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RESUMO

O queijo tipo Minas artesanal é uma variedade nacional amplamente consumida.
Muitas vezes, seus produtores n3o tomam os cuidados necessarios quanto a qualidade
da matéria-prima ou cuidados higiénico-sanitarios, incluindo processamento €
comercializagdo. Em quase totalidade das produgdes artesanais, sio produzidos com
leite cru proveniente de animais que ndo sio submetidos a controle sanitario adequado.
Além disso, trata-se de um queijo que nao possui padroes legais de identidade e
qualidade. Foram coletadas 25 amostras de queijo Minas artesanal comercializado em
feiras livres de Uberlandia-MG e verificada a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva, sua correlagdo com umidade e perfil de resisténcia/ suscetibilidade frente aos
antimicrobianos. Verificou-se que ha correlagdo positiva € significativa entre umidade ¢
UFC ¢ de Staphylococcus coagulase positiva. Das 17 cepas isoladas, 70,59% foram
resistentes a  penicilina, 35,29% a tetraciclina, 17,65% 2 eritromicina ¢ oxacilina,
nenhuma se mostrou resistente a ciprofloxacina e cefalotina e 64,72% das cepas tiveram
resisténcia intermedidria a eritromicina. Foi observada também resisténcia a multiplos
antibioticos: 41,18% apresentaram resisténcia a 2 deles e 17,65% apresentaram
resisténcia a 3 antibioticos. Conclui-se que € necessaria uma padronizagio desse queijo
e um controle quanto as condigdes higiénico-sanitdrias em sua produgdo, incluindo a
utilizagdo de matéria-prima de boa qualidade, uma vez que O produto em mas condigdes

de fabricagdo oferece riscos a Saude Publica.

Palavras-chave: queijo Minas artesanal, Staphylococcus coagulase positiva, resisténcia,

antimicrobianos.



1. INTRODUCAO

O queijo tipo Minas artesanal ¢ uma variedade nacional amplamente consumida.
Trata-se de um queijo que nao possui padrdes legais de identidade e qualidade, assim como O
queijo Minas Padrio, com o qual possui alguma similaridade. De origem brasileira, €
produzido nos mais diversos estados, tendo sua fabricagdo iniciada no século XIX em Minas
Gerais. Trabalho realizado por LONDONO et al. (1999), indica que o Minas artesanal possui
composi¢io média de 41% a 43,3% de umidade; 33,9% a 62.51% de gordura, 0,49 a 1,52%
de 4cido latico ¢ pH variando de 5.19 a 8,99, sendo as variagdes dependentes do periodo de
maturagio do queijo.

Muitas vezes, 0 Minas artesanal ¢ conhecido por outras denominagdes, como Minas
Curado, ou recebe o nome da regido onde € produzido. Os mais conhecidos sdo os queijos do
Serro, de Coatho e Canastra. Como caracteristica comum nas diferentes variedades, sdo
produzidos de forma artesanal e usando leite cru como matéria-prima. Ainda, apresentam um
elevado rendimento € um processo de fabricagdo simples de curto prazo, © que possibilita um
rapido retorno do investimento €, conseqlientemente, pregos mais acessiveis aos
consumidores (ALMEIDA & FRANCO, 2003).

Por ser de fabricagdo simples, 0 queijo Minas artesanal é produzido por um grande
namero de pequenos produtores rurais, que muitas vezes, ndo tomam 0s cuidados necessarios
quanto a qualidade da matéria-prima ou cuidados higiénico-sanitérios, tanto na produgio
quanto na comercializago. Em sua maioria, queijos artesanais sao produzidos com leite cru
proveniente de animais que nio sao submetidos a controle sanitario adequado.

O leite utilizado como matéria-prima na fabricagdo de queijos deve ser pasteurizado
para a eliminagdo dos patogenos e redugio da microbiota contaminante. O emprego do leite
cru na produgdo de queijos exige maiores cuidados na manipulagdo, assepsia adequada dos
utensilios, armazenamento em temperaturas adequadas, pessoas treinadas, € que €ssas sejam
sis e também que este leite seja produzido por um animal sadio € que ndo csteja em
tratamento com antibidticos ou outras drogas que deixem residuos.

Segundo LOGUERCIO & ALEIXO (2001) quando © queijo Minas ¢ fabricado de
forma artesanal, por pessoas nao qualificadas, pode ocorrer contaminagdo por diversos
microrganismos, comprometendo tanto a sua qualidade como a seguranca da saude do
consumidor. Portanto, ¢ necessario que se estabelecam boas praticas higiénicas, para prevenir

uma possivel contaminagd@o ou recontaminagio do produto.



O consumo de queijos e outros alimentos contaminados com mMiCrorganismos
patogénicos representa um risco 3 Saade Péblica, tendo notdvel importancia e destaque a
andlise microbiolégica dos alimentos, como ferramenta para verificar as condigdes higi€nico-
sanitarias desses produtos (ALMEIDA & FRANCO, 2003). Os resultados de analises
permitem a intervengao preventiva e a produgdo de alimentos seguros.

A presenga de alguns microrganismos no queijo ¢ indicativo de condigdes sanitarias
improprias durante a produgdo, processamento, transporte ou estocagem. Dentre os
microrganismos utilizados como bioindicadores de contaminagdo do leite e de sua
manipula¢o inadequada destaca-se o Staphylococcus aureus (SILVA et al., 1997a).

Os estafilococos sdo cocos Gram positivos, pertencentes a familia Microccaceae, que
apresentam forma de cachos de uva. S3o bactérias anaerObias facultativas com maior
crescimento sob condigdes aerdbias, quando entdo produzem catalase. S&o bactérias
mesofilas, capazes de crescer de 7°C a 47,8°C. A espécie Staphylococcus aureus esta
associada mais freqiientemente as doengas estafilococicas, quer sejam causando intoxicagoes
alimentares ou infecgdes (PELCZAR et al., 1996).

As células de Staphylococcus aureus sao termolabeis ¢ desta forma sdo facilmente
eliminadas por processos térmicos como a pasteurizagdo. Entretanto, as enterotoxinas sao
termoestaveis, resistindo, portanto, as temperaturas utilizadas no processamento de produtos
lacteos (FREITAS & MAGALHAES, 1990). Segundo GERMANO & GERMANO (1995)
contagens maiores que 10° UFC g em alimentos é capaz de produzir toxinas em quantidade
suficiente para causar intoxicagdes alimentares.

O uso indiscriminado de antibiéticos, que ocorre quando o agente etiolégico ndo €
identificado, pode favorecer o aparecimento de bactérias multirresistentes. BRITO et al.
(2001) associam o agravamento da resisténcia bacteriana ao uso freqiiente € indiscriminado de
antibiéticos e aos mecanismos de transferéncia de resisténcia entre microrganismos. Bactérias
multirresistentes em contato com ordenhadores, veterindrios, manipuladores e com 0s
equipamentos das industrias de alimentos podem ser disseminadas aos alimentos ¢ se
transformarem em um sério problema de Satde Publica.

A maioria das amostras de estafilococos tem se tornado resistente a multiplos
antibidticos, incluindo  beta-lactdmicos, quinolonas, aminoglicosideos, macrolideos,
cloranfenicol, mupirocina € outros (CHAMBERS, 1997). Cepas de Staphylococcus aureus
que possuem resisténeia a meticilina s30 também resistentes & naficilina, cefalosporina,

imipenem e outros beta-lactamicos ¢ sdo denominadas MRSA (BOYCE, 1992). Entre os
métodos recomendados para detectar amostras de MRSA de maneira rdpida e segura pelo
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National Committee for Clinical Laboratory Standards estd o teste de difusdo em disco
(NCCLS, 1997a; NCCLS, 1997b).

Por ser o queijo Minas amplamente consumido pela populagdo € sua qualidade
dependente da microbiota do leite utilizado, passivel de falhas durante o processo de
fabricacdo, manipulagdes, condicdes de armazenamento € comercializacdo, este estudo possul
como objetivos:

- quantificar Staphylococcus sp. em queijos Minas artesanal comercializados em feiras
livres da cidade de Uberlandia-MG;

- verificar a relacdo entre umidade e UFC g de Staphylococcus sp. € acidez ¢ UFC g
de Staphylococcus coagulase positiva;

- verificar a suscetibilidade/resisténcia das cepas de Staphylococcus coagulase positiva
isoladas frente aos antimicrobianos;

- verificar, por meio de analise fisico-quimica, como estes queijos podem  ser
classificados quanto 4 umidade ¢ desta forma, verificar se estdo dentro dos padrdes

microbiologicos estabelecidos pelo Ministério da Agricultura.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencio das Amostras

Para determinar o local e nimero de amostras coletadas, foi obtido junto a Prefeitura
de Uberlandia-MG um mapa contendo todos 0s pontos cadastrados para venda do queijo
Minas nas feiras livres da cidade. Os pontos de venda foram visitados e de cada comerciante
foi coletada uma amostra.

Foram visitados 25 pontos de venda, totalizando 25 amostras coletadas, no periodo de
julho a novembro de 2004. As amostras eram adquiridas ¢ transportadas em caixa isotérmica,
na propria embalagem em que cram comercializadas, até o Laboratorio de Biotecnologia
Animal Aplicada na Universidade Federal de Uberlandia.

Informacdes sobre o local de venda e forma de manipulagdo do queijo foram

observadas e anotadas.

2.2. Anilise microbiolégica

Foi realizada a quantificacdo de Staphylococcus sp. utilizando 0 protocolo de analise
proposto por SILVA et al. (1997a). Para analise, 25¢ da amostra foi diluida em 225mlL de
solugio de citrato 2% estéril submetida a diluigdes decimais. As diluigSes eram inoculadas
na superficie de placas contendo agar Baird-Parker (BP) ¢ incubadas a 35°C por 48 horas.
Ap6s incubago, as colonias eram contadas e classificadas como tipicas (negras com halo de
precipitagdo da lecitinase) e atipicas (outros tipos). Colonias tipicas e atipicas foram entdo
submetidas as provas de catalase € coagulase e a coloragdo diferencial de Gram. Foram
consideradas como Staphylococcus coagulase positiva as colonias que apresentaram
resultados positivos nos trés testes. As unidades formadoras de colonias (UFC) foram

calculadas de acordo com a diluigdo e 0 nimero de coldnias confirmadas.

2.3. Antibiograma

Os isolados identificados como Staphylococcus coagulase positiva foram entdo
submetidos a prova de suscetibilidade/ resisténcia a antimicrobianos através do método de
difusio em discos (BAUER et al, 1966; NCCLS, 1999). Para isso, as amostras estocadas
foram cultivadas em caldo BHI ¢ apos o crescimento, repicadas em 3 mL de caldo Miiller-
Hinton. A suspensdo foi incubada a 37°C até atingir a turvagio equivalente a 0,5 de escala

MacFarland. Com o auxilio de suabe estéril, a cultura foi semeada em placas de agar Miiller-

Hinton de modo a obter um crescimento confluente. Apos a secagem, foram adicionados os
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discos com os seguintes antimicrobianos € concentragdes: penicilina G (10U1), oxacilina
(1ug), eritromicina (15pg), tetraciclina (30ug), cefalotina (30ug) € ciprofloxacina (Spg). As
placas foram entdo, incubadas a 37°C por 20 horas (NCCLS, 1999). As zonas de inibi¢do
foram medidas em milimetros € O biotipo foi classificado como resistentes, intermediatios

(sensibilidade parcial) ou suscetiveis ao antibiotico testado (POWER, 1988; NCCLS, 1999).

2.4. Anilises fisico-quimicas

Foram realizadas andlises de umidade e acidez. Para a analise da umidade, a
metodologia utilizada foi do método gravimétrico conforme recomendagio da Association of
Official Analytical Chemists (A.0.A.C.,1995) e para a analise da acidez foi usado o Método
Ponderal (SILVA et al. 1997b).

2.5. Analise dos dados

Foi realizada correlagdo entre OS resultados das percentagens de acido latico e
contagem de Staphylococcus sp (UFC g1 e, entre umidade e contagem de Staphylococcus Sp.
Posteriormente foi aplicado o Teste t de Student para verificar a significAncia dos resultados.

A andlise do perfil de resisténcia/ suscetibilidade foi realizada de forma descritiva e

comparados as informagdes disponiveis na literatura.



3- RESULTADOS E PISCUSSOES

No momento da coleta, pdde-se verificar que as condigdes de venda das amostras ndo
eram adequadas, pois as mesmas cram expostas, nao havendo preocupagao em s¢ evitar o
contato com o ambiente. Em apenas duas barracas os queijos eram acondicionados em caixas
de vidro. Entretanto, nenhuma amostra estava em ambiente refrigerado. O comerciante
manipulava 0s queijos, frutas, legumes, congelados e outros alimentos diretamente com as
mios, inclusive o dinheiro, sem que ostas fossem higienizadas. As facas empregadas nos
cortes dos queijos também ndo sofriam nenhum processo de sanitizacdo. Essas caracteristicas
foram consideradas como causas possiveis de contaminagdo ou recontaminagdo dos queijos, €
implicando, ainda, contaminagdo cruzada entre 0s diferentes alimentos.

Quanto a aparéncia externa do produto, uma das amostras (1/25), se enconirava
parcialmente coberta por uma substdncia negra ndio definida. No interior de 8% (2/25) das
amostras foram encontrados pélos de animais.

Durante a coleta, foi observada a auséncia de embalagem original e de rétulo
indicando origem, composi¢do, data de fabricagdo e validade em todas as amostras. Das 25
amostras coletadas, 12% (3/25) foram classificadas como queijos de baixa umidade (até
35,9% de umidade), 68% (17/25) como queijos de média umidade (36% a 45,9%) ¢ 20%
(5/25) como queijos de alta umidade (46% a 54,9% de umidade). Essa variagdo pode ocorrer
em conseqiiéncia dos diferentes periodos de maturagdo em que oS queijos se encontravam no
momento da coleta. Porém, €sses dados ndo podem ser confirmados, pois os queijos nao
apresentavam data de fabricagdo e validade.

A acidez expressa em % de scido latico, conforme a classificagéo quanto & umidade

dos queijos, pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Acidez (% écido latico) em 25 queijos artesanais coletados em feiras livres de

Uberlandia-MG, durante 0s meses de julho a novembro de 2004.

////
Classificacio quanto a umidade N° da Acidez Média
Amostras % acido latico (% acidez)
12 0,4659
Baixa umidade (até 35,9%) 16 0,9318 0,7720%
23 0,9318



Iy

_ 1 0,615
- Média umidade (de 36% a 45,9%) 2 0,7454
5 0,5963
9 0,9504
10 1,1181
11 0,3354
13 0,8386
14 0,9318
15 0,8386 0,7585%
17 0,2423
18 0,7641
19 0,8386
i 20 0,9318
A 21 0,8945
: 22 0,4100
24 1,0623
25 0,7820
3 0,8013
Alta umidade (de 46% a 54,9%) 4 0,5963
6 0,7641 0,7566%
7 0,6336
8 0,9877

-

A acidez média dos queijos de baixa umidade foi de 0,7720%+0,2651; nos queijos de
média umidade 0.7585%0,2463 e nos queijos de alta umidade, a média foi de 0,7566% *
- 0,1551. Os resultados obtidos concordam com indices médios observados por LONDONO et
al. (1999), que caracterizando queijos Minas Meia Cura, observou que nessa variedade as
porcentagens variam entre 0,49% a 1,52% de 4cido latico.
Todas as 25 amostras analisadas (100%) apresentaram contagens de Staphylococcus
sp. acima dos permitidos pelos padroes preconizados pela Portaria n° 146/96 (BRASIL,
1996). A contagem média observada foi de 5,0x10° UFC g, variando de 2.3x10* UFC g’ a
>2.5x107 UFC g (Tabela 2).



Tabela 2. Contagem de Staphylococcus sp. de acordo com o teor de umidade de queijos

Minas artesanal, coletados em feiras livres da cidade de Uberlandia-MG, nos meses de julho a

novembro de 2004.
Classi 3 N° da Amostra Umidade Staphylococcus .
assificacao sp. UFC . Padrio
Baixa umidade 12 33,67% 5,0x10 )
(Até 35,9%) 16 34,53% 4,1x10° <10} UFC g
23 33,80% 3,4x10”
1 45,24% 1,24x10
2 45,27% 2,7x10%
5 40,30% 2,12 x107
" 9 40,96% 2,05x10°"
- 10 40,55% 6,8x10°°
- 11 43,39% 3,5x10%
13 38,79% 2,0x10%
14 37,99% 2,3x10"
’ Média umidade 15 40,55% 3.72x10"
(36% a 45,9%) 17 45,01% 6,8x10"" <10’UFC g’
18 36,85% 3,05x10%
19 36,83% 1,4x10%"
20 39,37% 1,12x10%"
21 36,61% 1,43x10%
22 42,96% 1.12x10%°
24 38,17% 6,4x10"
25 38,93% 1,13x10”
_’__///”_T‘——/_’_”—
3 47,32% >2.5x10
- 4 50,04% 1,69x10”
Alta umidade .
(46% a 54.9) 6 46,67% 1,27x10 <10°UFC ¢
7 48,91% 2,18x107
8 47,97% 1,52x10"

Unidades formadoras de coldnias por grama (UFCg™);” Portaria n° 146/96.; '’ Contagens acima dos padrdes



As altas contagens de Staphylococcus  Sp. observadas no presente trabalho sdo
preocupantes € indicam que o consumo desses queijos pode causar prejuizos a Satde Publica.
Segundo GERMANO &GERMANO (1995), contagens maiores que 10° UFC g' podem
produzir toxinas estafilocécicas em quantidade suficiente para causar intoxicaco alimentar.

Altas contagens de Staphylococcus coagulase positiva em queijos de alta umidade
foram verificadas por CAMARA et al (2002), que ao analisar queijos tipo Minas frescal
artesanal, comercializados no Mercado Municipal de Campo Grande, MS, obteve contagens
acima de 10°UFC g”, chegando a valores superiores a 108 UFC g™

Quando as percentagens de acido latico foram correlacionadas com as contagens de
Staphylococcus  sp. (UFC gh), o coeficiente de correlagio obtido foi negativo (-0,0736),
indicando que essas varidveis nao sjo correlacionadas. Porém, quando as contagens foram
correlacionadas com a percentagem de umidade, o coeficiente calculado foi de 0,5688
(p<0,05), indicando que quanto maior a umidade, maior a probabilidade de contaminagdo
pelo microrganismo. Esse resultado ja era esperado, pois Staphylococcus, de modo geral,
cresce em alta atividade de agua, como no caso de S. aureus, em que aw varia de 0,83 a 0,99.

Das 25 amostras adquiridas, foram isoladas 17 cepas de Staphylococcus coagulase
positiva. De modo geral, essas cepas ¢ mostraram suscetiveis aos antibioticos testados.

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos demonstraram que 100% (17/17) das
cepas foram suscetivels a ciproﬂoxacina e cefalotina, 82,5% (14/ 17) a oxacilina, 58.82%
(10/17) a tetraciclina, 29.41% (5/17) a penicilina e 17,65% (3/17) a eritromicina. Em relagdo a
resisténcia, 70,59% (12/17) das cepas foram resistentes a penicilina, 35,29% (717) a
tetraciclina, 17.25% (3/17) a critromicina e oxacilina ¢ nenhuma cepa resistente a
ciprofloxacina ¢ cefalotina. Verificou-se¢ também que 64,72% das cepas tiveram resisténcia

intermedidria & eritromicina. (Figura 1).



Figura 1: Perfil de resisténcia/ sensibilidade de 17 cepas de Staphylococcus coagulase
positiva isoladas de queijo tipo Minas artesanal comercializado em feiras livres na cidade de

Uberlandia- MG, 2004.

100%
90%]
80% ]

70% -]

50% O Intermediario

0O Suscetivel
D Resistente

50% |
40%
30%
20%

10%

0%

Antibioticos

PEN= penicilina (10UD), OXA= oxacilina (1pg), CIP= ciprofloxacina (5ug). CFL= cefalotina (30pg), TET=

tetraciclina (30pg), ERI= eritromicina (15pg). R=resistente, S=suscetivel, I=intermediério.

A resisténcia a penicilina foi observada em 70,59% das cepas de Staphylocccus
coagulse positiva. SENA (2000) obteve resultado superior para cepas de Staphylococcus
aureus isoladas de amostras de queijo tipo coalho (87%). Foram também inferiores aos
descritos por RAPINI et al (2004) para cepas de Staphylococcus coagulase positiva isolados
de queijo tipo coalho. Quando este antibiotico foi introduzido no comércio, em 1940, quase
totalidade das cepas de 5. aqureus apresentavam sensibilidade. Com 0 uso indiscriminado a0
longo dos anos, surge o fendmeno da resisténcia bacteriana (PANLILIO,1992). Esse autor
citou que mais de 90% das cepas desse microrganismo apresentavam resisténcia nfo apenas a
penicilina, mas também a outros beta-lactdmicos.

A resisténcia a oxacilina e eritromicina foi de 17,65% e a cefalotina 0%. RAPINI et al
(2004) observou valores superiores de resisténcia (60 % a eritromicina e 42.8% a cefalotina e
oxacilina).

Foi observada também resisténcia a  multiplos  antibioticos: 41,18% (7117)
apresentaram resisténcia a 2 deles e 17,65% (3/17) aprescntaram resisténcia a 3 antibioticos.
Segundo SENA (2000), a clevada resisténcia maltipla a antibioticos representa um risco

potencial a saude publica e pode dificultar o tratamento de doencas, agravando quadros

clinicos com potencial de cura.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho realizado permitem concluir que:

100% amostras de queijo minas artesanal adquiridos em feiras livres de Uberlandia
apresentaram contagens de Staphylococcus Sp. superiores aos valores permitidos pela
legislagdo, indicando a necessidade de uma orientacdo sanitaria ¢ de controle de
qualidade junto a esses produtores.

A umidade do queijo esta correlacionada com a quantidade de Staphylococcus sp.
presente na amostra: quanto maior a umidade, maior a contagem desse microrganismo.

A acidez das amostras ndo esta correlacionada a quantidade de Staphylococcus sp.
presente nos queijos tipo minas artesanal.

A maioria das cepas de Staphylococcus coagulase positiva (70%) apresentou
resisténcia & penicilina G e resisténcia intermedidria & eritromicina (65%), porém,
foram sensiveis a ciprofloxacina e cefalotina (100%), oxacilina (83%), tetraciclina
(65%). Além disso foi verificada resisténcia a multiplos antibioticos: 35,29%
apresentaram resisténcia a 2 deles e 17,65% apresentaram resisténcia a 3 antibioticos,
0 que representa um risco potencial a satide publica e pode dificultar o tratamento de
doengas, agravando quadros clinicos com potencial de cura.

12% dos queijos analisados foram classificados como de baixa umidade, 68% média
umidade e 20% de alta umidade. Essa variagdo indica uma falta de padronizagdo e de
identidade desse queijo, ¢ a necessidade de se estabelecer esses padrdes, ja que € um

queijo tAo consumido pela populagdo brasileira.
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