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Resumo

Objetivando o conhecimento do queijo colonial artesanal produzido na regido Sul do Rio Grande
do Sul, foram analisadas 30 amostras adquiridas no comércio local e feiras quanto as caracteristicas
fisico-quimicas, além das analises microbioldgicas exigidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), isolamento de Yersinia enterocolitica e resisténcia aos antimicrobianos
de isolados de Staphylococcus coagulase positiva, obtidos a partir destas amostras. Os valores
medianos resultantes das andlises fisico-quimicas foram: pH 5,81, acidez titulavel de 0,44 g de
acido latico/100g, umidade de 48,55%, atividade de agua de 0,973, proteina de 19,36%, gordura de
14,54%, teor de cinzas de 2,88% e teor de cloretos 0,51 gNaCl/100g. Quanto as andlises exigidas
pela ANVISA, 86,66% das amostras estavam fora dos padrdes exigidos e nenhuma foi positiva para
Salmonella e Listeria monocytogenes. Houve também isolamento de Yersinia enterocolitica em
3,33% das amostras. A maior taxa de resisténcia dos isolados de Staphylococcus coagulase positiva
ocorreu frente a Penicilina G com 100% dos isolados resistentes e a menor contra Ciprofloxacina com
nenhum isolado resistente. 65,00% dos isolados foram resistentes a, pelo menos, seis antimicrobianos
e 86,95% demostraram resisténcia a Cefoxitina, resultados preocupantes, especialmente quanto aos
isolados Meticilina Resistentes. Além disso, o queijo produzido e comercializado informalmente no
Sul do Rio Grande do Sul apresenta grande variacao nas caracteristicas fisico-quimicas e, em geral,
alta contaminagdo microbiana, podendo representar risco a saude do consumidor.

Palavras-chave: saude publica; Yersinia enterocolitica; 1acteos; suscetibilidade.

Abstract

Aiming the knowledge of the artisanal colonial cheese produced in the south of the Rio Grande do Sul,
were analyzed 30 samples purchased in the local trade and fairs for physicochemical characteristics,
the microbiological analyzes required by the National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA),
Yersinia enterocolitica isolation and antimicrobial resistance of Staphylococcus coagulase positive
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isolates obtained from these samples. The median values resulting from the physicochemical analyzes
were, pH 5,86, titratable acidity of 0,49 g of lactic acid/100 g, humidity of 49,12%, water activity of
0,973, protein of 19,14%, fat of 14,71% Ash content of 2,93% and chloride content 0,63 gNaCl/100g.
Regarding the analysis required by ANVISA 86,66% of the samples were outside the required standards
and no samples were positive for Salmonella and Listeria monocytogenes, there was also isolation to
isolate Yersinia enterocolitica from 3,33% of the samples. The highest resistance rate of the isolates of
Staphylococcus coagulase positive was compared to Penicillin G with 100% of the resistant isolates,
and the lowest against Ciprofloxacin with no resistant isolates. 65.00% of the isolates were resistant
to at least six antimicrobials and 86,95% demonstrated resistance to Cefoxitin, a troubling result,
especially in Methicillin Resistant isolates. The cheese produced and marketed informally in South
of Rio Grande do Sul presents a great variation in the physicochemical characteristics and in general
high microbial contamination wich may represent a risk to consumer health.

Keywords: public health; Yersinia enterocolitica; dairy; susceptibility.
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Introducao

O queijo colonial produzido no sul do Rio Grande do Sul ndo possui regulamentacdo técnica, ¢
produzido, em geral, a partir da adi¢do de coalho ao leite cru, formando a massa na qual ¢ adicionado
o sal e pressionada em formas para retirada do soro. E comercializado geralmente sem maturagao",
representando um risco maior de transmissao de patdgenos devido ao seu alto teor de umidade.

Segundo o ultimo Censo Agropecuario®, 25.348 toneladas de queijo ou requeijdo sdo produzidas
e comercializadas diretamente ao consumidor por pequenos produtores e 70.198 toneladas sdo
vendidos a intermedidrios. Diante dessa realidade, as autoridades sanitarias tém trabalhado para
buscar a regularizacao desse tipo de producao visando a eliminagdo da comercializacdo de produtos
informais. Assim, foi publicada a Instru¢do Normativa (IN) n® 30 de 07 de agosto de 2013, que
pretende expandir as regides produtoras de queijos artesanais com registro de Indicagdo Geografica
(IG)®, e mais recentemente da IN n° 5 de 14 de fevereiro de 2017, que flexibiliza normas de instalagdes
de pequenas indtstrias®.

Alimentos artesanais costumam atrair consumidores que valorizam os tracos regionais®. Muitos
produtores rurais, visando esse mercado e na tentativa de gerar uma renda extra, acabam produzindo
esses alimentos em sua propriedade de maneira informal, sem inspecdo sanitaria, podendo assim,
carrear patdogenos responsaveis por causar doengas transmitidas por alimentos (DTAs).

Além dos micro-organismos monitorados em alimentos pelos 6rgaos oficiais, ha outros que causam
danos a satide do consumidor, como a Yersinia enterocolitica frequentemente isolada de produtos
de origem animal e associada a infeccao com sintomatologia gastrointestinal, podendo evoluir para
linfadenite mesentérica e infecgdes sistémicas, causando em alguns casos, até a morte do paciente®.

Outro problema enfrentado pelas autoridades mundiais de satide € a resisténcia a antimicrobianos, cada
vez mais frequentemente encontrada em isolados bacterianos”. No Brasil, em 2009, foi implantado
o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNRC) pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, cujo intuito ¢ limitar o avango da resisténcia de micro-organismos e evitar
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a exposicdo dos consumidores a compostos quimicos como antibidticos®, mas esse controle acaba
ficando limitado devido a comercializacdo de produtos ndo inspecionados.

Apesar do risco, queijos artesanais produzidos sem inspe¢ao sanitaria sio amplamente consumidos
na regido Sul do Rio Grande do Sul. Assim, o objetivo deste trabalho foi conhecer as caracteristicas
fisico-quimicas e a qualidade microbioldgica, além de demonstrar o possivel risco sanitario do queijo
produzido de forma artesanal.

Material e métodos

Foram analisadas 30 amostras de queijos coloniais, fabricados artesanalmente e comercializados nas
cidades de Cangucu, Rio Grande, Pelotas, Sdo Lourenco do Sul, Pedro Osorio e Morro Redondo,
localizadas na regido Sul do Rio Grande do Sul. As amostras foram adquiridas diretamente nos
pontos de venda, mantidas em embalagem original, transportadas em caixa isotérmica contendo gelo,
e analisadas pelo Laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade
Federal de Pelotas.

As andlises foram realizadas com base em metodologia descrita pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), vigente no periodo do experimento®. Para isso, as amostras
foram analisadas quanto:

a) Valor de pH a partir do método potenciométrico;

b) Acidez titulavel com base em acido latico buscando a neutralizagdo do acido a partir de
titulagdo com hidroxido de sédio e posterior calculo de acordo com o volume de alcali gasto;

c) Cloretos através do método Argentométrico, utilizando titulagdo com nitrato de prata e
indicador cromato de potassio, a partir do residuo obtido na analise de cinzas e posterior calculo com
base no volume de solucao de titulagdo gasta;

d) Gordura a partir do método butirométrico adaptado ao butirdmetro de leite que visa a separagao
e quantifica¢ao dos lipidios com o auxilio de acido sulfurico e alcool isoamilico;

e) Proteina a partir da digestdo da amostra, adicionada de mistura catalitica e acido sulfurico,
em tubo Kjeldahl, destilagdo com utilizagdo de solucdes de acido boérico e hidroxido de sodio e
titulagdo com 4cido cloridrico fazendo-se posterior célculo relacionando a quantidade de nitrogénio
encontrada na andlise e % de proteina correspondente;

f) Umidade a partir da retirada de 4gua da amostra com o auxilio de estufa a 102 + 2°C e
calculando-se a diferenca entre as pesagens antes e ap0s a evaporacao.

Foi determinado também teor de cinzas com base em metodologia estabelecida pelo Instituto Adolfo
Lutz, na qual a amostra foi transformada em cinzas com o auxilio de mufla a 550 °C"%. A atividade
de 4gua (aW) foi avaliada no equipamento Labtouch aw (Novasina).

As analises microbioldgicas realizadas foram as exigidas pela ANVISA para queijos de alta umidade,
que sdo: contagem de Staphylococcus coagulase positiva, contagem de coliformes termotolerantes,
pesquisa de Salmonella e Listeria monocytogenes'V, conforme metodologia do MAPA vigente!?.
Além disso, foi realizado também o isolamento de Yersinia enterocolitica, segundo Vidon e Delmas®
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e posterior analise molecular para a confirmacao. Para a extragdo do DNA dos isolados suspeitos de Y.
enterocolitica foi utilizada metodologia descrita por Sambrook & Russel!®. Apds essa etapa os DNAs
extraidos foram submetidos a reacdo em cadeia da polimerase conforme Neubauer et al.'® utilizando
os primers: Y1 — 5 AATACCGCATAACGTCTTC 3°e Y2 - 5’ CTTCTTCTGCGAGTAACGTC 3’.

Foram submetidos ao teste de difusdo em disco 23 isolados de Staphylococcus coagulase positiva
obtidos na técnica de contagem, segundo metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute!'®. O teste foi realizado utilizando antimicrobianos de uso comum: Ampicilina
10pg, Azitromicina 15 pg, Cefoxitina 30ug, Ceftriaxona 30 pug, Ciprofloxacina Sug, Gentamicina
10pg, Norfloxacina 10pg e Oxacilina 1pug, Penicilina G 10 pg e Tetraciclina 30 pg e a interpretacao
dos resultados foi realizada com base em tabela publicada pelo CLSI(17).

Foram realizados testes de correlagao bivariada de Spearman sobre as variaveis de pH, acidez
titulavel, umidade, atividade de dagua, contagens de Staphylococcus coagulase positiva e
Numero Mais Provavel de Coliformes Termotolerantes, considerando o nivel minimo de
confianca de 95%. As andlises foram efetuadas por meio do software estatistico SPSS 20.0.

Resultados e Discussao

As caracteristicas fisico-quimicas encontradas nas amostras do queijo evidenciaram grande variagao,
apresentando valores discrepantes quando comparados, sendo demostrada a completa auséncia de
padronizacao do queijo de producao artesanal comercializado na regido sul do Rio Grande do Sul. Por
este motivo, para representar cada parametro analisado, utilizou-se a mediana e nao a média (Tabela

1).
Tabela 1. Mediana, valores minimo, maximo e desvio padrdo das caracteristicas fisico-
quimicas encontradas em amostras queijo colomial artesanal, comercializado no Sul do Rio

Grande do Sul

Caracteristica Mediana L. N zlor’ . Desvio padrio
minimo-maximo
pH 5,81 4,95-6,95 0,49
Acidez titulavel (g de acido litico/100g) 0,44 0,11-1,37 0,24
Umidade (%) 48,55 35,38-81,08 8,21
Atividade de agua 0,97 0,94-0,98 0,01
Proteina (%) 19,36 10,97-27.37 3,39
Gordura (%) 14.54 2.47-39.81 7.86
Residuo mineral fixo (%) 2,88 0.84-432 0,71
Cloretos (gNaCl'100g) 0,51 0,07-1,77 0,52

Por ndo conhecermos a origem e nem a qualidade da matéria-prima utilizada, ndo ¢ possivel afirmar,
com exatiddo, qual fator influenciou de maneira mais significativa nos padroes fisico-quimicos.
Porém, sabe-se que algumas caracteristicas como quantidade de proteina, gordura e residuo mineral
fixo encontradas no leite dependem do modo de producdo e de fatores como a disponibilidade de
forrageiras fornecidas aos bovinos, raga do animal, fase da lactagdo, entre outros'®. Outro fator que
pode interferir em parametros como proteina e gordura do queijo ¢ a utilizagdo de matéria-prima com
alto indice de células somaticas. Essa condicdo altera a constituicdo do leite e, consequentemente, o
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rendimento e caracteristicas do produto final'?.

E possivel especular ainda que, pelo menos para parte das amostras, o baixo teor de gordura
encontrado poderia estar associado ao fato de os produtores realizarem o desnate da matéria-prima.
A auséncia de padronizacdo na tecnologia de fabricagdo do queijo, também pode ter contribuido de
forma significativa para os resultados das analises de umidade, atividade de agua e cloretos, ja que
essas caracteristicas sdo diretamente influenciadas pela metodologia de produgao.

Apesar de os testes estatisticos ndo terem demostrado correlacdo entre as diferentes variaveis fisico-
quimicas e as contagens bacterianas, a falta de maturagao, alta umidade e atividade de agua interferem
diretamente na multiplica¢do microbiana, principalmente de micro-organismos patogénicos®?,
aumentando o risco para populagcdo consumidora. Além disso, a populacao bacteriana inicial presente
na matéria-prima, a possivel contaminacao durante a producgdo, transporte € comércio podem ter
influenciado de forma significativa na variagdo dos valores de pH e acidez titulavel, dada a produgao
de metabodlitos bacterianos a partir da utilizagdo de componentes do leite®).

A legislacdo brasileira, instituida pela ANVISA, determina os pardmetros microbiologicos para
queijo a partir de uma classifica¢do quanto ao teor de umidade'”. As amostras analisadas tiveram
percentual de umidade com mediana de 48,55%, podendo ser classificadas como de alta umidade.
Sao requisitos para este tipo de queijo: valores maximos de contagem de Staphylococcus coagulase
positiva e contagem de coliformes termotolerantes, de 1,0x10° UFC/g (Unidades Formadoras de
Colonias por grama) e 5,0x10° NMP/g (Numero Mais Provavel por grama) respectivamente, além de
auséncia de Salmonella spp. e L. monocytogenes.

Considerando esses parametros, pdde-se observar que apenas quatro queijos (13,33%) estavam dentro
dos padroes microbiologicos exigidos pela legislagdo. Das 26 (86,66%) amostras consideradas fora do
padrao aceitavel, 24 (80,00%) apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima
do permitido. Para 13 (43,33%) o NMP de coliformes termotolerantes estavam acima do estabelecido
na legislacdo brasileira. Dez dos 26 (38,46%) estavam com pelo menos dois parametros alterados.
Diversos fatores podem levar a contaminagdo dos queijos artesanais, incluindo casos de mastite,
problemas na higiene da ordenha, deficiéncias nas instalagdes, falta de higiene durante a fabricagao,
armazenamento do produto, transporte inadequado e exposi¢ao incorreta durante a comercializagdo®?.

Apesar de alarmante, o elevado nimero de amostras fora do padrao microbiologico, é semelhante ao
encontrado por Zaffari et al.*® em queijos comercializados nas estradas gatichas (84,00% de amostras
improprias), mas menor que o encontrado por Brant et al.?Y em queijo Minas Serro, onde 92,50% das
amostras apresentavam pelo menos um parametro fora do estabelecido na legislagcdo vigente.

Quanto ao numero mais provavel de coliformes termotolerantes obtido nas amostras, foi menor
do que o observado por Brant et al.®» em queijo Minas Serro (60,00%). A presenga de coliformes
termotolerantes indica contaminacao de origem fecal, sendo E. coli, importante patdgeno causador
de DTA, o principal representante desse grupo®, a grande populagao observada evidencia o risco do
consumo desse alimento.

Na contagem de Staphylococcus coagulase positiva, o resultado foi semelhante ao encontrado por
Brant et al.®¥ em queijo Minas Serro onde 82,50% das amostras apresentavam contagens maiores do
que o permitido na legisla¢do. Brant et al.*® observaram diminui¢do na contagem de Staphylococcus
coagulase positiva apos estocagem durante 30 dias, sugerindo que queijos frescos podem conter
numeros mais elevados dessa bactéria do que queijos maturados. Para esse patégeno, o manipulador
constitui-se em importante fonte de contaminagdo durante ordenha, fabricagdo ou sempre que
manusear o produto, ja que o homem ¢ portador de Staphylococcus aureus na pele ¢ vias aéreas®®®,
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Dentre as amostras que se encontravam fora dos padrdes exigidos pela legislacdo, 53,40% e 50,00%
das que apresentavam altas contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase
positiva respectivamente, tinham teores de umidade igual ou superior a 50,00%. O alto indice de
umidade encontrado nas amostras, aliado ao fato de os produtos estarem expostos para a venda a
temperatura ambiente sem embalagem ou protegdo, pode ter contribuido também para o absurdo
indice de inconformidade encontrado no nosso trabalho.

Vale ressaltar que 18 amostras (60,00%) apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva
acima de 10°UFC/g. Fato preocupante, ja que populacdes acima deste valor tem maior capacidade
de produzir toxinas estafilococicas®® e somente no Rio Grande do Sul entre os anos de 2000 e 2002
foram relatados 57 surtos de DTAs causadas por Staphylococcus aureus deixando 1.222 pessoas
doentes®?, destacando-se como um dos principais agentes de doengas de origem alimentar.

Todas as amostras foram negativas para a presenca de Salmonella spp. € Listeria monocytogenes.

Quanto ao teste de suscetibilidade frente a antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus coagulase
positiva, a maior taxa de resisténcia foi com relagdo a Penicilina G com 100% dos isolados resistentes.
O principio ativo que apresentou maior eficacia contra os isolados foi a Ciprofloxacina com nenhum
isolado resistente (Figura 1).
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Figura 1. Resisténcia a antimicrobianos de isolados de Staphyviococcus coagulase positiva
obtidos a partir de amostras de queijo colonial artesanal comercializados no Sul do Rio
Grande do Sul.

Foi possivel observar que 65,00% dos isolados apresentaram resisténcia a seis ou mais
antimicrobianos aumentando a preocupacdo quanto a dificuldade no tratamento em caso de
infeccdes em humanos. Além disso, a alta resisténcia a Cefoxitina (86,95% dos isolados), usada
atualmente como indicador de MRSA (Staphylococcus aureus Meticilina Resistente), torna esses
resultados ainda mais preocupantes. Altos indices de resisténcia em isolados de Staphylococcus
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spp. tém sido relatados tanto em alimentos quanto em casos clinicos.

Infec¢des nosocomiais por MRSA sdo, atualmente, bastante documentadas devido a exposic¢ao,
sem efetiva eliminagdo, da espécie bacteriana aos antibidticos do grupo dos beta-lactimicos
dentro do ambiente hospitalar®®, mas também tem sido relatada a presenga de cepas Meticilina
resistentes em produtos de origem animal como o leite®), sugerindo que a administragao
inadequada desses antibioticos aos animais possa estar gerando resisténcia também.

Rapini et al.C?” relataram resisténcia a penicilina em 100,00% dos isolados de Staphylococcus
spp. oriundos de queijo coalho comercializado em praias brasileiras, mesmo resultado
encontrado no nosso trabalho. J& quanto a Tetraciclina e Gentamicina o indice de resisténcia
relatado pelos autores foi maior quando comparado ao presente trabalho, 91,00% e 71,00%
respectivamente. A resisténcia a Oxacilina foi maior no nosso trabalho com relagao a esse que
foi de 66,70%. A resisténcia de Staphylococcus spp. frente a antimicrobianos, embora variavel,
¢ um problema enfrentado por varios paises. O uso indiscriminado de farmacos para o combate
de micro-organismos no meio rural pode ser indicado como uma causa provavel do isolamento
dessas bactérias em alimentos e em casos de DTAs?. Staphylococcus aureus é o principal
agente infeccioso isolado de mastite e tem sido relatada frequentemente a ocorréncia de cepas
resistentes aos antimicrobianos em amostras de leite oriundo de vacas com mastite®", podendo
ser transferidas ao leite e derivados e gerar infec¢do de dificil tratamento em quem o consome.

Quanto ao isolamento de Y. enterocolitica foi possivel confirmar a presenca da bactéria em uma
amostra totalizando 3,33%, prevaléncia proxima a encontrada em estudo realizado no Ira, pais
onde a populacdo também tem o habito de consumir queijos produzidos artesanalmente, no qual
essa bactéria foi isolada em 4,00% das amostras de queijo®?. Trata-se de uma espécie bacteriana
capaz de produzir uma infecgdo grave e que sobrevive em temperatura de refrigeracao®?.

Segundo o Ministério da Saude®?, entre os anos de 2009 a 2018 foram relatados ao Servigo
de Vigilancia em Saude 2.350 surtos de doengas transmitidas por alimentos. 37,20% sendo
contraidos dentro das residéncias e 7,80% envolvendo leite e derivados. Dentre os micro-
organismos identificados como causadores, figuram em 1° lugar E. coli, presente em 23,40% dos
casos e em 3° lugar Staphylococcus aureus, em 9,40%.

Apesar de diferentes trabalhos demonstrarem a falta de padronizagao dos produtos artesanais e o
risco relacionado a sua contaminagdo microbioldgica, boa parte da populacdo nio procura saber
se o produto que esta adquirindo passou por inspecao oficial®®. Ou seja, aprecia o fato de ser um
alimento de producdo artesanal, mas ignora a gravidade de consumir um produto que ndo passou
por nenhum controle sanitario, condi¢ao desafiadora para os servicos de vigilancia oficiais.

Conclusoes

Os queijos coloniais produzidos artesanalmente e comercializados na regido Sul do Rio Grande do
Sul possuem caracteristicas fisico-quimicas muito variaveis € em sua maioria, alta contaminagao
microbiana, podendo causar danos a saude de quem os consome. Além disso, foi evidenciada a
presenca de cepas de Staphylococcus coagulase positiva multirresistentes, com destaque para
86,95% de amostras Meticilina resistentes.
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