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Qualidade bacteriol6gica de queijos artesanais comercializados em estradas do litoral
norte do Rio Grande do Sul, Brasil

Bacteriological quality of homemade cheeses commercialised in roads of the
northern coast of Rio Grande do Sul, Brazil

Cristina Bergman Zaffari' Jozi Fagundes Mello" Marisa da Costa"

RESUMO

O consumo de queijo artesanal, vendido em
estabelecimentos de beira de estrada, é comum no Estado do
Rio Grande do Sul. Geralmente estes produtos ndo sao
fabricados em acordo com as boas normas de fabricacéo e
podem constituir perigo a salde do consumidor. Objetivou-
se, com o presente trabalho, verificar a qualidade
bacteriolégica de queijos artesanais comercializados em
estradas litoraneas por meio da contagem de coliformes e
pesquisa de Listeria spp. e Brucella spp. Foram analisados 80
queijos, sendo 62 do tipo Colonial, dez do tipo Provolone, seis
do tipo Ricota e dois do tipo Caccio Cavallo. No momento da
coleta, 71% das amostras ndo estavam sob refrigeragdo. Todas
as amostras apresentaram contagens de coliformes totais e,
destas, 62 foram testadas para a presenca de coliformes fecais.
Um total de 84% das amostras apresentou contagens de
coliformes fecais acima de 2,73- 3,7 log.UFC g'* (de 500 a
5000UFC mL?), previsto como limite maximo a ser encontrado
em queijos. Dos 29 estabelecimentos, 27 tinham produtos fora
destes limites. Das 80 amostras, 16% continham Listeria spp.,
sendo 3,7% identificadas como Listeria monocytogenes. As
estacdes do ano influenciaram no isolamento de Listeria spp.,
sendo a primavera considerada a estacdo do ano com maior
nimero de isolados. Brucella spp. ndo foram isoladas nas 80
amostras de queijos analisadas. A alta frequéncia de coliformes
fecais e a presenca de L. monocytogenes revelam que o consumo
destes queijos constitui perigo de infeccdo a populagdo em
geral e especialmente aquelas pessoas imunocomprometidas.

Palavras-chave: Caccio Cavallo, Colonial, Provolone, Ricota,
coliformes, Listeria monocytogenes, Brucella spp.

ABSTRACT
The consumption of homemade cheese, which is

sold in little shops along the road, is very common in the state
of Rio Grande do Sul, Brazil. Generally, these products are not

manufactured according to the good hygiene guidelines; and
may be a risk to the consumers’ health. The aim of this research
was the assessment of the bacteriological quality of homemade
cheese sold in the region along the northern coast of Rio Grande
do Sul. Cheese samples were taken and total and faecal coliform
counting per gram sample were established. The samples were
also examined for the presence of Listeria spp. and Brucella
spp. In total, 80 samples, from 29 commercial establishments
were analysed, of which 62 of Colonial type; 10, of Provolone;
6 of Ricotta and 2, of Cacciocavallo type. At the moment of
sampling, 71% of them were not stored under refrigeration
conditions. In all the samples the presence of total coliform
could be demonstrated and 62 of these were tested for the
presence of faecal coliforms. In 84% of the samples more then
2.73 - 3.7log.UFC g * (from 500 to 5000UFC mL) of faecal
coliform could be demonstrated, with is considered the
maximum limit still allowed to be present in cheese samples. Of
the 29 establishments analysed, 27 had products with coliforms
counts above these limits. Of the 80 samples, 16% had Listeria sp.,
of which 3.7% were identified as Listeria monocytogenes. A
correlation was found between the season and the isolation of
Listeria spp.: in the spring the highest number was detected.
Brucella spp. could not be detected in the 80 samples analysed.
The high frequency of faecal coliforms and the presence of L.
monocytogenes revealed that the consumption of these
homemade cheeses can become a risk of infection to the
population, especially for immunocompromised persons.

Key words: cacciocavallo, Colonial, Provolone, Ricota,

coliforms, Listeria monocytogenes, Brucella spp.

INTRODUCAO

No Rio Grande do Sul, como ha maioria dos
Estados brasileiros, existe a tradicdo do consumo de
produtos artesanais por serem considerados, pela
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populagdo, mais naturais e saborosos. Por outro lado,
a venda destes produtos € uma das principais fontes
de renda de pequenos produtores que os comercializam
diretamente ao consumidor, geralmente em
estabelecimentos a beira de estradas. Dentre os
produtos artesanais mais apreciados esta o queijo, cuja
fabricacdo, como a de outros alimentos, necessita
seguir normas rigorosas de higiene; além disso, a
matéria prima deve originar-se de animais em condig@es
sanitarias adequadas. Falhas no controle de qualidade
tanto da matéria prima, quanto no seu beneficiamento
e estocagem, podem resultar em um produto de méa
qualidade e em risco de infeccOes e intoxicagdes nos
consumidores. Esses produtos artesanais podem
conter microrganismos de origens diversas (animal,
ambiente, homem), que podem causar doencas, resultar
em alteragdes fisico-quimicas no produto, influenciar
na eficiéncia dos processos utilizados no seu
beneficiamento e nas suas caracteristicas sensoriais.
A maioria dos microrganismos presentes na matéria-
prima pode ser eliminada através da pasteurizagao que,
em condic@es artesanais, pode néo ser efetiva.

Entre os patégenos que podem ser
encontrados no queijo estdo a Listeria sp. e a Brucella
sp. Existem poucos relatos de listeriose humana no
Brasil, como também das fontes de contaminacéo.
Apesar de atingir um grupo reduzido de pessoas, a
listeriose € uma doenca séria porque apresenta uma
taxa de mortalidade entre 20 e 40% (COSSART, 1992;
MCLAUCHLIN et al., 2004). Essa alta taxa de
mortalidade ocorre principalmente porque as pessoas
infectadas geralmente apresentam algum tipo de
deficiéncia imunoldgica. Uma média de 14 casos de
internagdes anuais por listeriose tem ocorrido no pais
e, no Rio Grande do Sul, de 1,7 casos (DATASUS,
2005b). No Rio Grande do Sul, em um Unico hospital,
foi detectada a presenca de L. monocytogenes pela
técnica de imunohistoquimica em 33% de placentas
obtidas apds aborto ou parto prematuro (SCHWAB &
EDELWEISS, 2003). Estes dados indicam que a infeccéo
por L. monocytogenes est4 presente e que as fontes
de contaminacdes devem ser identificadas.

Os queijos sdo os produtos mais
relacionados com contaminacgdo da popula¢do por
Brucella spp. em paises que ndo utilizam leite
pasteurizado em sua fabricagdo, sendo a Brucella
melitensis a principal espécie envolvida. Embora esta
espécie ndo tenha sido encontrada no Brasil, existem
relatos de outras espécies de Brucella sp. presentes

no leite e em queijos artesanais, o que constitui perigo
para o consumidor (LANGONI etal., 2000, FREITAS et
al., 2002). A brucelose humana também é relatada com
pouca freqliéncia no Brasil e tem apresentado uma
média de 17 internagGes anuais no pais e uma no Rio
Grande do Sul (DATASUS, 2005a). Apesar de os relatos
mais recentes ndo terem sido relacionados com o
consumo de queijos, este produto pode constituir uma
fonte em potencial, se durante sua produgéo ndo forem
observadas normas rigorosas de fabricagdo (SANTOS-
NETOetal., 1999, FERREIRAEetal., 2002, FREITAS et
al., 2002).

Assim, objetivou-se com o presente estudo
investigar se 0s queijos artesanais comercializados na
regido litoranea norte do Estado do Rio Grande do Sul
representam perigo a satde dos consumidores, sendo
que esta regido recebe o0 maior nimero de turistas nos
periodos de veraneio. Para isso, verificou-se a qualidade
bacteriolégica de queijos artesanais através da
contagem de coliformes totais e fecais e da pesquisa
de Listeria spp. e Brucella spp.

MATERIAL E METODOS

Entre setembro de 2004 e junho de 2005,
foram coletadas 80 amostras de queijos comercializados
em 29 bancas localizadas nas estradas RS 30 (Osorio-
Tramandai), RS 40 (Viamao-Pinhal) e RS 389 (Osorio-
Torres). De cada banca, foram adquiridas uma ou
mais amostras, coletadas aleatoriamente. Foram
realizadas duas visitas, em diferentes periodos do
ano, em cada estabelecimento. Foram realizadas 12
coletas, sendo cinco no verdo, quatro na primavera
e trés no outono. As amostras foram transportadas
em recipiente isotérmico contendo de gelo reciclavel
e mantidas sob refrigeracdo até o momento das
analises. Antes das analises, foi removido
assepticamente aproximadamente 1cm de espessura da
parte externa de cada queijo.

Para as analises bacterioldgicas, 25 gramas
da parte interna de cada amostra foram acondicionados
em sacos plésticos esterilizados contendo 225mL da
agua peptonada 0,1% (Merck - Alemanha). As amostras
foram homogeneizadas e dilui¢cdes decimais de 102a
10 foram utilizadas para a contagem de coliformes
totais, coliformes fecais e isolamento de Brucella spp.
Para o isolamento de Listeria spp., outros 25 gramas
de queijo foram acondicionados em sacos plasticos
esterilizados, contendo 225mL de Caldo de
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Enriquecimento para Listeria (LEB - Difco - Franca) e
homogeneizados durante 90 segundos.

Para a contagem de coliformes totais e
fecais, aliquotas de 1mL das diluicOes foram dissolvidas
em 20mL de agar vermelho violeta bile lactose (VRBA -
Merck - Alemanha), sendo adicionada uma
sobrecamada do mesmo meio apds solidificacdo. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Apés
este periodo, foram selecionadas as placas que
apresentavam entre 25 e 250 unidades formadoras de
coldnias (UFC), sendo contadas aquelas com
caracteristicas de coliformes totais. A confirmag&o foi
feita pelainoculagdo de 5 UFC, de cada placa, em caldo
verde brilhante lactose bile 2%) (Biobrés- Brasil). Foram
considerados positivos 0s tubos que apresentaram
presenca de gas e turvacdo apos 24-48 horas em banho
de &gua a 37°C. A contagem de coliformes fecais foi
realizada semeando-se 5 UFC, provenientes do agar
VRBA, em caldo EC (Difco - EUA). Foram considerados
positivos os tubos com turvacgdo e presenca de gas
apds 24 a 48 horas em banho de 4gua a 45°C. A contagem
foi determinada através da proporcdo do nimero de
col6nias tipicas contadas em VRBA e confirmadas em
caldo EC pelo inverso da dilui¢do, sendo o resultado
expresso em log Unidades Formadoras de Col6nia por
grama (log.UFC/g) de queijo.

Para a deteccdo de Listeria sp.,
imediatamente apds a diluicéo, aliquotas foram retiradas
para esgotamento em agar Oxford Modificado (MOX -
Difco - Franca) e 4gar Palcam (PAL - Merck - Alemanha),
incubadas durante 48 horas a 35°C, sendo o caldo LEB
incubado por sete dias em temperatura de 30°C. Novas
aliquotas deste caldo foram retiradas apds 48 horas e 7
dias de incubacédo e semeadas em dgar MOX e PAL,
sendo incubadas a 35°C por 48 horas. Coldnias
caracteristicas em ambos os meios, MOX e PAL, foram
isoladas em agar triptona de soja contendo 0,6% de
extrato de levedura e incubadas a 30°C por 24 horas.
Apbs exame sob luz obliqua, foram selecionadas as
col6nias tipicas, que foram identificadas conforme
MACFADDIN (2000) pelos testes: Gram, catalase,
oxidacao-fermentacdo glicose, motilidade 25°C, CAMP
TEST empregando Staphylococcus aureus e
Rhodococcus equi, hemolise, fermentacao de manitol,
ramnose, Xilose, producdo de H,S e redugéo de nitrato.

Para o isolamento de Brucella spp. foi
utilizada a dilui¢do 10 de cada amostra preparada para
a contagem de coliformes. Foram adicionados 200uL
dadiluicdo em 2mL de caldo Brucella (caldo triptona de

soja, 5% soro eqiino, polimixina B (5U L), bacitracina
(25U LY), &cido nalidixico (5mg L), nistatina (100U I%)
e ciclohexamida (100mg L%). Os tubos permaneceram
em temperatura de 37°C em microaerofilia. Ap6s 48
horas, aliquotas foram semeadas em &gar Brucella
(caldo Brucella, 1,5% &gar-agar) e incubadas a 37°C
em microaerofilia durante sete dias ou mais. As col6nias
caracteristicas de Brucella spp. foram re-isoladas em
agar soro (&gar triptona de soja, 5% soro eqiino) e
incubadas em temperatura de 37°C em microaerofilia.
Coldnias caracteristicas foram isoladas e identificadas
pelos testes: Gram, oxidase, oxidagdo-fermentacédo da
glicose, crescimento MacConkey, catalase,
dependéncia de CO,, produgdo de indol, H_S, redugdo
de nitrato e producdo de urease segundo Christensen
(MACFADDIN, 2000; ALTON et al.,1988).

Os dados microbioldgicos foram
analisados utilizando valores em logaritmo. Foram
realizadas andlises da variancia, Teste de t de Student,
Turkey-HSD e Qui-quadrado, utilizando o programa
SPSS/PC verséo 8.0 (Statistical Package for the Social).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 80 amostras analisadas, 62 (78%) foram
de queijos do tipo Colonial, 10 (12%) do tipo Provolone,
6 (7%) do tipo Ricota e 2 (3%) do tipo Caccio Cavallo.
Destas amostras, no momento da coleta, 57 (71%) ndo
estavam sob refrigeracéo, enquanto 23 (29%) estavam
refrigeradas (Tabela 1).

Todas as amostras apresentaram contagem
de coliformes totais, entre 3,18 e >6 log.UFC g*. Das 80
amostras de queijo, 18 apresentaram contagens de
coliformes totais superiores a 6 log.UFC g na dltima
diluicdo, impossibilitando o isolamento de col6nias
para confirmacdo de coliformes fecais. Nas 62 amostras
restantes, foi observada a presenca de coliformes fecais
com contagens entre 2,77 e 5,81 log.UFC g* (Tabela 1),
sendo que 52 amostras (84%) apresentaram contagens
acimade 2,73-3,7 log.UFC g* (de 500a5.000 UFC mLY),
previsto como limite maximo de coliformes fecais em
queijos (ANVISA, 2001).

Dos 29 estabelecimentos, 27 comercializavam
queijos que apresentavam contagens de coliformes
fecais acima dos valores estabelecidos na legislacdo
vigente. Da analise desses resultados, pode-se inferir
que a maioria dos queijos comercializados nestes
estabelecimentos ndo apresenta condigBes sanitarias
para consumo. Outros autores tém relatado a qualidade
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Tabela 1 - Contagem de coliformes fecais em queijos coletados entre setembro de 2004 e junho de 2005, em estradas litoraneas do Rio

Grande do Sul.
Tipo queijo N°. amostras Exposi¢do Coliformes fecais (log.ufc.g™)”
Colonial 29 Nao refrigerados 4,71 (3,41-5,81)
Caccio cavalo 02 Néo refrigerados 3,58 (3,08-4,08)
Provolone 10 Nao refrigerados 3,73 (2,77-4,34)
Colonial 16 Refrigerados 3,99 (3,01-5,08)
Ricota 05 Refrigerados 4,19 (3,79-5,05)

*: média das leituras. Entre parénteses, valores minimos e maximos encontrados.

insatisfatdria destes produtos comercializados no pais
e destacado que ndo tém sido observadas melhoras
neste sentido (ARAUJO et al., 2001; LOGUERCIO &
ALEIXO0, 2001; IDE & BENEDET, 2001; FEITOSA et
al., 2003).

Quando foram comparados os tipos de
queijos verificou-se que, em relacdo a contagem de
coliformes totais e fecais, houve diferenga estatistica
(P<0,05) entre o Colonial e o Provolone. O Colonial
apresentou maior média na contagem de coliformes
fecais e totais em relagdo ao Provolone. O queijo tipo
Ricota apresentou média de contagem superior ao
Provolone, talvez pela maior umidade do primeiro,
permitindo uma maior sobrevivéncia e multiplicacéo
dos microrganismos. Entretanto, devido ao nimero de
amostras analisadas, ndo foi possivel assegurar a
significancia estatistica.

Os queijos que se encontravam refrigerados
no momento da coleta apresentaram média de contagem
de coliformes totais e fecais inferiores aos néo-
refrigerados, havendo diferenga estatistica (P<0,05)
entre eles. Esse resultado era esperado, pois
temperaturas baixas diminuem o metabolismo

microbiano e conseqiientemente sua multiplicagdo. Ja
a estacdo do ano em que as amostras foram coletadas
ndo influenciou na contagem de coliformes totais e
fecais.

Das 80 amostras analisadas quanto a
presenca de Listeria spp., 13 (16%) foram positivas.
Estas amostras foram adquiridas de 11 bancas (38%)
das 29 coletadas. O perfil bioquimico dos 13 isolados
esta apresentado na Tabela 2. A presenca de Listeria
spp. € mais um indicativo de que os produtos analisados
ou suas matérias-primas nao foram submetidos aos
procedimentos higiénico-sanitarios e tecnoldgicos
adequados. Foram isoladas trés cepas de Listeria
monocytogenes a partir de queijo tipo Ricota, obtidos
de dois estabelecimentos, portanto em desacordo com
o0s padrdes contidos na Resolugdo ne. 12, que estipula
a auséncia deste microrganismo (ANVISA,
2001). Queijos como estes, com alto teor de umidade,
sdo mais frequentemente relacionados com a presenca
desta espécie (FARBER & PETERKIN, 1991). Dois
destes isolados foram obtidos de um mesmo
estabelecimento em periodos diferentes de coleta.

Tabela 2 - Resultados dos testes bioquimicos determinantes na identificagdo das Listeria spp., isoladas das amostras de queijos.

O 3
< i e =
=} N > o
< @ © : g
2 8 2 3 = 8 o x <
@ = < =] o @ [=} = o o =
° = = g S o £ 3 = £ 2 2 g
° o = = = o < = < o} < < %}
z = o z > > 14 x = T o 8 4
54 + + - + + + - - - - - L. innocua
1 + + - + + - - - - L. innocua
3 + + - + + + - + + - L. monocytogenes
" " R + + R - + - L. seeligeri

"Motilidade caracteristica de Listeria spp.; *VM: Vermelho de Metila; ®*VP: Voges Proskauer; “Dois dos isolados foram recuperados apés
periodos diferentes de incubagdo (48 horas e 7 dias) da mesma amostra de queijo.
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As outras espécies isoladas, L. innocua e
L. seeligeri, geralmente ndo sdo patogénicas, mas ha
um relato de infeccdo humana por L. seeligeri
(MCLAUCHLIN etal., 2004). Segundo GASANOV et
al. (2005), a presenca de qualquer espécie de Listeria
sp. pode ser um indicativo da presenga de L.
monocytogenes ainda que esta ndo seja isolada. Isto
pode ser explicado, parcialmente, pelo fato de esta
espécie ser menos competitiva que as outras do seu
género em qualquer meio de cultura, especialmente em
presenca de algumas substancias seletivas ou na
presenca de altas contagens de microrganismos.

O pequeno nimero de amostras positivas
para Listeria spp. ndo permitiu tratar estatisticamente
os dados referentes a refrigeracdo. Entretanto, as trés
amostras, nas quais foram confirmadas a presenca de
L. monocytogenes, estavam estocadas sob
refrigeracio no momento da coleta. E caracteristico
dessa espécie o crescimento em temperaturas de
refrigeracdo (GASANOV et al., 2005). Sete amostras
positivas para Listeria spp. foram coletadas na
primavera, 6 no outono e uma no verao. As estagdes
do ano influenciaram no isolamento de Listeria spp.
(P<0,05), sendo a primavera considerada a estagao do
ano com maior nimero de isolados e o verdo com o
menor. Tem sido demonstrado que a temperatura
ambiental e mesmo a localizagéo geografica influenciam
na deteccdo de Listeria spp. em queijos. Locais ou
épocas com temperaturas mais amenas seriam mais
propicias para multiplicagdo ou sobrevivéncia deste
género (PIANTAetal., 2004).

Dos 14 isolados, 11 foram de amostras com
LEB incubado durante dois dias, dois em LEB incubado
durante sete dias e uma isolada do LEB sem incubacéo

(Tabela 3). Da anlise dos resultados, verifica-se que a
retirada de aliquotas a partir do meio de enriquecimento,
apos tempos diferentes de incubacdo, aumentam a
probabilidade de deteccdo deste microrganismo, como
ja foi relatado anteriormente (MEIER & TERPLAN,
1993).

Né&o foram isoladas Brucella spp. dos 80
queijos analisados. Frequentemente, a presenca de
contagens elevadas de microrganismos competidores,
como observado neste trabalho, pode dificultar o
isolamento de patégenos de amostras de alimentos.
Além disso, esses patdgenos ndo sobrevivem por muito
tempo em ambientes de pH &cido, caracteristico de
queijos (FAO-OMS, 1986). Metabdlitos inibidores
produzidos pela microbiota presente nas amostras
provavelmente dificultaram o seu isolamento. Contudo,
a presenca de coliformes totais, fecais, de Listeria spp.
indica que outros patégenos possam estar presentes
nos queijos, incluindo a Brucella spp.

CONCLUSOES

O consumo de queijos de fabricagdo
artesanal constitui perigo de infeccdo a populacéo
em geral e, especialmente, aquelas pessoas
imunocomprometidas. Medidas que visem a protecdo
da salde da populacéo e que auxiliem no crescimento
econdmico dos produtores devem ser implementadas
enfocando o incentivo a produgdo de queijos através
de cooperativas que adotem as boas normas de
fabricacéo.
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Tabela 3 - Espécies de Listeria sp. isoladas de queijos entre setembro de 2004 e junho de 2005 em estabelecimentos de beira de estrada no

litoral norte do Rio Grande do Sul.

Tipo queijo N°. queijos armazenamento tempo cultivo LEB* Listeria sp.
Colonial 2 Refrigerado 48 horas L. innocua
Colonial 1 Refrigerado 7 dias L. innocua
Ricota 2 Refrigerado 48 horas L. monocytogenes
Ricota 1 Refrigerado 7 dias L. monocytogenes
Colonial 2 Nao-refrigerado 48 horas L. innocua
Colonial 1 Néo-refrigerado 7 dias L. innocua
Colonial 3 Nao-refrigerado 48 horas L. seeligeri
Colonial 1 Nao-refrigerado slincubagao L. seeligeri
Provolone 1 Nao-refrigerado 48 horas L. seeligeri

*: LEB: caldo de enriquecimento Listeria.
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