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RESUMO

O Queijo Minas Frescal (QMF) constitui um dos derivados lacteos de maior consumo
no Brasil, devido ao seu elevado valor nutricional e ampla aceitagdo pelos
consumidores. Entretanto, por apresentar elevado teor de umidade e auséncia de
maturacgédo, constitui um alimento altamente suscetivel a contaminagao microbiolégica
quando produzido e comercializado sem inspeg¢ao sanitaria e sem a adogao das Boas
Praticas Agropecuarias e de Fabricagdo. Nessas condi¢gdes, seu consumo pode
representar risco a saude publica, uma vez que produtos lacteos estao
frequentemente envolvidos em surtos de Doengas de Origem Alimentar (DOA),
destacando-se Salmonella spp. como um dos principais agentes etioldgicos. Assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em
Queijos Minas Frescal nédo inspecionados comercializados em feiras livres do
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Foram analisadas amostras de 25 queijos
coletadas entre junho e julho de 2026. A detecgao de Salmonella spp. foi realizada
conforme a ISO 6579-1, seguida da confirmagédo molecular dos isolados por reagao
em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os genes ompC e invA. A frequéncia de
positividade para Salmonella spp. foi comparada com a legislagédo vigente (RDC n°
724/2022 e IN n° 161/2022) e entre os dias de coleta, pelo teste exato de Fisher, com
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Das 25 amostras avaliadas, 13 (52%) foram
positivas para Salmonella spp. Foram obtidos 20 isolados, sendo dois positivos apenas
para o gene ompC, seis exclusivamente para invA e doze positivos para ambos os
genes. Observou-se associagao significativa entre o dia de comercializagcédo e a
ocorréncia de Salmonella spp. (p = 0,0414), com maior frequéncia nas amostras
coletadas as segundas-feiras (68,75%) em relagdo as quintas-feiras (22,22%). Além
disso, o0s queijos comercializados as segundas-feiras apresentaram 7,70 vezes mais
chances de serem positivos para Salmonella spp. (OR =7,70; 1IC95%: 1,129-42,83).
Os resultados evidenciam elevada ocorréncia de Salmonella spp. em queijos nao
inspecionados, indicando risco a saude publica e a necessidade de fortalecimento das
medidas de controle sanitario.

Palavras-chave: Comércio Informal; Doencas de Origem Alimentar; Inspecgao
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ABSTRACT

Minas Frescal Cheese (MFC) is one of the most widely consumed dairy products in
Brazil, owing to its high nutritional value and broad consumer acceptance. However,
due to its high moisture content and lack of ripening, it is highly susceptible to
microbiological contamination when produced and sold without sanitary inspection or
the adoption of Good Agricultural and Manufacturing Practices. Under such conditions,
its consumption can pose a public health risk, as dairy products are frequently
implicated in foodborne disease outbreaks, with Salmonella spp. standing out as a
primary etiological agent. Thus, this study aimed to evaluate the occurrence of
Salmonella spp. in uninspected Minas Frescal Cheeses sold at open-air markets in the
municipality of Uberlandia, Minas Gerais. Samples from 25 cheeses, collected
between June and July 2026, were analyzed. Salmonella spp. detection was
performed according to ISO 6579-1, followed by molecular confirmation of isolates via
polymerase chain reaction (PCR) targeting the ompC and invA genes. The frequency
of Salmonella spp. positivity was compared against current regulations (RDC n°
724/2022 and IN n° 161/2022) and across collection days using Fisher's exact test,
with a significance level of 5% (p<0,05). Of the 25 samples evaluated, 13 (52%) tested
positive for Salmonella spp. Twenty isolates were obtained: two tested positive only for
the ompC gene, six exclusively for invA, and twelve tested positive for both genes. A
significant association was observed between the day of sale and the occurrence of
Salmonella spp. (p = 0,0414), with a higher frequency in samples collected on Mondays
(68,75%) compared to those collected on Thursdays (22,22%). Furthermore, cheeses
sold on Mondays were 7,70 times more likely to test positive for Salmonella spp. (OR
= 7,70; 95% CI: 1,129-42,83). The results demonstrate a high prevalence of
Salmonella spp. in uninspected cheeses, indicating a public health risk and the need
to strengthen sanitary control measures.

Keywords: Informal Trade; Foodborne Diseases; Sanitary Inspection; High-
Moisture Cheese; Salmonella spp.
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1 INTRODUGCAO

O Queijo Minas Frescal (QMF) constitui um dos derivados lacteos de maior
consumo no Brasil, impulsionado por seu elevado valor nutricional, sabor suave,
textura macia e expressiva aceitagao no mercado. Trata-se de um queijo fresco, obtido
por coagulagdo enzimatica e destinado ao consumo imediato, sem etapa de
maturacdo. Segundo a legislagao brasileira, é classificado como um produto de muito
alta umidade (superior a 55%). Essa caracteristica, aliada a elevada atividade de agua
(Aw>0,95) e ao pH préximo a neutralidade, favorece a proliferagdo de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (Brasil, 1997, 2004, 2017; Coelho et al., 2021; Souza et
al., 2017).

Embora a legislacdo estabeleca a obrigatoriedade do uso de leite pasteurizado
e o cumprimento de rigidas medidas higiénico-sanitarias ao longo da cadeia produtiva
e comercial, a venda informal do Queijo Minas Frescal (QMF) segue amplamente
difundida no pais, sobretudo em feiras livres. Apesar do seu relevante papel
socioecondmico na geragao de renda para pequenos produtores e comerciantes locais,
essa pratica frequentemente ocorre a margem da fiscalizagdo sanitaria oficial. A
auséncia desse controle, somada as falhas no rigor da cadeia de frio e ao
descumprimento das Boas Praticas Agropecuarias (BPA) e de Fabricagdo (BPF),
compromete criticamente a qualidade microbiolégica desse queijo, elevando os riscos
a saude do consumidor (Amaral et al., 2020; Brasil, 2017; Lima et al., 2026; Ferreira
et al., 2011; Matos et al., 2015; Piza et al., 2023).

Nesse cenario, tanto a qualidade da matéria-prima quanto as falhas no
processamento, estocagem e distribuicdo podem viabilizar a contaminagéo por
patdgenos veiculados por alimentos, a exemplo de Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Camargo et al., 2021; Brasil, 2020).
Dentre eles, a Salmonella spp. sobressai como um dos principais agentes etioldgicos
de Doengas de Origem Alimentar (DOA), frequentemente associado a surtos de
gastroenterite de grande impacto em saude publica. Dados do Ministério da Saude
ratificam que as DOAs constituem um desafio sanitario persistente no Brasil, com
historico expressivo de surtos vinculados ao consumo de leite e derivados
contaminados por esse microrganismo (Brasil, 2024; Lima et al., 2023).

A salmonelose, adquirida pela ingestao de alimentos contaminados, manifesta-

se em quadros entéricos classicos — com diarreia, febre, dor abdominal, nduseas e



vomitos —, podendo evoluir para formas sistémicas e invasivas em grupos
vulneraveis. Em razao dessa gravidade epidemioldgica, a legislagao nacional impde
parametros microbioldgicos rigorosos para o seu controle. Atualmente, a Resolugao
RDC n°®724/2022 e a Instrugdo Normativa IN n° 161/2022, ambas da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), exigem a auséncia de Salmonella spp. em 25 g de
queijos de alta umidade. Portanto, a identificacdo desse patdégeno atesta a nao
conformidade com os padrdes sanitarios vigentes e consolida um cenario de risco
iminente a saude publica (Almeida, 2015; Brasil, 2022a, 2022b; FDA, 2012; Trabulsi;
Alterthum, 2016).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo realizar o isolamento
microbiolégico e a confirmagdo molecular de Salmonella spp. em Queijos Minas
Frescal ndo inspecionados, comercializados em feiras livres do municipio de
Uberlandia, Minas Gerais. Dessa forma, buscou-se identificar Salmonella spp. por
meio da metodologia preconizada pela ISO 6579-1, confirmar molecularmente os
isolados pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), mediante a detecgao dos genes
ompC e invA, determinar a frequéncia de amostras positivas e avaliar a ocorréncia do
microrganismo conforme os diferentes dias de comercializagao, verificando a possivel
associacao entre o dia de coleta e a positividade. Ademais, os achados foram
avaliados em relacdo aos padrbes microbioldgicos estabelecidos pela legislagao
vigente e comparados com evidéncias cientificas disponiveis, visando contribuir para
a avaliagao da qualidade microbiolégica do produto e dos potenciais riscos a saude

publica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Queijo no Brasil: Enfase em Minas Gerais e no Queijo Minas Frescal

A producgao de queijo constitui uma das mais antigas praticas alimentares da
humanidade, com evidéncias arqueoldgicas que indicam sua origem ha
aproximadamente 8.000 anos, durante a Revolugao Neolitica, no Crescente Fértil,
periodo marcado pela domesticacdo de animais e pelo desenvolvimento da atividade
leiteira. No Brasil, essa tradi¢do foi introduzida no periodo colonial, com a chegada
dos portugueses, que trouxeram bovinos, caprinos e os conhecimentos relacionados
a producao de derivados lacteos, estabelecendo as bases para o desenvolvimento da
atividade queijeira no pais (Paula et al., 2009; Dias, 2010).

Em Minas Gerais, a producdo de queijos consolidou-se no século XVIII,
coexistindo com a exploragcao aurifera, periodo em que desempenhou um papel
crucial no abastecimento alimentar das populagdes locais. Nesse contexto, surgiu o
Queijo Minas Artesanal (QMA), cuja producéo foi inspirada nas técnicas portuguesas
empregadas na fabricagdo do queijo Serra da Estrela, sendo posteriormente adaptada
as condigdes ambientais, culturais e produtivas das fazendas mineiras. Ao longo dos
séculos, 0 QMA consolidou-se como um importante simbolo da identidade cultural,
econOmica e gastronémica do estado de Minas Gerais (Melo; Silva, 2014).

Em reconhecimento a sua relevancia histérica e cultural, o modo de fazer o
Queijo Minas Artesanal foi registrado, em 2008, pelo Instituto do Patrimdnio Histérico
e Artistico Nacional (IPHAN), como Patriménio Cultural Imaterial do Brasil. De acordo
com a legislagdo vigente, o QMA ¢é produzido exclusivamente a partir de leite cru,
sendo sua identidade sensorial atribuida @ combinagéo entre a regido de produgéo, o
processo de maturacgao e a utilizagao do "pingo", fermento natural obtido do soro da
fabricagdo anterior, rico em bactérias acido-laticas. Além desses fatores,
caracteristicas do rebanho, alimentacdo dos animais, condicbes edafoclimaticas e
praticas tradicionais de fabricacdo e maturagdo contribuem para a singularidade
microbioldgica e sensorial desse produto (IPHAN, 2008; Bombachi et al., 2024).

Diferentemente de seu predecessor artesanal, o Queijo Minas Frescal (QMF)
surgiu como uma variedade destinada ao consumo imediato, sendo tipificado
tecnicamente como um produto fresco, de coagulagcdo enzimatica e que dispensa o

processo de maturacido. Conforme Instrucdo Normativa n°® 4, de 01 de margo de 2004,



o QMF é classificado como um queijo de muito alta umidade, apresentando teor de
umidade superior a 55%. Em razdo dessa caracteristica, associada a elevada
atividade de agua (Aw > 0,95), ao pH préximo da neutralidade e a auséncia do
processo de maturacdo, o produto constitui um ambiente altamente favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos. Dessa forma, a
legislacao brasileira estabelece a obrigatoriedade da utilizagao de leite pasteurizado
em sua fabricagdo, como medida essencial para garantir a seguranga microbioldgica
e a inocuidade do alimento, além da manutengéo da cadeia de refrigeragédo e a adogao
de Boas Praticas de Fabricacao (Brasil, 1997, 2004, 2017; Souza et al., 2017).

Sob a perspectiva econdmica, o Queijo Minas Frescal destaca-se entre os
derivados lacteos de maior consumo no Brasil. Dessa forma, sua producgao
caracteriza-se pelo processamento simplificado, elevado rendimento, menor tempo de
fabricacao e rapido retorno do investimento; tais fatores favorecem sua fabricagéo por
laticinios de diferentes portes em todo o territério nacional. Além disso, o QMF integra
um segmento de grande relevancia para a cadeia produtiva do leite, contribuindo para
a agregacao de valor a matéria-prima e para o fortalecimento da industria de laticinios
brasileira (ABLV, 2025; Coelho et al., 2021).

Em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais, o QMF
apresenta massa branca, consisténcia mole, sem casca, textura fechada com
algumas olhaduras irregulares, e sabor suave a levemente acido, atributos que
favorecem sua elevada aceitagéo pelos consumidores. Além do apelo gastronémico,o
produto apresenta expressivo valor nutricional por ser uma fonte primordial de calcio e
proteinas de alta digestibilidade (ABIQ, 2024; Brasil, 1997).

2.2 Métodos de produgdo do Queijo Minas Frescal

A produgéao do Queijo Minas Frescal (QMF) é fundamentada por Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) especifico, que o define como um produto
fresco obtido por coagulagao enzimatica do leite, podendo ser complementado ou n&o
por culturas de bactérias lacticas especificas (Brasil, 1997). Por se tratar de um
produto de elevada perecibilidade, a qualidade da matéria-prima constitui um dos
principais fatores determinantes para o rendimento da produgdo e a seguranga
microbiolédgica do produto. Assim, antes do processamento, o leite deve atender aos

padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos estabelecidos pela legislagdo, sendo
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submetido as provas de plataforma, que incluem testes de estabilidade ao alizarol,
acidez titulavel, densidade, teor de gordura e pesquisa de substancias conservadoras
e residuos de antimicrobianos (Brasil, 1997, 2019a).

A principio, o processo de pasteurizacao do leite cru representa uma etapa
obrigatdria na fabricacdo do QMF. Tal tratamento térmico pode ser realizado pelo
método lento, entre 63 °C e 65 °C durante 30 minutos, ou pelo método rapido, entre
72 °C e 75 °C por 15 a 20 segundos. Embora seja fundamental para a eliminagéo de
patogenos, como Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, a pasteurizagéo reduz a
disponibilidade de calcio idnico no leite, tornando necessaria a adigao de cloreto de
calcio para favorecer a agao do coagulante e garantir a formagao de uma coalhada
firme e com bom rendimento (Brasil 2017; Silva, 2005; Senar, 2010).

Apods o resfriamento do leite a temperatura de coagulagédo (32 °C a 35 °C),
podem ser adicionadas culturas iniciadoras de bactérias acido-laticas, cuja principal
funcdo € promover a acidificacdo controlada da massa, inibir o crescimento de
microrganismos indesejaveis e favorecer as caracteristicas sensoriais do produto. Em
algumas tecnologias de fabricac&o, a acidificagdo direta com acido latico também
pode ser empregada para reduzir o tempo de processamento e aumentar a retengao
de umidade, resultando em um produto de sabor mais acentuado. Na sequéncia,
adiciona-se o coagulante enzimatico, geralmente quimosina ou renina, promovendo a
formagao da coalhada em aproximadamente 40 a 60 minutos (Bonassi; Goldini; Lima,
1980; Alves et al., 2003; Paula et al., 2009, 2018; Silva et al., 2019).

Apos a coagulagao, a massa é cortada em cubos de aproximadamente 1,5 a
2,0 cm e submetida a mexedura lenta, etapa responsavel por favorecer a sinérese,
processo de expulsdo do soro que influencia diretamente a umidade, a textura e o
rendimento do queijo. Diferentemente dos queijos maturados, o QMF nao é submetido
a prensagem mecanica, sendo a compactagao da massa promovida apenas pelo seu
proprio peso durante a enformagem. Posteriormente, é realizado a primeira viragem
do queijo nas formas apds 15 minutos de repouso e a segunda viragem apos 30
minutos da primeira. Em seguida, realiza-se a salga, que pode ocorrer diretamente no
leite, na massa, por imersdo em salmoura ou por aplicagao superficial de sal, sendo
esta ultima considerada uma das alternativas mais empregadas na fabricacdo do
Queijo Minas Frescal devido distribuicdo mais uniforme e a preservagdo das
caracteristicas sensoriais do produto (Oliveira, 1986; Furtado et al., 1998; Paula et al.,
2009; Silva, 2005).
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Concluida a fabricagdo, os queijos sdo desenformados, embalados em
materiais apropriados para contato com alimentos e armazenados sob refrigeracao,
preferencialmente em temperaturas iguais ou inferiores a 8 °C para preservar suas
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbiologicas durante a vida util. Em
razao do elevado teor de umidade e da auséncia de maturagao, o controle rigoroso da
temperatura de armazenamento constitui um dos principais fatores para garantir a
qualidade e a seguranga do Queijo Minas Frescal até o consumo (Lima; Penna, 2012;
Brasil, 2017).

2.3 Inspecao de Produtos de Origem Animal e sua aplicagao aos queijos

A partir da década de 1950, foram instituidas no Brasil sucessivas normas
voltadas a obrigatoriedade de fiscalizagao, sob o ponto de vista industrial e sanitario,
da producéao e comercializagédo de todos os produtos de origem animal (POA). Dentre
elas, a Lei Federal 1.283, de 18 de dezembro de 1950, e o Regulamento de Inspegéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), através do Decreto
Federal 30.691/1952, que introduziram as primeiras diretrizes técnicas para o
processamento de produtos lacteos e a tipificagao oficial dos queijos mineiros (Brasil,
1950; Brasil, 1952).

De acordo com a Lei Federal 7.889/1989 até o presente momento, a
competéncia fiscalizatéria dos POAs tornou-se descentralizada, permitindo que os
servicos de inspecao operem nas esferas Federal, Estadual e Municipal, conforme o
ambito de comercializagao pretendido pelo estabelecimento. Além disso, nenhum
estabelecimento industrial ou entreposto desses produtos pode funcionar no pais sem
ter o registro no 6rgdo competente de fiscalizagdo da sua atividade. Sobre a
competéncia supracitada, a divisdo se baseia em barreiras geograficas como limitante
comercial, ou seja, uma empresa registrada no Servigo de Inspecao Municipal (SIM)
nao poderia expor a venda seus produtos para outro municipio, 0 mesmo acontecendo
com os Servigos Estaduais de Inspecao (SIE), que estabeleceram limites territoriais
estaduais como barreira ao comércio. O terceiro e ultimo elo de competéncia é dado
pelo Servigo de Inspecao Federal que permite a empresa inspecionada comercializar
seu produto em todos os estados da Unido, tendo ainda a chance de exportar seu
produto (Brasil, 1952; Brasil, 1989; Brasil, 2017).

O Brasil avangou na inspecao e fiscalizagdo de queijos de produgéo
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nacionalcom a promulgag¢ao do Decreto n°® 5.741, de 30 de margo de 2006, para incluir
dispositivos sobre defesa agropecuaria, estruturando bases para a organizagao do
Sistema Unificado de Atengdo a Sanidade Agropecuaria (SUASA) e o Sistema
Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SISBI-POA), fortalecendo o
controle sanitario no pais. Nesse cenario, 0 MAPA implementou o SISBI-POA como
instrumento de promogao da saude publica por meio da vigilancia e defesa sanitaria
animal, permitindo que produtos antes restritos aos ambitos municipal (SIM) e
estadual (SIE) pudessem ser comercializados em todo o territorio nacional, desde que
atendessem as exigéncias do sistema e o0s servicos fossem considerados
equivalentes ao federal (Brasil, 2006; Araujo et al., 2020).

Em 2018, foi publicada a Lei n°® 13.860 que regulamenta especificamente a
producao artesanal de alimentos e autoriza a comercializacao interestadual desses
produtos, desde elaborados por meio de métodos tradicionais ou regionais, com
adocgao de boas praticas agropecuarias e de fabricacdo, além de estarem submetidos
a fiscalizagdo pelos 6rgaos de saude publica dos Estados ou do Distrito Federal
(Brasil, 2018). Dessa forma, os produtos reconhecidos como artesanais, como o
Queijo Minas Artesanal (QMA), devem ser identificados por meio da certificagao oficial
denominada Selo ARTE, que atesta sua conformidade com os requisitos legais e
sanitarios estabelecidos (Brasil, 2022a; Santos et al., 2025).

No contexto de normas técnicas sanitarias, vale destacar a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), entidade encarregada de regulamentar a irradiagao
de alimentos, visando assegurar a qualidade sanitaria desses produtos. As diretrizes
iniciais foram estabelecidas pela Resolucao de Diretoria Colegiada (RCD) n° 21/2001,
que definiu critérios microbiologicos para diferentes categorias alimentares.
Posteriormente essa normativa foi atualizada pela RDC n° 331/2019 e complementada
pela Instrucdo Normativa (IN) n° 60/2019, trazendo critérios microbioldgicos
especificos para diversos grupos de alimentos. Em 1° de julho de 2022, foi promulgada
a RDC n° 724 em conjunto com a IN n°® 161/2022, instituindo um novo conjunto de
padrdes microbiolégicos aplicaveis aos alimentos, inclusive aos produtos lacteos.
Ambas substituiram as anteriores - RDC n° 331/ 2019 e IN n°® 60. (Brasil, 2001; Brasil,
20197%; Brasil, 2019b; Brasil, 2022a; Brasil, 2022b).

No caso especifico do Queijo Minas Frescal, a Portaria n® 352/1997 do MAPA,
estabeleceu os requisitos fisico-quimicos originais, classificando-o como queijo de alta

umidade e semigordo. Contudo, a Instrugdo Normativa n°® 04/2004 alterou essa
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classificagdo, passando a tipifica-lo oficialmente como um queijo de "muito alta
umidade" (teor superior a 55%). Mais recentemente, a seguranga microbioldgica do
produto passou a ser regida pela RDC n°® 724/2022 e pela Instrugcdo Normativa n°
161/2022 da ANVISA, que estipulam a auséncia compulséria de patégenos e limites
rigorosos para microrganismos indicadores de higiene em produtos prontos para o
consumo (Brasil, 1997, 2004; 2022a, 2022b).

Assim, conforme a IN n°® 161/2022, os padrdes microbiologicos sdo expressos,
em Unidades Formadoras de Colénia por grama (UFC/g) ou por porgdo da amostra,
além de critérios de auséncia ou presenga de microrganismos patogénicos. Para
produtos lacteos prontos para consumo, categoria na qual se inserem 0s queijos
minas frescal, estabelecem-se, de modo geral, os seguintes parametros: auséncia de
Salmonella spp. em 25 g; auséncia de Listeria monocytogenes em 25 g; limites para
Staphylococcus aureus coagulase positiva, usualmente até 102 UFC/g; e limites para
Escherichia coli e coliformes, até 10> UFC/g, conforme classificagdo de umidade e

maturacdo do queijo artesanal. Para queijos ralados ou em pé e queijos com umidade

acima de 46%, é permitida a presenca de até 102 UFC/g, enquanto para queijos com
umidade inferior a 46%, o limite € de 10 UFC/g (Brasil, 2022b).

Dinamicas do Mercado Informal em Feiras Livres

As feiras livres constituem uma das formas mais tradicionais de
comercializagao de produtos agropecuarios e alimenticios no Brasil, desempenhando
importante papel no abastecimento da populacdo e na geracdo de renda para
pequenos produtores e comerciantes. Entretanto, a comercializagdo de alimentos
nesses espagos frequentemente ocorre em condigdes higiénico-sanitarias
inadequadas, caracterizadas por deficiéncias estruturais, conservacao inadequada
dos alimentos e fiscalizagdo sanitaria insuficiente, fatores que favorecem a
contaminagdao microbiologica e representam um importante risco a saude publica
(Lima et al.,2026; Silva et al.,2023).

Entre os principais fatores de risco observados nas feiras livres destacam-se o
manuseio simultadneo de alimentos e dinheiro, a inadequacao estrutural das bancas
de comercializagéo, a higienizagao deficiente das maos e dos utensilios, a auséncia

de Equipamentos de Protecéao Individual (EPIs), a indisponibilidade de agua potavel e
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o0 armazenamento inadequado dos alimentos. Essas praticas favorecem a
contaminagao cruzada e comprometem a qualidade dos produtos comercializados no
mercado informal (Ferreira et al., 2011; Matos et al., 2015).

Nesse contexto, o Queijo Minas Frescal (QMF) comercializado sem inspec¢ao
sanitaria oficial merece atengcao especial devido a sua elevada perecibilidade. Suas
caracteristicas intrinsecas, como o elevado teor de umidade e o pH proximo da
neutralidade, favorecem o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e
patogénicos. Além disso, a producdo informal frequentemente ocorre sem a
pasteurizacdo do leite e sem a adogao das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF),
enquanto sua comercializacdo € realizada sem refrigeragcdo adequada e em
embalagens improprias, aumentando significativamente o risco de contaminacéo
microbiolégica (Perry, 2004; Amaral et al., 2020; Piza et al., 2023).

A permanéncia desse mercado informal € influenciada por fatores econémicos,
sociais e culturais. O baixo custo de producéo, o elevado rendimento do queijo e o prego
mais acessivel ao consumidor favorecem sua comercializacdo. Paralelamente, a
preferéncia de parte dos consumidores pelo sabor considerado mais "caseiro",
associada ao desconhecimento dos riscos relacionados ao consumo de produtos sem
inspecao sanitaria, contribui para a manutencao dessa pratica em diferentes regides
do pais (Amorim et al., 2014; Garcia et al., 2016).

Microbiologia: indicadores de higiene e avaliagao de patégenos como forma de

garantir a seguranc¢a do queijo

A microbiologia do Queijo Minas Frescal (QMF) constitui um aspecto
fundamental para a garantia da qualidade e da seguranca do alimento. Nesse
contexto, o leite in natura, utilizado na producdo desse queijo, apresenta uma
microbiota natural diversificada. Além disso, ao longo das etapas de processamento,
o produto pode ser exposto a contaminacdo proveniente dos manipuladores, dos
utensilios, dos equipamentos e do ambiente de produgédo. Em razdo de seu elevado
valor nutricional e alto teor de umidade, o QMF oferece condi¢cdes favoraveis a
multiplicagdo de diversos microrganismos, incluindo aqueles responsaveis pela
deterioragdo do produto e microrganismos patogénicos capazes de comprometer a

saude do consumidor (Amaral et al., 2020; Amorim et al., 2014).
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A obtencédo da matéria-prima no Queijo Minas Frescal (QMF) representa um
dos principais pontos criticos para a seguranga do produto, uma vez que qualidade
microbioldgica do leite esta diretamente associada a sanidade do rebanho, ao controle
de mastite, a higiene na ordenha, a potabilidade da agua e a adequada higienizagao
de equipamentos e instalagbes. Nesse sentido, a implementacao rigorosa das Boas
Praticas Agropecuarias (BPA) é indispensavel para reduzir a carga microbiana inicial
e minimizar riscos de contaminagédo por microrganismos indicadores e patogénicos.
Essas medidas estao alinhadas as diretrizes sanitarias nacionais estabelecidas pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria, especialmente no Decreto n° 9.013/2017
(RIISPOA), que dispbe sobre a inspecao industrial e sanitaria de produtos de origem
animal (Bombachi et al., 2024; Brasil, 2017).

No ambito da fabricagdo, as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) devem ser
implementadas em todas as etapas do processo produtivo, conforme estabelece a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Resolugao RDC n°
275/2002, que dispde sobre Procedimentos Operacionais Padronizados (POPs) e lista
de verificacdo das BPF em estabelecimentos produtores de alimentos. No caso
especifico do queijo mineiro, as normas estaduais de Minas Gerais, sob coordenagao
do Instituto Mineiro de Agropecuaria, complementam essas exigéncias ao estabelecer
critérios estruturais para queijarias, controle de processos, rastreabilidade e
fiscalizagdo sanitaria (Brasil, 2002; Minas Gerais, 2002, 2021).

2.5.1 Indicadores de Higiene

Os microrganismos indicadores de higiene sao definidos como grupos, géneros
ou espécies microbianas que, quando presentes em populagdes elevadas, indicam
falhas nas praticas higiénico-sanitarias para obtengdo, processamento ou
preservagao do alimento. Nesse contexto, os grupos comumente utilizados como
indicadores de higiene, incluem mesdfilos, coliformes e psicrotréficos (Camargo et al.,
2021).

Os mesofilos sdo microrganismos que crescem em faixas de temperaturas
mesofilicas, entre 25 e 37 °C, sob condi¢des aerdbias. Esse grupo compreende
inumeros géneros, dentre eles alguns que podem ser consideradas potencialmente
patogénicas, incluindo algumas capazes de produzir esporos (Camargo et al., 2021).

Os coliformes sao divididos em dois grupos: grupo dos coliformes a 35°, o qual
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inclui as bactérias na forma de bastonetes Gram-negativos, nao-esporulados,
aerobios ou anaerobios facultativos, fermentadores de lactose com produgéao de acido
e gas em 24 a 48 horas a 35/37°C, que sao indicadores de qualidade higiénico
sanitaria; e o grupo dos coliformes a 45°, o qual a temperatura para a fermentacéo da
lactose e producédo de gas se estende de 44,5 °C a 45,5 °C, que séo possiveis
indicadores de contaminacgao fecal em alimentos. Entre as bactérias desse grupo,
podemos citar a Escherichia coli e algumas bactérias do género Klebsiella, Citrobacter
e Enterobacter (Franco e Landgraf, 2013).

A bactéria Escherichia coli € mundialmente utilizada como indicador para
analisar contaminacdo de origem fecal em alimentos e agua, ja que esse
microrganismo € a unica entre os indicadores fecais que estdo presentes
exclusivamente no trato digestério do homem e animais (Jay, 2005). Entretanto,
atualmente sabe-se que algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella ndo séo de
origem fecal, por esse motivo, a determinagao de coliformes a 45°C em alimentos é
menos representativa como indicagado de contaminacao fecal do que a enumeracéao
direta de Escherichia coli, embora esta espécie possa ser introduzida nos alimentos a
partir de fontes nao fecais (Vanetti, 2003; Franco e Landgraf, 2013).

A microbiota psicrotréfica € composta por organismos Gram-negativos (por
exemplo, espécies dos géneros Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes,
Chromobacterium,  Citrobacter, = Enterobacter,  Flavobacterium,  Klebsiella,
Pseudomonas, Serratia e Yersinia) e bactérias Gram-positivas (por exemplo,
Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium, Clostridium, lactobacilos, Listeria,
Microbacterium, Micrococcus e Streptococcus) capazes de se multiplicar em
temperaturas de refrigeragdo. A maioria desses microrganismos no leite cru séo
provenientes do solo, dgua, vegetacao e fezes. Essas bactérias estao ligadas a niveis
aumentados de proteases e lipases exdgenas estaveis ao calor. O género
Pseudomonas destaca-se como o0 mais relevante para os produtos lacteos,
apresentando elevado potencial de deterioragao (Camargo et al., 2021; D’Amico
2014).

Diferentes espécies de fungos também podem atuar na deterioragcdo de
produtos lacteos, produzindo sabores indesejaveis e compostos prejudiciais a saude,
como micotoxinas. Esses microrganismos sdao encontrados no solo e em salas de
ordenha, sendo disseminados pelo ar na forma de esporos. Atualmente, sao

conhecidas mais de cem espécies de fungos que causam deterioragado de alimentos,
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a maioria delas dos géneros Penicillium, Aspergillus, Candida (Camargo et al., 2021).

Doencgas de Origem Alimentar relacionada ao queijo

De acordo com o Ministério da Saude, surtos de Doengas de Origem Alimentar
(DOA) ocorrem quando dois ou mais casos de individuos apresentam sinais e/ou
sintomas semelhante apds a ingestdo de alimentos e/ou agua com a mesma origem,
com excegao para os casos de célera e botulismo, os quais basta apenas um caso
para ser considerado surto (Brasil, 2021).

Conforme dados apresentados no Boletim Epidemiolégico da Secretaria de
Vigilancia em Saude, publicado pelo Ministério da Saude em 2020, observou-se que,
entre 2016 e 2019, o numero de registros de DOA permaneceu relativamente
constante em relacdo aos anos anteriores. Nesse intervalo, foram contabilizados
2.504 surtos, envolvendo 37.247 individuos em todo o pais. Dentre esses surtos, 541
apresentaram identificagdo do agente etiologico. Entre os patdégenos detectados,
destacaram-se Escherichia coli, responsavel por aproximadamente 193 ocorréncias,
Salmonella spp., associada a 81 episddios, e Staphylococcus aureus, relacionado a
62 casos confirmados. O referido boletim evidenciou ainda que, no periodo analisado,
81 episddios de intoxicacdo alimentar estiveram vinculados ao consumo de leite e
seus derivados contaminados, ressaltando a relevancia desses produtos como
potenciais veiculos de Doencgas de Origem Alimentar (DOA) no pais (Brasil, 2020).

De acordo com o Informe-2024, publicado em margo de 2024 pelo Ministério
da Saude, no periodo de 2014 a 2023 foram notificados 6.874 surtos de Doencas de
Origem Alimentar (DOA), totalizando 110.614 casos e 121 dbitos. No que se refere aos
agentes etioldgicos identificados, observou-se a predominancia de bactérias, com
destaque para Escherichia coli (34,8%), Staphylococcus aureus (9,7%) e Salmonella
spp. (9,6%), evidenciando a relevancia desses microrganismos na ocorréncia de
surtos no pais. Ademais, quanto a distribui¢gdo dos alimentos implicados, o grupo “leite
e derivados” correspondeu a 6,7 dos surtos notificados no periodo, reforcando a
importancia do controle higiénico-sanitario na cadeia produtiva de queijos (Brasil,
2024).

Além disso, segundo informacdes divulgadas pela Secretaria de Estado de
Saude de Minas Gerais (SES-MG), em julho de 2025, o estado de Minas Gerais

registrou um aumento nos casos de DOA monitoradas pelo sistema de vigilancia
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epidemioldgica estadual. Em 2023, foram notificados 1.667 casos, enquanto em 2024
esse numero alcangou 5.823 registros. Observou-se também o crescimento nas
Doencas Diarreicas Agudas, frequentemente associadas as DOA, com 822.036 casos
notificados em 2024 e 386.447 casos registrados em 2025, até o momento da
divulgacao (Minas Gerais, 2025).

Nesse contexto, o leite e seus derivados formam um dos imprescindiveis
grupos de alimentos envolvidos em surtos de DOA no Brasil. Dessa forma,
microrganismos como Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, apresentam a potencial de multiplicagdo em queijos
artesanais produzidos sem atender as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), atuando
como indicadores de deficiéncias higiénico-sanitarias e representando risco a saude
do consumidor (Brasil, 2019c; Lima et al.,2023).

2.6.1 Salmonella spp.

O género Salmonella integra a familia Enterobacteriaceae e € composto por
bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerdbios facultativos e, em
sua maioria, moveis. Essas bactérias fermentam glicose com producdo de gas e
apresentam teste de oxidase negativo. A faixa de temperatura de multiplicagao varia
entre 5 e 46° C, com temperatura 6tima situada entre 35 e 43° C. Em relacéo ao pH,
multiplicam-se em valores que variam de 3,8 a 9,5, sendo o intervalo ideal préximo da
neutralidade (7,0 a 7,5). A atividade de agua minima necessaria para seu
desenvolvimento € em torno de 0,94 (Trabulsi; Alterthum, 2016).

Atualmente, ja foram descritos mais de 2.500 sorotipos de Salmonella, sendo a
maioria patogénica para o homem. As manifestagbes clinicas variam conforme o
sorotipo envolvido, os mecanismos de viruléncia e as condigdes imunoldgicas do
hospedeiro. Entre as principais enfermidades causadas por Salmonella, destacam-se
a febre tifoide causada por Salmonella typhi; a febre entérica causada por Salmonella
paratyphi; e as salmoneloses caracterizadas por quadros de gastroenterite, causadas
pelos outros sorotipos de Salmonella, cuja veiculagao esta associada a ingestao de
agua e alimentos contaminados. Tal bactéria pode estar presente em diferentes
etapas da cadeia produtiva, desde a matéria-prima até o produto final, sendo a
contaminagao cruzada uma via frequente de disseminacado (FDA, 2012; Almeida,
2015; Trabulsi; Alterthum, 2016).
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2.6.2 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes € uma bactéria pertencente a familia Listeriaceae.
Trata-se de um bacilo Gram-positivo, ndo esporogénico, mével e anaerdbio
facultativo, que necessita da presencga de carboidratos para se multiplicar. Produz
acido a partir da glicose e de outros agucares, porém nao forma gas, sendo catalase
positiva e oxidase negativa. Apresenta crescimento em faixa de pH entre 6,0 e 9,0,
tolera elevadas concentragdes de sal e € capaz de se multiplicar em temperaturas que
variam de 4 °C a 50 °C, caracteristica que a classifica como psicrotrofica; contudo,
nao resiste ao processo de pasteurizagdo (Gonzales-Barron et al., 2020; Trabulsi;
Alterthum, 2016).

Esse microrganismo € amplamente distribuido no ambiente, podendo ser
isolado de plantas, solo, aguas superficiais, esgoto, silagem, residuos de abatedouros,
leite de vacas sadias ou com mastite, além de fezes humanas e de diferentes espécies
animais, como bovinos e aves. Sua capacidade de formar biofilmes favorece a
persisténcia em superficies e equipamentos, tornando-a frequente em ambientes de
processamento de alimentos (Buchanan et al., 2017).

A ingestédo de alimentos contaminados pode resultar em duas formas clinicas
distintas: uma apresentagao nao invasiva, caracterizada por quadro de gastroenterite,
e outra invasiva, mais grave, quando a bactéria alcanga a corrente sanguinea,
ocasionando septicemia e podendo disseminar-se para o sistema nervoso central,
causando meningite e outras complicagées potencialmente fatais (FDA, 2012). No
contexto de queijos artesanais elaborados com leite cru, a ocorréncia relativamente
baixa de positividade para L. monocytogenes, apesar de sua ampla distribuicdo
ambiental, pode estar relacionada tanto a limitagdo de sensibilidade dos métodos de
deteccdo empregados quanto a competicdo microbiana exercida pelas bactérias

laticas presentes nesses produtos (Nero et al., 2008; Gonzales-Barron et al., 2020).

2.6.3 Staphylococcus aureus

No que se refere aos principais patdégenos envolvidos em intoxicacoes
alimentares, a Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram positiva, imével, nao

esporogénica, anaeroébia facultativa, de forma esférica que se divide em multiplos
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planos, originando agrupamentos caracteristicos semelhantes a cachos de uva.
Classifica-se como mesodfila, com capacidade de multiplicagao entre 7 °C e 47,8 °C,
sendo a temperatura 6tima em torno de 35 °C. Desenvolve-se em ampla faixa de pH,
variando de 4,5 a 9,3, com o6timo entre 7,0 e 7,5. A atividade de agua ideal situa-se
préxima de 0,99; entretanto, mantém crescimento satisfatério em valores de até 0,83,
caracteristica incomum entre bactérias patogénicas de relevancia em alimentos, que,
em geral, ndo toleram baixa atividade de agua (Trabulsi; Alterthum, 2016).

A maioria das cepas sao tolerantes ao sal, mas sensiveis ao calor, sendo
facilmente destruidas pelo processo de pasteurizagdo. Essa espécie expressa
diversos fatores de viruléncia, o que Ihe confere potencial para causar diferentes
manifestagdes clinicas em humanos, agrupadas em trés categorias principais:
infecgbes superficiais, como as de feridas cutaneas; toxinoses, a exemplo da
intoxicacdo alimentar estafilococica decorrente da ingestdo de enterotoxinas; e
quadros sistémicos de maior gravidade, incluindo sindrome da pele escaldada,
sindrome do choque téxico, endocardite, osteomielite, pneumonia, abscessos
cerebrais, meningite e bacteremia (Oliveira; Borges; Simdes, 2018).

As enterotoxinas estafilococicas (SE) com atividade emética comprovada
incluem: SEA-SEE, SEG-SEJ, SEL-SEQ e SER-SET. Essas toxinas apresentam
elevada resisténcia ao calor e ao pH acido, ndo sendo desnaturadas durante o
cozimento de alimentos contaminados nem inativadas pelas enzimas proteoliticas do
trato gastrointestinal, o que reforga sua relevancia em surtos de intoxicagao alimentar

(Oliveira; Borges; Simdes, 2018).

2.6.4 Escherichia coli

No que se refere a bactéria Escherichia coli, trata-se de um bacilo Gram-
negativo, anaerdbio facultativo, oxidase negativo e produtor de indol a partir do
triptofano, sendo que aproximadamente 90% das cepas produzem B-glucuronidase
(Heredia; Garcia, 2018), cujo seu habitat natural é o trato gastrointestinal de animais
homeotérmicos, onde integra a microbiota intestinal (FDA, 2012). Embora a maioria
das cepas de E. coli seja comensal e ndo patogénica, determinadas linhagens
apresentam potencial para causar enfermidades diarreicas graves em humanos ou
doencgas extraintestinais (Heredia; Garcia, 2018).

A Escherichia coli, tem figurado como um dos principais agentes envolvido em



21

surtos alimentares no Brasil. O grupo DEC pode ser dividido em 7 patotipos de acordo
com sua caracteristica de patogenia, sendo eles enteropatogénico (EPEC),
enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC), enterohemorragico (EHEC),
difusamente aderentes (DAEC), enteroagregativo (EAEC), uropatogénico (UPEC) e
septicémico (SEPEC) (BRASIL, 2019b; Castro et al., 2019).

No Brasil, o sorotipo O157:H7 foi o mais frequentemente associado a casos
humanos e apresentou as maiores taxas de ocorréncia em animais, alimentos e
humanos. Esse sorotipo faz parte do grupo patogénico EHEC, que produz uma toxina
semelhante a shiga-toxina produzida pela Shigella, em que o individuo contaminado
apresenta sinais clinicos que cursam com diarreia aquosa inicial a qual pode progredir
em colite hemorragica e sindrome hemolitica- urémica (Batistella; Pedrosa, 2021).

A infecgdo por cepas patogénicas esta frequentemente associada ao consumo
de leite cru contaminado, constituindo importante causa de gastroenterites agudas,
sobretudo em criancgas (Vanetti, 2003). As manifestagdes clinicas variam conforme o
patotipo envolvido, podendo abranger desde diarreia leve e autolimitada até colite
hemorragica com diarreia sanguinolenta intensa (Franco; Landgraf, 2013).
Adicionalmente, elevadas contagens de E. coli em alimentos podem indicar risco
potencial a saude, sugerindo exposig¢ao a agua nao tratada, manipulagao inadequada,
contaminagdao pos-processamento ou falhas na higienizacdo e sanitizacdo de

equipamentos (Marques et al., 2007; Nascimento et al., 2006).
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MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

As amostras de 25 queijos Minas Frescal nao inspecionados foram coletadas
no periodo de junho a julho de 2026 em feiras livres nas regides norte e leste do
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Os queijos foram adquiridos na condigédo de
consumidor as segundas e quintas-feiras, no periodo matutino, sendo identificados e
mantidos em suas embalagens originais, e transportados em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel até o Laboratorio de Inspecéo e Tecnologia de Produtos de
Origem Animal (LITPOA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), onde foram realizadas as analises microbiologicas.

A selecdo das feiras foi realizada por conveniéncia, considerando a
disponibilidade dos locais para a coleta durante o periodo estabelecido e a
comercializagdo do produto de interesse. Além disso, nao foi possivel assegurar, no
momento da coleta, a origem da matéria-prima ou o emprego de leite pasteurizado

em sua fabricacao.

3.2 Analise Microbiolégica

Para a avaliagdo microbiolégica das amostras, foram empregados métodos
padronizados para analise de alimentos, com énfase na deteccdo de Salmonella
spp.(ISO, 2017). Inicialmente, sob condigdes assépticas, a bancada de trabalho e as
embalagens fechadas dos queijos coletados foram descontaminadas previamento
com alcool etilico a 70%. Apds a descontaminagao externa das embalagens, realizou-
se a abertura individual e asséptica de cada amostra. Em seguida, foi retirada uma
fracdo representativa de cada queijo, contemplanto a porg¢ao interna e externa do
produto. Essa fragao foi obtida por meio do corte com o auxilio de uma espatula estéril,
e posteriormente macerada com o0 mesmo instrumento. Em seguida, foram pesados
25 g da amostra e transferidos individualmente para frascos estéreis contendo 225 mL
de Agua Peptonada Tamponada (Buffered Peptone Water — BPW; CM0509, Ox0id®,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), na proporc¢éao de 1:10.

Na sequéncia, as amostras foram homogeneizadas por 60 segundos com

auxilio de bastdo de vidro estéril, e incubadas a 37 °C, por um periodo de 18 a 24
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horas, correspondendo a etapa de pré-enriquecimento nao seletivo. Apds aincubacgao,
cada amostra foi submetida as etapas subsequentes de enriquecimento seletivo,
isolamento bacteriano e identificagdo bioquimica de Salmonella spp., culminando na
confirmacdo molecular dos isolados por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (ISO, 2017; Silva et al., 2017), os quais serao descritos a seguir.

3.2.1 Identificagdo de Salmonella spp.

As amostras foram submetidas ao isolamento de Salmonella spp. de acordo
com as diretrizes da ISO 6579-1. Apds o periodo inicial de incubagdo em BPW, 0,1ml
de cada amostra foi transferida para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport
Vassilidis (RV), enquanto 1ml foi inoculado em tubos contendo 10ml de caldo Selenite
Cystine (SC) para enriquecimento seletivo. Os tubos contendo caldo RV foram
levados para banho-maria a 45 + 0,5 °C por 24 horas e os tubos de SC foram
incubados em estufa bacterioldgica a 35 £ 0,5 °C por 24 horas.

Apods o enriquecimento seletivo, uma algada de cada caldo foi semeada por
esgotamento, em placas contendo agar Bismuto Sulfito (BS) (Oxoid) e Agar Xilose,
Lisina e Desoxicolato (XLD) (Oxoid), as quais foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Em seguida, foram selecionadas colénias com caracteristicas morfologicas sugestivas
de Salmonella spp., sendo no agar BS colbénias negras ou verde-escuras,
frequentemente acompanhadas de escurecimento do meio, e no agar XLD colbnias
de coloracado avermelhada com centro negro, decorrente da producao de sulfeto de
hidrogénio (H,S).

As colbnias suspeitas foram submetidas a identificacdo bioquimica por meio da
inoculagado em tubos de ensaio com agar triplo agucar e ferro (TSI) (Oxoid) e lisina e
ferro (LIA) (Oxoid) e incubadas a 37 °C por 24 h. Foram consideradas suspeitas de
Salmonella spp. as culturas que apresentaram perfil bioquimico compativel em pelo
menos um dos meios. No agar TSI, o perfil tipico foi caracterizado por reagao alcalina
no bisel (vermelho) e reagédo acida no fundo (amarelo), associadas a produgéo de
sulfeto de hidrogénio (H,S), evidenciada pelo escurecimento do meio, com ou sem
producdo de gas. No agar LIA, foram consideradas tipicas as culturas que
apresentaram descarboxilagdo da lisina, caracterizada pela coloragao purpura do
meio, associada ou nao a producao de H,S.

Os isolados com perfil bioquimico sugestivo foram preservados em caldo Brain
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Heart Infusion (BHI), suplementado com 10% de glicerol, e armazenados a -20 °C até a

realizagédo da confirmagao molecular por reagcdo em cadeia da polimerase (PCR).

3.2.2 Confirmagao molecular de Salmonella spp.- Genes ompC e invA

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada pelo método de fervura, conforme
descrito por De Medici et al. (2003). Posteriormente, procedeu-se a confirmagéo
molecular dos isolados por meio da amplificagado dos genes ompC e invA, empregados
como marcadores complementares para a identificacdo de Salmonella spp.

A amplificacdo do gene ompC foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Alvarez et al. (2004), com modificagdes. As reacdes foram preparadas em volume
final de 16 pL, contendo 2 pL de DNA molde, 8 pL de GoTaq® Green Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA), 4,8 yL de agua livre de nucleases e 0,6 uL de cada
primer:.  ompC-F  (5-ATCGCTGACTTATGCAATCG-3) e ompC-R  (5-
CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-3'). O tamanho esperado do produto amplificado foi de
204 pares de bases (pb). As condi¢coes de amplificacdo consistiram em desnaturacéo
inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 1
minuto, anelamento a 57 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, com
extenséo final a 72 °C por 5 minutos.

A amplificagdo do gene invA foi realizada conforme o protocolo descrito por
Oliveira et al. (2003), com modificagdes. As reagdes foram preparadas em volume
final de 16 pL, contendo 2 yL de DNA molde, 8 pL de GoTaq® Green Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA), 4,8 uL de agua livre de nucleases e 0,6 yL de cada
primer: invA-F  (5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3') e invA-R (5'-
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3'). O produto esperado foi de 284 pb. As
condigdes de amplificagdo compreenderam desnaturacéo inicial a 95 °C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 20 segundos, anelamento
a 58 °C por 20 segundos e extensao a 72 °C por 30 segundos, finalizando com
extensdo a 72 °C por 7 minutos.

Em todas as reacdes foram incluidos controles positivos para os genes ompC
e invA, além de um controle negativo. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com UniSafe® (Uniscience,
Osasco, SP, Brasil), conforme metodologia descrita por Aranda et al. (2007). Os

fragmentos amplificados foram visualizados sob luz ultravioleta e analisados por
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comparagao com um marcador de peso molecular de 100 pb (Promega). Apds a
confirmagao molecular, os resultados foram expressos como presenga ou auséncia
de Salmonella spp. em 25 g de cada amostra. Foram considerados isolados positivos
para Salmonella, aqueles em que se identificou pelo menos um dos dois genes

pesquisados.

3.3 Analise de dados

A frequéncia de positividade para Salmonella spp. foi comparada de forma
descritiva em comparacao a legislagao vigente (RDC n° 724/2022 e IN n°® 161/2022)
no pais. Além disso, a positividade também foi comparada entre os dias de coleta das
amostras (segunda e quinta-feira), sendo essa analise feita através do teste exato de

Fisher, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados referentes a detecgcdo de Salmonella spp. nas amostras de
Queijo Minas Frescal comercializados em feiras livres no municipio de Uberlandia (MG)
estdo apresentados na Tabela 1. Das 25 amostras analisadas, 13 apresentaram

presenca de Salmonella spp., representando uma taxa de positividade de 52%.

Tabela 1: Percentual de amostras de Queijo Minas Frescal positivas para

Salmonella spp. comercializados em feiras livres de Uberlandia-MG

Salmonella spp.
+ %
Queijo Minas Frescal 25 13 52

Amostra n

A partir do processamento das 25 amostras de Queijo Minas Frescal, foram
obtidos 20 isolados bacterianos. A confirmac&o molecular do género Salmonella foi
realizada por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), direcionada aos genes
alvos ompC e invA. Como detalhado na Tabela 2, todos os 20 isolados amplificaram
ao menos um dos alvos genéticos analisados: 2 isolados apresentaram amplificacao
exclusiva para o gene ompC, 6 demonstraram detecgéo isolada do gene invA, e 12

exibiram a presenca simultdnea de ambos os genes (ompC + invA).

Tabela 2: Caracterizagao molecular dos isolados de Salmonella spp. por detecg¢ao dos
genes ompC e invA utilizados para a confirmagao, obtidos de Queijo Minas Frescal

comercializados em feiras livres de Uberlandia-MG.

Amostra N Salmonella spp.

ompC invA ompC+invA
25 2 6 12

Queijo Minas Frescal

A avaliacdo da contaminacdo em funcdo do dia de amostragem revelou
diferenga estatisticamente significativa na frequéncia de contaminagao por Salmonella
spp. entre os Queijos Minas Frescal coletados as segundas-feiras e as quintas-feiras
(p=0,414). Como discriminado na Tabela 3, os queijos adquiridos as segundas-feiras
apresentaram uma taxa de positividade superior (68,75%; N = 11/16) em comparacao
aos coletados as quintas-feiras (22,22%; N = 2/9).
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Tabela 3: Frequéncia de detecgédo de Salmonella spp. em Queijos Minas Frescal

comercializados em feiras livres de Uberlandia-MG, conforme o dia da coleta.

Dia da Coleta N Salmonella spp. Valor de P
+ %
Segunda-feira 16 11 68,75
0,0414
Quinta-feira 9 2 22,22

Além disso, a analise complementar da razédo de chances (Odds Ratio- OR)
indicou que as amostras comercializadas as segundas-feiras apresentaram 7,70
vezes mais chances de terem presenga de Salmonella spp. do que aquelas obtidas
as quintas-feiras (OR = 7,70, IC = 1,129 — 42,83). Apesar do amplo intervalo de
confianga (IC), provavelmente decorrente do reduzido tamanho amostral, o limite
inferior superior a 1 reforca a existéncia de associagéo estatisticamente significativa

entre as variaveis analisadas.
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DISCUSSAO

A detecgao de Salmonella spp. em 52% (13/25) das amostras de Queijo Minas
Frescal ndo inspecionados comercializadas em feiras livres do municipio de
Uberlandia-MG evidenciou elevada ocorréncia desse patégeno e demonstrou que
mais da metade dos produtos analisados estavam em desacordo com os padrdes
microbioldgicos estabelecidos pela legislacdo. Conforme estabelecido pela Resolugéo
RDC n° 724/2022 e a Instru¢do Normativa n® 161/2022, os queijos de alta umidade
devem apresentar auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de alimento. Dessa
forma, as amostras positivas observadas neste estudo s&o consideradas improprias
para consumo, uma vez que a presenga desse microrganismo representa risco
potencial a saude publica (Brasil, 2022a, 2022b).

A frequéncia de contaminacéo observada neste estudo foi superior a descrita
em parte das pesquisas realizadas com Queijo Minas Frescal no Brasil. Em estudo
conduzido por Oliveira et al. (2021), ao avaliarem queijos Minas Frescal clandestinos
comercializados no municipio de Araguaina, Tocantins, nao foi detectada a presenca
de Salmonella spp. em nenhuma das amostras analisadas. Resultados semelhantes
foram descritos por Do Carmo et al. (2022), que, ao investigarem amostras de Queijo
Minas Frescal comercializadas na feira livre do municipio de Pedro Leopoldo, Minas
Gerais, também verificaram a auséncia desse patégeno. A divergéncia entre esses
achados e os resultados obtidos na presente pesquisa sugere diferengas nas
condi¢cbes higiénico-sanitarias adotadas ao longo da cadeia produtiva e de
comercializagdo, fatores que exercem influéncia direta sobre a seguranga
microbioldgica do produto (Oliveira et al., 2021; Do Carmo et al., 2022).

Por outro lado, Lima e Cardoso (2019) relataram outro cenario ao avaliarem
Queijos Minas Frescal comercializados em feiras livres do Distrito Federal,
constatando a presenca de Salmonella spp. em 95% das amostras analisadas,
percentual superior ao observado nesta pesquisa. A variagdo observada entre os
estudos evidencia que a ocorréncia de Salmonella spp. em Queijo Minas Frescal pode
diferir consideravelmente entre regides e sistemas de comercializagcdo. Essas
diferencas estdo relacionadas a fatores como as condi¢gbes de higiene durante a
ordenha e o processamento, a adog¢ao das Boas Praticas de Fabricacao, a eficiéncia
da cadeia de refrigeragdo durante o transporte e armazenamento, o tempo de
exposi¢cao dos produtos durante a comercializacdo, bem como as diferencas
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metodoldgicas, incluindo o numero de amostras e os métodos de detecgao
empregados em cada investigacao (Oliveira et al., 2021; Ferreira, Silva, 2021; Do
Carmo et al., 2022; Lima; Cardoso, 2019).

A avaliacdo da contaminacdo em fungdo do dia da coleta evidenciou
associacgao estatisticamente significativa entre as amostras adquiridas as segundas-
feiras e as quintas-feiras (p = 0,0414). Além disso, os queijos coletados as segundas-
feiras apresentaram 7,70 vezes mais chances de estarem contaminados por
Salmonella spp. quando comparados aos comercializados as quintas-feiras (OR =
7,70; 1C95%: 1,129-42,83). Esses resultados sugerem que fatores relacionados ao
armazenamento, transporte e tempo de exposi¢ao durante a comercializagdo podem
ter contribuido para a maior frequéncia de contaminacdo observada nas amostras
coletadas as segundas-feiras.

Nesse contexto, de acordo com Piza et al. (2024), as falhas na manutencao da
cadeia de refrigeracao, exposicao prolongada dos queijos a temperatura ambiente,
manipulacdo excessiva e auséncia de inspec¢ao sanitaria comprometem a qualidade
microbioldgica do produto. De maneira semelhante, Silva e Costa (2021) observaram
gue inadequacdes nas condi¢gdes de conservacgao e higiene durante a comercializagao
em feiras livres favorecem a contaminagdo por microrganismos patogénicos.
Entretanto, embora esses fatores sejam apontados como potenciais determinantes da
contaminagdo microbioldgica, estudos complementares sao necessarios para
identificar, de forma precisa, quais etapas da cadeia produtiva e de comercializacao
contribuem para esse resultado.

A confirmacao molecular dos 20 isolados de Salmonella spp. obtidos por meio
da detecgdo dos genes ompC e invA reforgou a confiabilidade da identificacéo
microbiolégica realizada. Entre os isolados obtidos, 12 apresentaram amplificagao
simultdnea de ambos 0s genes, seis apresentaram apenas o gene invA e dois apenas
o gene ompC. Estudos de Rahn et al. (1992) e Alvarez et al. (2004) demonstram a
elevada especificidade e sensibilidade desses marcadores em protocolos de PCR
para identificacdo de Salmonella.

O gene ompC codifica uma proteina de membrana externa altamente
conservada, utilizada como marcador para confirmacdo do género Salmonella,
enquanto o invA esta relacionado ao processo de invasdo das células epiteliais
intestinais, e é considerado um importante marcador de viruléncia. Dessa forma, a

elevada frequéncia de deteccdo de ompC e invA observada neste estudo indica que
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grande parte dos isolados apresenta potencial patogénico, constituindo importante
material para futuras investigagcbes envolvendo sorotipagem, caracterizagao
genotipica e perfil de resisténcia aos antimicrobianos (Galan et al.,1992; Rahn et al.,
1992; Alvarez et al., 2004).

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram elevada ocorréncia de Salmonella
spp. em Queijos Minas Frescal n&o inspecionados comercializados em feiras livres de
Uberlandia-MG, com 52% das amostras em desacordo com os padroes
microbioldgicos estabelecidos pela legislagdo vigente. A confirmagcdo molecular dos
isolados por meio dos genes ompC e invA reforgou a confiabilidade da identificagéo e
evidenciou o potencial patogénico das cepas. Esses resultados evidenciam a
necessidade de fortalecer as acdes de inspegao sanitaria, a adogcao das Boas Praticas
de Fabricagao, visando garantir a seguranga microbiolégica do produto e reduzir os

riscos a saude publica.
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