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RESUMO 
 

O queijo minas frescal é um produto tipicamente brasileiro, sendo muito consumido 

no país por se tratar de um produto de baixo custo e grande oferta no mercado. Este 

estudo avaliou a qualidade microbiológica de cinco amostras de queijos minas 

frescais de fabricação informal comercializados em uma feira permanente do Distrito 

Federal. As análises realizadas foram: determinação de coliformes termotolerantes, 

contagem de Staphylococcus aureus, pesquisa de Salmonella spp. e identificação 

molecular de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus por técnica de PCR. Os resultados 

revelaram que das cinco amostras analisadas quatro amostras estavam impróprias 

para o consumo de acordo com a legislação brasileira. Coliformes termotolerantes 

foram encontrados em todas as amostras, com númenos superiores ao permitido na 

legislação brasileira (≥ 2,69 log NMP/g) em duas amostras (amostras 2 e 3). Após 

análise molecular, E. coli foi identificada nas cinco amostras analisadas. A amostra 2 

que estava imprópria para o consumo pelo excesso de coliformes termotolerantes, 

também apresentou Salmonella spp. (confirmada geneticamente). S. aureus foi 

encontrada em quatro das cinco amostras analisadas, com populações superiores 

ao permitido na legislação brasileira (≥ 2,69 log UFC/g) em três amostras (amostras 

3, 4 e 5). E a região gênica Nuc identificada através de PCR indicou que as 

bactérias S. aureus provenientes dessas amostras eram produtoras de 

enterotoxinas. Estes resultados mostraram que os queijos minas frescais de 

fabricação informal expostos para o consumo nessa feira permanente do DF podem 

ser um veículo para a transmissão de bactérias patogênicas e indicaram a 

necessidade de melhorar a qualidade na cadeia de produção para garantir a vida útil 

e a segurança microbiológica desses produtos. 

 

Palavras-chave: queijo fresco, análises microbiológicas, análises moleculares, 

PCR. 
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ABSTRACT 

 

The minas fresh cheese is a typical Brazilian product; it is much consumed in the 

country because it is low cost and has great offer in the market. This study evaluated 

the microbiological quality of five minas fresh cheeses samples marketed at a 

permanent fair in the Federal District. The analyzes performed were: determination of 

thermotolerant coliforms, Staphylococcus aureus count, search for Salmonella spp. 

and molecular identification of E. coli, Salmonella spp. and S. aureus by PCR 

technique. The results revealed that of the five samples analyzed, four samples were 

unfit for consumption according to Brazilian legislation. Thermotolerant coliforms 

were found in all samples, with populations higher than allowed by Brazilian 

legislation (≥ 2.69 log MPN/g) in two samples (samples 2 and 3). After molecular 

analysis, E. coli was identified in the five samples analyzed. Sample 2 that was unfit 

for consumption by excess thermotolerant coliforms also showed Salmonella spp. 

(genetically confirmed). S. aureus was found in four of the five samples analyzed, 

with populations higher than allowed by Brazilian legislation (≥2.69 log CFU/g) in 

three samples (samples 3, 4 and 5). And the gene Nuc region identified by PCR 

indicated that the S. aureus bacteria from these samples were enterotoxin producers. 

These results showed that the artisanal minas fresh cheeses exposed to 

consumption at this permanent Federal District fair can be a vehicle for the 

transmission of pathogenic bacteria and indicated the need to improve the quality in 

the production chain to guarantee the shelf life and microbiological safety of these 

products. 

 

Keywords: fresh cheese, microbiological analyzes, molecular analyzes, PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. As feiras permanentes do Distrito Federal 

 

Como feiras populares destacam-se no DF, segundo a Lei Nº 4.748 de 02 de 

fevereiro de 2012, as feiras permanentes, onde se “realizam atividades mercantis de 

caráter constante realizada em logradouro público destinado para esse fim, com 

instalações comerciais fixas e edificadas para comercialização dos produtos 

referidos para as feiras livres e produtos de bazar e agropecuários, refeições típicas 

regionais, jornais, revistas, além de prestação de pequenos serviços, na forma do 

regulamento” (FEDERAL, 2012). 

O DF é formado por 31 regiões administrativas. Brasília foi concebida como 

Plano Piloto, formada pelas Asa Sul e Asa Norte e o Eixo Central e localidades 

periféricas onde estão as demais regiões administrativas, historicamente 

denominadas de “Cidades Satélites” localizadas entre 6 e 60 km do Plano Piloto, 

sendo elas: Brazlândia, Candangolândia, Ceilândia, Cruzeiro, Gama, Guará, Lago 

Norte, Lago Sul, Núcleo Bandeirante, Paranoá, Planaltina, Recanto das Emas, 

Riacho Fundo I e II, Samambaia Santa Maria, São Sebastião Sobradinho, 

Taguatinga (MADEIRA, 2007). 

As “Feiras Permanentes” existem somente fora do Plano Piloto e dos Lagos 

Sul e Norte, sendo identificadas atualmente 36 feiras em funcionamento, como as 

feiras do Núcleo Bandeirantes (a mais antiga, criada em 1959), a Feira do Cruzeiro 

(1962), a Feira Central de Ceilândia (1967) e a Feira do Guará (1969). Estas não 

são itinerantes e se constituíram com a realização do comércio e manifestações 

culturais variadas. A infraestrutura dessas feiras é bem diversa. Em geral, são 

construções de alvenaria com espaços caracterizados para a venda de produtos 

alimentícios frescos como queijos, verduras, frutas, carnes e temperos, entre outros 

itens (MADEIRA, 2007). 

 

1.2. Produção e qualidade do queijo minas frescal 

 
Devido a seu alto teor de umidade e por ser manipulado, o queijo minas 

frescal apresenta condições propícias à contaminação, sobrevivência e multiplicação 

bacteriana, podendo estas bactérias ser patogênicas e causar intoxicações e/ou 
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infecções alimentares nos seres humanos (MIRANDA et al., 2016). É de se esperar, 

portanto, uma alta preocupação acerca da qualidade microbiológica do leite e do 

queijo minas frescal, de forma a garantir um produto seguro para o consumidor 

(SANTOS & HOFFMANN, 2010). 

 O leite é a principal matéria prima para fabricação de queijos e a qualidade 

do leite cru é a primeira condição para que se obtenha um queijo de qualidade 

(PINTO et al., 2011). O leite cru de boa qualidade pressupõe um gado saudável, 

boas práticas de higiene na ordenha e no manuseio do leite, higienização eficiente 

dos equipamentos e utensílios utilizados e, finalmente, o resfriamento do leite a 

temperaturas entre 0-4 °C, no máximo 2 horas após a ordenha (PERRY, 2004). 

Para garantir que o leite esteja isento de microrganismos contaminantes, 

deve-se iniciar o processo de produção do queijo pela pasteurização adequada do 

leite, processo térmico que tem como objetivo destruir os patógenos e reduzir o 

número de microrganismos em geral (SILVA, 2005; PERRY, 2004, VIEIRA et al., 

2008).  

Segundo VIEIRA et al. (2008), quando o número de bactérias deteriorativas 

ou patogênicas iniciais do leite é elevada, a pasteurização não é suficiente para a 

destruição da maioria desses microrganismos. O leite com alta carga microbiana 

inicial é um problema para a indústria de laticínios, uma vez que se torna mais ácido, 

resultando em produtos de má qualidade e mais perecíveis. Ainda segundo VIEIRA 

et al. (2008), apesar de a legislação brasileira exigir a utilização de leite pasteurizado 

no preparo de queijo minas frescal, é bastante frequente a comercialização do queijo 

minas artesanal ou informal que não atende a essa especificação legal. 

As etapas do processo de produção do queijo minas frescal incluem 

pasteurização do leite, adição de coalho, tratamento da massa com corte da 

coalhada e liberação do soro, enformagem, salga, embalagem e armazenamento, de 

forma que se obtenha um queijo fresco não maturado e pronto para o consumo 

(SILVA, 2005; PERRY, 2004).  

Após a pasteurização do leite é necessário à adição do coalho que provoca 

coagulação enzimática do leite, dando origem à massa. Com o fim da coagulação, 

procede ao tratamento de massa, onde a mesma sofre fragmentação, com o objetivo 

de promover a retirada do soro. Após o procedimento de enformagem, que promove 

forma cilíndrica ao queijo, como normalmente é comercializado, é realizada a salga 

em sua superfície, garantindo o sabor, controle da umidade e conservação do 
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produto. Por fim, o produto é embalado, geralmente, em sacos plásticos e 

armazenado sob refrigeração, a fim de garantir o tempo de validade e retardar o 

crescimento de microrganismos contaminantes (SILVA, 2005).  

Caso não haja boas práticas de fabricação na produção do queijo, a matéria 

prima pode ser recontaminada após a pasteurização do leite. Assim, as boas 

práticas de fabricação e as medidas de sanificação durante o processamento são 

essenciais para a garantia de um produto de qualidade (SANGALETTI et al., 2009). 

Para o controle microbiológico dos queijos minas frescal, é essencial que se 

respeite a temperatura adequada de conservação no armazenamento, onde, de 

acordo com a Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (ABIC) é recomendado, 

que a temperatura não seja maior que 8ºC. Porém, essa temperatura de 

conservação muitas vezes não é respeitada nos pontos de venda da mercadoria, 

como mostrou um estudo realizado pelo INMETRO (2006), onde 12 amostras de um 

total de 21 amostras de queijos minas, o que correspondeu a 57% das amostras, 

apresentaram temperaturas maiores que 8ºC no momento da compra.  

Devido a esses diversos fatores, o queijo minas frescal é um produto bastante 

perecível, mesmo quando corretamente armazenado sob refrigeração, e de curta 

vida de prateleira, devendo ter sua comercialização imediata à fabricação e 

consumo nos primeiros quinze dias após a sua produção (GRANDI & ROSSI, 2006; 

ROCHA et al, 2006; SANGALETTI et al, 2009). 

Assim, as condições higiênico-sanitárias e vida útil do queijo minas frescal 

dependem de vários aspectos entre eles: ausência de um número elevado de 

microrganismos no leite in natura, pasteurização correta do leite, condições 

adequadas de fabricação e manutenção da refrigeração ao longo da cadeia 

produtiva. Tais condições diminuem o risco de o queijo ser um potencial veículo de 

transmissão de microrganismos patogênicos e consequentemente causar surtos de 

doenças transmitidas por alimentos (DTA) pelo seu consumo (LISITA et al., 2009). 

 

1.3. Contaminação microbiológica de queijos tipo minas frescal 

 
Durante a fabricação do queijo minas frescal diversos fatores podem 

comprometer a qualidade do produto final, dentre eles destaca-se a contaminação 

microbiológica da matéria-prima, isso porque, o leite é um ótimo meio de cultivo 

devido a suas características intrínsecas como alta atividade de água, pH próximo 
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ao neutro e riqueza de nutrientes, estando mais suscetível a contaminação 

microbiológica. Além disso, a contaminação do leite pós-pasteurização, a adoção de 

técnicas higiênicas inadequadas na manufatura e o uso de temperaturas 

inadequadas na armazenagem contribuem, também de forma efetiva, para a má 

qualidade do produto final (APOLINÁRIO et al., 2014; PERRY, 2004; SANGALETTI 

et al., 2009; SILVA, 2005). 

Segundo Resende (2010), os queijos artesanais brasileiros têm demonstrado 

problemas relacionados à qualidade microbiológica. As falhas na aplicação de boas 

práticas agropecuárias e de fabricação, a utilização de matéria prima de baixa 

qualidade e a produção sem condições higiênico-sanitárias apropriadas são alguns 

dos fatores que comprometem a qualidade dos queijos artesanais. 

Queijos são, em geral, produtos muito manipulados e, por este motivo, 

passíveis de contaminação, especialmente de origem microbiológica. As bactérias 

do grupo coliforme em altas quantidades são consideradas as principais causadoras 

de deterioração de queijos, o que causa estufamento precoce dos produtos e 

fermentações anormais. Bactérias patogênicas causadoras de doenças transmitidas 

por alimentos (DTA) como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e 

Salmonella spp. também podem estar presentes nos queijos minas frescal de má 

qualidade (BRIGIDO et al., 2004; FERREIRA et al., 2011; GRANDI & ROSSI, 2006; 

PINTO et al, 2011; ROCHA et al., 2006; SANTOS & HOFFMANN, 2010). 

O grupo de coliformes compreende os coliformes totais e termotolerantes, 

sendo que o grupo de coliformes totais é representado por todos os bacilos gram-

negativos, anaeróbios facultativos que não formam esporos e que são capazes de 

fermentar lactose com produção de gás, quando incubados na temperatura de 35-

37ºC por 24-48 horas. Já os coliformes termotolerantes, também conhecidos como 

coliformes fecais, compreendem o grupo de bactérias que vivem no trato 

gastrointestinal de humanos e de animais de sangue quente. Os gêneros 

encontrados nesse grupo são Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter, sendo E. 

coli o melhor e mais conhecido indicador de contaminação de origem fecal 

(FERREIRA et al, 2011; GRANDI & ROSSI, 2006; PINTO et al, 2011; SANGALETTI 

et al, 2009).  Algumas cepas patogênicas de E. coli, ao serem ingeridas, 

multiplicam-se no intestino e produzem toxinas, sendo uma causa comum de 

diarreia (FERREIRA et al, 2011). 
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A contaminação por Salmonella spp. causa infecção alimentar a partir da 

ingestão de bactérias vivas presentes nos alimentos. Salmonella spp. é considerada 

uma das principais bactérias causadoras de DTA em vários países, inclusive no 

Brasil, sendo responsável por sérios problemas de saúde pública e perdas 

econômicas. O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e 

compreende bacilos Gram-negativos anaeróbios facultativos, fermentadores de 

glicose, mas não fermentadores de lactose. Sua temperatura ótima de crescimento é 

em média 38ºC, sendo destruída acima de 60ºC e não apresentando crescimento 

em temperaturas abaixo de 5ºC, e sua forma de transmissão mais comum é pela via 

oral-fecal (BORGES et al., 2010; FRANCO & LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2010). 

As prováveis fontes de contaminação por esta bactéria são águas contaminadas 

com fezes ou até mesmo o contato com animais silvestres infectados. Salmonella 

spp. tem como principal habitat o trato intestinal de aves, répteis e seres humanos 

(FRANCO & LANDGRAF, 2008). 

As bactérias S. aureus podem ser produtoras de toxinas termo resistentes 

causando intoxicação alimentar (PINTO et al., 2011; VIEIRA et al., 2008). A bactéria 

S. aureus tem como principal habitat a pele e membranas mucosas do homem e dos 

animais (KOMATSU et al., 2010). A presença desse microrganismo no leite e em 

seus produtos pode sugerir a utilização de matéria-prima proveniente de animais 

infectados (mastite) ou uma provável contaminação por manipuladores portadores 

assintomáticos (LEJEUNE & RAJALA-SCHULTZ, 2009).  

Listeria monocytogenes é uma espécie patogênica que causa listeriose, uma 

enfermidade que pode ser grave em pessoas imunocomprometidas e apresenta 

como característica a sua capacidade de multiplicação em temperatura de 

refrigeração e relativa resistência térmica. Apesar da importância da ocorrência da 

bactéria L. monocytogenes em produtos lácticos, existem poucos estudos sobre sua 

incidência em queijos produzidos no Brasil (PINTO et al., 2011; VACONCELOS e 

MARIN, 2008). 

A legislação brasileira (BRASIL, 2001), que estabelece o regulamento técnico 

sobre os padrões microbiológicos para alimentos determina os parâmetros 

microbiológicos para queijo minas frescal. De acordo com a RDC n˚ 12 de 02 de 

janeiro de 2001, a quantidade limite para coliformes a 45ºC é de 5x102 NMP/g, para 

Staphylococcus coagulase positiva é de 5x102 UFC/g e Salmonella spp. deve estar 

ausente em 25 g do produto (BRASIL, 2001).  
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Embora a legislação estabeleça os parâmetros microbiológicos para queijos, 

ainda há uma grande comercialização do produto em desacordo com os padrões 

vigentes, pois é comum observar a comercialização do “leite informal”, sem inspeção 

e sem garantia de pasteurização (FERREIRA et al., 2011; QUINTANA & 

CARNEIRO, 2007; VIEIRA et al, 2008). 

 

1.4. Surtos de doenças transmitidas por alimentos 

 
O Ministério da Saúde considera surto de origem alimentar, um episódio em 

que duas ou mais pessoas apresentam os mesmos sinais/sintomas após ingerir 

alimentos e/ou água da mesma origem. Leite e derivados representaram 2,6% das 

fontes de doenças transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil entre os anos 2000 e 

2016 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). De acordo com VACONCELOS e MARIN 

(2008), os relatórios anuais de vários países sobre doenças transmitidas por 

alimentos mostram que leite e derivados são fontes de 1-5% de surtos bacterianos. 

No Brasil, a maioria dos casos de surtos alimentares causadores de 

gastroenterite humana é atribuída à bactéria patogênica Salmonella spp. (7,5%) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016; VIEIRA et al., 2008). Surtos de salmonelose 

atribuídos ao consumo de leite e produtos lácteos têm sido relatados na literatura. 

Na Suíça, no período de 2006 a 2007, foram relatados dois surtos de Salmonella 

entérica, causados pelo consumo de queijos (PASTORE et al., 2008). Em 2008, 

houve três surtos de salmonelose na Holanda e envolveram 152 consumidores 

(DOORDUYN et al., 2008). 

Após a Salmonella spp., as espécies patogênicas de E. coli representam o 

segundo agente etiológico responsável pelos surtos alimentares no Brasil, 

compreendendo 7,2% dos casos e a bactéria S. aureus ocupa o terceiro lugar, 

representando 5,8% dos surtos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016).  

O grande problema da espécie S. aureus é a produção de enterotoxinas em 

alimentos contaminados por esse patógeno, quando estes permanecem por tempo 

variável nas condições de temperaturas entre 10 a 46ºC, com o ótimo entre 40 e 

45ºC. Essas toxinas são as causadoras de surtos de intoxicação alimentar, quando 

há ingestão dos alimentos contaminados (FRANCO & LANDGRAF, 2008). 

APOLINÁRIO et al (2014) afirmou que o processo de pasteurização diminui a 

população de microrganismos presentes no leite, porém toxinas, como a 
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enterotoxina estafilocócica, não são inativadas, podendo causar intoxicações 

alimentares nos consumidores.  

No Estado de Minas Gerais, no ano de 1999, 50 pessoas foram intoxicadas 

após ingerir queijo minas frescal contaminado por S. aureus. Os sintomas de 

intoxicação alimentar (vomito e diarreia) apareceram 1-2 horas após consumo do 

queijo contaminado. As análises dos queijos mostraram contagens de S. aureus 

entre 2,4 x 103 e 2,0 x 108 UFC/g (CARMO et al., 2002). Segundo registros do 

Sistema de Informação para a Vigilância das Enfermidades Transmitidas por 

Alimentos na América Latina e Caribe (SIRVETA), entre 1993 e 2002, ocorreram 250 

surtos de intoxicação estafilocócica envolvendo produtos lácteos com acometimento 

de 4.247 pessoas em 11 países dessa região. Há 16 relatos de surtos causados por 

queijos ocorridos no Brasil, com 86 pessoas acometidas (BORGES et al., 2008; 

INPPAZ/OPS/OMS, 2006; SANTANA et al., 2010). 

Surtos de listeriose relacionados ao consumo de queijos também já foram 

relatados na literatura (BARANCELLI et al., 2011). Surtos associados ao consumo 

de queijos contaminados ocorreram na Suécia (CARRIQUE-MAS et al., 2003), no 

Japão (MAKINO et al., 2005) e na Suíça (BILLE et al., 2006). Surtos recentes de 

listeriose na Áustria e Alemanha, atribuídos ao consumo de queijo tipo “Quargel”, 

resultaram em 4 mortes (FRETZ et al., 2010). 

 

1.5. Biologia molecular na identificação de microrganismos em 

alimentos  

 
Os testes tradicionais de microbiologia de alimentos para fins de identificação 

bacteriana compreendem as técnicas realizadas em meios de cultura não-seletivos e 

seletivos e são complementadas por testes bioquímicos em conjunto com testes 

sorológicos. Entretanto, apesar dessas técnicas serem relativamente baratas, 

sensíveis e de fácil padronização, são também, bastante demoradas quando o 

objetivo é chegar na confirmação do agente patogênico, além disso, podem 

apresentar variabilidade nos resultados, em razão de fatores ambientais sobre a 

expressão gênica e podem apresentar riscos de interpretações errôneas. Com isso, 

fez-se necessário a utilização de técnicas baseadas na amplificação de DNA, como 

é o caso da PCR (Polymerase Chain Reaction) (GANDRA et al, 2008; MENDONÇA, 

2016). 
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A reação em cadeia da polimerase é uma técnica altamente sensível, a qual 

proporciona enzimaticamente amplificações in vitro em milhões de cópias das 

sequências iniciais de DNA ou RNA (GANDRA et al, 2008). De acordo com 

ANDRADE et al (2010), a PCR não é vulnerável a reações atípicas e não depende 

de variações fenotípicas evitando, assim, resultados falso-negativos fornecidos pelas 

técnicas microbiológicas. GRANDA et al (2008) exaltam maior poder de tipificação e 

discriminação, maior rapidez, bom limite de detecção, maior seletividade, 

especificidade, potencial para automação e a possibilidade de trabalhar com 

espécies de bactérias que não são cultiváveis em meios de cultura normalmente 

utilizados. 

A técnica da PCR é realizada por meio da ação da enzima Taq DNA 

polimerase e de oligonucleotídeos iniciadores, os primers, sobre um DNA molde, 

visando a produção de milhões de cópias desta sequência. É uma técnica 

automatizada, onde um aparelho denominado termociclador é capaz de alternar 

repetidamente entre temperaturas ótimas para cada etapa específica do ciclo de 

amplificação: desnaturação, anelamento e extensão (GANDRA et al, 2008; 

SCHEIDEGGER, 2009).  

ZOCCHE & SILVA (2012) relataram que em diversos trabalhos tem sido 

reportado o uso da amplificação in vitro do DNA pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR), para detecção de patógenos diretamente em alimentos. Porém, 

embora essa técnica molecular traga resultados rápidos, principalmente frente a 

surtos alimentares, sua eficácia depende da extração do DNA puro, o que nem 

sempre é possível, principalmente em alimentos ricos em gorduras e proteínas, 

como é o caso dos queijos. 

No estudo de ZOCCHE & SILVA (2012), a PCR foi capaz de detectar em 

amostras de queijos minas artificialmente contaminadas, contaminação por S. 

aureus portadores dos genes sea, seb, sec, sed, see, seg, sei, selj, selm e selo 

presentes em concentrações ≥102 unidades formadoras de colônias por grama de 

queijo (UFC g-1). Apesar disso, foi relatado que poucos trabalhos descrevem 

técnicas moleculares para diagnóstico desses microrganismos diretamente em 

queijos e, que em queijos tipo minas frescal, produto típico brasileiro, não há 

nenhum relato da literatura. 
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2. OBJETIVOS 
 

 

2.1. Objetivo geral 
 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiológica de queijos 

minas frescais de fabricação informal comercializados nas feiras permanentes do 

Distrito Federal. 

 

2.2. Objetivos específicos 
 
 

• Foram realizadas as análises bacteriológicas: determinação do Número Mais 

Provável (NMP) de coliformes termotolerantes, contagem de Staphylococcus 

aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp.  

 

• Foi realizada genotipagem através da técnica de PCR para confirmação dos 

microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp.  
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RESUMO 

 

O queijo minas frescal é um produto tipicamente brasileiro, sendo muito consumido 

no país por se tratar de um produto de baixo custo e grande oferta no mercado. Este 

estudo avaliou a qualidade microbiológica de cinco amostras de queijos minas 

frescais artesanais comercializados em uma feira permanente do Distrito Federal. As 

análises realizadas foram: determinação de coliformes termotolerantes, contagem de 

Staphylococcus aureus, pesquisa de Salmonella spp. e identificação molecular de E. 

coli, Salmonella spp. e S. aureus por técnica de PCR. Os resultados revelaram que 

das cinco amostras analisadas quatro amostras estavam impróprias para o consumo 

de acordo com a legislação brasileira. Coliformes termotolerantes foram encontrados 

em todas as amostras, com populações superiores a 2,69 log NMP/g em duas 

amostras (amostras 2 e 3). Após análise molecular, E. coli foi identificada nas cinco 

amostras analisadas. A amostra 2 que estava imprópria para o consumo pelo 

excesso de coliformes termotolerantes, também apresentou Salmonella spp. 

(confirmada geneticamente). S. aureus foi encontrada em quatro das cinco amostras 

analisadas, com populações superiores a 2,69 log UFC/g em três amostras 

(amostras 3, 4 e 5). Estes resultados mostraram que os queijos minas frescais 

artesanais expostos ao consumo nessa feira permanente do DF podem ser um 

veículo para a transmissão de bactérias patogênicas e indicaram a necessidade de 

melhorar a qualidade na cadeia de produção para garantir a vida útil e a segurança 

microbiológica desses produtos. 

 

Palavras-chave: queijo fresco, análises microbiológicas, análises moleculares, 

PCR. 
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ABSTRACT 

 

The minas fresh cheese is a typical Brazilian product; it is much consumed in the 

country because it is low cost and has great offer in the market. This study evaluated 

the microbiological quality of five minas fresh cheeses samples marketed at a 

permanent fair in the Federal District. The analyzes performed were: determination of 

thermotolerant coliforms, Staphylococcus aureus count, search for Salmonella spp. 

and molecular identification of E. coli, Salmonella spp. and S. aureus by PCR 

technique. The results revealed that of the five samples analyzed, four samples were 

unfit for consumption according to Brazilian legislation. Thermotolerant coliforms 

were found in all samples, with populations greater than 2.69 log MPN/g in two 

samples (samples 2 and 3). After molecular analysis, E. coli was identified in the five 

samples analyzed. Sample 2 that was unfit for consumption by excess 

thermotolerant coliforms also showed Salmonella spp. (genetically confirmed). S. 

aureus was found in four of the five samples analyzed, with populations greater than 

2.69 log CFU/g in three samples (samples 3, 4 and 5). These results showed that the 

artisanal minas fresh cheeses exposed to consumption at this permanent Federal 

District fair can be a vehicle for the transmission of pathogenic bacteria and indicated 

the need to improve the quality in the production chain to guarantee the shelf life and 

microbiological safety of these products. 

 

Keywords: fresh cheese, microbiological analyzes, molecular analyzes, PCR. 
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INTRODUÇÃO 

 

O queijo minas frescal é um produto tipicamente brasileiro, sendo muito 

consumido no país por se tratar de um produto de baixo custo e grande oferta no 

mercado (PASSOS et al., 2009). Entende-se por queijo minas frescal, o queijo obtido 

por coagulação enzimática do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes 

apropriadas, complementada ou não pela ação de bactérias lácticas específicas. 

Apresenta massa crua coalhada, dessorada, salgada e não maturada, coloração 

esbranquiçada e consistência mole (BRASIL, 2004; BRASIL, 1997). 

O queijo minas frescal deve ser produzido a partir de leite tratado 

termicamente. A legislação brasileira não permite a comercialização de queijos 

minas frescal produzidos com leite cru, pois estes não passam por nenhum tipo de 

processo de maturação (BRASIL, 2004; BRASIL, 1997). O queijo minas frescal tem 

pouca acidez e pelo fato de não ser maturado e ter alta umidade (>55%) deve ser 

armazenado em temperatura correta de refrigeração (não superior a 8oC) e 

apresenta curta vida de prateleira (em média de 15 dias) (BRASIL, 1997; 

SANGALETTI et al., 2009; VISOTTO et al., 2011).  

O queijo minas frescal industrializado é elaborado a partir de leite 

pasteurizado, em indústria de laticínio, acompanhada pelo selo do serviço de 

inspeção federal (BRASIL, 1996). Porém também existem os queijos artesanais, de 

fabricação caseira, que não passam por controle de qualidade, não são 

inspecionados e comumente são comercializados em feiras, apresentando 

condições higiênico-sanitárias insatisfatórias durante sua produção e conservação. 

Esses queijos vendidos informalmente não possuem características que 

estabelecem padrões mínimos de segurança alimentar, como: data de validade e 

fabricação, descrição da origem do produto e selos de inspeção. Em feiras é comum 

esses queijos serem expostos em prateleiras sem nenhum tipo de refrigeração 

(KOMATSU et al., 2010; FERREIRA et al., 2011; SILVA, 2015; VISOTTO et al., 

2011). 

Devido a seu alto teor de umidade e por ser manipulado, o queijo minas 

frescal apresenta condições propícias à contaminação, sobrevivência e multiplicação 

bacteriana, podendo estas bactérias ser patogênicas e causar intoxicações e/ou 

infecções alimentares nos seres humanos (KOMATSU et al., 2010; VISOTTO et al., 
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2011). Dessa forma, bactérias patogênicas causadoras de doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) como Staphylococcus aureus, Escherichia coli; Listeria 

monocytogenes e Salmonella spp.  podem estar presentes nos queijos minas frescal 

de má qualidade (BARANCELLI et al., 2011; FERREIRA et al., 2011; PINTO et al, 

2011; SANTOS, HOFFMANN, 2010).  

Os queijos artesanais brasileiros têm demonstrado problemas relacionados à 

qualidade microbiológica. As falhas na aplicação de boas práticas agropecuárias e 

de fabricação, a utilização de matéria prima de baixa qualidade e a produção sem 

condições higiênico-sanitárias apropriadas são alguns dos fatores que 

comprometem a qualidade desses queijos (KOMATSU et al., 2010; FERREIRA et 

al., 2011; SILVA, 2015; VISOTTO et al., 2011). Assim o objetivo deste trabalho foi 

avaliar a qualidade microbiológica de queijos minas frescais artesanais 

comercializados no Distrito Federal. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta, preparo das amostras e análises microbiológicas 

 

Para as análises foram coletadas cinco amostras dos queijos minas frescal 

artesanais em uma feira permanente do Distrito Federal. As amostras foram 

adequadamente acondicionadas e conduzidas ao Laboratório de Controle de 

Qualidade da Faculdade de Farmácia (UNB/FCE), onde foram imediatamente 

analisadas. Todas as amostras foram analisadas em três repetições, ou seja, foram 

retiradas três alíquotas da cada embalagem e os resultados foram expressos como 

média. Para o preparo das amostras, foram pesadas 25 g de cada amostra e 

diluídas em 225 mL de água peptonada 0,1% (p/v). O material foi homogeneizado, 

obtendo-se desta forma a primeira diluição (10-1). A partir da primeira diluição 

obtiveram-se as demais diluições decimais (acima de 10-3). 

Para a determinação do Número Mais Provável (NMP) de coliformes 

termotolerantes, as amostras foram analisadas conforme a técnica de tubos 

múltiplos, iniciando-se com o teste presuntivo, que consiste na inoculação de cada 

diluição das amostras em caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos foram incubados a 

37ºC por 24 h. A positividade do teste caracterizou-se pela turvação do caldo com a 

produção de gás nos tubos de Durhan. Alíquotas dos tubos positivos no teste 
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presuntivo foram inoculadas em tubos de ensaio contendo caldo Escherichia coli 

para a confirmação de coliformes termotolerantes. Os tubos foram incubados em 

banho-maria a 45°C por 24 h para o teste de coliformes termotolerantes. Os 

resultados obtidos foram expressos em NMP/g. Para a contagem de Staphylococcus 

aureus, cada uma das diluições das amostras foram semeadas, pelo método de 

superfície, em placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Sal Manitol. As 

placas foram incubadas a 37ºC por 48 horas. As colônias suspeitas de S. aureus 

foram submetidas à identificação molecular através da técnica de reação em cadeia 

da polimerase (PCR). Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluição 10-1 das 

amostras foi incubada à 37ºC por 24 h. Após a incubação, pipetou-se 1 ml das 

alíquotas do caldo de enriquecimento para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo 

selenito cistina ou tetrationato com iodo. As amostras foram homogeneizadas e 

incubadas a 37ºC por 24 h. Após a incubação, procedeu-se à técnica de isolamento, 

onde a partir de cada tubo, semearam-se placas de Petri contendo o meio de cultivo 

Agar Salmonella Shigella (SS) ou Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD). As placas 

foram incubadas a 37ºC por 24 h. As colônias suspeitas de Salmonella spp. foram 

transferidas para tubos inclinados contendo o meio de cultivo Agar TSI (três 

açúcares e ferro). Os tubos de TSI que apresentaram reações típicas de Salmonella 

foram submetidos à identificação molecular através da técnica de reação em cadeia 

da polimerase (PCR). 

 

Análises moleculares  

 

As bactérias isoladas suspeitas de serem S. aureus, Salmonella spp. e E. coli  

foram identificadas através da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). 

Foi selecionada a região gênica Nuc com o fragmento de 105 pares de base para 

identificar S. aureus. Para a identificação de Salmonella spp. foi utilizado o 

fragmento de 445 pares de base referente ao gene invA. E para a identificação de E. 

coli  foi utilizado o fragmento de 113 pares de base referente ao gene MalB. Os 

primers construídos para este estudo estão apresentados na Tabela 1.  
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Tabela 1 – Sequência dos primers e tamanho dos produtos amplificados na PCR 

para identificação dos genes Nuc, invA e MalB 

 

As colônias isoladas suspeitas de serem S. aureus, Salmonella spp. ou E. coli  

foram inoculadas, individualmente, em caldo Brain Heart Infusion e incubadas a 

37ºC por 18 h. A extração do DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto 

no kit comercial Plasmid DNA purification MACHEREY-NAGEL®. A qualidade e a 

quantidade de DNA extraído foram determinadas por eletroforese em gel de 

agarose, em comparação com o padrão de massa molecular DNAl/HindIII marcador 

de 100 pb (JENA®). Após a extração do DNA, a amplificação de fragmentos de 

genes foi realizada utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As 

condições de termociclagem foram 50˚C por 2 min., 95˚C por 2 min. e 40 ciclos de 

desnaturação a 95˚C por 15 seg., seguida de 60˚C por 30 seg., para o anelamento 

dos oligonucleotídeos e 72˚C por 30 seg. para a extensão dos fragmentos. Foram 

utilizados 2,5 µL de tampão (10 mM de Tris e 50 mM de KCl), 0,7 µL de MgCl2, 1,5 

µL de dNTPs (2,5 mM),  0,5 µL de Taq-Polimerase (Cenbiot®, 5 U/µL), 1,5 µL de 

oligonucleotídeos foward e reverse (10 µM), completando com água Milli-Q para um 

volume final de 25 µL por reação, com a amplificação de 10 ng de DNA extraído da 

amostra bacteriana. Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose, contendo brometo de etídeo e visualizados sob iluminação ultra-violeta. O 

marcador de massa molecular utilizado foi o 100 pb DNAl/HindIII  (JENA®). 

 

 

 

 

Primer Sequência 5´- 3´ Produto 

amplificado 

Espécie 

Nuc foward TGTTTGTGATGCATTTGCTG  

105 pb 

 

S. aureus Nuc reverse AAAGGGCAATACGCAAAGAG 

invA foward GCTGATGCCGGTGAAATTAT  

445 pb 

 

Salmonella spp. invA reverse CGACAAGACCATCACCAATG 

MalB foward TCTATGGGCTGTGACTGCTG  

113 pb 

 

E. coli   MalB reverse GGCATCCCCATGATGTAGTT 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

A tabela 2 apresenta os resultados das análises microbiológicas das amostras 

de queijos minas frescais artesanais realizadas neste estudo. Para queijos frescos, a 

legislação brasileira (BRASIL, 2001), estabelece o limite máximo de 2,69 log NMP/g 

para coliformes termotolerantes, 2,69 UFC/g para Staphylococcus aureus e ausência 

do gênero Salmonella spp. em 25 g da amostra. No presente estudo somente a 

amostra 1 estava própria para o consumo, apresentando baixa quantidade de 

coliformes termotolerantes, ausência de Salmonella e de S. aureus. 

As outras 4 amostras deste estudo estavam impróprias para o consumo. As 

amostras de queijos 2 e 3 apresentaram 3,04 NMP/g de coliformes termotolerantes.  

A amostra 2 além do excesso de coliformes termotolerantes, também apresentou 

Salmonella spp. E a amostra 3 além do excesso de coliformes termotolerantes, 

também apresentou excesso de bactérias S. aureus. E as amostras de queijos 4 e 5 

apresentaram contagens de S. aureus bem acima do permitido pela legislação 

brasileira (3,64-3,94 log UFC/g). 

 

Tabela 2 - Análises microbiológicas das amostras de queijos minas frescais 

artesanais 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados foram expressos como médias ± desvio padrão de três repetições, ND 
= não detectado.  
 

Essas análises mostraram que todas as amostras estavam contaminadas por 

coliformes termotolerantes. Populações elevadas de coliformes termotolerantes no 

Amostras Coliformes termotolerantes  

 (log NMP/g) 

Salmonella spp. S. aureus 

(log UFC/g) 

1 0,53 ± 0,52 Ausência  ND 

2  3,04 ± 0,00 Presença 2,00 ± 1,73 

3  3,04 ± 0,00 Ausência  3,94 ± 0,15 

4 1,62 ± 0,25 Ausência 3,94 ± 0,17 

5 1,69 ± 0,87 Ausência 3,64 ± 0,15 
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produto final sugerem que o queijo pode ter sido produzido com matéria prima de má 

qualidade ou que houve falhas ao longo do processo de fabricação e 

armazenamento do mesmo (LISITA et al, 2009).  

SALOTTI et al. (2006), analisaram 30 amostras de queijos minas frescais 

produzidos artesanalmente e 30 amostras produzidas industrialmente, 

comercializadas na cidade de Jaboticabal, SP. Os autores observaram maiores 

índices de contaminação em amostras artesanais em relação às amostras 

industrializadas, sendo que 83,4% das amostras artesanais e 66,7% das amostras 

industriais apresentaram populações de coliformes termotolerantes acima do 

permitido pela legislação brasileira. FERREIRA et al. (2011) avaliaram a qualidade 

microbiológica de queijos tipo Minas Frescal artesanais comercializados em feiras 

livres da cidade de Uberlândia, MG e encontraram populações de coliformes 

termotolerantes acima do permitido em 65% das 20 amostras avaliadas. 

A amostra 2 deste estudo apresentou Salmonella spp. No estudo de GRANDI 

& ROSSI (2006), realizado com 20 amostras de queijos tipo minas frescal, foi 

verificado uma amostra positiva para Salmonella spp., que estava imprópria para 

consumo. Essa contaminação pode estar relacionada à pasteurização inadequada 

do leite ou recontaminação pós-pasteurização (ROCHA et al., 2006). 

Neste estudo, 3 amostras mostraram altas contagens de bactérias S. aureus. 

Alguns trabalhos na literatura observaram maiores índices de contaminação com S. 

aureus em amostras artesanais em relação às amostras industrializadas. SALOTTI 

et al. (2006) constataram que 20% das amostras artesanais e 10% das amostras 

industrializadas apresentaram S. aureus acima dos valores aceitos pela legislação. 

No estudo de PASSOS et al. (2009) foi avaliada a qualidade microbiológica de 

queijos minas frescais, sendo 30 amostras com fiscalização do serviço de inspeção 

federal (formais) e 15 amostras sem inspeção fiscal (informais), comercializados nas 

cidades de Londrina e Arapongas, PR. Os autores reportaram que 36,6% das 

amostras formais e 56,6% das amostras informais apresentaram contagens de  S. 

aureus maiores que o permitido pela legislação. 

A intoxicação alimentar estafilocócica causada pela ingestão de derivados 

lácteos é comum, sendo frequentemente reportada (BORGES et al., 2008; 

INPPAZ/OPS/OMS, 2006; SANTANA et al., 2010). Um dos fatores responsáveis é o 

fácil acesso das bactérias S. aureus ao leite, uma vez que esse microrganismo é o 

agente mais comum de mastite bovina (ZSCHÖCK et al., 2005).  Além disso, S. 
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aureus pode ser veiculado ao leite pasteurizado ou ao queijo, através de 

contaminação por meio de práticas deficientes de higiene e manipulação (ZOCCHE 

e SILVA, 2012). 

Por meio das análises moleculares foram confirmadas as colônias de S. 

aureus, Salmonella spp. e E. coli em algumas das amostras analisadas, conforme 

descrito na tabela 3. 

 

Tabela 3 - Análises moleculares das amostras de queijos minas frescais artesanais 

 

 

Amostras 

Bactéria e gene amplificado na PCR 

S. aureus Salmonella spp. E. coli 

1 - - MalB 

2 Nuc invA MalB 

3 Nuc - MalB 

4 Nuc - MalB 

5 Nuc - MalB 

 

Neste estudo as bactérias S. aureus encontradas nas quatro amostras de 

queijos artesanais eram prováveis produtoras de enterotoxinas, pois a região gênica 

Nuc identificada nessas bactérias mostra forte correlação com a produção de 

enterotoxinas e no estudo de TAMARAPU et al. (2001) foi proposto usar a  região 

gênica Nuc para identificar S. aureus produtores de enterotoxinas. 

Após análise molecular, E. coli foi identificada nas cinco amostras de queijos 

artesanais analisadas. A região gênica MalB codifica a enzima etanolamina amônia 

liase em E. coli. A sequência utilizada nesse estudo é específica para detecção de 

E. coli e referenciada na literatura por WANG et al. (1997) como uma região 

promotora do gene malB (sistema de maltose) e pode ser adotada para identificar 

qualquer sorotipo desta espécie. 

E a amostra de queijo artesanal dois teve a bactéria Salmonella spp. 

confirmada através da amplificação do gene invA. O gene invA está relacionado com 

invasão celular de Salmonella, um componente essencial para a patogênese da 

doença. O gene invA está presente na maioria das salmonelas e ausente na região 

correspondente de E. coli, sendo considerado capaz de distinguir entre Salmonella 

de outras espécies bacterianas por meio de PCR (KUMAR et al., 2006). 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nas análises microbiológicas dos queijos minas frescais 

artesanais deste estudo mostraram falta de qualidade higiênico-sanitária destes 

alimentos, sendo que das cinco amostras analisadas somente uma amostra estava 

dentro dos padrões de qualidade da legislação e, portanto própria para o consumo.  

Tais dados sugerem que as amostras podem ter sido processadas utilizando 

matéria-prima de baixa qualidade. Os queijos minas frescais artesanais também 

podem ter sido contaminados no processamento e manipulação inadequados, além 

de serem mantidos à temperatura ambiente (inadequada) no comércio. 

Com os resultados deste estudo, fica evidente a necessidade de fiscalização 

nos locais de venda dos produtos, assim como nos locais onde ocorre o manuseio e 

a fabricação dos queijos. Dessa forma, seria possível diminuir o risco de 

contaminação microbiológica e melhorar as condições de fabricação dos queijos 

frescos, gerando alimentos seguros e de qualidade para o consumidor.  
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