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Coliformes fecais, Salmonella e Staphylococcus aureus

em queijo Minas frescal.

Fecal coliforms, Salmonella and Staphylococcus aureus
in Minas frescal cheese.

Patricia Maria Rocha Gongalves'; e Robson Maia Franco?.

Resumo
Trinta amostras de queijo frescal foram obtidos em
estabelecimentos da cidade de Niterdi, Estado do Rio
de Janeiro, e submetidas as seguintes analises bacte-
riolégicas: pesquisas de Salmonella, enumeragéo de
coliformes fecais e contagem de Staphylococcus
aureus. O objetivo principal deste trabalho foi a avali-
. acédo higiénico-sanitaria desse produto. Das 30 amos-
tras analisadas, nenhuma espécie de Salmonella foi
isolada. Na enumeragédo de coliformes fecais, 28
(93,33%) amostras apresentaram nimero mais prova-
vel (NMP) > 1100/g, uma (3,33%) apresentou NMP =
1100/g e uma (3,33%) com NMP = 21/g. Na contagem
. de S. aureus, 15 (50%) amostras foram positivas, sen-
do que 12 (40%) apresentaram valores acima de 10%g
e uma (3,33%) apresentou valor acima de 108. Con-
cluiu-se que maior atengcdo deve ser tomada pelas
autoridades sanitarias, uma vez que a maioria das
amostras se encontrava em condi¢do higiénico-sani-
tarias insatisfatorias.

Palavras-chave: queijo Minas frescal, Staphylococcus
aureus, Salmonella, coliformes fecais

introdug¢ao

Os produtos de origem animal tém notavel impor-
tancia na alimentagéo da populagéo devido & sua cons-
tituicdo nutricional, assim como na economia do pais,
pela sua comercializagdo interna ou de exportagéo.
Portanto, as condi¢cdes de qualidade e sanidade dos
alimentos se refletirdo em todo o ambito social, desde
as doengas transmissiveis ao homem por alimentos,
até mesmo a perda de suas caracteristicas, levando
assim a prejuizos financeiros pela rejeicdo do produ-
to. ‘ ‘

O queijo tipo Minas é considerado um produto de
ampla aceitagdo comercial e se faz presente nos ha-
bitos alimentares de nossa populagdo. Apesar da le-
gislacdo brasileira exigir a utilizagéo de leite pasteuri-
zado para o preparo do mesmo, é intensa a comercia-
lizagdo do produto ndo obediente a especificagéo le-
gal (Pereira et al., 1991).

A ingestdo de queijos em condi¢des inadequadas
de consumo pode trazer graves consequéncias para a
populagédo, sendo portanto um problema de Saude
Publica; varios sédo os relatos de toxinfecgéo alimen-
tar devido ao consumo de queijos.

Em conformidade com o anexo | da Portaria 001 do
DINAL Brasil (1987), foram estabelecidos os padrdes
microbiolégicos aprovados para queijo frescal tendo
por base as seguintes analises: auséncia de
salmonelas em 25g, nimero mais provavel (NMP)
maximo de 10%/g para coliformes fecais e NMP ou con-
tagem direta (maximo) de 10%/g para Staphylococcus
aureus, objetivando levar ao consumidor um produto
de melhor qualidade higiénico-sanitaria.

As salmonelas sio fracas competidores quando na
presenga de uma microbiota variada no alimento
(Roitmam et al., 1988). Elas se encontram com fre-
guéncia debilitadas fisiologicamente, por isso sua ana-
lise requer diferentes métodos (Flowers et al., 1992).
De acordo Calderon e Furlanetto (1991), a interagédo
do meio seletivo de enriquecimento, temperatura e tem-
po de incubagao, seria fundamental para o isolamento
de salmonelas. \

No grupo dos coliformes fecais, a Escherichia coli
e seus diversos sorotipos, sdo 0s organismos que exer-
cem importancia do ponto de vista higiénico-sanitéario,
podendo ainda determinar quadros de diarréia em cri-

_ancas e idosos, como também em individuos

imunodeprimidos ao ingerirem alimentos que veicula-
rem tal microrganismo (Hitchins et al., 1992).

O crescimento de S. aureus em alimentos indica
um risco potencial a Saude Publica, principalmente se
ha namero de células compativel com a produgéo de
enterotoxinas que, se ingeridas, causam intoxicagéo
alimentar (ICMSF, 1983). Segundo Franco e Almeida
(1992), a presencga de Staphylococcus sugere condi-
¢Oes inadequadas de manipulagéo, limpeza e desin-
fecgdo. Enquanto as células de S. aureus séo
termolabeis e facilmente eliminadas por processo mo-
derados de temperatura, as enterotoxinas séo
termoestaveis, resistentes a temperaturas normalmen-
te utilizadas no processamento de produtos lacteos
(Freitas e Magalhaes, 1990).
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E importante ressaltar que o queijo € um dos ali-
mentos comumentes associados com intoxicagao ali-
mentar estafilocécica (Lancette e Tatini, 1992). Sabioni
et al. (1994) citam casos de intoxicagéao estafilocécica
causada por queijo Minas frescal. Anunciagao et al.
(1994) relatam a presenca de enterotoxina
estafilocécica também em queijo Minas Frescal. Ape-
sar de ser quase incomum a fatalidade da intoxicagado
alimentar estafilocdcica, ela ocorre ocasionalmente em
criangcas muito novas e idosos que estejam sofrendo
de outras doengas (Cerqueira-Campos et al., 1993).

O presente trabalho teve como objetivo a avalia-
¢do higiénica-sanitaria do queijo Minas frescal, pelo
fato deste ser um produto de grande consumo nacio-

“nal, e demonstrar possiveis falhas que estejam ocor-
rendo durante o seu processamento e/ou comerciali-
zagdo, alertando os érgaos vigilantes competentes
para que medidas necessarias para evita-las sejam
tomadas, porque a presenga de microorganismos que
alteram a qualidade e o prazo de vida comercial des-
de produto, leva a perdas econémicas significativas.

Material e Métodos

As amostras a granel foram adquiridas em estabe-
lecimentos comerciais do municipio de Niterdéi, Esta-
do do Rio de Janeiro. Foram utilizadas 30 amostras,
inspecionadas, embaladas individualmente em sacos
plasticos, pesando cada um aproximadamente 200
gramas e mantidas sob refrigeracdo até o momento
das analises. Em condi¢bes de assepsia, eram pesa-
das em duas subamostras de 25 gramas cada.

Uma subamostra de cada amostra era colocada em
copo homogeneizador contendo 225 mL de solugdo
salina peptonada a 0,1% (SSP 0,1) (Mossel e Quevedo,
1967) e em seguida era homogeneizada em “Waring
blender” durante 2 minutos em baixa rotagao, obten-
do-se entdo a diluigdo 10'. Posteriormente, era
pipetado 1 mL desta diluicdo para um tubo contendo 9
mL de SSP 0,1%, obtendo-se a diluicdo 102 e tal pro-
cedimento era repetido para obtencédo das diluigbes
10® e 10*, partindo-se das diluicdes 102 e 10 res-
pectivamente.

Pesquisa de Salmonella (Brasil, 1981 e Flowers et

al., 1992): a subamostra era colocada em baldao con-
tendo 225 mL de 4gua peptonada tamponada (APT),
homogeneizada e incubando-se a 35-37°C por 24 ho-
ras. Apos homogeneizagao da APT, foram pipetados
2 mL de APT e transferiu-se 1 mL para um tubo con-
tendo 9 mL de Caldo Selenito-Cistina (Merck 7709) e
1 mL para um tubo contendo 9 mL de Caldo
Tetrationato (Merck 5285), onde previamente foram
adicionados 0,2 mL de solugdo de iodo-iodurada. Os
tubos foram incubados a 35-37°C por 24 horas. O
subcultivo crescido na fase anterior foi inoculado em
placas com Agar Verde Brilhante (Merck 7237) e Agar
Bismuto Sulfito segundo Wilson-Blair (Merck 5418) que
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eram incubadas invertidas a 35-37°C por 24 horas. As
UFCs tipicas e isoladas eram semeadas em tubos con-
tendo meio agar TSI (Merck 3915) e LIA (Merck 11640),
inclinados, que eram incubados a 35-37 °C por 18 a
24 horas. A partir dos cultivos que se comportaram
como Salmonella na TSI e LIA, foram realizadas as
seguintes provas bioquimicas: lisina, arginina, ornitina,
urease, malonato-fenilalanina, indol, vermelho de
metila e Voges Proskauer.

Enumeragao de coliformes fecais (Hitchins et al.,
1992): a partir das diluicdes 10!, 102 e 103, foi trans-
ferido 1 mL para tubos contendo 10 mL de Caldo Lauril
Sulfato (Merck 10266) com tubo de Durham invertido.
Para cada diluicdo utilizou-se trés tubos do ja referido
caldo, obtendo-se trés séries de trés tubos, que foram
incubados a 35-37 °C por 24-48 horas. Os subcultivos
positivos foram semeados em tubos contendo 10 mL
de Caldo EC (Merck 10765) com tubo de Durham in-
vertido, incubando-os a 44,5 + 0,5 °C por 24 horas em
estufa de camisa dupla.-Realizou-se o calculo do NMP
conforme tabela de MacCrady, a partir dos tubos posi-
tivos. Em seguida, os tubos positivos foram semea-
dos em placas contendo meio Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) segundo Levine (Merck 1342). Essas
placas foram incubadas invertidas a 35-37 °C por 24
horas. A partir das UFCs tipicas e isoladas de E. coli
crescidas no meio EMB, foram realizadas as provas
bioquimicas de IMViC; (indol, vermelho de metila,

.Voges Proskauer e citrato).

Contagem de S. aureus (Lancette e Tatini, 1992,
Kloos e Scheleifer, 1986): das diluigbes 10, 102, 103
e 10, depositou-se 0,1 mL de cada diluigcdo sobre a
superficie de Agar Baird-Parker (Merck 5406) em pla-
cas de Petri em duplicata e com auxilio de bastéao tipo
“hockey” flambado, espalhou-se o inéculo por toda a
superficie do meio até completa absorgao. As placas
foram incubadas invertidas a 35-37 °C por 24-48 ho-
ras.

Foram selecionadas placas contendo entre 20 e 200
UFCs, contando-se as UFCs tipicas e isoladas. A partir
delas, foram confeccionados esfregagos corados pelo
método de Gram, verificando-se a presenga de cocos
Gram positivos. Trés UFCs tipicas e isoladas foram
repicadas para tubos contendo Caldo Infusdo Cérebro
Coragéo (BHI) Merck 10493), sendo incubados a 35-37
°C por 24 horas. As seguintes provas bioquimicas foram
executadas a partir do subcultivo crescido em caldo BHI,
conforme Kloos e Scheleifer (1986): desoxirribonuclease,
catalase, gelatinase, oxidacdo e fermentacédo da glicose
respectivamente em aerobiose e anaerobiose, oxidagao
e fermentagdo do manitol respectivamente em aerobiose
€ anaerobiose, coagulase e termonuclease.

Resultados
Bactérias do género Salmonella néo foram isoladas

" em 100% das amostras analisadas.
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Todas as amostras foram positivas para coliformes
fecais. De 30 amostras, 28 (93,33%) apresentaram NMP
> 1100/g. Destas, em 26 amostras a espécie isolada foi
a E. coli (24 tipicas e duas atipicas) e em 2 amostras foi
a E. blattae. Uma (3,33%) amostra apresentou NMP =
1100/g e outra (3,33%) NMP = 21/g,. sendo a E. coli (ti-
pica) a espécie isolada em ambas.

Quinze (50%) amostras foram positivas para S.
aureus; a contagem pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 - Contagem de Staphylococcus aureus

UFCs/grama Nidmero de amostras (%)
50x 10 1 (6,67)
2,5x102 1(6,67)

1,0x 10%a 5,6 x 10° 8 (53,33)
1,0x 104a 2,1 x 104 4 (26,67)
1,2 x 108 1 (6,67)
Total 15 (100)

Discussao e Conclusoes

- Roitmam et al. (1988) citam que o ndo isolamento
de bactérias do género Salmonella supde a presenca
de microbiota variada, -particularmente bactérias
laticas, produtoras de proteases e lipases, proporcio-
nando transformagdes biogquimicas que tornam o meio
adverso a sobrevivéncia de microrgarnismos
patogénicos. Neste trabalho nao foram isoladas
salmonelas, portanto os nossos resultados estdo de
acordo com os autores acima mencionados, sugerin-
do que as bactérias laticas presentes na amostra pos-
sam ter inibido as salmonelas. Além disso, essas bac-
térias em alimentos geralmente se encontram em nu-
mero baixo e frequentemente em um estado fisioldgi-
co debilitado devido a exposigcdo a condigdes
estressantes durante o processamento e estocagem
(Flowers et al., 1992), o que nos parece, também, ser
um fator limitante ao seu crescimento.

A interagdo do meio seletivo de enriquecimento,
temperatura e tempo de incubacédo seriam
determinantes fundamentais para melhor isolamento
dessas bactérias. Calderon e Furlanetto (1991) verifi-
caram melhores resultados quando o Caldo
Tetrationato era incubado a 43 °C por 48 horas. Entre-
tanto, no presente trabalho, os Caldos Tetrationato
foram incubados a 35-37 °C por 24 horas, devido a
expectativa de isolarmos germes que tivessem a ca-
pacidade de colonizar o trato intestinal de consumido-
res deste tipo de alimento.

Segundo Hitchins et al. (1992) a presenga de
coliformes fecais que sio indicadores de contamina-
cdo fecal, demonstra manipulagéo incorreta no

processamento, transporte e/ou comercializagéo, e
também que os microrganismos autéctones do leite
que participam da microbiota do queijo frescal, ndo
exerceram agdo impediente ao desenvolvimento dos
coliformes fecais, o que por nés é corroborado atra-
vés dos valores do NMP para coliformes fecais deste
trabalho, revelando que em 30 amostras, 29 (96,67%)
apresentaram nimero superior a 10%/g.

Franco e Almeida (1922) relatam que em alimentos
crus, a incidéncia de S. aureus é reduzida devido a
competigdo entre os microrganismos presentes, po-
rém sua presencga sugere condicdes inadequadas de
manipulagéo, limpeza e desinfec¢do uma vez que sao
indicadores destas. Tal aspecto foi por nés detectado
em apenas cinco amostras onde obtivemos resulta-
dos acima dos padrées microbiolégicos estabelecidos,
pela ocorréncia de S. aureus.

Os numeros de células compativeis com o inicio
da producgédo de enterotoxina séo valores proximos a
10° UFCs/g, porém 102 a 10* UFCs/g ja significam ris-
co a Saude Publica (ICMSF, 1983). No presente tra-
balho, uma amostra apresentou valor acima de 10°
UFCs/g, sugerindo que esta amostra poderia conter
enterotoxina estafilocécica, concordando com Sabioni
et al. (1994) onde citam que em alimentos, valores
acima de 10° UFCs/g implicam em alto risco de intoxi-
cagdo alimentar. Isto ainda é confirmado por
Anunciagédo et al. (1994) que relatam a presenca de
enterotoxina estafilocécica em amostras que apresen-
tam contagem de aproximadamente 10® UFCs/g.

De acordo com os dados obtidos neste trabalho,
conclui-se que:

1 - A auséncia de bactérias do género Salmonella
demonstra que esse produto é de baixo potencial para
determinar casos de infecgdo alimentar causados por
esse agente.

2 - As amostras positivas para ‘coliformes fecais
demonstram as condigdes higiénico-sanitarias
insatisfatorias do produto, indicando sua contamina-
¢do direta ou indiretamente com matéria fecal, estan-
do este em desacordo com os padrdes legais vigentes
e conforme os resultados obtidos, 29 (96,67%) amos-
tras seriam consideradas impréprias para consumo se-
gundo o anexo |l da portaria 001 do DINAL (Brasil,
1987).

3 - Apresencga de S. aureus indica que cinco amos-
tras estavam em condi¢gdes higiénico-sanitarias
insatisfatérias e em desacordo com os padrdes legais
vigentes, sendo considerados produtos potencialmente
capazes de causar toxinfecgdes alimentares e uma
amostra estaria impropria para o consumo, conforme
anexo |l da portaria 001 do DINAL (Brasil 1987).

4 - Devido as amostras positivas para S. aureus,
supde-se que o tratamento térmico ndo esta cumprin-
do suas finalidades, que esteja ocorrendo contamina-
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¢do apds o processamento devido ao contato humano
ou com superficies sdo sanitizadas, ou da mistura com
leite ndo pasteurizado, entretanto a prova da fosfatase
nao foi executada no leite para verificar a eficiéncia
da pasteurizagdo, uma vez que as amostras eram

“inspecionadas, e de acordo com o Artigo 600 paragra-
fo 22 do Regulamento de Inspegéo Industrial e Sanita-
ria de Produtos de Origem Animal (Brasil, 1952), s6 é
permitida a fabricagdo de queijos frescais e moles a
partir do leite pasteurizado.

5 - Maior atencédo deve ser tomada pelas autorida-
des sanitarias, uma vez que tais situacdes compro-
metem a qualidade, o prazo de vida comercial do pro-
duto, alteram suas qualidades organolépticas e péem
em risco a salide do.consumidor.

Abstract

Fecal coliforms, Salmonella and Staphylococcus ‘

aureusin Minas frescal cheese.

Thirty samples of Minas frescal cheese sold by
establishment in Niteréi City, State of Rio de Janeiro,
were submitted to bacteriological analysis for: research
of Salmonella, the most probably number (MPN) of
fecal coliforms and counting of Staphylococcus aureus.
The principal objective was the hygienic-sanitary
valuation of this product. No one of the samples showed
any specimen of Salmonella. About the MPN of fecal
coliforms, 28 (93,33%) samples had values of MPN
higher than 1100/g, one (3.33%) sample had value of
MPN = 1100/g and one (3.33%) sample had value of
MPN = 21/g. On counting of S. aureus, 15 (50%)
samples were positive, 12 (40%) samples with a count
above 10%/g and one (8,33%) sample a count above
108. It can be conclube that the sanitary authorities
should pay attention, to the fact that a large percentage
of samples were in unsatisfactory hygienic-sanitary
conditions.

Key words: Minas frescal cheese, Staphylococcus
aureus, Salmonella, fecal coliforms
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