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Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar a presenca de Staphylococcus aureus
em amostras de queijos tipo Minas Frescal, comercializados na Regido do Tridngulo Mineiro
e analisar as condigbes de higiene na manipulacdo e locais de armazenamento do produto.
Para isso foram coletadas 50 amostras de queijos tipo Minas Frescal em diferentes pontos de
venda; ademais, foi aplicado um formulario de campo abordando as condicées de higiene no
armazenamento e manipulagdo do produto. A andlise das amostras foi feita por meio da cultura
da solugao da amostra diluida e identificagdo da bactéria por meio do método de CGram e das
provas de catalase e coagulase. O padrao estabelecido pela ANVISA para Staphylococcus aureus
em queijos tipo Minas Frescal é de 5,0 x 102 UFC/g. Contudo, em 78% das amostras coletadas,
o nimero de bactérias encontradas foi superior a esse valor, representando risco para a satde
do consumidor, podendo causar intoxicacdo alimentar. De acordo com o formulario aplicado,
foi observado que o elevado indice de bactérias encontradas nas amostras coletadas deve-se as

deficiéncias higiénicas durante a manipulacdo e a forma inadequada de armazenar o produto.

Palavras-chave: Queijo frescal. Staphylococcus aureus. Contaminagdo. Intoxicagao alimentar.

REASEARCH OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN “MINAS FRESCAL” CHEESE MARKETED
IN THE REGION OF TRIANGULO MINEIRO

Abstract
The aim of the study was to verify the presence of Staphylococcus aureus
in “Minas Frescal” cheese’s samples, marketed in the region of Tridngulo Mineiro and to
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examine the conditions of hygiene in handling and storage of the local product. Fifty samples
of “Minas Frescal” cheese were collected at different points of sale; besides a formulary was
applied to understand the hygiene conditions in the storage and handling of the product.
The analysis of samples was done through the culture of the diluted sample solution and
identification of the bacteria through the Gram method and catalase and coagulase tests.
The standard established by ANVISA for Staphylococcus aureus in “Minas Frescal” cheese
is 5.0 x 102 CFU/g. However 78% of the samples had bacterial count above normal values,
which represents a risk to the consumer’s health and may cause food poisoning. According
to the application form, it was observed that the high levels of bacteria found in samples are
due to hygienic shortcomings in the handling and inappropriate way to store the product.

Key words: Cheese. Staphylococcus aureus. Contamination. Food poisoning.

INVESTIGACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN QUESOS TIPO “FRESCAL
MINAS” COMERCIALIZADOS EN LA REGION DEL TRIANGULO MINERO

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo verificar la presencia de Staphylococcus aureus en
muestras de queso Minas Frescal comercializados en la regién del Tridngulo Minero y analizar
las condiciones de higiene en los lugares de manipulacion y almacenamiento del producto. Para
ello se recogieron 50 muestras de queso Minas Frescal en diferentes puntos de ventas, ademas,
se aplicé un formulario de campo al abordar las condiciones de higiene en el almacenamiento
y la manipulacién del producto. El analisis de la muestra fue realizado a través de la cultura de
la solucion de la muestra diluida e identificacion de la bacteria por el método de Gram y de los
examenes catalasa y coagulasa. El patron establecido por la ANVISA para Staphylococcus aureus
en el queso Minas Frescal es de 5,0 x 102 ufc/g. Sin embargo, en el 78% de las muestras, el nimero
de bacterias que se encuentran fue superior a este valor, lo que representa un riesgo para la salud
de los consumidores y puede causar intoxicacién alimentaria. De acuerdo con el formulario
aplicado, se observo que los altos niveles de bacterias que se encuentran en las muestras se deben a
deficienciashigiénicasenlamanipulaciénylaformainadecuadadealmacenamientodel producto.

Palabras-clave: Queso frescal. Staphylococcus aureus. Contaminacién. Intoxicacién alimentaria.

INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é uma espécie bacteriana Gram-positivas, anaerébica
facultativa, pertencente a familia Micrococcaceae, que se apresenta sob o agrupamento de
cachos de uva." Dentre as espécies de estafilococos, o S. aureus é o mais patogénico, podendo
causar infeccao na pele, olhos, garganta, uretra e trato gastrintestinal.?

O homem possui um reservatério natural do S. aureus; este microrganismo estd

presente em diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, trato intestinal e pele.? No trato
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respiratério superior, especialmente nas narinas, o S. aureus encontra-se em aproximadamente
60% da populagao e assim permanece sem causar doenga.* Além do homem, outros animais
sao portadores ou apresentam-se contaminados por S. aureus. No gado, a infecgdo pela bactéria
provoca a mastite estafilocécica, que contamina o leite a ser consumido ou utilizado no preparo
de queijos ou similares, podendo causar intoxicagao alimentar.®

A intoxicacao alimentar estafilocécica é uma das mais frequentes, ocorrendo devido
a ingestao de alimentos contaminados com enterotoxinas produzidas por S. aureus.® Os principais
sintomas da intoxicacdo alimentar estafilocicica sao: nduseas, vémitos, dores abdominais, diarreia,
sudorese, dores de cabega, calafrios e queda de pressao. Ocorrem geralmente ap6s trinta minutos
a seis horas apds a ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas.” O diagnéstico baseia-se nos
sintomas, sendo o curto periodo de incubagdo um fato caracteristico da intoxicagao.®> A pesquisa
de enterotoxinas nos alimentos ingeridos também pode ser considerada no diagnéstico.® Embora
seja incomum, a fatalidade da intoxicagdo alimentar estafilocécica ocorre ocasionalmente em
individuos debilitados imunologicamente, idosos e criancas de tenra idade.’

Pelo fato de a bactéria ser geralmente transmitida pelas maos, os alimentos
manipulados ap6s o cozimento como tortas, cremes, pudins, produtos de carne bovina, queijos,
saladas e maionese sao os mais frequentemente contaminados.’ O queijo tem sido o principal
alimento relacionado aos casos de intoxicagao alimentar, sendo o S. aureus o mais importante
microorganismo responsavel pelas contaminagdes do queijo Minas Frescal.”? Este tipo de
queijo apresenta grande suscetibilidade a contaminagdes por substancias téxicas, bactérias
patogénicas, virus e parasitos. Estes podem estar originalmente presentes no leite ou de alguma
forma ter sido veiculados durante os processos de produgao, armazenamento e distribuicdao.'

O queijo-de-minas deu origem ao queijo Minas Frescal que é bastante produzido
devido ao bom rendimento na fabricagao e ao facil processamento. Sua comercializagao é mais
acentuada nas zonas leiteiras da regidao Sul e Sudeste e assume, inclusive, um cardter cultural
como produto turistico.

Entende-se por queijo Minas Frescal o queijo fresco obtido por coagulacao enzimatica
do leite como coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndao com
a agdo de bactérias lacticas especificas.”” Este tipo de queijo é um alimento com elevado teor
de umidade e altamente perecivel. Além disso, o produto passa por uma grande manipulagao
durante sua fabricagao e comercializacdo. Assim, suas caracteristicas retinem condicoes propicias
para contaminagao, sobrevivéncia e multiplicagao bacteriana. Muitas dessas bactérias podem ser

patogénicas e causar intoxicagdes e/ou infecgdes alimentares nos seres humanos.'®
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Os principais constituintes do queijo Minas Frescal sdo agua, gordura, proteinas,
lactose, acido latico, cloreto de sédio e sais diversos, que influenciam nas caracteristicas
organolépticas do produto como coloragdo, maciez, sabor e odor. No entanto, a composicao
desse tipo de queijo, principalmente os de fabricacdo artesanal, € muito variada, o que
demonstra a necessidade de padronizagao do produto por parte dos 6rgaos responsaveis pelo
controle de alimentos."®"

Segundo o artigo 200 do Regulamento do Servigo de Inspegao Federal (SIF), os
queijos frescos e moles s6 devem ser feitos com o leite pasteurizado, no entanto, o queijo Minas
Frescal é geralmente fabricado a partir do leite cru, as vezes ainda nas fazendas produtoras.'®
Como o Staphylococcus aureus também pode ser encontrado no gado, as deficiéncias higiénicas
durante a ordenha e a utilizagdo do leite com mastite sao fatores determinantes dos elevados
indices de contaminagao de queijos frescos por essa bactéria.”® Esta contaminagdo também
pode ocorrer no comércio varejista, durante a retalhagdo e embalagem do produto ou no
armazenamento em dep6sitos ou balcoes nao refrigerados.’®

Os manipuladores de alimentos séo as fontes de contaminagao mais frequentes,
pois, em cerca de 40% de pessoas sadias, essa bactéria é encontrada colonizando as mucosas
da nasofaringe. Além disso, é encontrada colonizando feridas infectadas.?'

Embora seja exigido que o leite destinado a fabricacao de queijos seja higienizado
por meios fisicos e submetidos a pasteurizagao, é intensa a comercializagdo dos queijos que
ndo atendem a tais especificagbes. Outros fatores como a pos-pasteurizagao, a utilizagdo
de fermentos inativos, temperaturas inadequadas e incorretas condigbes de manufaturas e
armazenagem contribuem para o comprometimento da qualidade deste tipo de queijo.”? A
comercializagdo de queijos frescos produzidos a partir de leite cru é proibida no Brasil. No
entanto a comercializacdo de queijo tipo Minas Frescal produzido artesanalmente tem sido
realizada abertamente em alguns estados, especialmente em Minas Cerais e Sao Paulo.??

A precaria qualidade higiénico-sanitaria destes produtos possibilita sua
contaminagdo com microrganismos como o S. aureus. De acordo com a Resolugao RDC N2 12,
de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), o limite maximo
para S. aureus em queijos tipo Minas Frescal é de 5,0 x 102 UFC/g. Assim, demonstra-se a
grande importancia da detecgao e quantificagao deste microrganismo nesse tipo de queijo, para
se evitar intoxicagoes alimentares.?* O nivel de microrganismos encontrados nos queijos, além
de se situarem acima do limite maximo estabelecido pela ANVISA, mostram-se muito préximos
dos requeridos para a producdo de enterotoxinas em quantidade suficiente para a ocorréncia

de surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica. 2°
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De acordo com o apresentado, o objetivo do presente trabalho foi verificar a
presenca e a quantidade de Staphylococcus aureus nos queijos tipo Minas Frescal comercializados
na Regido do Triangulo Mineiro e analisar as condigoes de higiene na manipulacdo e locais
de armazenamento do produto. O projeto foi submetido a apreciacdo da Comissao de
Biosseguranga da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM) e aprovado sob o ndimero

CIBio/UFTM - 12.

MATERIAIS E METODOS
A coleta das amostras e a andlise da presenga de S. aureus foram realizadas

conforme descrito a seguir.

COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

O trabalho consistiu em um estudo transversal, realizado no periodo compreendido
entre janeiro e julho de 2008. Foram coletadas, em estabelecimentos comerciais da regidao
do Triangulo Mineiro, 50 unidades de queijo tipo Minas Frescal, as quais foram etiquetadas
com ndmeros, para facilitar sua identificagao nos formuldrios de campo (Apéndice A). Das 50
unidades, 10 foram coletadas em supermercados, 10 em panificadoras, 10 em feiras livres,
10 em estabelecimentos especializados em venda de produtos lacteos, e 10 no Mercado
Municipal.

Cada amostra foi representada por um produto (uma unidade de queijo), envolvido
em embalagens pldsticas estéreis, providas de identificagdo quanto a origem, procedéncia e
condigoes de armazenamento e higienizagdo dos estabelecimentos e dos manipuladores do
produto.

As amostram foram encaminhadas ao laboratério da Disciplina de Laboratério
Clinico (Microbiologia) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), para a realizagao
dos testes microbiolégicos de contagem de Staphylococcus aureus. Todo o processo de coleta
e transporte foi realizado em respeito as normas encontradas no RDC n2 12, de 2 de janeiro

de 2001.
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PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE BACTERIOLOGICA

Antes de abrir as embalagens originais contendo o produto, fez-se assepsia da drea
externa com dlcool etanol 70% para remover os contaminantes presentes. A unidade analitica de
25 gramas de amostra de queijo foi transferida para o frasco de homogeneizagao previamente
esterilizado. Como o produto apresenta consisténcia sélida, foi feita a diluicao para a adequada
homogeneizagdo da amostra por meio de agitacdo e trituragdo. Todo o processo foi realizado

assepticamente em capela.

CONTAGEM DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Para diluicdo da amostra, adicionou-se a unidade analitica de 25 gramas da
amostra 225 ml de agua salina peptonada e homogeneizou-se obedecendo aos cuidados para
evitar contaminagao. Foram feitas diluigdes para 10,10 e 103.2

Foi inoculado 1 ml de cada diluigdo na superficie de placas de agar Baird Parker (BP).
Este in6culo foi espalhado com alga de Drigalski, da placa de maior para a placa de menor diluigao. As
placas de cultura de cada amostra foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa microbiolégica.?®

Apbs este periodo era verificada a presenga de colonias, indicando crescimento
bacteriano. A contagem de col6nias foi feita com auxilio de uma lupa, em um contador de
colonias. O niimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama ou ml da amostra foi
calculado multiplicando-se o ndmero de colonias pelo inverso da diluigdo inoculada. A partir
das colonias sugestivas de estafilococos, foram feitas coloracdo Gram e provas bioquimicas de
catalase e coagulase. O método mais confidvel para identificagdo do S. aureus, é a prova de
coagulase, pois esta enzima estd presente no microrganismo caracterizando a espécie. A prova
de coagulase pode ser realizada em lamina ou em tubo, a partir de microrganismos provenientes
de crescimento em meio de cultura, sendo recomendado para a realizagdo do teste o uso de

plasma de coelho com EDTA.?728

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Gréfico 1 sdo representados os valores quantitativos de microrganismos,
expressos em log, encontrados nas amostras de queijos tipo Minas Frescal analisadas. Observa-se
maior quantidade da bactéria nas amostras provenientes das panificadoras e menor quantidade

nas amostras provenientes das Lojas de Produtos Lacteos.
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* A1, A2,...,A10 referem-se as amostras de queijos tipo Minas Frescal analisadas.

Grafico 1. Valores quantitativos de Staphylococcus aureus, expressos em log, })resentes nas
amostras de queijo Minas Frescal analisadas — Regido do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

Na Tabela 1 sdo apresentados o nlimero e a percentagem de amostras que estao
dentro e fora dos padroes estabelecidos pela legislacao para UFC/g de Staphylococcus aureus.
Dentre as amostras analisadas, 11 (22%) estavam de acordo com os padrdes estabelecidos pela
ANVISA; destas amostras 2 (20%) sao provenientes de Supermercados, 2 (20%) de Feiras Livres
e 7 (70%) das Lojas de Produtos Lacteos.

No que se refere as amostras fora dos padrdes exigidos pela legislacao, observa-se,
de acordo com a Tabela 1, que 39 (78%) apresentam valores superiores a 5,0 x 102 UFC/g de

Staphylococcus aureus, que é o limite permitido pela legislacao.

v.34, n.3, p.575-589
Jjul /set. 2010 581

Rev Baiana Saude Publica Miolo. V. 34 _ N.3.indd 581 31/3/2011 12:16:28



Tabela 1. Nimero e percentagem das amostras dentro e fora do padrao, de acordo com o
estabelecido pela legislacdo para UFC/g de Staphylococcus aureus em queijo Minas Frescal por
locais de comercializagdo — Regido do Triangulo Mineiro —jan./jul. 2008

Staphylococcus aureus

Local de comercializacao

ND % NF %
Supermercado 2 20 8 80
Feira Livre 2 20 8 80
Loja de Produtos Lacteos 7 70 3 30
Mercado Municipal 0 10 100
Panificadora 0 10 100
Total 11 22 39 78

ND: Niimero de amostras dentro do padrao estabelecido pela legislagao
NF: Nidmero de amostras fora do padrao estabelecido pela legislacao

Estudo semelhante sobre o queijo Minas Frescal comercializado em Terezina (PI)
mostrou que 75% das amostras de queijo analisadas estavam fora dos padroes exigidos para a
contagem de S. aureus.?® Outra pesquisa revelou que 96,67% das amostras do mesmo queijo
produzido artesanalmente estdo acima do limite méximo permitido.*® O elevado indice de
amostras fora dos padroes exigidos por lei é um fator preocupante, uma vez que a presencga de S.
aureus em grande quantidade, em alimentos como o queijo Minas Frescal, é um fator de risco para
a presenga de enterotoxinas estafilocécicas, representando risco para a satide da populagao.

Na Tabela 2 estd representado o total de amostras de queijo Minas Frescal,
artesanais e inspecionados, de acordo com a quantidade de S. aureus presentes. Pode-se
observar que, dentre as amostras artesanais, somente uma apresentou quantidade inferiora 5,0 x
102UFC/g, que é o permitido pela legislacao; e apenas 3 das 40 amostras artesanais apresentaram
quantidades entre 1,0 x 102 e 5,0 x 102 UFC/g, estando de acordo com o permitido. As 36
amostras artesanais restantes apresentaram valores superiores a 5,0 x 102 estando, portanto,
fora dos padroes estabelecidos pela ANVISA. Quanto as amostras inspecionadas, 70% (7/10)

apresentaram valores dentro do permitido pela legislacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Nimero de amostras de queijo Minas Frescal artesanais e inspecionadas, por UFC/g
de Staphylococcus aureus — Regido do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

UFC/g de Staphylococcus

aureus Amostras Artesanais Amostras Inspecionadas
< 1,0x 102 1 0
1,0x102-5,0x 102 3 7
50x102-5,0x103 21 3
50x103-5,0x10* 14 0
>5,0x10* 1 0
Total 40 10

ANVISA: < 5,0 x 102

Neste trabalho, os resultados obtidos foram superiores aos encontrados em outro
estudo, no qual os autores observaram que, das amostras de queijo Minas Frescal analisadas,
20% dos queijos artesanais e 10% dos inspecionados apresentaram valores superiores ao
permitido pela legislacao para S. aureus. A grande quantidade de amostras artesanais (36/40)
contendo S. aureus além do tolerado por amostra representativa ou unidade amostral pode
estar relacionada as mas condicoes de higiene durante a produgdo e ao uso de matéria-prima
inadequada. Além do mais, as condi¢des de armazenamento e a manipulacao do produto no
local de comercializagdo podem ter contribuido para os resultados obtidos, principalmente se
estes alimentos estiverem expostos para comercializagao em temperatura ambiente. Este é um
fator de risco importante para o desenvolvimento de estafilococos coagulase positivos, pois a
temperatura mais alta facilita o crescimento do microrganismo.

Em relacio ao uso de equipamentos para manuseio do produto nos
estabelecimentos comerciais, pdde-se constatar, quanto ao uso de luvas pelos manipuladores
do produto, que 5 (50%) supermercados e feiras livres, 10 (100%) Lojas de Produtos Lacteos,
e 6 (60%) Mercados Municipais usam luvas para manusear o produto; em relagao ao uso de
avental, 10 (100%) supermercados e feiras livres e 5 (50%) Lojas de Produtos Lacteos fazem
o uso do avental; no que se refere ao uso de touca, 7 (70%) supermercados e 5 (50%) Lojas
de Produtos Lacteos fazem o uso deste equipamento (Tabela 3). Verifica-se ainda na Tabela 3
que nas feiras livres nao é feito o uso de toucas; no Mercado Municipal ndo sao utilizados
aventais e toucas para manusear o produto e nas panificadoras ndo se faz o uso de nenhum dos

equipamentos (luva, avental e touca) para manuseio do produto.
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Tabela 3. Nimero e percentagem de equipamentos para manuseio do produto por estabelecimento
— Regiao do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

Uso de Equipamentos para manuseio

Estabelecimento Luva Avental Touca

Ne % Ne % N2 %

Supermercado 5 50 10 100 7 70
Feira Livre 5 50 10 100 0 0
Loja de Prod. Lacteos 10 100 5 50 5 50
Mercado Municipal 6 60 0 0 0 0
Panificadora 0 0 0 0 0 0
Total 26 52 25 50 12 24

Como a presencga de S. aureus esta relacionada aos habitos de higiene durante a
manipulacdo do produto, a grande quantidade de microrganismos encontrados nas amostras
analisadas pode estar relacionada a nao utilizagao dos equipamentos durante seu manuseio.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos quanto a verificagdo do local de
armazenamento do produto. Com base nesses resultados, observa-se que, em 20 (40%)
estabelecimentos, o produto tem contato direto com o consumidor, ficando ao ar livre e exposto
a insetos. Ja em 3 (6%) estabelecimentos, a armazenagem ¢€ feita ao ar livre em local telado. Em
apenas 9 (18%) estabelecimentos o produto é mantido refrigerado e em 7 (14%) apresenta-se
protegido por embalagem plastica.

A presenga de maiores quantidades de S. aureus nas amostras provenientes
das panificadoras pode estar relacionada a manipulacdo incorreta dos queijos, visto que nas
panificadoras ndo sao utilizados equipamentos de manuseio do produto (Tabela 3). Assim como
nas amostras provenientes das panificadoras, as demais amostras contaminadas com S. aureus
podem ser resultado ndo s6 da manipulagao incorreta do produto ou da maneira incorreta de
seu armazenamento, mas principalmente ao contato direto com o consumidor e pelo fato de o

produto ser exposto ao ar livre, sendo estes, meios de veiculagao da bactéria (Tabela 4).
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Tabela 4. Nimero e percentagem de locais de armazenamento do produto por estabelecimento
— Regido do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

Local de armazenamento do produto
Contato Ao ar livre
direto com Exposto a . Local refri- | Embalagem
5 q A Ao ar livre em local 2t
Estabelecimento | o consumi- insetos gerado plastica
telado
dor
N2 % N2 % Ne % N2 % N2 % Ne %
Supermercado 2 20 2 20 2 20 0 0 2 20 1 10
Feira Livre 3 30 3 30 3 30 3 30 0 0 0 0
Loja de Prod.
J 5 50 5 50 5 50 0 0 5 50 5 50
Lacteos
Mercado Mun. 10 100 10 100 10 100 0 0 0 0 0 0
Panificadora 0 0 1 10 1 10 0 0 2 20 1 10
Total 20 40 20 40 20 40 3 6 9 18 7 14

Desta maneira, conclui-se que muitas amostras analisadas estavam em condigoes

sanitdrias insatisfatorias, pois apresentavam resultados da presenca de microrganismos acima da

permitida pelaRDC n2 12, de 2 de janeiro de 2001. A elevada quantidade de S. aureus encontrada

nas amostras de queijo Minas Frescal analisadas evidencia indicios de préticas impréprias durante

a fabricagao do produto, tais como o uso de matéria-prima inadequada ou contaminagao através

dos manipuladores ou utensilios ndo higienizados, bem como durante o armazenamento e

retalhagdo do produto no estabelecimento comercial. Deste modo, enfatiza-se a necessidade de

uma fiscalizacdo mais rigorosa dos estabelecimentos envolvidos producao e comercializagao

deste tipo de queijo, a fim de prevenir danos a satide da populagao.
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APENDICE A - FORMULARIO DE CAMPO

Local da Coleta:
Data da Coleta: / /
Horario da Coleta:

Procedéncia do produto Rural Inspecionado

Queijo

Uso de equipamentos para manuseio SIM NAO

Luvas

Avental

Touca

Mascara

Local de armazenamento do produto SIM NAO

Em contato direto com o consumidor

Exposto a insetos

Ao ar livre

Ao ar livre em local telado

Em local refrigerado

Em embalagem plastica

Fonte de Financiamento: Centro de Ensino Superior de Uberaba (CESUBE); Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM).
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ARTIGO ORIGINAL

PESQUISA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM QUEIJOS TIPO “MINAS FRESCAL”
COMERCIALIZADOS NA REGIAO DO TRIANGULO MINEIRO

Gisele Barreto Ferreira?

Ana Carolina Santana de Oliveira®
Jorge Marcelo Marson®

Ana Paula Sarreta Terra®

Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar a presenca de Staphylococcus aureus
em amostras de queijos tipo Minas Frescal, comercializados na Regido do Tridngulo Mineiro
e analisar as condigbes de higiene na manipulacdo e locais de armazenamento do produto.
Para isso foram coletadas 50 amostras de queijos tipo Minas Frescal em diferentes pontos de
venda; ademais, foi aplicado um formulario de campo abordando as condicées de higiene no
armazenamento e manipulagdo do produto. A andlise das amostras foi feita por meio da cultura
da solugao da amostra diluida e identificagdo da bactéria por meio do método de CGram e das
provas de catalase e coagulase. O padrao estabelecido pela ANVISA para Staphylococcus aureus
em queijos tipo Minas Frescal é de 5,0 x 102 UFC/g. Contudo, em 78% das amostras coletadas,
o nimero de bactérias encontradas foi superior a esse valor, representando risco para a satde
do consumidor, podendo causar intoxicacdo alimentar. De acordo com o formulario aplicado,
foi observado que o elevado indice de bactérias encontradas nas amostras coletadas deve-se as

deficiéncias higiénicas durante a manipulacdo e a forma inadequada de armazenar o produto.

Palavras-chave: Queijo frescal. Staphylococcus aureus. Contaminagdo. Intoxicagao alimentar.

REASEARCH OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN “MINAS FRESCAL” CHEESE MARKETED
IN THE REGION OF TRIANGULO MINEIRO

Abstract
The aim of the study was to verify the presence of Staphylococcus aureus
in “Minas Frescal” cheese’s samples, marketed in the region of Tridngulo Mineiro and to

»
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examine the conditions of hygiene in handling and storage of the local product. Fifty samples
of “Minas Frescal” cheese were collected at different points of sale; besides a formulary was
applied to understand the hygiene conditions in the storage and handling of the product.
The analysis of samples was done through the culture of the diluted sample solution and
identification of the bacteria through the Gram method and catalase and coagulase tests.
The standard established by ANVISA for Staphylococcus aureus in “Minas Frescal” cheese
is 5.0 x 102 CFU/g. However 78% of the samples had bacterial count above normal values,
which represents a risk to the consumer’s health and may cause food poisoning. According
to the application form, it was observed that the high levels of bacteria found in samples are
due to hygienic shortcomings in the handling and inappropriate way to store the product.

Key words: Cheese. Staphylococcus aureus. Contamination. Food poisoning.

INVESTIGACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN QUESOS TIPO “FRESCAL
MINAS” COMERCIALIZADOS EN LA REGION DEL TRIANGULO MINERO

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo verificar la presencia de Staphylococcus aureus en
muestras de queso Minas Frescal comercializados en la regién del Tridngulo Minero y analizar
las condiciones de higiene en los lugares de manipulacion y almacenamiento del producto. Para
ello se recogieron 50 muestras de queso Minas Frescal en diferentes puntos de ventas, ademas,
se aplicé un formulario de campo al abordar las condiciones de higiene en el almacenamiento
y la manipulacién del producto. El analisis de la muestra fue realizado a través de la cultura de
la solucion de la muestra diluida e identificacion de la bacteria por el método de Gram y de los
examenes catalasa y coagulasa. El patron establecido por la ANVISA para Staphylococcus aureus
en el queso Minas Frescal es de 5,0 x 102 ufc/g. Sin embargo, en el 78% de las muestras, el nimero
de bacterias que se encuentran fue superior a este valor, lo que representa un riesgo para la salud
de los consumidores y puede causar intoxicacién alimentaria. De acuerdo con el formulario
aplicado, se observo que los altos niveles de bacterias que se encuentran en las muestras se deben a
deficienciashigiénicasenlamanipulaciénylaformainadecuadadealmacenamientodel producto.

Palabras-clave: Queso frescal. Staphylococcus aureus. Contaminacién. Intoxicacién alimentaria.

INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é uma espécie bacteriana Gram-positivas, anaerébica
facultativa, pertencente a familia Micrococcaceae, que se apresenta sob o agrupamento de
cachos de uva." Dentre as espécies de estafilococos, o S. aureus é o mais patogénico, podendo
causar infeccao na pele, olhos, garganta, uretra e trato gastrintestinal.?

O homem possui um reservatério natural do S. aureus; este microrganismo estd

presente em diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, trato intestinal e pele.? No trato
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respiratério superior, especialmente nas narinas, o S. aureus encontra-se em aproximadamente
60% da populagao e assim permanece sem causar doenga.* Além do homem, outros animais
sao portadores ou apresentam-se contaminados por S. aureus. No gado, a infecgdo pela bactéria
provoca a mastite estafilocécica, que contamina o leite a ser consumido ou utilizado no preparo
de queijos ou similares, podendo causar intoxicagao alimentar.®

A intoxicacao alimentar estafilocécica é uma das mais frequentes, ocorrendo devido
a ingestao de alimentos contaminados com enterotoxinas produzidas por S. aureus.® Os principais
sintomas da intoxicacdo alimentar estafilocicica sao: nduseas, vémitos, dores abdominais, diarreia,
sudorese, dores de cabega, calafrios e queda de pressao. Ocorrem geralmente ap6s trinta minutos
a seis horas apds a ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas.” O diagnéstico baseia-se nos
sintomas, sendo o curto periodo de incubagdo um fato caracteristico da intoxicagao.®> A pesquisa
de enterotoxinas nos alimentos ingeridos também pode ser considerada no diagnéstico.® Embora
seja incomum, a fatalidade da intoxicagdo alimentar estafilocécica ocorre ocasionalmente em
individuos debilitados imunologicamente, idosos e criancas de tenra idade.’

Pelo fato de a bactéria ser geralmente transmitida pelas maos, os alimentos
manipulados ap6s o cozimento como tortas, cremes, pudins, produtos de carne bovina, queijos,
saladas e maionese sao os mais frequentemente contaminados.’ O queijo tem sido o principal
alimento relacionado aos casos de intoxicagao alimentar, sendo o S. aureus o mais importante
microorganismo responsavel pelas contaminagdes do queijo Minas Frescal.”? Este tipo de
queijo apresenta grande suscetibilidade a contaminagdes por substancias téxicas, bactérias
patogénicas, virus e parasitos. Estes podem estar originalmente presentes no leite ou de alguma
forma ter sido veiculados durante os processos de produgao, armazenamento e distribuicdao.'

O queijo-de-minas deu origem ao queijo Minas Frescal que é bastante produzido
devido ao bom rendimento na fabricagao e ao facil processamento. Sua comercializagao é mais
acentuada nas zonas leiteiras da regidao Sul e Sudeste e assume, inclusive, um cardter cultural
como produto turistico.

Entende-se por queijo Minas Frescal o queijo fresco obtido por coagulacao enzimatica
do leite como coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndao com
a agdo de bactérias lacticas especificas.”” Este tipo de queijo é um alimento com elevado teor
de umidade e altamente perecivel. Além disso, o produto passa por uma grande manipulagao
durante sua fabricagao e comercializacdo. Assim, suas caracteristicas retinem condicoes propicias
para contaminagao, sobrevivéncia e multiplicagao bacteriana. Muitas dessas bactérias podem ser

patogénicas e causar intoxicagdes e/ou infecgdes alimentares nos seres humanos.'®
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Os principais constituintes do queijo Minas Frescal sdo agua, gordura, proteinas,
lactose, acido latico, cloreto de sédio e sais diversos, que influenciam nas caracteristicas
organolépticas do produto como coloragdo, maciez, sabor e odor. No entanto, a composicao
desse tipo de queijo, principalmente os de fabricacdo artesanal, € muito variada, o que
demonstra a necessidade de padronizagao do produto por parte dos 6rgaos responsaveis pelo
controle de alimentos."®"

Segundo o artigo 200 do Regulamento do Servigo de Inspegao Federal (SIF), os
queijos frescos e moles s6 devem ser feitos com o leite pasteurizado, no entanto, o queijo Minas
Frescal é geralmente fabricado a partir do leite cru, as vezes ainda nas fazendas produtoras.'®
Como o Staphylococcus aureus também pode ser encontrado no gado, as deficiéncias higiénicas
durante a ordenha e a utilizagdo do leite com mastite sao fatores determinantes dos elevados
indices de contaminagao de queijos frescos por essa bactéria.”® Esta contaminagdo também
pode ocorrer no comércio varejista, durante a retalhagdo e embalagem do produto ou no
armazenamento em dep6sitos ou balcoes nao refrigerados.’®

Os manipuladores de alimentos séo as fontes de contaminagao mais frequentes,
pois, em cerca de 40% de pessoas sadias, essa bactéria é encontrada colonizando as mucosas
da nasofaringe. Além disso, é encontrada colonizando feridas infectadas.?'

Embora seja exigido que o leite destinado a fabricacao de queijos seja higienizado
por meios fisicos e submetidos a pasteurizagao, é intensa a comercializagdo dos queijos que
ndo atendem a tais especificagbes. Outros fatores como a pos-pasteurizagao, a utilizagdo
de fermentos inativos, temperaturas inadequadas e incorretas condigbes de manufaturas e
armazenagem contribuem para o comprometimento da qualidade deste tipo de queijo.”? A
comercializagdo de queijos frescos produzidos a partir de leite cru é proibida no Brasil. No
entanto a comercializacdo de queijo tipo Minas Frescal produzido artesanalmente tem sido
realizada abertamente em alguns estados, especialmente em Minas Cerais e Sao Paulo.??

A precaria qualidade higiénico-sanitaria destes produtos possibilita sua
contaminagdo com microrganismos como o S. aureus. De acordo com a Resolugao RDC N2 12,
de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), o limite maximo
para S. aureus em queijos tipo Minas Frescal é de 5,0 x 102 UFC/g. Assim, demonstra-se a
grande importancia da detecgao e quantificagao deste microrganismo nesse tipo de queijo, para
se evitar intoxicagoes alimentares.?* O nivel de microrganismos encontrados nos queijos, além
de se situarem acima do limite maximo estabelecido pela ANVISA, mostram-se muito préximos
dos requeridos para a producdo de enterotoxinas em quantidade suficiente para a ocorréncia

de surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica. 2°
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De acordo com o apresentado, o objetivo do presente trabalho foi verificar a
presenca e a quantidade de Staphylococcus aureus nos queijos tipo Minas Frescal comercializados
na Regido do Triangulo Mineiro e analisar as condigoes de higiene na manipulacdo e locais
de armazenamento do produto. O projeto foi submetido a apreciacdo da Comissao de
Biosseguranga da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM) e aprovado sob o ndimero

CIBio/UFTM - 12.

MATERIAIS E METODOS
A coleta das amostras e a andlise da presenga de S. aureus foram realizadas

conforme descrito a seguir.

COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

O trabalho consistiu em um estudo transversal, realizado no periodo compreendido
entre janeiro e julho de 2008. Foram coletadas, em estabelecimentos comerciais da regidao
do Triangulo Mineiro, 50 unidades de queijo tipo Minas Frescal, as quais foram etiquetadas
com ndmeros, para facilitar sua identificagao nos formuldrios de campo (Apéndice A). Das 50
unidades, 10 foram coletadas em supermercados, 10 em panificadoras, 10 em feiras livres,
10 em estabelecimentos especializados em venda de produtos lacteos, e 10 no Mercado
Municipal.

Cada amostra foi representada por um produto (uma unidade de queijo), envolvido
em embalagens pldsticas estéreis, providas de identificagdo quanto a origem, procedéncia e
condigoes de armazenamento e higienizagdo dos estabelecimentos e dos manipuladores do
produto.

As amostram foram encaminhadas ao laboratério da Disciplina de Laboratério
Clinico (Microbiologia) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), para a realizagao
dos testes microbiolégicos de contagem de Staphylococcus aureus. Todo o processo de coleta
e transporte foi realizado em respeito as normas encontradas no RDC n2 12, de 2 de janeiro

de 2001.
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PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE BACTERIOLOGICA

Antes de abrir as embalagens originais contendo o produto, fez-se assepsia da drea
externa com dlcool etanol 70% para remover os contaminantes presentes. A unidade analitica de
25 gramas de amostra de queijo foi transferida para o frasco de homogeneizagao previamente
esterilizado. Como o produto apresenta consisténcia sélida, foi feita a diluicao para a adequada
homogeneizagdo da amostra por meio de agitacdo e trituragdo. Todo o processo foi realizado

assepticamente em capela.

CONTAGEM DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Para diluicdo da amostra, adicionou-se a unidade analitica de 25 gramas da
amostra 225 ml de agua salina peptonada e homogeneizou-se obedecendo aos cuidados para
evitar contaminagao. Foram feitas diluigdes para 10,10 e 103.2

Foi inoculado 1 ml de cada diluigdo na superficie de placas de agar Baird Parker (BP).
Este in6culo foi espalhado com alga de Drigalski, da placa de maior para a placa de menor diluigao. As
placas de cultura de cada amostra foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa microbiolégica.?®

Apbs este periodo era verificada a presenga de colonias, indicando crescimento
bacteriano. A contagem de col6nias foi feita com auxilio de uma lupa, em um contador de
colonias. O niimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama ou ml da amostra foi
calculado multiplicando-se o ndmero de colonias pelo inverso da diluigdo inoculada. A partir
das colonias sugestivas de estafilococos, foram feitas coloracdo Gram e provas bioquimicas de
catalase e coagulase. O método mais confidvel para identificagdo do S. aureus, é a prova de
coagulase, pois esta enzima estd presente no microrganismo caracterizando a espécie. A prova
de coagulase pode ser realizada em lamina ou em tubo, a partir de microrganismos provenientes
de crescimento em meio de cultura, sendo recomendado para a realizagdo do teste o uso de

plasma de coelho com EDTA.?728

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Gréfico 1 sdo representados os valores quantitativos de microrganismos,
expressos em log, encontrados nas amostras de queijos tipo Minas Frescal analisadas. Observa-se
maior quantidade da bactéria nas amostras provenientes das panificadoras e menor quantidade

nas amostras provenientes das Lojas de Produtos Lacteos.
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Grafico 1. Valores quantitativos de Staphylococcus aureus, expressos em log, })resentes nas
amostras de queijo Minas Frescal analisadas — Regido do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

Na Tabela 1 sdo apresentados o nlimero e a percentagem de amostras que estao
dentro e fora dos padroes estabelecidos pela legislacao para UFC/g de Staphylococcus aureus.
Dentre as amostras analisadas, 11 (22%) estavam de acordo com os padrdes estabelecidos pela
ANVISA; destas amostras 2 (20%) sao provenientes de Supermercados, 2 (20%) de Feiras Livres
e 7 (70%) das Lojas de Produtos Lacteos.

No que se refere as amostras fora dos padrdes exigidos pela legislacao, observa-se,
de acordo com a Tabela 1, que 39 (78%) apresentam valores superiores a 5,0 x 102 UFC/g de

Staphylococcus aureus, que é o limite permitido pela legislacao.
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Tabela 1. Nimero e percentagem das amostras dentro e fora do padrao, de acordo com o
estabelecido pela legislacdo para UFC/g de Staphylococcus aureus em queijo Minas Frescal por
locais de comercializagdo — Regido do Triangulo Mineiro —jan./jul. 2008

Staphylococcus aureus

Local de comercializacao

ND % NF %
Supermercado 2 20 8 80
Feira Livre 2 20 8 80
Loja de Produtos Lacteos 7 70 3 30
Mercado Municipal 0 10 100
Panificadora 0 10 100
Total 11 22 39 78

ND: Niimero de amostras dentro do padrao estabelecido pela legislagao
NF: Nidmero de amostras fora do padrao estabelecido pela legislacao

Estudo semelhante sobre o queijo Minas Frescal comercializado em Terezina (PI)
mostrou que 75% das amostras de queijo analisadas estavam fora dos padroes exigidos para a
contagem de S. aureus.?® Outra pesquisa revelou que 96,67% das amostras do mesmo queijo
produzido artesanalmente estdo acima do limite méximo permitido.*® O elevado indice de
amostras fora dos padroes exigidos por lei é um fator preocupante, uma vez que a presencga de S.
aureus em grande quantidade, em alimentos como o queijo Minas Frescal, é um fator de risco para
a presenga de enterotoxinas estafilocécicas, representando risco para a satide da populagao.

Na Tabela 2 estd representado o total de amostras de queijo Minas Frescal,
artesanais e inspecionados, de acordo com a quantidade de S. aureus presentes. Pode-se
observar que, dentre as amostras artesanais, somente uma apresentou quantidade inferiora 5,0 x
102UFC/g, que é o permitido pela legislacao; e apenas 3 das 40 amostras artesanais apresentaram
quantidades entre 1,0 x 102 e 5,0 x 102 UFC/g, estando de acordo com o permitido. As 36
amostras artesanais restantes apresentaram valores superiores a 5,0 x 102 estando, portanto,
fora dos padroes estabelecidos pela ANVISA. Quanto as amostras inspecionadas, 70% (7/10)

apresentaram valores dentro do permitido pela legislacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Nimero de amostras de queijo Minas Frescal artesanais e inspecionadas, por UFC/g
de Staphylococcus aureus — Regido do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

UFC/g de Staphylococcus

aureus Amostras Artesanais Amostras Inspecionadas
< 1,0x 102 1 0
1,0x102-5,0x 102 3 7
50x102-5,0x103 21 3
50x103-5,0x10* 14 0
>5,0x10* 1 0
Total 40 10

ANVISA: < 5,0 x 102

Neste trabalho, os resultados obtidos foram superiores aos encontrados em outro
estudo, no qual os autores observaram que, das amostras de queijo Minas Frescal analisadas,
20% dos queijos artesanais e 10% dos inspecionados apresentaram valores superiores ao
permitido pela legislacao para S. aureus. A grande quantidade de amostras artesanais (36/40)
contendo S. aureus além do tolerado por amostra representativa ou unidade amostral pode
estar relacionada as mas condicoes de higiene durante a produgdo e ao uso de matéria-prima
inadequada. Além do mais, as condi¢des de armazenamento e a manipulacao do produto no
local de comercializagdo podem ter contribuido para os resultados obtidos, principalmente se
estes alimentos estiverem expostos para comercializagao em temperatura ambiente. Este é um
fator de risco importante para o desenvolvimento de estafilococos coagulase positivos, pois a
temperatura mais alta facilita o crescimento do microrganismo.

Em relacio ao uso de equipamentos para manuseio do produto nos
estabelecimentos comerciais, pdde-se constatar, quanto ao uso de luvas pelos manipuladores
do produto, que 5 (50%) supermercados e feiras livres, 10 (100%) Lojas de Produtos Lacteos,
e 6 (60%) Mercados Municipais usam luvas para manusear o produto; em relagao ao uso de
avental, 10 (100%) supermercados e feiras livres e 5 (50%) Lojas de Produtos Lacteos fazem
o uso do avental; no que se refere ao uso de touca, 7 (70%) supermercados e 5 (50%) Lojas
de Produtos Lacteos fazem o uso deste equipamento (Tabela 3). Verifica-se ainda na Tabela 3
que nas feiras livres nao é feito o uso de toucas; no Mercado Municipal ndo sao utilizados
aventais e toucas para manusear o produto e nas panificadoras ndo se faz o uso de nenhum dos

equipamentos (luva, avental e touca) para manuseio do produto.
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Tabela 3. Nimero e percentagem de equipamentos para manuseio do produto por estabelecimento
— Regiao do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

Uso de Equipamentos para manuseio

Estabelecimento Luva Avental Touca

Ne % Ne % N2 %

Supermercado 5 50 10 100 7 70
Feira Livre 5 50 10 100 0 0
Loja de Prod. Lacteos 10 100 5 50 5 50
Mercado Municipal 6 60 0 0 0 0
Panificadora 0 0 0 0 0 0
Total 26 52 25 50 12 24

Como a presencga de S. aureus esta relacionada aos habitos de higiene durante a
manipulacdo do produto, a grande quantidade de microrganismos encontrados nas amostras
analisadas pode estar relacionada a nao utilizagao dos equipamentos durante seu manuseio.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos quanto a verificagdo do local de
armazenamento do produto. Com base nesses resultados, observa-se que, em 20 (40%)
estabelecimentos, o produto tem contato direto com o consumidor, ficando ao ar livre e exposto
a insetos. Ja em 3 (6%) estabelecimentos, a armazenagem ¢€ feita ao ar livre em local telado. Em
apenas 9 (18%) estabelecimentos o produto é mantido refrigerado e em 7 (14%) apresenta-se
protegido por embalagem plastica.

A presenga de maiores quantidades de S. aureus nas amostras provenientes
das panificadoras pode estar relacionada a manipulacdo incorreta dos queijos, visto que nas
panificadoras ndo sao utilizados equipamentos de manuseio do produto (Tabela 3). Assim como
nas amostras provenientes das panificadoras, as demais amostras contaminadas com S. aureus
podem ser resultado ndo s6 da manipulagao incorreta do produto ou da maneira incorreta de
seu armazenamento, mas principalmente ao contato direto com o consumidor e pelo fato de o

produto ser exposto ao ar livre, sendo estes, meios de veiculagao da bactéria (Tabela 4).
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Tabela 4. Nimero e percentagem de locais de armazenamento do produto por estabelecimento
— Regido do Triangulo Mineiro — jan./jul. 2008

Local de armazenamento do produto
Contato Ao ar livre
direto com Exposto a . Local refri- | Embalagem
5 q A Ao ar livre em local 2t
Estabelecimento | o consumi- insetos gerado plastica
telado
dor
N2 % N2 % Ne % N2 % N2 % Ne %
Supermercado 2 20 2 20 2 20 0 0 2 20 1 10
Feira Livre 3 30 3 30 3 30 3 30 0 0 0 0
Loja de Prod.
J 5 50 5 50 5 50 0 0 5 50 5 50
Lacteos
Mercado Mun. 10 100 10 100 10 100 0 0 0 0 0 0
Panificadora 0 0 1 10 1 10 0 0 2 20 1 10
Total 20 40 20 40 20 40 3 6 9 18 7 14

Desta maneira, conclui-se que muitas amostras analisadas estavam em condigoes

sanitdrias insatisfatorias, pois apresentavam resultados da presenca de microrganismos acima da

permitida pelaRDC n2 12, de 2 de janeiro de 2001. A elevada quantidade de S. aureus encontrada

nas amostras de queijo Minas Frescal analisadas evidencia indicios de préticas impréprias durante

a fabricagao do produto, tais como o uso de matéria-prima inadequada ou contaminagao através

dos manipuladores ou utensilios ndo higienizados, bem como durante o armazenamento e

retalhagdo do produto no estabelecimento comercial. Deste modo, enfatiza-se a necessidade de

uma fiscalizacdo mais rigorosa dos estabelecimentos envolvidos producao e comercializagao

deste tipo de queijo, a fim de prevenir danos a satide da populagao.
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APENDICE A - FORMULARIO DE CAMPO

Local da Coleta:
Data da Coleta: / /
Horario da Coleta:

Procedéncia do produto Rural Inspecionado

Queijo

Uso de equipamentos para manuseio SIM NAO

Luvas

Avental

Touca

Mascara

Local de armazenamento do produto SIM NAO

Em contato direto com o consumidor

Exposto a insetos

Ao ar livre

Ao ar livre em local telado

Em local refrigerado

Em embalagem plastica

Fonte de Financiamento: Centro de Ensino Superior de Uberaba (CESUBE); Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM).
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