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RESUMO 

 

COSTA, Josiane da Silva. Qualidade microbiológica de queijos artesanais 
comercializados em feiras livres. 2019. 74f. Dissertação (Mestrado em Nutrição e 
Alimentos) - Programa de Pós-Graduação em Nutrição e Alimentos. Faculdade de 
Nutrição. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019. 
 
Alimentos contaminados representam um risco à saúde dos consumidores, e 
especialmente à indivíduos imunodeprimidos, idosos e crianças. O queijo é um 
produto bastante apreciado e consumido em todo o mundo, sendo por vezes 
elaborado sem padrões de identidade e qualidade e em condições insatisfatórias de 
higiene. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiológica de queijos 
artesanais comercializados em feiras livres no município de Pelotas-RS, e verificar a 
presença dos genes produtores de enterotoxinas clássicas em cepas isoladas de 
Staphylococcus spp. Um total de 29 amostras de queijos foram coletadas, sendo 
realizada análise de teor de umidade, pesquisa de Salmonella spp. e Listeria 
monocytogenes, e contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus 
coagulase positiva. As cepas isoladas de Staphylococcus coagulase positiva e 
negativa, foram submetidas ao teste PCR para verficar a presença dos genes 
produtores de enterotoxinas estafilocócicas (EE) A, B, C, D e E. Das 29 amostras 
analisadas, 13,8% (n= 4) apresentaram quantificações acima do permitido pela 
legislação para coliformes termotolerantes, e 76% (n=22) para a contagem de 
Staphylococcus coagulase positiva. Todas as amostras analisadas apresentaram 
ausência de Salmonella spp e Listeria monocytogenes, estando em conformidade 
com a legislação vigente. Foram encontrados os genes codificadores para 
enterotoxinas estafilocócicas B e C, em 6 isolados de Staphylococcus spp, sendo 
para entertoxina C, um isolado coagulase negativa e três coagulase positiva. Os 
queijos comercializados em feiras livres mostraram-se impróprios para consumo. 
 

Palavras-chave: alimento; consumidor; derivados lácteos; enterotoxina 

estafilocócica; legislação; leite; segurança dos alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

COSTA, Josiane da Silva. Microbiological quality of artisanal cheeses marketed 
in open markets. 2019. 74p. Dissertação (Mestrado em Nutrição e Alimentos) - 
Programa de Pós-Graduação em Nutrição e Alimentos. Faculdade de Nutrição. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019. 

Contaminated food poses a risk to the health of consumers, and especially to 
immunosuppressed individuals, the elderly and children. Cheese is a product widely 
appreciated and consumed throughout the world, being sometimes elaborated 
without standards of identity and quality and in unsatisfactory hygiene conditions. 
The objective of this study was to evaluate the microbiological quality of artisan 
cheeses marketed in free fairs in the municipality of Pelotas-RS, and to verify the 
presence of genes producing classical enterotoxins in strains isolated from 
Staphylococcus spp. A A total of 29 cheese samples were collected, with moisture 
content analysis, Salmonella spp. and Listeria monocytogenes, and Thermotolerant 
coliform counts and coagulase positive Staphylococcus. Strains isolated from 
coagulase positive and negative Staphylococcus were submitted to the PCR test to 
shed the presence of the genes producing staphylococcal enterotoxins (EE) A, B, C, 
D and E. Of the 29 samples analyzed, 13.8% (n = 4) presented Quantifications above 
that allowed by the legislation for Thermotolerant coliforms, and 76% (n = 22) for the 
coagulase positive Staphylococcus count. All the samples analyzed presented 
absence of Salmonella spp and Listeria monocytogenes, being in conformity with the 
current legislation. The encoders genes for staphylococcal enterotoxins B and C 
were found in 6 isolates of Staphylococcus spp, being for entertoxin C, one 
coagulase negative isolate and three coagulase positive. The cheeses marketed in 
free trade fairs proved unsuitable for consumption. 

Keywords: consumer; dairy products; food; food safety; legislation; milk; 

staphylococcal enterotoxin; 
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1 Introdução 

         Os alimentos contaminados representam um risco à saúde dos consumidores, 

principalmente em indivíduos imunodeprimidos, idosos e crianças e este risco vem 

impulsionando ao longo das últimas décadas o desenvolvimento de pesquisas e 

programas para segurança dos alimentos (CALLAWAY et al., 2006). Em sua grande 

maioria, as enfermidades não são diagnosticadas devido à baixa notificação de 

surtos, falta de amostragem dos alimentos contaminados envolvidos, ou mesmo pelas 

limitações e lentidão das metodologias analíticas usualmente empregadas no 

diagnóstico (CREMONESI et al., 2007).    

Dentre os produtos artesanais, os queijos destacam-se como um dos alimentos 

mais consumidos, apesar de serem elaborados, muitas vezes, em condições 

insatisfatórias de higiene e sem apresentar padrões de identidade e qualidade 

estabelecidos pelos Ministérios da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e 

da Saúde (MS) (FEITOSA et al., 2003; MORAES et al., 2009). Hábitos alimentares 

antigos justificam seu elevado consumo, já que parte da população acredita que 

esses produtos sejam mais saudáveis, além de apresentarem preço acessível (ARIMI 

et al., 2005).   

Estudos mostram que existem deficiências durante a obtenção e elaboração de 

produtos artesanais, como o queijo. Em consequência dessas deficiências, análises 

microbiológicas de queijo artesanal resultam em altas contagens de micro-organismos 

indicadores de higiene, como as bactérias aeróbias mesófilas e os coliformes 

(FEITOSA et al., 2003; NERO et al., 2009). Sabe-se a importância do leite in natura e 

seus derivados como potenciais veiculadores de agentes patogênicos associados aos 

alimentos, como Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Brucella abortus e Campylobacter jejuni (ARAMI et al., 2005). Outra 

problemática é o aumento dessas bactérias patogênicas isoladas nos alimentos que 

apresentam resistência aos antibióticos, especialmente os utilizados na produção 

animal que acabam afetando o homem (VANEGAS et al., 2009). 

Segundo Welker et al. (2010) houve um aumento das doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) em todo o mundo devido ao crescimento populacional,  grupos 

populacionais vulneráveis ou mais expostos, crescente necessidade de produção de 

alimentos em grande escala, e a deficiente fiscalização dos órgãos públicos na 

produção de alimentos (BRASIL, 2011). De acordo o Ministério da Saúde (MS), dentre 
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os anos de 2009 e 2018, ocorreram 6.903 surtos de DTA notificados, sendo 122.817 

pessoas doentes, 16.817 hospitalizados e 99 óbitos. Ainda conforme o MS, somente 

no ano de 2018, foram notificados 597 surtos de DTA, com 916 hospitalizados e 9 

óbitos. Os alimentos envolvidos em surtos de DTA no período de 2009 a 2018 no 

Brasil foram os alimentos mistos (25,5%), água (21,2%), múltiplos alimentos (10,7%) 

e leite e seus derivados (7,9%). No mesmo período, os agentes etiológicos mais 

identificados nesses surtos de DTA, foram Escherichia coli (24,0%), Salmonella spp 

(11,2%), Staphylococcus aureus (9,5%) e coliformes (6,5%) (BRASIL, 2019). 

Algumas cepas de Staphylococcus coagulase positiva podem causar 

intoxicação alimentar pela produção de enterotoxinas estafilocócicas (EE), que 

ocorrem em 95% dos surtos (CUNHA et al., 2006). Estas não são inativadas pelo 

calor e são divididas em diferentes tipos sorológicos, sendo as EEs clássicas (A, B, C, 

D e E) as mais estudas em pesquisas, e as técnicas moleculares, como a reação em 

cadeia de polimerase (PCR) e multiplex PCR (mPCR) têm sido uma importante 

ferramenta na detecção destes diferentes genes de EEs (STAMFORD et al., 2006; 

GERMINI et al., 2009; PEREIRA et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2011).  Cabe 

ressaltar a importância de Staphylococcus aureus, um agente patogênico amplamente 

envolvido em casos de intoxicações alimentares (SILVA et al., 2010; FRANCO & 

LANDGRAF, 2008). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) preconiza somente a 

análise de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos, sendo as espécies mais 

estudadas, entretanto, espécies de Staphylococcus coagulase negativa têm sido 

envolvidas em uma variedade de infecções humanas e animais, inclusive em função 

de fatores ambientais cepas coagulase positiva podem não produzir coagulase 

(BRASIL, 2001; CUNHA et al., 2006; JUNQUEIRA et al., 2009).  
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1.1 Objetivos  

1.1.1 Objetivo geral 

 Avaliar os parâmetros microbiológicos de queijos artesanais comercializados 

em feiras livres do município de Pelotas-RS e verificar a presença dos genes 

produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E em cepas de Staphylococcus spp. isoladas 

destes queijos. 

1.1.2 Objetivos específicos 

- Determinar a umidade das amostras de queijo; 
 

- Avaliar os parâmetros microbiológicos de queijos artesanais comercializados em 

feiras livres por meio da contagem de coliformes termotolerantes e Staphylococcus 

spp, pesquisa de Salmonella spp e Listeria monocytogenes; 

- Verificar a presença dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas 

cepas de Staphylococcus spp. isoladas dos queijos artesanais. 
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2 Revisão Bibliográfica 

2.1 Legislação sobre queijo 

 

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos 

Queijos, regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), Portaria 146 de 1996, o queijo é definido como o produto fresco ou maturado 

que se obtém por separação parcial do soro do leite ou leite reconstituído (integral, 

parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lácteos, coagulados pela ação física do 

coalho, de enzimas específicas, de bactéria específica, de ácidos orgânicos, isolados 

ou combinados, com ou sem agregação de substâncias alimentícias e, ou especiarias 

e, ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substâncias aromatizantes e 

matérias corantes. Ainda, conforme o MAPA entende-se por queijo fresco o que está 

pronto para o consumo logo após sua fabricação e por queijo maturado o que sofreu 

as trocas bioquímicas e físicas necessárias e características da variedade do queijo. 

Sendo que a denominação queijo está reservada aos produtos em que a base láctea 

não contenha gordura e/ou proteínas de origem não láctea.  

As queijarias devem estar situadas em região de indicação geográfica 

registrada e em propriedade certificada como livre de tuberculose e brucelose, 

participar do Programa de Controle de Mastite, Programa de Boas Práticas de 

Ordenha e de Fabricação, cloração e controle de potabilidade da água utilizada nas 

atividades (BRASIL, 2013). Para os queijos elaborados a partir de leite cru, o MAPA 

estabelece um período de maturação não inferior a 60 dias (BRASIL, 1996). Este 

período poderá ser inferior quando, estudos técnico-científicos comprovem que a 

redução do período de maturação, não compromete a qualidade e a inocuidade do 

produto (BRASIL, 2013). 

O MAPA preconiza que os queijos devem obedecer aos requisitos físicos, 

químicos e sensoriais próprios de cada variedade, estabelecidos no padrão individual 

correspondente e poderão ser acondicionados ou não, e, dependendo da variedade 

de queijo, apresentarão envases ou envoltórios bromatologicamente aptos recobrindo 

a sua casca, aderindo ou não à mesma. Podem ser utilizados na elaboração de 

queijos, aditivos e coadjuvantes de tecnologia relacionados na lista a que indica a 

classe de queijo para a qual ou as quais estão autorizadas (BRASIL,1996). Para os 

produtos colocados à venda, os padrões microbiológicos seguem a Resolução da 
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Diretoria Colegiada (RDC) nº 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), que estabelece o Regulamento Técnico sobre Padrões 

Microbiológicos para Alimentos, incluindo os queijos produzidos a partir de leite 

pasteurizado, visando prevenir a ocorrência de veiculação de patógenos pelos 

alimentos (ANVISA, 2001).  

Os queijos classificam-se de acordo com o conteúdo de matéria gorda no 

extrato seco e conteúdo de umidade em percentagem, como pode ser observado na 

tabela 1 abaixo: 

 

Tabela 1: Classificação dos queijos conforme conteúdo de umidade em percentagem. 

Class     Classificação Umidade (%) 

  

               Queijo de baixa umidade – massa dura Até 35,9 

Queijo de média umidade – massa semi-dura Entre 36,0 e 45,9 

Queijo de alta umidade – massa branda ou macio Entre 46,0 e 54,9 

Queijo de muita alta umidade – massa branda ou mole Superior a 55,0 

Fonte: MAPA, 1996 
 
 

De acordo com estudos realizados, o queijo colonial artesanal se apresenta, 

em sua maioria, na faixa de média umidade, podendo também se encaixar na faixa de 

baixa ou alta umidade (NHUCH et al., 2004; SILVEIRA JR. et al., 2012). Os 

microrganismos com parâmetros estabelecidos por legislação para queijos de média, 

alta e muita alta umidade são coliformes a 45ºC, Staphylococus coagulase positiva, 

Listeria monocytogenes e Salmonella spp., assim como para queijos de baixa 

umidade, exceto a pesquisa de Listeria monocytogenes (BRASIL, 2001). O produto 

deve ser elaborado de acordo com o Codigo Internacional de Práticas Gerais de 

Higiene de Alimentos, que preconiza que o leite deve ser higienizado mecanicamente 

e tratado termicamente, assegurando-se a inocuidade do produto. Ficando excluída a 

obrigatoriedade destes processos o leite que se destine à elaboração dos queijos 

maturados a uma temperatura superior a 5º C, durante um tempo não inferior a 60 

dias (BRASIL, 1996). 
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2.2 Doenças transmitidas por alimentos  

 

As Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA’s) configuram um termo 

genérico, aplicado a uma síndrome geralmente constituída de anorexia, náuseas, 

vômitos e/ou diarreia, acompanhada ou não de febre, atribuída a ingestão de 

alimentos e/ou água contaminados. Sintomas digestivos não são as únicas 

manifestações dessas doenças, podendo ocorrer, ainda, em diferentes órgãos como: 

rins, fígado, sistema nervoso central, terminações nervosas periféricas e outros, de 

acordo com o agente envolvido. Sob o aspecto etiológico podem ser causadas por 

toxinas, bactérias, vírus, parasitas e substâncias tóxicas (BRASIL, 2010). 

Nos municípios brasileiros há um crescimento exponencial de empregos 

informais a cada ano. Observa-se um aumento do número de vendedores ambulantes 

e feiras-livres nas cidades, comercializando ou preparando alimentos. Em 

contraponto, esse tipo de comércio pode constituir um risco à saúde da população, 

proporcionando condições favoráveis para o aumento do risco de ocorrência de DTA, 

pois os alimentos podem ser facilmente contaminados por microrganismos 

patogênicos, devido às condições inadequadas do local de preparo e a falta de 

conhecimento técnico dos comerciantes para realizar uma manipulação adequada 

(SOTO, 2008). 

Entre os anos 2009 e 2018 foram notificados 6.809 surtos de DTA, com 99 

óbitos. Só no ano de 2018, ocorreram 503 surtos notificados envolvendo nove óbitos, 

sendo a região Sudeste a região que mais casos notificou no decorrer dos nove anos, 

representando 39% das notificações de surtos alimentares, ocorridos em sua maioria 

(37,2%) em residências (BRASIL, 2018). Os dados também mostram que, em 2018 

os agentes etiológicos responsáveis por 80 surtos confirmados laboratorialmente 

foram Escherichia coli (27,5%), seguido por Norovírus (25,0%), e observa-se no 

mesmo período que Staphylococus aureus é o terceiro agente etiológico mais 

identificado nos surtos de DTA (9,4%). Os alimentos mistos ocupam o topo dos 

alimentos incriminados em surtos de DTA dentre os anos citados acima (25,5%), 

seguido pela água (21,1%) e por múltiplos alimentos (10,7%). Já o leite e seus 

derivados, representam 7,8% desses alimentos (BRASIL, 2018).  

O Ministério da Saúde observa que a incidência de DTA cresce anualmente, 

porém a maioria ainda não é notificada, pois muitos microrganismos patogênicos 
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presentes nos alimentos causam sintomatologias leves, fazendo com que o paciente 

não procure auxílio médico. Além disso, alimentos contaminados, normalmente, têm 

aparência, odor e sabores normais, o que dificulta a identificação do mesmo nos 

episódios de DTA (BRASIL, 2017).  

A suscetibilidade para ocorrência de DTA é maior em grupos como crianças 

com menos de 15 anos de idade, idosos, indivíduos imunodeprimidos, pessoas com 

acloridria gástrica e gestantes (BRASIL, 2010). A contaminação dos alimentos pode 

ocorrer na fase de obtenção da matéria-prima e permanecer ou ocorrer durante as 

etapas de transporte, recepção, armazenamento. No Brasil, a mão de obra recrutada 

para realização das atividades frequentemente não é qualificada e, em muitos casos, 

sequer é treinada para assumir as atividades referentes à produção de refeições, 

observa-se também a falta de informação desses profissionais quanto às normas de 

segurança dos alimentos na produção de alimentos (ZANDONADI et al, 2007). 

           O queijo destaca-se como um dos principais produtos derivados do leite. Em 

parte, a produção dos queijos artesanais e sua manipulação, ocorre de forma 

inadequada, obtido, algumas vezes, em condições insalubres, resultando em 

contaminações por patógenos (FAVA et al., 2012).  

De acordo com Carmo et al. (2005), os surtos de DTA podem ser investigados 

por meio da identificação etiológica laboratorial, exames clínicos, bromatológicos ou 

por critérios epidemiológicos. Por esses métodos é possível obter conclusões sobre 

os agentes etiológicos, veículo, local de ocorrência e demais características 

pertinentes.  Já segundo Silva et al. (2010), os alimentos podem conter uma extensa 

variação e quantidade de microorganismos que podem alterar a vida de prateleira ou 

veicular doenças a quem os consome. 

Em estudo realizado por Melo et al. (2013) que, ao avaliarem 108 amostras 

de queijos artesanais da região serrana de Santa Catarina, constataram que 63 

amostras (58,33%) foram positivas para coliformes totais. Trinta e seis (33,33%) das 

108 amostras analisadas apresentaram contagens acima do permitido pela legislação 

sanitária (103 UFC/g) para Staphylococcus coagulase positiva, e em 3 amostras 

(2,77%) foi constatada a presença da bactéria Listeria monocytogenes. 

Em outro estudo, Bergman et. al. (2007) analisaram 62 amostras de queijos 

artesanais comercializados em estradas do litoral norte do Rio Grande do Sul e 45 

amostras (72%) apresentaram contagens médias para coliformes a 45ºC acima dos 
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valores estabelecidos pela legislação (5X103 UFC/g), sendo possível indicativo da 

presença de microrganismos patogênicos como a Escherichia coli (APOLINÁRIO et 

al., 2014). Sousa et al. (2014), ao avaliarem a qualidade microbiológica de queijos de 

coalho provenientes de seis estados do Nordeste, constataram que, do total de 104 

amostras analisadas, verificou-se que 100 (96,15%) estavam fora dos limites aceitos 

pela ANVISA, para Staphylococcus coagulase positiva. Em outro estudo, Evangelista-

Barreto et al. (2016), detectaram contagens superiores a 5x102 UFC g-1, valor 

preconizado pela ANVISA para Staphylococcus coagulase positiva, em 86% das 

amostras de queijo-coalho provenientes da cidade de Cruz das Almas, Bahia. 

         

2.3 Microrganismos indicadores de condições higiênicossanitárias e  

microrganismos patogênicos  

O alimento contaminado pode apresentar características alteradas, mas, nem 

sempre perceptíveis, e a maioria dos surtos tem sido relacionados à ingestão de 

alimentos com boa aparência, sabor e odor normais, sem qualquer alteração sensorial 

(Centers for Disease Control and Prevention, 2006). Alimentos contendo baixas 

contagens de microrganismos podem não causar surtos alimentares, porém, se estes 

alimentos forem conservados em condições que permitam a multiplicação desses 

microrganismos, as chances para a ocorrência de surtos aumentam significativamente 

(OLIVEIRA, et al., 2010). 

2.3.1 Microrganismos indicadores  

 

Grupos ou espécies de microrganismos que, quando presentes em um 

alimento, podem fornecer informações sobre a ocorrência de contaminação de origem 

fecal, sobre a provável presença de patógenos ou sobre a deterioração potencial do 

alimento, além de poderem indicar condições sanitárias inadequadas durante o 

processamento, produção ou armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Esses 

microrganismos podem ser utilizados para refletir a qualidade microbiológica dos 

alimentos em relação à vida de prateleira ou à segurança, neste último caso, devido à 

presença de patógenos alimentares. Em geral, microrganismos indicadores são 

utilizados para avaliar aspectos de qualidade e sanificação durante a produção e 
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comercialização dos alimentos (WELKER, et al., 2010; FIGUEIREDO, 2001). Entre os 

microrganismos indicadores têm-se os coliformes termotolerantes, que são definidos 

como bactérias gram negativas capazes de fermentar lactose com produção de gás, 

quando incubados à temperatura de 45°C. A contagem de coliformes termotolerantes 

fornece com maior segurança, informações sobre as condições higienicossanitárias 

do produto, sendo Escherichia coli a principal bactéria representante deste grupo e 

considerada a indicadora mais especifica de contaminação fecal recente 

(TAKAYAYANAGUI, 2001).  

 

2.3.2 Microrganismos Patogêncios 

 

2.3.2.1 Salmonella spp 

 

É uma bactéria entérica responsável por infecções alimentares, sendo um dos 

principais agentes envolvidos em surtos alimentares (MAIJALA, 2005; TESSARI, 

2003).  Franco e Landgraf (2008) abordam que as salmonelas estão amplamente 

distribuídas na natureza, sendo o principal reservatório natural o trato intestinal de 

mamíferos, pássaros e répteis. São bacilos gram negativos não formadores de 

esporos, catalase positiva e oxidase negativa, anaeróbios facultativos, pertencentes à 

família Enterobacteriaceae. São mesófilas, com crescimento entre 5°C a 47°C e pH 

4,0 - 9,0, com crescimento ótimo a 37°C e pH 7,0 (SILVA JÚNIOR, 2008).   

 Conforme Martins (2006) e Franco et al. (2008) a contaminação se dá por via 

fecal-oral, através de alimentos contaminados, durante o processo de preparação e 

manipulação. As doenças causadas pela bactéria podem ser separadas em três 

grupos: febre tifoide, febre entérica e salmonelose. Os sintomas podem ser muito 

graves como febre alta, diarreia e vômitos, podendo levar a septicemia e atingir vários 

órgãos. Germano (2006) e Trabulsi (2004) ressaltam que a maioria dos sorotipos 

desse gênero é patogênica ao homem, apresentando diferenças de sintomatologia 

em decorrência da variação no mecanismo de patogenicidade, além da idade e da 

resposta imune do hospedeiro.  

        Em análise de Silva (2002) e Esurech (2006) concluiu-se que o sorotipo 

predominante de Salmonella causador de infecções alimentares mudou nas últimas 

décadas de S. agona, S. hadar e S. typhimurium para S. enteritidis, sendo a S. 
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enteritidis a causa predominante de salmoneloses em diversos países.  Conforme 

Huang (1999) e Pelczar (1996) normalmente a dose infectante depende do sorotipo 

isolado oscilando entre 106 e 108 UFC (15 – 20 células). As infecções por Salmonella 

podem decorrer por ingesta de carnes cruas ou mal cozidas, produtos de ovos, leite 

cru, sendo que a bactéria é sensível ao calor, não sobrevivendo à temperatura 

superior a 70o C (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2010). 

 

2.3.2.2 Listeria monocytogenes  

 

É considerada um dos mais relevantes patógenos veiculados por alimentos, 

afetando várias espécies de aves e mamíferos, incluindo o homem (MANTILLA, 

2007). São bacilos medindo de 0,4 µm a 0,5 µm de diâmetro e 0,5 µm a 2 µm de 

comprimento. São gram positivas, psicrotróficas, possui flagelos, aeróbias ou 

anaeróbias facultativas, não esporuladas e não formadoras de cápsulas (FORSYTHE, 

2010; CRUZ et al., 2008).  As temperaturas favoráveis ao crescimento se dão entre 

20°C e 37°C, mas também multiplica-se em temperaturas de refrigeração (2°C a 4°C), 

fato que a torna de importância em alimentos (SÁ; FERREIRA, 2007). Desenvolve-se 

em pH entre 4.3 – 9.6, além de tolerar concentrações salinas elevadas (≥ 10%) 

(MANTILLA et al., 2010; SILVA, 2009).   

          Listeria monocytogenes encontra-se largamente dispersa na natureza, tendo 

sido isolada de uma grande variedade de locais, tais como o solo, forragens, água, 

lodo, silagem, vegetação deteriorada, esgoto e fezes (SÁ; FERREIRA, 2007). Em 

indivíduos saudáveis, pode ser encontrada como parte da microbiota gastrointestinal 

(KRINDGES et al., 2010). É considerado um patógeno oportunista, pois a infecção 

depende principalmente das condições imunológicas dos indivíduos afetados. Supõe-

se que nas próximas décadas ocorra elevação do número de casos, apesar dos 

esforços das indústrias de alimentos e das autoridades, uma vez que, o número de 

indivíduos susceptíveis e grupos vulneráveis na população tendem a crescer. Outro 

fator que pode contribuir para esta elevação é a demanda, por parte dos 

consumidores, de alimentos processados cada vez mais semelhantes ao produto in 

natura e com vida de prateleira mais longa (CRUZ et al., 2008).  

          A listeriose é uma infecção bacteriana severa de grande importância na saúde 

pública, com alta taxa de mortalidade (20% a 30% em populações de risco) (CRUZ et 
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al., 2008). No Brasil, ainda é desconhecida por uma parte considerável da população 

(SILVA, 2009), embora, seja a responsável pela maioria dos casos de morte 

decorrente de toxinfecções alimentares (RATTI, 2006).  Na década de 1980 

ocorreram, no mundo, vários surtos de listeriose. Conforme Cruz et al. (2008), no 

Brasil, os surtos e/ou casos de listeriose são subdiagnosticados e/ou subnotificados. 

Além da falta de preocupação por parte das autoridades de saúde pública em relação 

à sua disseminação, não há estatísticas oficiais de casos de listeriose, uma vez que, 

sua notificação não é obrigatória. É altamente perigosa por se tratar de um 

microrganismo oportunista acometendo pessoas pertencentes a grupos de risco tais 

como pacientes imunodeprimidos, idosos, crianças, mulheres grávidas e parturientes 

(MANTILLA et al., 2010; CRUZ et al., 2008; KRINDGES et al., 2010).   

Os sintomas de listeriose geralmente são inespecíficos, como sintomas gripais, 

incluindo febre persistente ou sintomas gastrointestinais, como náuseas, vômitos e 

diarréia, mas também pode ocasionar, em gestantes, aborto (principalmente no 

segundo ou terceiro trimestre) morte fetal, trabalho de parto prematuro e infecção 

neonatal. Pode causar também septicemia e meningoencefalites com mortalidade 

elevada (SÁ; FERREIRA, 2007; MANTILLA et al., 2010; SILVA, 2009; KRINDGES et 

al., 2010).   

No momento do parto, o recém-nascido pode ser infectado resultando em 

meningite (JAY, 2005). Na fase entérica, a sintomatologia é semelhante a da gripe, 

acompanhada de diarreia e febre moderada.   Os surtos e casos de listeriose têm sido 

associados a diversos alimentos tanto de origem animal como vegetal (SILVA, 2009). 

Em geral, o consumo de leite cru e seus derivados estão entre os produtos 

alimentícios mais frequentemente envolvidos na transmissão de Listeria 

monocytogenes (BARANCELLI, 2011). Devido a este fato, ressalta-se a importância 

em optar por alimentos submetidos à cocção, consumir apenas leite que passou pelo 

processo de pasteurização, e também optar por queijos, os quais forem elaborados a 

partir de leite pasteurizado (SILVA, 2009). A dose infectante é desconhecida, mas, 

acredita-se, variar conforme a cepa/linhagem e a susceptibilidade da vítima podendo 

variar entre 103 - 109 UFC/g ou mL (DALTON et al., 1997).  
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2.3.2.3 Staphylococcus spp 

 

O gênero Staphylococcus spp. apresenta-se como bactérias gram positivas, 

cujo diâmetro oscila entre 0.5 e 1.5 micras e se assemelha com cachos de uva 

(HARRIS et al., 2002). São imóveis, não esporuladas e, geralmente, não capsuladas. 

As espécies de Staphylococcus podem ser catalase positiva, coagulase positiva, 

oxidase negativa e termonuclease (TNase) positiva. Atualmente, existem 49 espécies 

de Staphylococcus coagulase positiva, sendo Staphylococcus aureus a mais 

importante em alimentos (DSMZ, 2013).   Entretanto, existem outras espécies que 

possuem um potencial interesse em alimentos: S. hyicus, S. chromogens, S. 

intermedius (FRANCO & LANDGRAF, 2008; HOLT & BERGEY, 1994). 

Staphylococcus aureus é um importante agente patogênico capaz de causar 

uma ampla gama de infecções, e ainda é responsável por surtos de intoxicação 

alimentar (SILVA et al., 2010; FRANCO & LANDGRAF, 2008). A maioria das cepas de 

Staphylococcus aureus, contém em sua parede externa o fator de coagulação, 

coagulase ligada, que se liga ao fibrinogênio e o converte em fibrina insolúvel, sendo 

importante fator de virulência. A sua detecção é utilizada para identificação desta 

espécie (MURRAY, 2009). Staphylococcus spp. crescem em meios comuns, caldo ou 

ágar simples, com pH ótimo em torno de 7,0, mas é possível sua multiplicação em 

alimentos com pH variando entre 4,0 e 9,3 (SANTANA et al., 2010). A temperatura 

ótima para multiplicação é de 37oC, podendo produzir enterotoxinas termorresistentes 

a temperaturas entre 10 e 46ºC e suas colônias apresentam-se arredondadas, lisas e 

brilhantes (SANTOS, 2007). Staphylococcus está presente de forma frequente nas 

vias aéreas superiores do homem, podendo facilmente se disseminar para as mãos 

dos manipuladores, que por sua vez, contaminam o alimento (FORSYTHE, 2013). 

A intoxicação alimentar por estafilococos é uma das DTA mais comuns e 

resulta da ingestão de enterotoxinas estafilocócicas (EE) pré-formadas em alimentos, 

caso haja condições favoráveis como temperatura acima de 10ºC (HENNEKINNE et 

al., 2012). O diagnóstico de intoxicação alimentar por estafilococos, de uma forma 

geral, é confirmado pela identificação de contagens superiores a 105 UFC g-1 de 

Staphylococcus aureus remanescentes nos alimentos (SANTANA, 2006). Para a 

detecção de EE, vários métodos foram desenvolvidos como os biológicos, 

imunológicos e moleculares. O desenvolvimento das técnicas moleculares permitiu a 
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utilização de ferramenta para detecção da sequência de nucleotídeos do gene 

responsável pela produção de enterotoxina pelos estafilococos (SANTANA et al., 

2010). 

As EE em alimentos são produzidas por várias cepas de Staphylococcus 

aureus. Cinco EE clássicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) são as causas mais 

comuns de DTA por Staphylococcus aureus (KIM et al., 2011). Estas toxinas são 

proteínas básicas constituídas por 220-240 aminoácidos e têm pesos moleculares 

semelhantes de 25-30 kDa. A SEA é mais freqüentemente envolvida na intoxicação 

alimentar, a SEB é a toxina mais resistente ao calor (estável a 60°C por 16h) e a ação 

de enzimas proteolíticas gastrointestinais, tais como a quimotripsina e tripsina; a SEC 

é uma proteína altamente conservada, seus antígenos são divididos em três subtipos: 

SEC1, SEC2 e SEC3; a SED é o segundo sorotipo mais comum nas intoxicações 

alimentares; enquanto que a SEE é raramente relatada em alimentos e em animais 

envolvidos na produção de alimentos, e seu envolvimento em surtos também é pouco 

frequente (BHUNIA, 2008; ARGUDÍN, MENDOZA & RODICIO, 2010). Além disso, 16 

novos tipos de EE ou superantígenos (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, 

SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET, SEU e SEV) também foram descritas e avaliadas 

(KIM et al., 2011). 

Staphylococcus aureus pode ser inativado durante o processamento de 

alimentos, pois é sensível ao calor, no entanto, suas enterotoxinas não são 

eliminadas (HENNEKINNE et al., 2012). Segundo Wu (2016), a intoxicação resulta em 

uma resposta inflamatória em todo o trato gastrointestinal, caracterizada por danos no 

jejuno e íleo. As crianças podem adoecer por ingestão de 100 ng de EE. 

A ANVISA preconiza apenas a contagem de Staphylococcus coagulase 

positiva em alimentos, e possivelmente, por isso, são as espécies mais estudadas, 

entretanto, espécies de Staphylococcus coagulase negativa, são frequentemente 

isolados em alimentos, também com produção de EE e têm sido envolvidas em uma 

variedade de infecções humanas e animais (BRASIL, 2001; CUNHA et al., 2006; 

JUNQUEIRA et al., 2009).  
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Resumo 

 

GONÇALVES, Josiane Costa Gonçalves. Qualidade microbiológica de queijos 
artesanais comercializados em feiras livres. 2019. 33f. Projeto de Dissertação 
(Mestrado em Nutrição e Alimentos) - Programa de Pós-Graduação em Nutrição e 
Alimentos, Faculdade de Nutrição, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018. 
 

O queijo artesanal possui características peculiares, destacando-se a intensidade e 

variação de sabor que justificam seu consumo crescente. O desenvolvimento do 

sabor e aroma no queijo elaborado a partir de leite cru ocorre principalmente pela 

variada microbiota existente e enzimas naturais do leite. Alguns fatores como clima, a 

altitude e a pastagem contribuem para que o queijo produzido de forma artesanal 

tenha um sabor típico e único. No entanto, a maioria dos queijos artesanais é 

fabricada de maneira rudimentar seguindo tecnologias utilizadas pelos seus 

antepassados, onde, muitas vezes, não se seguem as boas práticas de fabricação, 

armazenamento e comercialização. Este fato pode propiciar algumas contaminações 

por microrganismos indesejáveis, que acarretam perdas econômicas aos produtores, 

além de risco à saúde do consumidor. Essas contaminações, em sua grande maioria, 

podem ter origem na qualidade do leite destinado à fabricação, assim como dos 

ingredientes utilizados, técnicas de fabricação e maturação. Para este trabalho, será 

coletada, no mínimo, uma amostra de queijo de cada banca em todas as feiras que 

apresentarem venda de queijo na cidade de Pelotas, simulando uma situação real de 

compra. As amostras de queijo serão analisadas no Laboratório de Microbiologia da 

Faculdade de Nutrição – Universidade Federal de Pelotas por meio da contagem de 

Coliformes Termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva, pesquisa de 

Salmonella spp e Listeria monocytogenes. Além disso, verificar a presença dos genes 

produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas cepas de Staphylococcus spp 

isoladas. 

 

Palavras chave: microrganismos; leite cru; doenças transmitidas por alimentos; 

saúde pública. 
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1 Introdução 

Por aproximadamente dois séculos, a prática queijeira foi disseminada e 

transmitida através das gerações, de modo a contribuir para a sobrevivência e 

permanência associada às raízes. A produção de queijos artesanais está enraizada 

na história da vida de homens e mulheres que compartilham a mesma identidade 

cultural (MENEZES, 2011).  

 A qualidade sensorial apreciada e o valor nutritivo são características dos 

queijos artesanais, assim como, uma microbiota rica e diversificada, quando 

comparada ao queijo elaborado com leite pasteurizado.  Com a facilidade de 

combinar seu paladar com diversos outros produtos, os queijos artesanais, vêm 

compondo a dieta alimentar, devido a sua alta digestibilidade, especialmente em 

pessoas acometidas por obesidade e distúrbios gastrointestinais (HARTMANN et al., 

2010).   

O queijo obtido através de leite cru e posteriormente maturado possui 

características sensoriais desejáveis, que são atribuídas à sua complexidade 

microbiológica e à sua biodiversidade, que, por sua vez, afetam positivamente sua 

bioquímica (PERRY, 2004). Como são produtos altamente apreciados e consumidos, 

há necessidade em garantir a sua segurança microbiológica, assim como seu controle 

de qualidade, uma vez que o gado brasileiro não está livre de doenças, tuberculose e 

brucelose, que podem ser transmitidas ao homem por meio do leite e seus derivados 

(PICOLI et al., 2006). 

A legislação brasileira permite o uso de leite não pasteurizado para a produção 

de queijos definidos como maturados. Neste caso, o prazo de maturação deve ser de 

60 dias (BRASIL, 1996), ou inferior, quando estudos técnico-científicos comprovem 

que a redução no tempo de maturação não compromete a qualidade e inocuidade do 

produto (BRASIL, 2013), utilizando-se sempre boas práticas de fabricação, leite de 

alta qualidade e rigorosa higiene no local de produção. O ponto crítico durante a 

elaboração é a obtenção higiênica do leite, uma vez que o animal, os equipamentos e 

o ambiente da ordenha podem representar uma fonte importante de contaminação por 

microrganismos (CAMPGNOLLO et al., 2018). 

O queijo artesanal produzido no sul do Rio Grande do Sul, de forma geral, não 

contempla as exigências sanitárias legais vigentes. Na maioria dos casos, a produção 

de queijo ocorre nas propriedades rurais, onde o leite não é submetido à 
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pasteurização e, tampouco posteriormente ao processo de maturação adequado, 

comprometendo a qualidade e a inocuidade do produto (SCHMITT et al., 2011).  

A umidade, o pH próximo à neutralidade, a disponibilidade de nutrientes aliados 

à excessiva manipulação do queijo de produção artesanal, representam condições 

propícias para a contaminação, a sobrevivência e a multiplicação de microrganismos 

patogênicos e deteriorantes, tornando-o um potencial causador de toxinfecções 

alimentares (WAGNER; GEHLEN e WIEST, 2004; ZEGARRA et al., 2009).   

A quantificação de microrganismos indicadores prediz informações sobre a 

ocorrência de contaminações de origem fecal no produto, provável presença de 

patógenos ou sobre a deterioração potencial do alimento, além de indicarem 

condições sanitárias inadequadas no processamento, produção ou armazenamento. 

(FRANCO; LANDGRAF, 2008).  Os microrganismos patogênicos, quando presentes 

no leite cru podem ser veiculados pelo consumo de queijo, dentre eles, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella spp. 

(GERMANO; GERMANO, 2011). Staphylococcus aureus é um microrganismo 

patogênico que pode produzir enterotoxina estafilocócica pré formada no alimento, 

caso haja condições para este fato, que são temperatura acima de 10°C e população 

acima de 105 UFC/g  (WILIAMS et al, 2000).  As toxinas são proteínas de baixo peso 

molecular, são termoestáveis, resistentes às enzimas proteolíticas e são produzidas 

quando há multiplicação das células. A ingestão de uma dose inferior a 1 ug, pode 

provocar os sintomas de intoxicação incluindo náuseas, vômitos, cólicas, prostração, 

pressão baixa e queda de temperatura entre duas a seis horas pós ingestão e essa 

quantidade é atingida quando a população de Staphylococcus aureus alcança valores 

superiores a 106 UFC/g de alimento (SILVA et al., 2007.) Outro patógeno de 

importância para segurança dos alimentos, que também pode estar presente no leite 

cru é Listeria monocytogenes, podendo causar vários sintomas incluindo febre, fadiga, 

mal-estar, náusea, vômitos, dores, diarreia e até mesmo comprometimento do 

sistema nervoso central causando meningite, encefalite e abscessos (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008).  

Vários estudos têm apontado qualidade higiênica insatisfatória e a 

contaminação de produtos lácteos de massa crua por microrganismos patogênicos, 

evidenciando risco ao consumidor e um grave problema de saúde pública (ZAFFARI; 

MELLO e COSTA, 2007; ZEGARRA  et  al.,  2009). 
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2 Objetivos   

2.1 Objetivo geral 

 Avaliar a qualidade microbiológica de queijos artesanais comercializados em 

feiras livres do município de Pelotas-RS e verificar a presença dos genes produtores 

de enterotoxinas A, B, C, D e E em cepas de Staphylococcus spp. isoladas destes 

queijos. 

2.2 Objetivos específicos 

- Determinar a umidade das amostras de queijo; 
 

- Avaliar a qualidade microbiológica de queijos artesanais comercializados em feiras 

livres do município de Pelotas-RS por meio da contagem de coliformes 

termotolerantes e Staphylococcus spp, pesquisa de Salmonella spp e Listeria 

monocytogenes; 

- Verificar a presença dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas 

cepas de Staphylococcus spp. isoladas dos queijos artesanais comercializados em 

feiras livres. 

3 Hipóteses 

- Há contaminação por coliformes termotolerantes, Salmonella spp., Listeria 

monocytogenes e Staphylococcus spp. em queijos artesanais comercializados em 

feiras livres 

- Staphylococcus spp. isolados de queijos artesanais apresentam genes codificadores 

de enterotoxinas estafilocócicas.  

5 Material e Métodos 

5.1. Amostragem 

 Segundo Secretaria de Desenvolvimento Rural do município de Pelotas é 

estabelecido o funcionamento e regularidade de 37 feiras livres atendendo a demanda 

da população na cidade, sendo estas distribuídas em vários bairros, em diferentes 

dias e turnos da semana (SDR, 2018). 



28 

 

Para a avaliação da qualidade microbiológica dos queijos artesanais serão 

coletadas, no mínimo, uma amostra de queijo de cada banca em todas as feiras que 

apresentarem venda de queijo, conforme diferentes dias e turnos da semana. As 

amostras serão adquiridas entre os meses de agosto e setembro de 2018, por meio 

de simulação de uma situação real de compra, onde o próprio pesquisador fará a 

compra do produto. 

As amostras serão transportadas em recipiente isotérmico, contendo gelo 

reciclável e serão mantidas refrigeradas até o momento da análise que ocorrerá no 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutrição - Universidade 

Federal de Pelotas. 

 

5.2 Análise Físico-química 

 

5.2.1 Análise de umidade 

 

A análise de umidade será realizada no Laboratório de Bromatologia da 

Faculdade de Nutrição da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), de acordo com a 

metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Serão pesados em balança 

analítica cerca de 10g da amostra, em cápsulas de alumínio previamente secas em 

estufa e pesadas na mesma balança. As cápsulas contendo as amostras serão 

colocadas em estufa com ventilação a 105 °C por 12 horas. Após serem retiradas da 

estufa, as amostras serão colocadas em dessecador com gel de sílica até atingirem 

temperatura ambiente. Serão então pesadas novamente na mesma balança analítica 

e o resultado do teor de umidade será obtido por diferença de peso (INSTITUTO 

ADOLFO LUTZ, 2008). 

 

5.3 Análises microbiológicas 

 

As metodologias utilizadas para as análises microbiológicas serão as 

recomendadas pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2001) e também 

International Organization for Standardization (ISO, 1996). 

Para a quantificação de coliformes termotolerantes serão pesados 25 gramas 

(g) da amostra e adicionada a 225 mililitros (mL) de água peptonada (0,85%). A partir 
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desta diluição inicial, outras diluições decimais serão preparadas para a contagem de 

coliformes pelo método do Número Mais Provável (NMP - 3 tubos). Um mililitro de 

cada diluição será transferido para tubos contendo 10 mL de caldo Lauril Sulfato de 

Sódio (LST) com tubos de fermentação, sendo incubados a 35°C por 48 horas. Uma 

alçada de material de cada tubo positivo (turvação e formação de gás) será 

transferida para tubos contendo 10 mL de caldo Escherichia coli (EC) e tubos de 

Duhram, sendo incubados a 45°C por 48 horas. Resultados de tubos positivos do 

caldo EC serão utilizados para estimar as contagens de coliformes termotolerantes 

com o auxílio da tabela do NMP. 

  Para análise de Samonella spp., inicialmente será realizado um pré-

enriquecimento de 25g de queijo em 225 mL de Água Peptonada Tamponada 

incubando-se a 37ºC por 24h previamente homogeneizada em sacos estéreis.... Após 

a incubação, será transferido 1mL para o caldo Tetrationato (TT), adicionado de 

0,1mL de verde brilhante e 0,2mL de iodo, e 0,1mL para o caldo Rappaport-

Vassiliadis seguido de incubação a 42ºC por 24h. A partir desses meios de 

enriquecimento seletivo, será semeado em ágar Hektoen (HE) e ágar Xilose-lisina-

desoxicolato (XLD), seguido de incubação a 37ºC por 24h. Colônias consideradas 

características serão submetidas a testes bioquímicos e sorológicos. 

 Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva serão pesados 25g da 

amostra e adicionada a 225 mL água peptonada (0,1%) em sacos de 

homogeneização, preparando-se, a partir desta diluição inicial, outras 2 diluições 

decimais. Serão inoculados 0,1 mL de cada diluição em placas de Ágar Baird Parker 

(ABP) enriquecido com emulsão gema de ovo e telurito de potássio, pela técnica do 

espalhamento em superfície. As placas serão incubadas a 37ºC por 48 h e, após esse 

período, as colônias presuntivas típicas e atípicas serão contadas. Serão 

consideradas colônias típicas aquelas circulares, lisas, convexas, de 2-3 mm de 

diâmetro, negras com textura úmida, bordas esbranquiçadas e rodeadas por uma 

zona opaca e frequentemente com um halo transparente. Para as colônias atípicas, 

serão consideradas, aquelas negras ou acinzentadas com um ou dois halos e 

também aquelas sem halos. Será inoculada uma alçada de cada colônia selecionada 

em Caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) que serão incubadas a 37ºC por 24 h. 

Posteriormente, serão transferidos 0,2 mL do cultivo em BHI para um tubo contendo 

Coagulase Plasma EDTA 0,5 mL (teste coagulase), e este será incubado a 37ºC por 6 
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h. Aqueles que não formarem nenhum coágulo serão considerados negativos, os 

demais positivos. Todos os isolados serão armazenados congelados em caldo BHI e 

glicerol para realização da verificação da presença de gene codificadores de 

enterotoxinas estafilocócicas. 

A pesquisa de Listeria monocytogenes será realizada conforme a metodologia 

preconizada pelo International Organization for Standardization, ISO 11.290-1 – 

Detection method (ISO, 1996), com modificações. A etapa de pré-enriquecimento será 

realizada em Caldo Enriquecimento Listeria (LEB), com incubação a 30ºC por 24 

horas, seguida da incubação de uma alíquota em caldo Fraser (adicionado de 

suplmento SR 0156E Oxoid®) a 35ºC por 48 horas. Após, será realizada semeadura 

nos ágares Oxford (adicionado de suplemento SR 0140E Oxoid®) e Palcam 

(adicionado de suplemento SR 0150E Oxoid®) a 35ºC por 48 horas. Os isolados 

purificados serão submetidos a testes fenotípicos de motilidade, fermentação de 

carboidratos (dextrose, xilose, ramnose e manitol), presença de catalase e de β-

hemolisina. 

5.4 Verificação da presença de gene codificadores de enterotoxinas 

estafilocócicas 

 O DNA cromossomal será extraído de isolados de Staphylococcus spp. 

coagulase positiva e coagulase negativa utilizando um kit comercial (PureLink 

Genomic DNA – K1820-01, Invitrogen®). Para verificar a concentração e presença do 

DNA bacteriano extraído, serão realizadas leituras de todas as amostras por meio de 

espectrofotômetro e posteriormente a amplificação do gene rRNA 16S utilizando 

primers universais 27F (5’-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’- 

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (LANE, 1991). Serão preparadas reações 

contendo 17 µL de mistura especial para PCR (GoTaq- Promega, Madison, WI USA), 

1 µl de cada primer, 1 µL da amostra de DNA e 1 µL de água ultrapura (Milli-Q), 

totalizando 20 µL de volume final. A PCR será realizada em termociclador utilizando o 

seguinte protocolo térmico: desnaturação inicial de 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos 

(95°C – 0,5’; 50°C – 1’ e 72°C – 1’) e extensão final a 72°C por 7min. Os produtos 

amplificados pela PCR serão visualizados após eletroforese em gel de agarose 1% 

corado com Syber Safe (Invitrogen®). 

 O DNA extraído será submetido à técnica de reação em cadeia da polimerase  
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(PCR) a fim de verificar a presença dos genes codificadores de EEs A, B, C, D e E. 

Os primers para identificação dos genes das EEs serão os definidos por Mehrotra, 

Wang, & Johnson (2000). Serão preparadas reações contendo 50 μl de PCR 

SuperMix (Invitrogen®), 3 μl da combinação de primers de acordo com Mehrotra, 

Wang, & Johnson (2000) e 2μl da amostra de DNA, totalizando 55 μl de volume final. 

A PCR será realizada em termociclador utilizando o seguinte protocolo térmico: 

desnaturação inicial de 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos (94°C – 2’; 54°C – 2’ e 72°C 

– 1’) e extensão final a 72°C por 7min.   

Os produtos da PCR serão visualizados após eletroforese em gel de agarose 

2% (Invitrogen) corado com Syber Safe (Invitrogen), em tampão TBE 0,5X, sob luz 

ultravioleta e fotografados (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle negativo das 

reações consistirá da mesma composição da reação de PCR, porém com água Milli-Q 

estéril no lugar do DNA. Serão utilizados DNAs de Staphylococcus aureus ATCCs 

13565 (SEA), 14458 (SEB), 19095 (SEC), 23235 (SED) e 21664 (SEE) como 

controles positivos. 

 

6  Análise estatística 

O software SPSS (SPSS Inc, Chicago, versão 17.0, 2008) será usado para 

construir um banco de dados para descrição dos dados e análise de variância. 
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7 Cronograma 

 

Atividades 2017 2018 2019 

A S O N D J F M A M J J A S O N D J F M A M J J 

Revisão 
Bibliográfica 

x x x x x x x x x x x x x x x X x x x x x x x x 

Elaboração do 
projeto 

x x x x x x x x x x x              

Qualificação            x             

Coleta e 
análises 
microbiológicas 
das amostras 

            x x x X         

Análise 
molecular 

                x x       

Digitação dos 
dados e análise 
dos resultados 

                  x x     

Elaboração 
da dissertação 
e artigos 

                    x x x  

Defesa da 
dissertação 

                       x 
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8 Orçamento 

 

Materiais Valor total (R$) 

Meios de cultura para isolamento das bactérias  2.000,00 
Plásticos (ependorfs, ponteiras, placas de Petri) 540,00 
Material para PCR e Eletroforese 2.500,00 
Queijos 500,00 
Total  5.540,00 

*Os recursos financeiros serão obtidos por meio do PROAP-PPGNA e de outros projetos com recursos 

financeiros dos orientadores. 
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4 Relatório de campo 

Do total de 37 feiras livres que ocorrem no municipio de Pelotas, oito não 

comercializavam queijo, o que resultou em um número inferior de amostras (n=29). As 

analises microbiológicas foram realizadas conforme previsto no projeto. 

Os isolados de Staphylococcus spp., foram testados quanto à presença dos 

genes produtores das EE clássicas (A, B, C, D e E). Porém houve uma mudança na 

metodologia prevista no projeto, não utilizando-se o kit comercial e sim reagentes 

disponíveis no laboratório de biologia molecular, o que reduziu o valor despendido 

nestas análises.  

Os resultados obtidos serão enviados à Vigilância Sanitária Municipal, de forma 

a contribuir com informações sobre as condições higienicossanitárias de queijos 

artesanais comercializados em feiras livres no município de Pelotas. 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiológica de queijos artesanais 

comercializados em feiras livres do município de Pelotas-RS e verificar a presença 

dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E em isolados de Staphylococcus 

spp. Foram realizadas análise de teor de umidade, presença de Salmonella spp e de 

Listeria monocytogenes, e contagem de coliformes termotolerantes e de 

Staphylococcus spp. em vinte e nove amostras de queijo comercializadas em feiras 

livres. Foi detectada ausência de Salmonella spp e Listeria monocytogenes em todas 

as amostras. Os resultados apresentaram-se acima do permitido pela legislação 

vigente para contagem de coliformes termotolerantes em 13,8% (n=4), e para 

Staphylococcus coagulase positiva em 76% (n=22) das amostras. Os isolados de 

Staphylococcus spp. (n=29), sendo 23 (79%) coagulase positiva e 6 (20%), coagulase 

negativa foram submetidos ao teste  PCR para verificar a presença dos genes 

produtores de enterotoxinas estafilocócicas A, B, C, D e E. Foram identificados os 

genes codificadores para enterotoxinas estafilocócicas B em 6,89% (n=2) e C em 

13,79% (n=4) dos isolados, sendo estes, cinco coagulase positiva e um isolado 

coagulase negativa. Os queijos comercializados em feiras livres apresentaram 

contagens acima do limite estabelecido pela legislação, assim como foi constatada a 

presença dos genes codificadores para entrotoxinas clássicas B e C em isolados de 

Staphylococcus coagulase positiva e negativa. 

Palavras-chave: alimento, consumidor, derivados, legislação, leite, segurança dos 

alimentos. 

 

 



37 

 

Introdução 

Os queijos elaborados de forma artesanal participam da identidade 

sociocultural de algumas regiões com produção transmitida através das gerações, 

utilizando o leite cru como matéria prima que deverá ser de qualidade, a fim de 

minimizar riscos aos consumidores (Medeiros et al., 2017). É um produto bastante 

apreciado e consumido devido seu sabor característico quando comparado aos 

queijos produzidos a partir de leite pasteurizado (Yoon et al., 2016). Fabricados de 

forma tradicional, ganham a preferência dos consumidores, comercializados a preços 

acessíveis, baseando-se no mercado informal, onde frequentemente não se aplicam 

taxas, impostos, exigências de fabricação e normas de padronização das 

características técnicas de identidade e qualidade deste produto (Silva et al., 2017). 

Em sua grande maioria, os queijos artesanais são produzidos a partir de leite 

sem tratamento térmico prévio, processados por pessoas não capacitadas, sem 

aplicação de boas práticas e pouco submetidos a controles de qualidade, sendo estes 

queijos sujeitos a diversos tipos de contaminações (Garcia et al., 2016). 

Habitualmente são comercializados em feiras livres, sem controle de qualidade, com 

temperaturas inadequadas de armazenamento, mau acondicionamento, e não são 

devidamente inspecionados pelos órgãos competentes (Amorim et al., 2015). 

O queijo tipo artesanal fresco, por apresentar alto teor de umidade, é um 

produto perecível e bastante manipulado, apresenta condições propícias para 

contaminação, sobrevivência e multiplicação microbiológica.  Alguns autores relatam 

a inadequada qualidade microbiológica de queijos frescos produzidos em pequenas 

agroindústrias não inspecionadas (Amorim et al., 2015; Valiatti et al., 2015; Dias et al., 

2016). Gould et al. (2014) citam que, surtos relacionados a doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) decorrente do consumo de queijos, especialmente fabricados a partir 



38 

 

de leite cru, resultaram em grande número de hospitalizações e foram atribuídos ao 

consumo de queijos fabricados ou comercializados de forma ilegal nos Estados 

Unidos. No Brasil, o leite e seus derivados representam 7,8% dos alimentos 

envolvidos em surtos de DTA’s na última década. Os agentes etiológicos mais 

identificados em surtos de DTA foram Escherichia coli (23,4%), Salmonella spp 

(11,3%), Staphylococcus aureus (9,4%) e Coliformes (6,5%) (Brasil, 2019). 

Se a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) presente no 

alimento, estiver acima de 105 UFC/g, poderá ocorrer produção de toxinas, que 

podem resultar em surtos de intoxicação alimentar, caso haja condições favoráveis de 

temperatura para produção da toxina, entre 10 e 46°C (Bennett, Walsh e Gould, 

2013). 

  Staphylococcus spp pode ser inativado durante processamento de alimentos, 

pois é sensível ao calor, no entanto, suas enterotoxinas são altamente resistentes ao 

calor e à maioria das enzimas proteolíticas, que permitem a preservação de sua 

atividade no trato gastrointestinal (Hennekinne et al., 2012; Podkowik et al., 2013; Ho, 

Boost e O'donoghue, 2014). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) preconiza somente a 

análise de SCP em alimentos, sendo estas as espécies mais estudadas. Entretanto, 

estudos brasileiros já demostraram a presença de gene de Enterotoxinas 

estafilocócicas (EEs) em espécies de Staphylococcus coagulase negativa (SCN) 

oriundos de diferentes tipos de alimentos apresentando também a capacidade de 

produzir EEs (Brasil, 2001; Oliveira et al., 2010; Lyra et al., 2013; Rall et al., 2014). 

As EEs são divididas em diferentes tipos sorológicos, sendo as EEs clássicas 

(A, B, C, D e E) as mais estudadas, e as técnicas moleculares, como a reação em 

cadeia de polimerase (PCR) e multiplex PCR (mPCR), têm sido uma importante 
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ferramenta na detecção destes diferentes genes de EEs (Stamford et al., 2006; 

Germini et al., 2009; Pereira et al., 2009; Rodriguez et al., 2011). 

  Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade 

microbiológica de queijos artesanais comercializados em feiras livres do município de 

Pelotas-RS e verificar a presença dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e 

E em isolados de Staphylococcus spp.  

 

Material e métodos 

Delineamento experimental e amostragem 

Os dados das feiras livres foram obtidos por meio da Secretaria de 

Desenvolvimento Rural do município de Pelotas-RS, Brasil, que indicou um total de 37 

feiras que ocorrem em dias, turnos e diferentes locais distribuídos pelo municipio. Foi 

coletada uma amostra de queijo artesanal por feira, entre os meses de novembro e 

dezembro de 2018, totalizando 29 amostras, uma vez que oito feiras livres não 

comercializavam o produto. As amostras foram transportadas em recipiente 

isotérmico, contendo gelo reciclável e analisadas imediatamente após a coleta no 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutrição da Universidade 

Federal de Pelotas. 

 

Análise Físico-química 

Umidade 

Para verificar o teor de umidade das amostras de queijo, utilizou-se a 

metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo realizada no Laboratório 

de Bromatologia da Faculdade de Nutrição da Universidade Federal de Pelotas. De 

acordo com o teor de umidade, os queijos foram classificandos como: baixa umidade 
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(até 35%), média umidade (entre 36,0 e 45,9%), alta umidade (entre 46,0 e 54,9%) e 

muita alta umidade (superior a 55%) (Brasil, 1996). 

 

Análises microbiológicas 

As metodologias utilizadas para as análises microbiológicas foram as 

recomendadas pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2001) e International 

Organization for Standardization (ISO, 1996). A pesquisa de Listeria monocytogenes 

foi realizada conforme a metodologia da International Organization for 

Standardization, ISO 11.290-1 – Detection method (ISO, 1996), com modificações.  

Verificação da presença de genes codificadores de EE’s A, B, C, D e E. 

 Todos os isolados de SCP (n=23) e SCN (n=6) foram submetidos à análise 

molecular para verificação da presença de genes das EE’s. As análises foram 

realizadas no Laboratório de Nutrifisiogenômica da UFPEL conforme Shadock et al. 

(2015) com adaptações. Os primers para identificação dos genes das EEs foram os 

definidos por Mehrotra, Wang, & Johnson (2000) (tabela 1).  

 

 

Tabela 1. Primers utilizados para identificação de gene de enterotoxinas de Staphylococcus spp. 

Gene Primer Sequência oligonucleotídica (5’   3’) Localização 
do gene 

Produto de 
amplificação (pb) 

EEA GSEAR-1 
GSEAR-2 

GGTTATCAATGTGCGGGTGG 
CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 

349–368 
431–450 

102 

EEB GSEBR-1 
GSEBR-2 

GTATGGTGGTGTAACTGAGC 
CCAAATAGTGACGAGTTAGG 

666–685 
810–829 

164 

EEC GSECR-1 
GSECR-2 

AGATGAAGTAGTTGATGTGTATG 
CACACTTTTAGAATCAACCG 

432–455 
863–882 

451 

EED GSEDR-1 
GSEDR-2 

CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 
ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 

492–514 
750–769 

278 

EEE GSEER-1 
GSEER-2 

AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 
CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 

237–250 
425–445 

209 

pb: pares de base (Mehrotra, Wang, & Johnson, 2000). 
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Foram utilizados DNAs de Staphylococcus aureus ATCCs 13565 (SEA), 14458 

(SEB), 19095 (SEC), 23235 (SED) e 21664 (SEE) como controles positivos. 

 

Resultados e discussão  

Para análise dos dados, os queijos foram classificados quanto ao teor de 

umidade, sendo um (3,45%) classificado como queijo de baixa umidade, 10 (34,48%) 

como queijos de média umidade, 15 (51,72%) como queijos de alta umidade e três 

(10,34%) como queijos de muita alta umidade (BRASIL,1996).   

Do total de 29 amostras analisadas, 22 (76%) apresentaram contagens acima 

do limite permitido pela legislação sanitária para SCP para queijos de média, alta e 

muita alta umidade (Tabela 2). De acordo com a ANVISA os limites microbiológicos 

estabelecidos para queijos são: < 103 UFC/g (baixa, média e alta umidade) e 5 x 102 

UFC/g (muito alta umidade) (BRASIL, 2001). 
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Tabela 2. Resultados das análises microbiológicas que apresentaram contagens acima do recomendado 
pela legislação para Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes.  

 
1
 Unidade formadora de colonia por grama 

2
 Numero mais provavel por grama. 

 

Os resultados encontrados mostram a inadequada qualidade 

higienicossanitária das amostras de queijos artesanais comercializados em feiras 

livres, o que pode estar relacionado à manipulação inadequada dos alimentos, 

podendo haver contaminação por Staphylococcus spp. (SILVA et al., 2017). A 

contaminação muitas vezes, ocorre através do manipulador que pode contribuir com 

alguns fatores, como o uso de adornos contaminados e a ausência de máscaras e 

luvas durante a manipulação dos alimentos (FORSYTHE, 2013).  

Souza et al. (2017), referem que o hábito de higiene pessoal do manipulador é 

Amostras (umidade/número da amostra) Staphylococcus 
coagulase positiva 

(UFC/g)
1
 

Coliformes 
termotolerantes 

(NMP/g)
2
 

Baixa umidade    
08 - 2,10 x 10

3 

 
Média umidade   

13 6,40 x 10
4
 - 

16 4,45 x 10
3
 4,60 x 10

4
 

20 8,45 x 10
5
 - 

21 6,70 x 10
4
 - 

24 9,30 x 10
5
 - 

25 1,60 x 10
4
 - 

26 5,40 x 10
5
 - 

27 1,43 x 10
6
 - 

 
Alta umidade    

02 6,90 x 10
3
 - 

03 - 2,40 x 10
4
 

04 3,35 x 10
5
 - 

05 1,50 x 10
5
 - 

06 3,05 x 10
3
 - 

07 9,05 x 10
3
 - 

09 1,50 x 10
5
 - 

11 7,55 x 10
4
 - 

12 3,0 x 10
4
 - 

15 - 2,40 x 10
4
 

17 5,60 x 10
6
 - 

18 5,85 x 10
4
 - 

28 3,55 x 10
5
 - 

 
Muita alta umidade    

01 3,10 x 10
5
 - 

14 8,65 x 10
5
 - 

23 4,05 x 10
6
 - 
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fator primordial para evitar contaminações por Staphylococcus aureus. Da mesma 

forma, Nogueira et al. (2013), citam que a origem da contaminação por 

Staphylococcus spp. geralmente está relacionada à baixa qualidade da matéria-prima, 

falta de saneamento adequado de equipamentos e utensílios e inadequada higiene 

pessoal dos manipuladores de alimentos. 

Em trabalho realizado por Sousa et al. (2014), ao avaliarem a qualidade 

microbiológica de queijos de coalho provenientes de seis estados do Nordeste, 

verificaram-se que 96,15% das amostras analisadas, estavam em desacordo com os 

parâmetros legislativos para SCP. Os autores destacam a importância do 

armazenamento em temperaturas inadequadas do queijo de coalho, podendo vir a 

favorecer o crescimento de microorganismos e, consequentemente, diminuindo a 

qualidade do produto final.  

Em trabalho realizado por Evangelista-Barreto et al. (2016) foram detectadas 

contagens acima do permitido pela legislação, para SCP em 86% dos queijos de 

coalho analisados em seu trabalho com amostras provenientes da cidade de Cruz das 

Almas, Bahia. Pereira et al. (2017), ao analisarem sete queijos de coalho produzidos 

em sete queijarias a partir de leite, não pasteurizado em São Rafael, Rio Grande do 

Norte, constataram que todas as amostras analisadas estavam em desacordo com a 

legislação vigente para SCP. 

Quatro (13,80%) amostras apresentaram contagens acima do permitido para 

coliformes termotolerantes (tabela 2), sendo os limites microbiológicos estabelecidos 

de 5 x 102 NMP/g (queijos de baixa umidade), 103 NMP/g (média umidade), 5x103 

NMP/g (alta umidade) e 5x102 NMP/g (muita alta umidade) (Brasil, 2001). 

Estes resultados podem estar associados à ausência de tratamento térmico, 

baixa qualidade da água utilizada e manuseio inadequado do leite utilizado na 
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produção desses queijos (Dores et al. 2013). Níveis elevados de coliformes 

termotolerantes, relatados em amostras de queijo, podem estar relacionados à 

condições sanitárias deficientes de fazendas leiteiras, ou a problemas 

higienicossanitários no processo de ordenha e produção do queijo (Moraes et al., 2009; 

Sobrinho et al., 2012; Galinari et al., 2014 Pieri et al., 2014). Este grupo de bactérias 

coloniza o intestino de mamíferos e sua detecção pode indicar a presença de outros 

microrganismos patogênicos de origem entérica. Portanto, são frequentemente 

utilizados como indicadores de contaminação fecal (direta ou indireta) e de risco 

potencial de patógenos em alimentos (Franco & Landgraf, 2008).  

Todas as amostras de queijo analisadas apresentaram ausência de Salmonella 

spp. estando em conformidade com a legislação vigente. Pereira et al. (2017), também 

constataram a ausência de Salmonella spp. ao analisarem sete amostras de queijo de 

coalho, produzidos a partir de leite cru no estado do Rio Grande do Norte. Em outro 

estudo, Evangelista-Barreto et al. (2016), também constataram ausência de Salmonella 

spp. em 28 amostras de queijos de coalho comercializados em Cruz das Almas, Bahia. 

A ausência de Salmonella spp.  pode estar relacionada com a presença de 

bactérias ácido láticas no queijo, que tem capacidade de interferir na multiplicação de 

bactérias deteriorantes e patogênicas. Bactérias ácido láticas podem contribuir para a 

conservação dos alimentos por longos períodos, pois fermentam os açúcares e 

reduzem o pH, inibindo o crescimento de microrganismos patogênicos (Saafeld et al., 

2013; Azevedo et al., 2014). Este grupo de bactérias produz vários metabólitos 

secundários que exibem atividade antimicrobiana, como ácidos orgânicos, álcool 

etílico, bacteriocinas, peróxido de hidrogênio e surfactantes (Chen et al., 2014. 

Bouchard et al., 2015) inibindo assim, o crescimento de patógenos e restringindo a 

multiplicação da microbiota contaminante (Beltrão, 2017).  
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Diferentemente deste trabalho, Garcia et al. (2016) e Souza (2017), constataram 

a presença de Salmonella spp. em 63% e 40% das amostras de queijo fresco artesanal 

comercializados na região Norte e Sudeste de Minas Gerais, respectivamente. A 

presença deste patógeno foi relacionada às condições higiênicosanitárias inadequadas 

durante o processo de produção dos queijos, indicando expressiva necessidade de 

aperfeiçoamentos no processamento, armazenamento e/ou distribuição, de modo a 

garantir a qualidade microbiológica dos queijos.  

Todas as amostras apresentaram ausência de Listeria monocytogenes, estando 

em conformidade com a legislação. Resultado semelhante encontraram Souza et al. 

(2017), ao avaliarem a qualidade microbiológica de sete amostras de queijo minas 

frescal artesanal, comercializado na zona da mata mineira, não identificando a 

presença de Listeria monocytogenes em seu estudo. A ausência foi justificada devido à 

elevada contagem de outros microrganismos no produto, tendo em vista a sua baixa 

capacidade de competição. Kobayashi et al. (2017) ao avaliarem a detecção de 

Brucella spp., Campylobacter spp. e Listeria monoytógenes em 38 amostras de queijo 

de produção informal na região metropolitana de São Paulo, também obtiveram 

resultados negativos para este mesmo patógeno. Uma possível explicação para a 

ausência de Listeria monocytógenes no estudo seria a ação antagônica de espécies 

bacterianas ao ácido lático inibindo assim, microorganismos patogênicos indesejáveis 

como a Listeria (Marques et al., 2017). 

Os isolados de Staphylococcus spp. (n=29), sendo 23 (76%) SCP e 6 (20%), 

SCN foram submetidos ao teste PCR para verficar a presença dos genes produtores de 

enterotoxinas estafilocócicas. Para interpretação dos resultados da análise molecular, 

foram consideradas as bandas com intensidade semelhantes ao controle e com maior 

intensidade que o branco. Os genes codificadores para EEA, EED e EEE, não foram 
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detectados nos 29 isolados SCP e SCN. O gene codificador para EEB, foi identificado 

em 6,89% (n=2), provenientes de SCP. Já o gene codificador para EEC foi identificado 

em 13,76% (n=4) isolados, sendo 1 proveniente de SCN e 3 provenientes de SCP. 

Analisando-se os resultados obtidos no presente trabalho e de outros estudos 

apresentados na literatura, percebe-se que a detecção de genes toxigênicos em 

cepas de Staphylococcus spp.  é variável. O envolvimento da EEE em surtos 

alimentares é pouco frequente, enquanto que a EEA é considerada a mais comum 

nos casos de intoxicação alimentar estafilocócica, seguida pela EED. (Oliveira, 2011; 

Argudín, Mendoza & Rodicio, 2010; Alibayov, Zdenkova, Sykorova & Demnerova 

2014). 

Em trabalho realizado por Rosa et al. (2015), genes codificadores de 

enteroxinas clássicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) não foram encontrados em 

Staphylococcus spp. isolados de queijos artesanais. Borelli et al. (2006) constataram 

ausência desses genes toxigênicos em 95 cepas de Staphylococcus spp. isoladas de 

queijos.  Estes resultados indicam a possível presença no queijo de algum 

mecanismo inibidor da expressão de genes relacionados à produção de toxinas. 

(Martins et al., 2015). 

Quando se trata de enterotoxinas clássicas, existe diferença entre países e 

inclusive entre regiões de um mesmo país (Liu et al., 2014), onde a ocorrência de 

fatores de virulência pode variar entre as estirpes de Staphylococcus aureus. Embora 

não identificada no presente trabalho, a enterotoxina A é considerada como a 

principal causa de intoxicações estafilocócias alimentares, provavelmente devido à 

sua alta resistência a enzimas proteolíticas (Argudin, Mendoza e Rodicio, 2010; 

Guimarães et al., 2013; Nagaraj et al., 2014). No noroeste da China, em estudos de 

epidemiologia molecular de S. aureus isolados de surto de intoxicação alimentar, a 
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frequência do gene SEA foi de 57,1% (Li et al., 2015) e no Irã, a frequência deste 

gene foi de 30,7% (Nazari et al., 2014). Estudos realizados no sudeste do Brasil 

relatam que as maiores frequências observadas foram do gene SEA, (Rall et al. 2014, 

Veras et al., 2008; Dias et al. 2011;  Guimarães et al., 2013; Rall et al., 2014, Acosta 

et al., 2017), com altas frequências tanto em cepas coagulase positivas e também em 

cepas coagulase negativas.  Já em estudos realizados na região nordeste, o gene 

que codifica para esta enterotoxina não foi encontrado nos isolados de S. aureus 

estudados (Almeida et al., 2013, Ferreira et al. 2014, Silveira-Filho et al. 2014). 

O gene codificador para SEC, que foi identificado em dois isolados neste 

estudo, foi o mais encontrado em estudos realizados na região nordeste do Brasil 

(Almeida et al., 2013; Rahini et al., 2013; Ferreira et al., 2014). O gene codificador 

para SED não foi identificado neste estudo, assim como em isolados de 

Staphylococcus aureus nos estudos realizados no nordeste brasileiro (Almeida et al. 

2013, Ferreira et al. 2014, Silveira-Filho et al. 2014). 

Apesar de neste estudo, o gene codificador para SEE ter sido identificado em 

apenas um isolado proveniente de SCN e da própria legislação exigir apenas a 

análise de coagulase positiva, estudos brasileiros já demostraram a presença de gene 

de EEs em espécies de SCN, oriundos de diferentes tipos de alimentos (César, 2017; 

Oliveira, Miya, Sant'Ana, & Pereira 2010; Lyra et al., 2013; Rall et al., 2014).  

Conclusão 

Os resultados demonstraram que, 76% e 13% das amostras apresentaram 

contagens acima do permitido pela legislação para Staphylococcus coagulase positiva 

e coliformes termotolerantes, respectivamente. Não foi identificado Salmonella ssp e 

Listeria monocytógenes. Dois isolados (6,89%) de Staphylococcus, expressaram o 

gene codificador para entrotoxina estafilocócica B e quatro isolados (13,76%), 
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expressaram o gene codificador para entrotoxina clássica C. Neste trabalho foi 

possível evidenciar que a qualidade microbiológica dos queijos artesanais 

comercializados em feiras livres, mostrou-se insatisfatória. 
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6 Considerações Finais 

Neste trabalho foi possível evidenciar que a qualidade microbiológica dos 

queijos artesanais comercializados em feiras livres, mostrou-se insatisfatória. 

Possivelmente, devido a manipulação inadequada durante o processo de fabricação, 

bem como durante a comercialização, onde a disposição do produto ocorre, muitas 

vezes, de maneira inadequada, não havendo fiscalização eficiente. 

Os resultados apresentados neste trabalho, 76% e 13% das amostras acima do 

permitido pela legislação para Staphylococcus coagulase positiva e coliformes 

termotolerantes respectivamente, refletem o risco do consumo deste produto. Quatro 

isolados de Staphylococcus spp expressaram o gene codificador para entrotoxina 

clássica C. 

Os resultados encontrados neste trabalho apontam para a necessidade de 

pesquisas sobre a produção de toxinas por Staphylococcus coagulase negativa, 

mesmo que não haja requisitos legais para isso, pois a detecção de cepas 

enterotoxigênicas de Staphylococcus coagulase negativa tem sido encontrada em 

envolvidas em estudos com alimentos.  

Constatou-se a necessidade de medidas sanitárias eficazes, envolvendo 

padrões de higiene, bem como aspectos técnicos e práticos da ordenha, como 

durante todo o processo de fabricação de queijos artesanais, a fim de garantir a 

qualidade deste produto, altamente popular no Brasil. O uso de leite pasteurizado, 

associado às boas práticas de manipulação e fiscalização pelos órgãos competentes, 

pode ser uma alternativa para melhorar a qualidade microbiológica do queijo 

artesanal. 
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