 seguindo o mesmo procedimento.

AplOs a etapa de lavagem L4 os tubos contendo os precipitados foram
aguecidos em estufa a 56 °C por 10 minutos com as tampas abertas, em seguida
foram adicionados 100 pyL do tampdo de eluicio E1 aos precipitados e
homogeneizados com a ajuda do vortex.

Ao término da homogeneizacdo os tubos foram novamente colocados em
estufa a 56°C por 10 minutos com suas tampas fechadas, e por fim foram
centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos e 0os sobrenadantes contendo 0s
acidos nucleicos extraidos foram transferidos para novos tubos e congelados a -20
°C até o momento da amplificacéo por PCR convencional.
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Ensaio de PCR para deteccdo de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes

Amplificacao
A deteccdo de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes foi realizada por PCR
convencional. Os iniciadores utilizados estao dispostos no Quadro 1.

QUADRO 1. Gene para ldentificacdo de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes
Iniciadores e Tamanho do Produto da PCR (amplicon) em Pares de Bases (pb)

Pares
Gene Iniciador de Referéncia
Bases
Senso —-5'-
: GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA —
Inv A 3’ ,gq | Rahnetal;
1992
(Salmonella sp.) ANTiSSenso —5-
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC -3
Senso - 5'-
PrTA (L. GATACAGAAACATCGGTTGGC-3 72 D’Agostino
monocytogenes) Antissenso — 5'- et al; 2004
GTGTAATCTTGATGCCATCAGG-3’

A amplificacdo e eletroforese para deteccdo de Salmonella sp. seguiram o
protocolo descrito por Rahn et al. (1992). Os iniciadores foram utilizados em uma
reacao de 20 pL, contendo 10 pL de PCR Master-Mix (LGC Biotecnologia), 1 uM de
cada primer, 7,2 yL de agua livre de nuclease e 2 yL de DNA amostral. A reacdo de
amplificagéo foi realizada no termociclador (Amplitherm Termal Cycler tx).

Para amplificagdo do DNA foram utilizados quatro passos (condi¢cdes de
ciclos), uma incubacéo inicial a 72 °C por sete minutos, seguidos por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por um minuto; anelamento dos iniciadores a 53 °C por 2
minutos; extensdo a 72 °C por trés minutos, seguindo de um ultimo ciclo que sera
uma incubacédo de 72 °C por sete minutos. Um controle positivo e um controle
negativo foram utilizados para a verificacdo da reacdo. Ao final da amplificacdo as
reacfes foram congeladas até o momento da eletroforese. A amplificagdo para
deteccéo de Listeria Monocytogenes seguiu o protocolo descrito por D Agostino et al
(2004) com algumas modificagdes relacionadas ao volume utilizado na reacgao.

A amplificagéo foi realizada no termociclador (Amplitherm termal Cyclers tx25)
utiizando uma reacdo de 25 pL, contendo 10 pyL de PCR master-mix (LGC
Biotecnologia), 0,4 pL de cada primer (0,2 uM), 9,2 uL de agua livre de nuclease e
5uL de DNA amostral. O programa de ciclos de amplificagdo consistiu em uma
incubacéo inicial a 94 °C por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturacédo a 94
°C por 40 segundos, anelamento dos iniciadores a 55 °C por 45 segundos, extensao
a 74 °C por 1 minuto e 15 segundos e uma extenséo final a 74 °C por 7 minutos. Ao
final da amplificacdo as reacdes foram congeladas até o momento da eletroforese.
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Eletroforese

Uma aliquota de 5 pL da reacéo foi utilizada para realizagdo da eletroforese
em gel de agarose a 2% em TBE 1X, a 110 volts, contendo 1,5uL do corante Safer
Dye (Kasvi). Um marcador de 50 pb foi utilizado para comparacdo com peso
molecular dos amplicon alvo.

Tratamento estatistico
Os resultados foram analisados utilizando estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Coliformes totais e termotolerantes

Foram analisadas 18 amostras de queijos Minas Frescal artesanais oriundos
de estabelecimentos comerciais localizados na cidade de Barra do Bugres — MT,
para avaliacdo de Numero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes. Os
resultados das analises podem ser observados na Tabela 1.

TABELA 1. Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e Termotolerantes por
Grama de Queijos Minas Frescal Artesanais, Coletados na Cidade de Barra do
Bugres-MT no Més de Abril de 2018

° V)
Microrganismos NMP/g NS B CE
amostras amostras

<10° 10 55,56

Coliformes Totais 10% < x < 1,1x10° 3 16,67

>1,1x10° 5 27,78

<10° 8 44,44

Coliformes 10% < x < 1,1x10° 7 38,89
Termotolerantes

>1,1x10° 3 16,67

Todas as amostras apresentaram contaminacdo por coliformes totais e
termotolerantes. Conforme pode ser visualizado na Tabela 1, dez (55,5%) das
amostras apresentaram contagem de bactérias abaixo de 10° NPM/g para coliformes
totais. Outras trés (16,67%) tiveram a contagem de bactérias maior que 103 NPM/g e
menor que 1,1x10° NPM/g e cinco amostras (27,78%) apresentaram contaminac&o
maior que 1,1x10° NPM/g para coliformes totais.

Resultados superiores foram encontrados por Oliveira e colaboradores
(2017), ao avaliarem a presenca de coliformes totais e termotolerantes em queijos
Minas Frescal produzidos na regido de Londrina — Parana. Os pesquisadores
observaram ainda que 55,6% das amostras apresentaram contagem para coliformes
totais superior a 1,0x103 NMP/g. Dias e colaboradores (2016), também encontraram
contagem de coliformes totais superiores aos resultados do presente estudo, com
média de 3,1x104 NMP/g em queijos Minas Frescal artesanais produzidos na regiao
Sul de Goias. Na regido Sudoeste da Bahia, Mottin e pesquisadores (2016),
reportaram contagens de coliformes totais maiores de 103 NMP/g para queijos Minas
Frescal.
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Considerando os resultados para coliformes termotolerantes, oito amostras
(44,44%) apresentaram contaminacdo menor que 103 NPM/g, sete amostras
(38,89%) obtiveram contagem maior que 10° e menor que 1,1x10° NPM/g e trés
amostras (16,67%) maior que 1,1x10° NMP/g.

Oliveira e autores (2017), encontraram resultados inferiores para
microrganismos termotolerantes, em 72,29% das amostras, estas apresentaram
contagem inferior a 1,0x10° NMP/g. Dias et al., (2017) também encontraram
resultados inferiores aos apresentados na Tabela 1, tendo encontrado 60% das
amostras com contagem abaixo de 103 NMP/g. Porém, Mottin e colaboradores
(2016), encontram resultados superiores, 100% das amostras com contagem acima
de 103 NMP/g de queijos Minas Frescal na regido Sudoeste da Bahia.

Apesar do presente trabalho ter apresentado contagem para coliformes
termotolerantes superior ao encontrado pela maioria dos autores citados, este
apresentou resultados inferiores de coliformes totais e considerando os padrdes
estabelecidos pela ANVISA, conforme Resolugcdo RDC n° 12 de 02 de Janeiro de
2001 (BRASIL, 2001), pode-se afirmar que os queijos analisados apresentaram boas
condi¢cbes de higiene, uma vez que, 55,56% e 44,44% das amostras apresentaram
contagem menor que 10° NMP/g para coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente.

Os microrganismos pertencentes ao grupo coliformes s&o considerados
indicadores. E importante ressaltar que este grupo de bactérias tem como habitat
natural o trato intestinal do homem e de outros animais de sangue quente e o fato de
estarem presentes nos queijos € indicativo da auséncia de cuidados higiénico-
sanitarios e boas praticas de manipulacdo. A presenca destes microrganismos pode
ser considerada um indicativo de contaminacdo de origem fecal, demonstrando
riscos a saude dos consumidores, pois podem estar associadas a microrganismos
patogénicos (SALOTTI et al., 2006; PIETROWSKI et al., 2008; KOUSTA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2017).

Salmonella Sp. e Listeria monocytogenes

As pesquisas de Samonella sp. e Listeria monocytogenes foram realizadas
aplicando a técnica de PCR convencional, utilizando controles positivos e negativos
para confiabilidade dos resultados. Foram analisadas 18 amostras de queijos Minas
Frescal, coletados em estabelecimentos comerciais localizados na cidade de Barra
do Bugres — MT. Os resultados estédo expressos na Tabela 2.

TABELA 2. Resultados das Analises de Salmonella sp e Listeria monocytogenes por
Quantidade Total de Amostras

Total de amostras

. % de amostras
positivas/ amostras

avaliadas positivas
Salmonella sp. 0/18 0
Listeria monocytogenes 0/18 0

Conforme Tabela 2, os resultados para Salmonella sp. e Listeria
monocytogenes foram negativos para todas as amostras, ou seja, 100% das
amostras estavam livres dos patdgenos analisados. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Dias e colaboradores (2016) que, ao analisarem queijos Minas
Frescal artesanais, ndo encontraram Salmonella sp., em amostras coletadas na
cidade de Morrinhos — GO. Ainda, Valiatti e colaboradores (2015), ao analisarem
guatro amostras de queijos Minas Frescal artesanais no municipio de Ji-Parana,
observaram auséncia de Salmonella sp.

Em relacdo a Listeria monocytogenes, Salotti e colaboradores (2006), ao
analisarem um total de 30 amostras de queijos Minas Frescal artesanais obtidos no
municipio de Jaboticabal — SP também ndo observaram a presenca do patégeno.
Por outro lado, Vinha e pesquisadores (2016), analisaram 39 amostras de queijos
Minas Frescal comercializados informalmente no municipio de Vicosa — MG e uma
amostra estava contaminada por Listeria monocytogenes.

A auséncia de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes nas amostras
demonstram que apesar de serem produzidas artesanalmente estdo de acordo com
a Legislacao vigente e entdo apropriados para 0 consumo.

CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que a
contagem de coliformes totais e termotolerantes apresentaram-se dentro dos
padrbes estabelecidos pela RDC 12 de 2001.
Para todas as amostras analisadas, ndo foi observada a presenca de
Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, portanto, as amostras estdo em boas
condi¢bes, adequadas para o consumo humano.
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