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RESUMO

O queijo de coalho € muito produzido e consumido na regido Nordeste do Brasil.
Apesar da producdo e comercializacdo deste produto estar regulamentada por normativas
estaduais e federais, a fabricacdo e venda informais sdo bastante comuns. Dentre os micro-
organismos patogénicos, Salmonella spp. € um dos principais agentes de doencas transmitidas
por alimentos, devendo estar ausente em produtos de origem animal. O objetivo do presente
trabalho foi realizar a deteccdo de Salmonella spp. em queijos de coalho, provenientes de feiras
livres de Garanhuns - PE. Foram avaliadas 12 amostras de queijo de coalho, comercializadas
em feiras livres de diferentes bairros da cidade. A deteccdo de Salmonella spp. foi realizada
utilizando-se 0 método convencional de isolamento e o teste rapido imunocromatografico
Singlepath Salmonella (Merck-Millipore). Inicialmente, 25g de cada amostra foram
adicionadas em 225mL de Agua Peptonada Tamponada (APT), e incubadas por 24h a 37°C.
Em seguida, 0,1mL do caldo APT foi adicionado em 10mL do caldo Rappaport-Vassiliadis
(RV) e, entdo, incubado por aproximadamente 18h a 42°C. Ao final deste periodo, os caldos
RV que demonstraram turbidez foram utilizados para realizar o teste rapido. Em paralelo, as
amostras do caldo RV foram semeadas em placas de agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e
Hektoen Entérico (HE), sendo as coldnias caracteristicas submetidas aos testes bioquimicos de
Triplice Agucar Ferro (TSI), Lisina Ferro (LIA) e Urease. Ao final, os isolados foram
submetidos ao teste de sorologia para confirmacdo. A presenca de Salmonella spp. foi
comprovada em 66,7% (8/12) das amostras de queijo de coalho analisadas utilizando a analise
convencional; ja de acordo com o teste rapido, 83,33% (10/12) das amostras foram positivas
para Salmonella. A alta ocorréncia de Salmonella spp. em queijos comercializados nas feiras
de Garanhuns, denota uma grande preocupacao para saude publica. Além disso, evidencia a
falta de adocdo de boas praticas de fabricacdo no preparo do produto, o que juntamente com as
condicGes precérias de higiene, armazenamento e falta de refrigeracdo na comercializacdo dos

mesmos, culminam no comprometimento da sua qualidade microbiologica.

Palavras-chave: Salmonelose, Queijo, Saude publica, Infeccdo alimentar.



ABSTRACT

The “coalho” cheese is a handmade cheese highly produced and consumed in the
northeastern region of Brazil. Although the production and selling of this product is regulated
by state and federal regulations, informal manufacturing and sale are quite common. Among
the pathogenic microorganisms, Salmonella spp. is one of the main agents of foodborne
diseases and should be absent in products of animal origin. The objective of the present work
was to perform the detection of Salmonella spp. in “coalho” cheeses from street fairs the
Garanhuns — PE. Twelve samples of “coalho” cheese, marketed in open fairs in six districts of
the city, were evaluated during the months of November and December 2017. The samples
were transported in isothermal boxes with recyclable ice to the food microbiology laboratory
of CENLAG at UAG-UFRPE. The detection of Salmonella spp. was performed using the
standard isolation method, along with the immunochromatographic Singlepath Salmonella
rapid test (Merck-Millipore), according to the manufacturer's recommendations. Initially, 25¢g
of each sample was added in 225mL of Buffered Peptone Water (APT), and incubated for 24h
at 37 °C. After, 0.1mL of APT broth was added in 10mL Rappaport-Vassiliadis broth (RV) and
then incubated for approximately 18h at 42 °C. At the end of this period, RV broths showing
turbidity were used to perform the Singlepath Salmonella rapid test. In parallel, RV broth
samples were plated on Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) and Hektoen Enteric (HE) agar
plates, the characteristic colonies being submitted to biochemical tests of Triple Iron Sugar
(TSI), Iron Lysine (LIA) and Urease. Finally, the isolates colonies were submitted to the
serology test for confirmation. The presence of Salmonella spp. was confirmed in 66.7% (8/12)
of the rennet cheese samples analyzed using conventional analysis, according to the Singlepath
Salmonella (Merck-Millipore) test 83.33% (10/12) of the samples were positive for Salmonella
spp.. The high occurrence of Salmonella spp. in cheeses marketed at the Garanhuns fairs, shows
a great concern for public health. As well as, it shows the lack of adoption of good
manufacturing practices in the preparation of the product, which together with the precarious
conditions of hygiene, storage and lack of refrigeration in the commercialization thereof,

culminate in the compromise of its microbiological quality.

Key words: Salmonellosis, Cheese, Public health, Food infection.
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CAPITULO | - DESCRICAO DO LOCAL DO ESO E ATIVIDADES REALIZADAS

1 LOCAL DO ESO E CARACTERISTICAS

O Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado em dois locais distintos,
durante o periodo de 02/10/2017 a 15/12/2017, o que gerou um total de 416 horas sob orientagédo
académica na UAG/UFRPE do Prof. Dr. Marcelo Mendonca.

1.1 Laboratdrio de Analises de Alimentos, Aguas e Ambientes (LAMEN)

A primeira etapa do ESO, foi realizada no laboratdrio de Analises de Alimentos, Aguas
e Ambientes (LAMEN), localizado na cidade de Garanhuns - Pernambuco. O estagio foi
realizado no periodo de 02/10/2017 a 31/10/2017, com carga horéria total de 168 horas, sob
supervisao da Bidloga Ana Maria de Arruda Travassos.

A estrutura fisica desse laboratério conta com sala para processamento de amostras,
sala de incubacdo, sala de preparo de meios de culturas, sala de analises fisico-quimicas e
ambiente de descontaminacdo e lavagem de vidrarias e utensilios, 0 mesmo é reconhecido pela
Rede Metroldgica de Pernambuco (REMEPE) e pelo INMETRO e possui certificado 1SO
17025.

Séo realizadas andlises microbioldgicas de alimentos, agua e analises fisico-quimicas
de &gua. Das analises microbioldgicas de alimentos as mais realizadas pelo laboratério sao:
Pesquisa de coliformes totais (35°C) e termotolerantes (45°C), Bactérias heterotréficas,
Staphylococcus coagulase positiva, pesquisa de Salmonella sp., Bacillus cereus, Escherichia
coli (Figura 1), mesofilos aerdbios, bolores e leveduras, e Clostridium Sulfito-Redutores.
Dentre as analises fisico-quimicas da dgua que sdo efetuadas com mais frequéncia se destacam:
verificagdo do pH, alcalinidade, hidroxidos em carbonato de célcio (CaCO3), alcalinidade de
bicarbonatos em CaCO3, condutividade elétrica, alcalinidade de carbonatos em CaCO3, DBO
(Demanda Biologica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e OD - Oxigénio

Dissolvido.
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Figura 1. Presenca de Escherichia coli no caldo Ec Mug sob luz ultravioleta, proveniente de &gua de
granja’.

Fonte: Arquivo pessoal.

1.1.1 Atividades desenvolvidas - Laboratério de analises de alimentos, aguas e ambientes
(LAMEN)

Recebimento e registro de amostras:

- Aferigéo e anotacdo da temperatura no caderno de registros;

- Preenchimento da ficha de identificagdo da amostra com dados referentes ao tipo
de amostra, empresa de origem, temperatura no momento da coleta, responsavel
pela coleta, hora da coleta, ponto de coleta, hora da chegada da amostra,
temperatura de recebimento da amostra no laboratorio e anélises solicitadas para
amostra;

- Identificacdo da amostra com numeracao e geracdo da ordem de servico para

cada amostra, com posterior liberacdo para os ensaios laboratoriais.

Anélises microbioldgicas:

Os meios de cultura utilizados para as analises sdo preparados de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes, na sala especifica para o preparo de meios e esteriliza¢do. O
processamento das amostras para ensaios microbioldgicos € realizado na sala de inoculacao,
onde a embalagem da amostra é higienizada com alcool 70%, e na sequéncia encaminhada para
a cabine de fluxo laminar. No interior da cabine a embalagem é aberta com material estéril
(tesoura, pinca, etc.), e apds sdo pesados 25 gramas dessa amostra em balanca analitica, dentro
de recipiente estéril j& contendo 225mL de agua peptonada estéril e, em seguida, levadas para
0 vortex para serem homogeneizadas. Para amostras liquidas, sdo pipetados 25mL da amostra
com pipetador automético de 10mL. Para as amostras de agua, para a anélise de presenca ou

auséncia de Coliformes a 35°C ou a 45°C, é realizado todo o processamento inicial, porém,

1 Anélise realizada em outubro de 2017



13

neste caso, o recipiente com 225mL de agua peptonada é substituido por um recipiente contendo
225mL de caldo presenca-auséncia (PA) (Figura 2).

E importante salientar, que para a pesquisa de Salmonella spp., é utilizada agua
peptonada tamponada como diluente e caldo de enriquecimento primario. Em seguida, as
amostras processadas sdo encaminhadas para a sala de leitura e semeio, onde sdo colocadas na
estufa ou banho maria. Apoés as leituras, os resultados negativos, sao em seguida descartados, e
0S positivos, passam para as analises subsequentes.

Na sequéncia, todas as amostras e materiais contaminados seguem para
descontaminacéo. Esta area é a Ultima &rea do laboratorio, e possui autoclave especifica apenas
para descontaminacdo, onde todo o lixo biologico é coletado por uma empresa especializada.
Apds esta etapa, as vidrarias e os materiais utilizados sdo higienizados e desinfetados, com o

uso de detergente especifico e solucbes cloradas.

Figura 2. Amostras de 4gua ap6s incubacdo em caldo presenca-auséncia (PA)?

H (== aleoy
g SONTADOR C . oe % & !

Fonte: Arquivo pessoal.

Andlises fisico-quimicas: as amostras sdo submetidas ao mesmo processo de
recebimento e identificacdo, sendo retirada uma ordem de servico. Dentre as analises fisico-
quimicas realizadas estao:

- alcalinidade de carbonatos em CaCOs;

- alcalinidade de bicarbonatos em CaCOg;
- cloretos;

- dureza total (Figura 3);

- dureza de néo carbonatos;

- nitrato e nitrito;

2 A amostra C apresentou resultado positivo ao teste, sendo necesséria a realizagdo de analises
subsequentes, ensaio realizado em outubro de 2017.
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- célcio;

- magnesio.

Figura 3. Andlises fisico-quimicas de 4gua com uso de espectrofotémetro®.

Fonte: Arquivo pessoal.

1.2 Laboratério de mestrado em sanidade e reproducdo de ruminantes - Area de
microbiologia dos alimentos, da Universidade Federal Rural de Pernambuco - Unidade
Académica de Garanhuns

A segunda etapa do ESO foi realizada no laboratorio de Microbiologia dos Alimentos,
que abrange as areas de mestrado em sanidade e reproducdo de ruminantes, localizado na
Universidade Federal de Pernambuco - Unidade Académica de Garanhuns, situado na cidade
de Garanhuns — Pernambuco. O estagio foi realizado no periodo de 01/11/2017 a 15/12/2017,
com carga horéria de 248 horas, sob supervisdo do professor Marcelo Mendonga.

A éarea de Microbiologia possui estrutura para preparo de meio de cultura, incubacgéo

de micro-organismos, descontaminacdo de material e lavagem de vidrarias e utensilios.

1.2.1 Atividades desenvolvidas - Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da Universidade

Federal Rural de Pernambuco - Unidade Académica de Garanhuns

Foi acompanhada a rotina do laboratorio, em que foram efetuados diferentes
experimentos. Dentre os quais, a pesquisa de Salmonella spp., Staphylococcus coagulase
positiva, coliformes totais e fecais em queijos de coalho, adquiridos ou comercializados em
feiras livres da cidade de Garanhuns. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas

para o laboratorio de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal Rural de

3 Ensaio realizado em outubro de 2017.
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Pernambuco. Em seguida, a amostra foi processada e incubada para investigagdo destes
patdgenos. Os meios de cultura utilizados para as analises, foram preparados de acordo com as

recomendacdes dos fabricantes na sala de preparo de meios e esterilizacao.



16

CAPITULO Il - PESQUISA CIENTIFICA

1 INTRODUCAO

Os alimentos possuem caracteristicas composicionais que sdo excelentes substratos
para o desenvolvimento de diversos micro-organismos causadores de Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTA). As DTAs, sdo enfermidades geradas através da ingestdo de alimentos
que estdo contaminados com micro-organismos patogénicos ou suas toxinas, assim como com
substancias quimicas ou téxicas (NOTERMANS; VERDEGAAL, 1992; SILVA JUNIOR,
2008). Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), uma em cada 10 pessoas adoece no
mundo por ano, devido a ocorréncia de DTA (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Em 2015, no Brasil, foram notificados 575 surtos de DTA, correspondendo a 9.267
individuos doentes e 7 6bitos (BRASIL, 2015). Dentre as DTASs, a salmonelose € considerada
pelos 6rgdos de saude publica, uma das principais zoonoses que ocorre em todo o mundo,
exteriorizando-se pelas suas caracteristicas de endemicidade e alta mortalidade (ORDENEZ,
2005).

Os estudos epidemiolodgicos realizados em varios paises, colocam Salmonella spp.
entre 0 agente patogénico mais frequentemente encontrado em surtos de doencas de origem
alimentar, sendo os produtos de origem lactea um dos mais importantes veiculos de transmissao
desta bactéria (AVILA; GALLO, 1996). Os principais veiculos de transmissdo de Salmonella
spp. sdo alimentos de origem animal, principalmente aves e ovos, peixes, frutos do mar,
laticinios como leite e queijos provenientes de leite ndo pasteurizados (SHINOHARA et al.,
2008).

A maioria dos sorotipos de salmonelas sdo patogénicas para 0 homem, e 0s quadros
clinicos podem ser divididos em trés grupos: O primeiro é a febre tiféide, causada por
Salmonella Typhi, que acomete apenas a0 homem, sendo os sintomas muito graves e incluem
diarreia e vomitos, septicemia e febre alta. O segundo é a febre entéricae o agente etioldgico €
a Salmonella Paratyphi A, B e C, a qual apresenta sintomas clinicos mais brandos em relacéo a
febre tiféide, podendo o quadro evoluir para septicemia e desenvolvimento de gastroenterite,
febre e vomitos. O terceiro corresponde as infec¢Bes entéricas que ocorrem em decorréncia de
outras salmonelas, as chamadas de salmoneloses. Neste tipo ha desenvolvimento de um quadro

de infeccdo gastrointestinal, tendo como sintomas dores abdominais, diarreia, febre baixa,
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vomito, e os casos clinicos fatais sdo raros (TORTORA; FUNKE, 2005; SHINOHARA et al,
2008).

Dos alimentos de origem animal, o leite e seus derivados, em especial 0s queijos, sao
alimentos bastante suscetiveis ao crescimento de micro-organismos, podendo assim ocasionar
surtos de infeccdo e intoxicacdo alimentar (PERRY, 2004). Dentre os queijos, 0 queijo de
coalho é um produto de grande expresséo na regido Nordeste, sendo produzido amplamente de
forma artesanal e industrial, com grande consumido pela populacdo. Este representa um
relevante valor socioeconémico e cultural, cujas bases encontram-se enraizadas na historia do
pecuarista através da transmissdo cultural que ocorre de pais para filhos, mantendo a sua
tradicdo (DANTAS et al., 2013).

Apesar da legislacdo federal preconizar a producdo do queijo de coalho com leite
pasteurizado ou tratamento térmico equivalente, em Pernambuco a legislacdo sobre Inspecéo e
Fiscalizacdo Agropecudria permite a utilizacao do leite cru para fabricagédo do queijo de coalho,
sendo este queijo geralmente produzido a partir de leite cru, em propriedades rurais pequenas,
gue nao apresentam os devidos cuidados de higiene (NASSU et al., 2001; PERNAMBUCO,
1999). Com a utilizacédo do leite cru, o risco de contaminacdo do produto aumenta por este ser
altamente manipulado, e possuir ainda fatores que viabilizam a presenga de micro-organismos
indicadores de contaminacgdo e bactérias potencialmente patogénicas (RUWER et al., 2011;
PERNAMBUCO, 1999)

O leite pode ser contaminado por Salmonella spp. através de material fecal,
equipamentos e utensilios contaminados, visto que este micro-organismo compde a microbiota
intestinal normal de animais de sangue quente, podendo ser eliminado pelas fezes, o que
possibilita a contaminacdo do ambiente e consequentemente dos animais. Além disso, pode
ocorrer contaminacdo através do envolvimento de manipuladores, que muitas vezes sdo
portadores assintomaticos do micro-organismo (CONNOR; SCHWARTZ, 2005; MENEZES
etal., 2014; MILLOGO et al., 2010; SILVEIRA; BERTAGNOLLLI, 2014).

Com relacgdo as técnicas de processamento, o queijo de coalho apresenta-se como um
produto de intensa manipulacdo no decorrer de sua fabricacdo. Além disso, as condi¢des
higiénicas necessarias, falhas no que diz respeito as condi¢des sanitarias de distribuicdo e
comercializacdo, tornam este queijo um potente veiculo de contaminantes, expondo
consequentemente a sociedade a possiveis DTAs, ocupando assim papel importante na saude
publica (DUARTE et al., 2005). Para evitar a ocorréncia de casos de DTA envolvendo produtos
lacteos, € importante a utilizacdo de matéria-prima segura e de qualidade, sendo a pasteurizacéo
uma das formas mais indicadas para eliminacdo de patdgenos no leite cru (FUSCO; QUERO,
2014).



18

Devido ao conhecimento do elevado consumo do queijo de coalho principalmente na
regido Nordeste, de suas caracteristicas de processamento e dos fatores intrinsecos que
favorecem a proliferacdio de uma ampla variedade de micro-organismos, nesse caso
constituiram-se como motivadores a realizacdo desse estudo, que teve como objetivo a pesquisa
de Salmonella spp. em queijos de coalho comercializados em feiras livres da cidade de

Garanhuns-PE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queijo de coalho

O queijo € uma das formas mais antigas de alimentos da humanidade (REZENDE,
2004). A origem do nome ‘queijo de coalho’ advém do fato do mesmo ter sido tradicionalmente
manufaturado com leite coagulado pela acéo de coalho que era extraido do abomaso de cabritos
e bezerros (AQUINO, 1983, apud ANDRADE, 2006). Este queijo € produzido ha mais de 150
anos no Brasil, em varios estados da regido Nordeste (CAVALCANTE, 2005). E um dos
derivados lacteos mais consumidos no Nordeste, sendo bastante difundido nos demais estados
do pais. O que caracteriza sua grande importancia econémica na regido, uma vez que em muitos
casos a sua venda garante a principal fonte de renda da populacdo (ALMEIDA et al., 2010 apud
SILVA et al., 2012).

Segundo Almeida, Paiva Janior e Guerra (2013), no estado de Pernambuco, a producéao
de leite e derivados € um dos principais suportes econémicos nas microrregides de Garanhuns,
Vale do Ipojuca e Vale do Ipanema, além disso possui uma importancia relativa na Zona da
Mata, Sertdo do Sdo Francisco, Sertdo do Araripe e Sertdo do Pajeu. Estes fatos demonstram a
relevancia econdmica e social da producéo de queijo para o estado, principalmente no que diz
respeito aos pequenos produtores do Agreste e Sertdo, sendo o queijo de coalho uma
representacdo genuina da tradicdo e cultura do estado de Pernambucano.

De acordo com a Instrucdo normativa N° 30, de 26 de julho de 2001, que aprova o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do queijo de coalho, este produto é definido
como um queijo obtido através da coagulacdo do leite por meio do coalho ou outras enzimas,
podendo ser complementado por acdo de bactérias selecionadas. Sua consisténcia é semidura
ou eldstica, a textura pode ser compacta ou macia e a cor é branca amarelada uniforme, podendo
ainda apresentar pequenas olhaduras (BRASIL, 2001a).

A legislacdo sobre Inspecdo e Fiscalizagdo Agropecuaria de Pernambuco (1999),
classifica o queijo artesanal como tipo A ou B, sendo o queijo tipo B produzido a partir do leite
cru, integral ou desnatado, massa crua prensada ou nédo, e o tipo A produzido com leite
pasteurizado, integral ou desnatado, massa crua prensada.

Possui como ingredientes obrigatorios o leite integral ou padronizado, coalho ou outras
enzimas, tendo como ingredientes opcionais cloreto de calcio, cultivo de bactérias lacteas,
solidos de origem l&ctea, condimentos, especiarias e cloreto de sodio. Sua classificagdo com
relacdo ao teor de gordura varia de semigordo a gordo, e com relagdo ao teor de umidade é um

queijo de médio a alto teor. Para comercializacdo e conservagdo, 0 mesmo ndo deve apresentar
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temperatura superior a 12°C, nem deve possuir contaminantes organicos em quantidades
superiores aos limites estabelecidos, tampouco impurezas e substancias microscopicas
estranhas de qualquer natureza (BRASIL, 2001a). A RDC n° 12 da ANVISA define o padrdo
microbioldgico do queijo de coalho exigindo a auséncia de Salmonella spp. e de Listeria

monocytogenes neste alimento (BRASIL, 2001b).

2.1.1 Processo tecnoldgico de producao do queijo de coalho

De acordo com a Portaria N° 146 de 7 de Margo de 1996, que estabelece o regulamento
técnico de identidade e qualidade dos queijos, o0 queijo é definido como o produto fresco ou
maturado obtido através da separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido, ou de soros
lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas,
de &cido orgénicos, isolados ou combinados, com ou sem agregacao de substancias alimenticias
e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996).

O queijo de coalho possui caracteristicas distintivas em seu processo de elaboracéo,
de acordo com a instrugdo normativa N° 30 de 26 de Julho de 2001, a sua coagulagdo dura em
torno de 40 minutos, é feito o corte e mexedura da massa, remocao parcial do soro, aguecimento
da massa com agua quente ou vapor indireto até obtencdo de massa semicozida até 45°C ou
cozida entre 45° e 55°C, adicdo de sal a massa, prensagem, secagem, embalagem e estocagem
em temperatura média de 10 — 12°C, normalmente até 10 dez dias. Esse queijo podera ser
também elaborado a partir de massa crua. Deve ser acondicionado em embalagem
bromatologicamente apta, com ou sem vacuo e conservado e comercializado em temperatura
néo superior a 12°C (BRASIL, 2001a).

Segundo TEXEIRA (1996) a fabricacdo do queijo de coalho deve seguir as seguintes

etapas:

I. Selecdo da matéria-prima: leite integral de boa qualidade;

Il. Pasteurizacdo: aquecimento a temperatura de 65°C, por 30 minutos, ou a 72°C,
por 15 segundos, seguida de resfriamento em agua corrente até 38°C ou 40°C;

I11. Adigdo de Ingredientes: Cloreto de Calcio (20 gramas em 100 litros de leite),
fermento latico (1 litro para 100 litros de leite), coalho liquido (puro ou diluido em
agua, 70mL a 100mL em 100 litros de leite);

IV. Coagulacéo do Leite: o leite coagulara, em 40 minutos;
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V. Corte da Coalhada: € realizado com um equipamento denominado de lira, no
sentido horizontal e vertical, de forma que o gréo de massa fique entre 1,2 e 1,5 cm;
V1. Repouso da Massa: ap0s o corte, a massa deve ficar em repouso por trés a cinco
minutos;

VII. Mexedura da massa: E feita a primeira e segunda mexedura com agitacao lenta
e continua na massa, com agitador de aco inoxidavel por 20 minutos;

VI11. Cozimento da Massa: Esta etapa consiste em mexer continuamente a massa até
que atinja entre 45°C e 55°C.

IX. Verificacdo do ponto da massa: o ponto esta ideal quando os grdos prensados
nas maos formam um bloco unico.

X. Retirada do Soro e Coleta da Massa: deve-se retirar cerca de 90% do soro,
adicionar o sal a massa na proporc¢do de 600 a 700 gramas, para cada 100 litros de leite
utilizados;

XI. Prensagem dos Queijos: 0s queijos devem ser transportados para prensas
coletivas verticais ou individuais e prensados por 30 minutos, com 8 a 10 vezes 0 peso
do queijo. Em seguida virar os queijos dentro das proprias formas e prensar com igual
peso por trés a quatro horas.

XI1. Embalagem: feita em sacos plésticos, do tipo Cray-0-vac.

Segundo PERRY (2004), metodologias de producédo do queijo de coalho diferem de
uma queijaria para outra, porém, o processo basico de fabricacdo dos queijos é comum a quase

todos, conforme ilustrado na figura 4.
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Figura 4. Fluxograma geral do processo de producdo do queijo de coalho.

Fonte: Adaptado de DANTAS, 2012.
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2.1.2 Local de comercializagéo dos produtos: Feiras livres

A palavra feira deriva do latim feria, significa dia de festa, é utilizada para designar o
local escolhido para efetivacdo de transacfes de mercado em dias fixos e horarios determinados.
Possui um formato tradicional de varejo, que ndo conta com lojas fisicas ocorrendo em
instalacBes provisorias montadas nas vias publicas em pontos estratégicos da cidade (COLLA
et al., 2007; COELHO; PINHEIRO, 2009). As feiras constituem uma modalidade de mercado
varejista ao ar livre realizadas com periodicidade semanal e organizadas como servigo de
utilidade publica, voltado a distribuicdo local de géneros alimenticios e outros produtos basicos
(ALMEIDA, 2011).

A feira livre é considerada um dos locais mais populares de comercializacdo de
alimentos a varejo, com circulacdo dentro das areas urbanas. Contudo essa comercializacao é
motivo de preocupacao constante, devido as suas deficiéncias higiénico-sanitarias (GARCIA et
al., 2000).

Segundo Amorim et al. (2014), os queijos informais ndo passam por controle de
qualidade, além disso, ndo sdo inspecionados e geralmente sdo comercializados nas feiras sem
os cuidados necessarios na producao e conservacao (figuras 5 e 6). O que implica uma série de
problemas na sua qualidade, levando a altos niveis de contaminagdo por micro-organismos,
justificada pela manipulacéo excessiva, falta de boas praticas e alto teor de umidade do produto,
0 que favorece o desenvolvimento de micro-organismos.

Além disso, nas feiras livres, os alimentos ficam expostos sob condicGes deletérias,
sendo submetidos as acdes diretas dos micro-organismos provenientes da contaminagdo do
ambiente, devido a embalagem e acondicionamento inadequados (GERMANO; GERMANO,
2001).

Outro problema, é que na comercializacdo de queijos, comumente 0s produtos sao
vendidos em pedacos (figura 7), havendo o perigo de incorporacdo de matérias estranhas de
origem bioldgica ou terra no produto, devido a falhas e excesso de manipulacao durante a venda
a retalho, higienizacéo precaria das bancas e dos utensilios utilizados pelos feirantes e também

por contaminacéo cruzada entre os produtos expostos (RONCADA; CORREIA, 1997).
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Figura 5. Exposicédo das pecas de queijo de coalho nas feiras livres de Garanhuns — PE.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6. Exposicéo das pecas de queijo de coalho comercializados nas feiras livres de Garanhuns —
PE.

Fonte: Arquivo Pessoal.



Figura 7. Venda em pedacos do queijo de coalho em feiras livres da cidade de Garanhuns-PE.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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2.2 Salmonella spp. um perigo para saude publica

Os micro-organismos do género Salmonella spp. sdo considerados um dos principais

patdgenos envolvidos em surtos de origem alimentar no mundo (GERMANO; GERMANO,

2008). No Brasil, dados do Ministério da Saude, colocam esse micro-organismo como um dos

principais causadores de DTAs nos anos de 2007 a 2017 (figura 8) (BRASIL, 2017). E
imprescindivel destacar que a subnotificacdo dos surtos de origem alimentar nos servigos de
vigilancia epidemiol6gica, é uma realidade mundial. INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS, 2002).

Em funcdo dos riscos que esse importante patdgeno representa para a saude dos

consumidores, é de vital importancia que se apreenda maior e melhor conhecimento, bem como

se desenvolvam técnicas mais eficazes para detecta-los.

Figura 8. Agentes etioldgicos responsaveis pelos surtos de DTA no Brasil de 2007 a 2017*
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*2016 e 2017: Dados sujeitos a atualizacéo.
Fonte: Adaptado de BRASIL 2017.
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2.2.1 O género Salmonella

Bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae, s&o
bastonetes Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerobios facultativos e podem
crescer em uma ampla faixa de temperatura de 7 a 48°C (ADAMS, 2008).

Estes micro-organismos possuem vasta distribuicdo mundial, estando presente nos
ambientes de producdo animal, o que representa um grande problema sanitario. O género é
dividido em trés espécies: Salmonella enterica, S. bongori e S. subterranea. A espécie S. enterica
possui seis subespécies: arizonae, diarizonae, houtenae, indica, salamae e enterica e,
aproximadamente, 2.500 sorotipos, porém somente 60 sdo de importancia méedica humana ou
animal, sendo que os sorovares de importancia na salde publica pertencem a S. enterica sub.
enterica (SHELOBOLINA et al., 2004; GAST, 2008). Estes micro-organismos possuem
temperatura ideal em torno de 37°C e pH de aproximadamente 7,0 (LEVINSON, 2005).

A sua sorotipificacdo é fundamentada no documento designado Kauffmann-White
Schemeque, consistindo na caracterizagdo realizada por testes de aglutinagdo em que séo
aplicados os antigenos somaticos (O) e flagelares (H), assim como em padrdes de fermentacao
de acuUcares e susceptibilidade a bacteriofagos. Salmonella enterica, subespécie enterica,
sorotipo Typhimurium e Enteritidis sdo os sorotipos predominantes em salmonelose humana
(SHINOHARA, 2008). Estes micro-organismos sao sensiveis ao calor, portanto a pasteurizacao
e tratamentos térmicos semelhantes sdo capazes de elimina-los dos alimentos (FERNANDES,
2009).

2.2.2 Infeccdo por Salmonella spp.

Calcula-se em todo o mundo que a quantidade de gastroenterites causadas por
Salmonella spp. é superior a 93,8 milhGes de casos, resultando em torno de 155.000 mortes por
ano (HENDRIKSEN et al., 2011; TSOLIS et al., 2011). A dose infectante para a ocorréncia da
doenca varia de 10° a 108 UFC/g, entretanto o desencadeamento da salmonelose depende do
grau de resisténcia do hospedeiro, da viruléncia e estado fisiologico da cepa e da matriz
alimentar carreadora (HUMPRHEY, 1991).

Os principais veiculos de transmissdo sdo alimentos de origem animal, como aves,
ovos, carnes, peixes, frutos do mar, laticinios como leite e queijos oriundos de leite ndo
pasteurizados e sorvetes (SHINOHARA et al., 2008). Dentre estes alimentos, 0s lacteos se

destacam, sendo que, segundo o Ministério da Saude, o leite e seus derivados foram associados
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como veiculos de transmissdo de 2,8% dos surtos de doencas transmitidas por alimentos que
ocorreram no Brasil no periodo de 2007 a 2017 (figura 9) (BRASIL, 2017).

Figura 9. Distribuicdo de alimentos incriminados em surtos de DTA no Brasil durante o periodo de
2007 a 2017*.

Cereais, farinaceos e produtos derivados . 1,90%
Doces e sobremesas . 2,00%

Carne bovina e derivados . 2,10%
Leite e derivados . 2,80%

Ovos e produtos a base de ovos - 3,70%

Agua - 6,20%
Outros - 6,30%
Alimentos mistos - 8,60%
Incondusivo - 9,30%
ignorado .

57,10%

*2016 e 2017: Dados sujeitos a atualizagao.
Fonte: Adaptado de BRASIL 2017.

Em humanos, a infec¢do apresenta-se de trés formas diferentes, que diferenciam-se de
acordo com sorovar envolvido. Os sorovares adaptados sdo o S. Typhi que causa a febre tiféide,
o S. Paratyphi causador da febre entérica e 0s sorovares ndo adaptados que sdo responsaveis
pelas gastroenterites (PAIM, 2016).

A forma de disseminacao do sorovar S. Typhi é interpessoal, por intermédio da agua e
alimentos contaminados com material fecal humano. Entre os sintomas estdo a febre alta,
diarreia e vomitos, podendo causar até septicemias (BRASIL, 2005). Na febre entérica, causada
pela S. Paratyphi, a infecgdo esta relacionada com o consumo de alimentos crus, como leite,
vegetais e ovos, 0s sintomas clinicos s&o mais brandos podendo também evoluir para um quadro
de septicemia, 0 seu periodo de incubagéo varia de 6 a 48 horas e a duragdo média da doenca é
de aproximadamente trés semanas. E importante ressaltar que apos a infeccdo, o individuo
torna-se portador por meses ou anos representando entdo uma fonte constante de infecgédo
(SHINOHARA et al., 2008).
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A gastroenterite causada pelos sorovares ndo adaptados ndo é caracterizada pela
ocorréncia de curso rapido, tendo manifestacdo dos primeiros sintomas entre 12 e 36 horas ap0s
a ingestdo do alimento contaminado, principalmente ovos e produtos carneos. A diarreia,
nauseas e dor abdominal sdo os sintomas mais comuns desta manifestacdo (FORSYTHE,
2013). A maior parte dos casos de gastroenterites sdo auto limitantes, ndo sendo necessario o

tratamento com terapias antimicrobianas (MOREIRA, 2012).

2.2.3 Deteccdo de Salmonella spp. em alimentos

Existe uma busca constante pelos pesquisadores da area de alimentos por uma
metodologia adequada e eficiente para detectar micro-organismos em alimentos (GIOMBELLI,
2000). A identificacdo de Salmonella spp. em alimentos pode levar em torno 4 a 7 dias quando
0 ensaio é realizado de acordo com a metodologia tradicional ISO 6579, sendo necessarios 3 a
4 dias para obtencdo de resultado negativo confirmatério neste método (BENNETT et al.,
1998).

Os procedimentos padrdes para isolamento de Salmonella spp. sdo especificados por
organismos internacionais, como ISO (International Standards Organization), APHA
(American Public Health Association), AOAC (Association of Official Analytical Chemists),
IDF (International Dairy Federation), BSI (British Standards). Porém, ndo existe uma Unica
metodologia que possa ser aplicada para todos os tipos de alimentos (TIEJEN; FUNG, 1995).

Para a escolha do melhor método de analise é necessario considerar quais 0s objetivos
da mesma, pois esses determinam o tipo de analise (um indicador), método (rapidez, preciséo,
repetibilidade e reprodutibilidade), a aliquota analisada (produto final ou da linha de producéo),
a interpretacdo do resultado, as acOes a adaptar e os ajustes do processo (FRANCO, 1999;
ICMSF, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2004).

Para a deteccdo deste agente através do método convencional de analise, é necessario
um longo tempo para obtencdo de resultados e um grande nimero de etapas, sendo estes 0s
principais motivos para o desenvolvimento de novas técnicas para pesquisa de Salmonella spp.
em alimentos, que tem como objetivos principais a reducdo do tempo de analise, e a
simplificacdo do trabalho laboratorial, além da reducéo do custo da anélise (BLACKBURN,
1993).
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2.2.3.1 Método convencional

O método tradicional de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos envolve
basicamente cinco etapas: 1) o pré-enriquecimento em caldo nédo seletivo para restaurar células
injuriadas a uma condic&o fisioldgica estavel; 2) enriquecimento seletivo, no qual a amostra é
novamente colocada em caldo de cultivo, contendo reagentes inibitérios que permite a
multiplicacdo de Salmonella spp, enquanto restringe a proliferacdo da maioria das outras
bactérias; 3) semeadura em meios sélidos seletivos que restringem a multiplicacdo de outras
bactérias que ndo Salmonella ; 4) testes bioquimicos, que fornecem dados fenotipicos da cultura
isolada; 5) sorotipagem para caracterizacdo antigénica, que € o passo definitivo e prové a
identificacdo especifica da cultura isolada (figura 10) (BAILEY et al., 1991).

Figura 10. Fluxograma para isolamento e identificagdo de Salmonella em alimentos.
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A etapa 4, observada na figura 10, refere-se a primeira parte de confirmacdo do teste,
nomeado de teste de triagem, que tem como objetivo verificar se as coldnias tipicas que
cresceram na etapa 3 sdo de fato Salmonella. Nesta triagem, as colonias sdo submetidas aos
testes de descarboxilagéo da lisina, fermentagéo da lactose e/ou sacarose e produgéo de sulfeto
de hidrogénio, em agar lisina ferro (LIA) e agar triplice aglcar ferro (TSI), permitindo excluir
das etapas subsequentes colonias que ndo sao tipicas de salmonela (SILVA, JUNQUEIRA;
SILVEIRA, 1997; AOAC, 2002; FORTUNA; FRANCO, 2005).

Ja a etapa 5, refere-se a segunda parte de confirmacao do teste, que é realizado atraves
de provas soroldgicas em que as coldnias caracteristicas que se desenvolveram na etapa 3 e
continuam sendo caracterizadas como coldnias tipicas apds a etapa 4, serdo submetidas ao teste
soroldgico somatico polivalente para a confirmacdo do diagndstico (FORTUNA; FRANCO,
2005).

2.2.3.2 Métodos rapidos

Nos ultimos anos, houve um aumento no desenvolvimento de métodos de analise de
alimentos, mais rapidos e muitas vezes mais sensiveis do que os métodos tradicionais (VON
BLANKENFELD-ENKVIST; BRANNBACK, 2002). Dentre estes, os métodos imunol6gicos
e moleculares tém recebido uma atencdo muito grande por parte de pesquisadores e da industria.

As técnicas imunologicas se destacam entre os métodos rapidos, pois contam com a
especificidade da ligacdo do anticorpo com o antigeno. Os testes imunoldgicos se baseiam nas
reacOes antigeno-anticorpo, 0s quais geralmente utilizam anticorpos marcados com uma enzima
cromogénica, sendo a leitura dos resultados facilitada por equipamentos leitores (BEUMER, et
al., 1991; FRANCO, 1999; REIS, et al., 2001; ALCOCER; OLIVEIRA, 2003).

O método imunocromatografico se baseia em interacBes antigeno-anticorpo. E
formado por um dispositivo plastico que contém duas ou trés camaras que se intercomunicam.
As camaras possuem em seu interior um material absorvente revestido por anticorpos
especificos ligados a particulas do latex na camara controle. Coloca-se uma aliquota da amostra
na cadmara de inoculagdo e caso 0 micro-organismo alvo esteja presente, acontecera uma ligagdo
anticorpo-latex com migracdo do complexo através do material absorvente. J& na camara teste,
0 complexo antigeno-latex-anticorpo sera capturado por anticorpos especificos ao complexo, o
que resultara numa banda visivel de precipitacdo. Na camara controle, o excesso de migracao
forma outra linha de precipitacdo que assegura que o material passou por todas as camaras do

Kit. Este teste é simples e rapido, e um exemplo deste teste imunocromatogréafico é o Singlepath
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Salmonella (FUNG, 1994; PATEL, 1994; GIESE, 1995; GRIFFITHS, 1995; OLSON, 1996;
FRANCO; LANDGRAF, 2004; FENG, 2007)

Quando se compara 0os métodos imunoldgicos aos métodos tradicionais, 0 tempo de
ensaio é reduzido em até dois dias, o teste € mais sensivel e especifico, contudo a anélise
estatistica demonstra que nédo ha diferenca entre os métodos (BEUMER, et al., 1991; FRANCO,
1999; AOAC, 2002).

Tapchaisri apud Dickel et al (2005), realizou deteccdo de Salmonella pelo método
convencional, PCR e ELISA, para avaliar a sensibilidade, especificidade, eficacia e valores
preditivos chegando a conclusédo de que o teste ELISA é o mais simples, sensivel, especifico e

mais barato.

2.2.4 Prevencao e controle

Para prevencao e controle das salmoneloses é necessario evitar riscos de contaminacgéo
cruzada, assegurar um aquecimento suficiente dos alimentos, comprovar que os manipuladores
de alimentos estdo em bom estado de salde, promover um adequado controle de pragas e
roedores em areas de manipulacao e venda de alimentos, e incrementar a vigilancia e detec¢édo
de Salmonellas sobre todos os alimentos cozidos (HAYES, 1993 apud FORTUNA; FRANCO,
2005).

De acordo com Ordofiez Pereda e Cambero Rodriguez (2005), as medidas de
prevencdo de Salmonella spp. sdo simples, o problema € que existe uma dificuldade de adocgéo
das mesmas, como por exemplo, a correta lavagem das méos de manipuladores de alimentos,
cuidados desde a recepc¢do da matéria-prima até o preparo e consumo do alimento, higienizacao

adequada dos utensilios e dos equipamentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo e obtencdo das amostras

Foram avaliadas 12 amostras de queijo de coalho, comercializadas em feiras livres de
seis bairros da cidade de Garanhuns, localizada em Pernambuco, sendo que os bairros foram
nomeados de 1+ a 6 (figura 11 e quadro 1). A cidade possui uma populacao estimada pelo censo
2010 de 138.642 pessoas. (BRASIL, 2010). Em cada feira foram coletadas duas amostras
durante os meses de novembro e dezembro de 2017. As amostras coletadas foram transportadas
em caixas isotérmicas com gelo reciclavel até o laboratério de sanidade e reproducdo de

ruminantes da UAG-UFRPE, onde foram registradas (quadro 2) e analisadas.

Figura 11. Localizacdo dos principais bairros da cidade de Garanhuns-PE.

1 - Severiano de Moraes Filho y
2 - Francisco Simao dos Santos Figueira
3 - Magano \
4 - Heliopolis

5 - Sdo José

6 - Boa Vista

7 - Aluisio Pinto

8 - Dom Hélder Camara

9 - Dom Thiago Posima

10 - José Maria Dourado

11 - Novo Heliépolis

12 - Santo Anténio

424

Fonte: Adaptado de Google Maps, visualizado em dezembro de 2017.
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Quadro 1. Populacdo dos principais bairros da cidade de Garanhuns-PE.

Bairro Populacéo Jovens* Idosos*
Boa Vista 10.722 2.345 968
Francisco Siméo dos Santos Figueira 11.270 3.233 595
Heliopolis 19.409 4.773 1.718
Magano 12.148 3.363 796
Séo José 11.636 2.801 908
Severiano de Moraes Filho 19.971 5.434 1.442

*Dados coletados por jovens com a faixa etaria de 0 a 14 anos e por idosos com mais de 65 anos.
Fonte: IBGE: https://cens02010.ibge.gov.br/sinopseporsetores/?nivel=st.

Quadro 2. Identificacao das amostras de queijos das feiras-livres.

Amostra Bairro onde foi coletada
Q1.1 Severiano de Moraes Filho
Q1.2 Severiano de Moraes Filho
Q2.1 Francisco Simdo dos Santos Figueira
Q2.2 Francisco Siméo dos Santos Figueira
Q3.1 Magano
Q3.2 Magano
Q4.1 Helidpolis
Q4.2 Heliopolis
Q5.1 Sdo José
Q5.2 Sao José
Q6.1 Boa Vista
Q6.2 Boa Vista

3.2 Deteccao de Salmonella spp. pelos métodos convencional e imunocromatogréafico

O isolamento e confirmacdo de Salmonella spp. nas amostras de queijo de coalho,
foram realizados atraves de duas metodologias, convencional e imunocromatografico. O
método analitico convencional foi baseado na metodologia definida pela Instru¢cdo Normativa
n°62/2003 (BRASIL, 2003) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA).
Para o método imunocromatografico, utilizou-se o kit de diagnostico répido Singlepath
Salmonella (Merck-Millipore), com o intuito de se avaliar a eficacia e obter o resultado mais

rapidamente.
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3.2.1 Isolamento de Salmonella spp. pelo método convencional

Para isolamento convencional de Salmonella spp., foi utilizada a metodologia, a qual é
dividida em quatro etapas.

Etapa I - consistiu em enriquecimento em caldo néo seletivo para recuperagéo das células, 25¢
de cada amostra de queijo de coalho foram adicionadas em 225mL de Agua Peptonada
Tamponada (APT), e incubadas por 24h a 37°C.

Etapa Il - nesta fase foi realizado o enriquecimento seletivo em que estimulou-se a
multiplicacdo de salmonelas com redugdo ou inibigdo de outros micro-organismos. Uma
aliquota de 0,1mL do caldo APT foi adicionado em 10mL do caldo Rappaport-Vassiliadis (RV)
e incubado por aproximadamente 18h a 42°C. Ao final deste periodo, os caldos RV que
demonstraram turbidez foram utilizados para semeadura por estrias em placas de Agar
Desoxicolato-Lisina-Xilose (XLD) e Agar Hektoen Entérico (HE), as quais foram incubadas a
37°C por 24 horas.

Etapa Il - nesta etapa foi realizada a confirmac¢&o bioquimica das col6nias tipicas, em que com
0 auxilio de uma agulha de inoculacdo foi selecionada uma colénia tipica, a qual foi semeada
em tubos inclinados de Agar Triplice Actcar Ferro (TSI), Agar Lisina Ferro (LIA) e Uréia,

realizada a semeadura em picadas na rampa, os tubos foram incubados por 24h a 35°C.

Etapa IV - foi realizada a confirmacdo soroldgica através de anti-soro somatico O
(termoestavel) e anti-soro flagelar H (termolabel), geralmente associado a motilidade, da
empresa Probac, esta andlise foi realizada de acordo com a 1SO 6579:2002 (International

Standartization Organization).

Foi colocado uma gota de cada anti-soro em uma placa de vidro e com o auxilio de
uma alca de platina, selecionou-se uma coldnia do agar XLD. Esta coldnia que estava na alca,
foi homogeneizada com os anti-soros O e H, apos o qual foi observada uma reacdo antigeno-
anticorpo. Nos casos em que a reacao foi positiva, houve a formacéo de grumos, denominada
aglutinacdo, esta reacdo homologa é rapida e de alta afinidade. Nos casos de rea¢Ges negativas
ndo houve formacdo de grumos e a reagdo foi fragil e lenta, sendo portanto considerada

negativa.
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3.2.2 Deteccdo de Salmonella spp. pelo método rapido imunocromatografico

A deteccdo de Salmonella spp. foi realizada atraves da utilizacdo do teste répido
imunocromatografico Singlepath Salmonella (Merck-Millipore), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Inicialmente, 259 de cada amostra foram adicionadas em 225mL
de Agua Peptonada Tamponada (APT), e incubadas por 24h a 37°C. Em seguida, 0,1mL do
caldo APT foi adicionado em 10mL do caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e, entdo, incubado
por aproximadamente 18h a 42°C. Ao final deste periodo, os caldos RV que demonstraram
turbidez foram utilizados para realizar o teste rapido Singlepath Salmonella. Foi retirada uma
aliquota de 2mL do caldo RV das amostras e colocado em eppendorfs, os quais foram fervidos
em banho-maria por 15 minutos, a suspensao permaneceu a temperatura ambiente antes de ser
utilizada. Com o auxilio de uma micropipeta, foram aplicados 160 L no teste rapido e apés 20
minutos foi realizada a leitura final do teste (figura 12). Como controle positivo, foi utilizada
uma cepa padréo (S. Typhimurium ATCC 14028).

Figura 12. Aplicacdo da amostra no dispositivo do teste rapido imunocromatografico.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o teste rapido Singlepath Salmonella (Merck-Millipore), 83,33%
(10/12) das amostras foram positivas para Salmonella spp. (figuras 13 e 15). Dessas, duas
amostras obtiveram resultado fraco positivo no teste, e foram consideradas positivas. Pela
metodologia convencional de isolamento, 66,7% (8/12) das amostras apresentaram-se positivas
para Salmonella spp. (quadro 3 e figura 14). Assim, as amostras que contém este patdgeno séo
consideradas improprias para consumo humano, segundo a RDC n° 12 da ANVISA (BRASIL,
2001b). A diferenca no percentual de ocorréncia de Salmonella spp. entre o teste rapido e a
analise convencional, pode ser explicada pelo fato do teste rapido ser realizado diretamente
através da cultura do caldo RV. Desta forma, além de Salmonella spp, populacGes de diferentes
bactérias competidoras poderiam estar contidas na aliquota retirada para realizacdo do teste,
mesmo que em uma quantidade inferior.

Ja na analise convencional, os resultados negativos podem ser justificados, através dos
testes bioquimicos e soroldgicos ndo caracteristicos para a confirmagdo do patdégeno. Sendo
assim, a auséncia do patégeno nas placas pode ocorrer, pois segundo Almeida et al. (2012),
Salmonella sp. possui baixa capacidade competitiva em relacao a bactérias do grupo coliformes
e do género Staphylococcus. De acordo com Melo et al. (2013), a presenca de bactérias laticas
e bactérias do grupo coliforme contribuem para acidificacdo no meio, tornando 0 mesmo
adverso a sobrevivéncia de Salmonella. Assim, este ambiente pode resultar na sua inativacao
ou em numeros indetectaveis em alimentos, em situacfes que apresentam baixa contaminacgao
inicial.

De forma semelhante Garcia et al. (2016), relataram a presenca de Salmonella sp. em
67% das amostras de queijos frescos artesanais comercializados na regido norte de Minas
Gerais. Santana (2008), detectou a presenca deste micro-organismo em 26,7% das amostras de
queijo de coalho vendidos em Aracaju, SE. Ja Mendes et al. (1999), avaliaram queijo de coalho
comercializado em Recife, oriundos de 15 municipios de Pernambuco e observaram a presenga
de Salmonella sp. em 73,3% dos queijos produzidos. Feitosa et al. (2003), relataram a presenca
de Salmonella sp. em 9% dos queijos analisados, em diferentes microrregides do estado do Rio
Grande do Norte. Os resultados desse trabalho diferem dos obtidos por Amorim et al. (2014) e
Melo et al. (2009), que ndo observaram a presenca deste micro-organismo em queijos Minas
padréo.

Como Salmonella spp. é considerado o principal causador de DTAs, a alta ocorréncia

deste em produtos de origem animal, denota uma preocupacao para a saude publica.
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Quadro 3. Resultado da presenca de Salmonella spp. em amostras de queijo coalho analisadas através

de teste rapido imunocromatografico e analise convencional.

Amostra Convencional Rapido

QL1 Negativo Negativo
Q1.2 Positivo Positivo

Q2.1 Positivo Positivo

Q2.2 Negativo Fraco positivo
Q3.1 Positivo Positivo

Q3.2 Negativo Fraco positivo
Q4.1 Positivo Positivo

Q4.2 Negativo Negativo
Q5.1 Positivo Positivo

Q5.2 Positivo Positivo

Q6.1 Positivo Positivo

Q6.2 Positivo Positivo
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Figura 13. Teste utilizado como controle positivo com inoculacédo de Salmonella sp.*

Controle
S. Typhimurium ATCC 14028

Singlepath®
SALMONELLA

Merck KGaA
Darmstadt, Germany

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 14. Testes soroldgico para Salmonella spp.®

Fonte: Arquivo pessoal.

4 De acordo com o fabricante, esperou-se um tempo de 20 minutos para avaliagdo do resultado, sendo usado como
controle positivo uma cepa padrao (S. Typhimurium ATCC 14028). Uma amostra € considerada positiva se em 20
minutos ou antes desse tempo, as linhas vermelhas aparecerem nas zonas: teste (T) e controle (C), e negativa se
nenhuma linha vermelha aparecer na zona de teste (T), mas aparecer claramente na zona de controle (C) 20 minutos
apos a aplicacdo da amostra no dispositivo.

5 Sendo flagelar (direito) e 0 somatico (esquerdo). E observado a reacio de aglutinacdo no anti-soro flagelar.



Figura 15. Amostras submetidas ao teste rapido. ©

Fonte: Arquivo pessoal.

® Amostra Q.4.1 (Positiva) e Amostra Q.4.2 (Negativa).

40
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o presente estudo, demonstram uma alta ocorréncia de
Salmonella spp. em queijos de coalho comercializados em feiras livres de Garanhuns, sendo
que a contaminacdo por este patdgeno torna o produto improprio para consumo e oferece um

grande risco a saude da populacéo.
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