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PAULO. 2022. 64 f. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) – Faculdade de 
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Resumo 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade higiênico-sanitária de 51 queijos 

frescos produzidos sem inspeção sanitária e comercializados informalmente por 

produtores rurais, estabelecimentos comerciais e venda ambulante (feiras livres e por 

anúncios em websites) na região de Botucatu/SP. Foram realizadas análises 

microbiológicas para pesquisa de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. e contagem 

de Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus coagulase positiva e Pseudomonas 

spp., assim como análises moleculares para detecção de Mycobacterium bovis, 

Mycobacterium tuberculosis e Coxiella burnetii. Não foi detectada a presença de 

Salmonella spp., Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis. L. monocytogenes 

e Coxiella burnetii estavam presentes em 1,96% e 7,84% das amostras, respectivamente . 

Foram observadas contagens acima do limite regulamentar brasileiro para 

Staphylococcus coagulase positiva em 15 amostras (29,41%) e Escherichia coli em 11 

amostras (21,56%). A presença de Bacillus cereus foi confirmada em 2 amostras (3,92%) 

com contagens de 3,96 log UFC/g e 3,34 log UFC/g. O alto número de amostras fora de 

conformidade com a legislação é um dado preocupante, que pode demonstrar o risco que 

o comércio desses queijos traz para a saúde pública. Ações mais assertivas frente a 

fiscalização do comércio de queijos frescos informais se fazem necessárias visto que tal 

produto pode ser um fator agravante para a ocorrência de surtos de doenças de origem 

alimentar. 

Palavras-chaves: doenças de origem alimentar; produto artesanal; queijo; segurança dos 

alimentos.  
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SÁ, A. C. MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF NOT INSPECTED FRESH 

CHEESES PRODUCED AND COMMERCIALIZED INFORMALLY IN 

BOTUCATU AND PARDINHO, STATE OF SÃO PAULO. 2022. 64 f. Thesis (MSc. 

in Veterinarian Medicine) – School of Veterinary Medicine and Animal Science, São 
Paulo State University, Botucatu, 2022. 

 

Abstract 

The present study aimed to evaluate the hygienic-sanitary quality of 51 fresh cheeses 

produced without sanitary inspection and commercialized informally by farmers, 

commercial establishments and through street sale (fairs and the internet) in the region of 

Botucatu/SP. Microbiological analyses were performed to detect Listeria monocytogenes 

and Salmonella spp. and counting of Escherichia coli, Bacillus cereus, coagulase positive 

Staphylococcus and Pseudomonas spp. and also molecular analysis for detection of 

Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis and Coxiella burnetii. Salmonella 

spp., Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis were not detected. L. 

monocytogenes and Coxiella burnetii, were detected in 1.96% and 7.84% of samples, 

respectively. Counts above the Brazilian sanitary legislation for coagulase positive 

Staphylococcus were observed in 15 samples (29.41%) and Escherichia coli in 11 

samples (21.56%). The presence of Bacillus cereus was confirmed in 2 samples (3.92%) 

with counts of 3.96 log CFU/g and 3.34 log CFU/g. The large number of samples out of 

compliance with the legislation is an alarming fact demonstrating the risk that the trade 

of these artisanal cheeses brings to public health. More assertive actions against the 

inspection of the trade of informal fresh cheeses is necessary since such product can be 

an aggravating factor for the occurrence of outbreaks of diseases transmitted by food. 

Keywords: artisanal; cheese; foodborne disease; food safety.   
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1 INTRODUÇÃO  

 

 O queijo fresco é um produto apreciado em todo o território brasileiro 

constituindo, uma das fontes de renda da agricultura familiar e de pequenos produtores 

rurais. Entretanto, a infraestrutura deficiente de muitas propriedades associada, as 

inúmeras falhas na produção e conservação do queijo somados a baixa qualidade sanitária 

da matéria prima colaboram para proporcionar condições favoráveis para a contaminação 

e, consequentemente, o crescimento microbiano colocando em risco a segurança 

microbiológica do alimento e a saúde dos indivíduos que o consomem (AMORIM et al., 

2014). 

A inspeção sanitária tem por objetivo assegurar que o produto comercializado 

atenda aos parâmetros de segurança de alimentos, garantindo a qualidade higiênico-

sanitária e, consequentemente, a inocuidade do alimento; entretanto, a produção e o 

comércio de produtos de origem animal informais constituem um desafio para os órgãos 

de fiscalização, visto que não atendem às diretrizes legais quanto ao controle de qualidade 

microbiológico, podendo veicular diversos microrganismos nocivos à saúde humana. 

Apenas a normatização da produção artesanal não garante uma melhoria na qualidade 

sanitária desses produtos, visto ser necessária a constante análise dos mesmos a fim de 

garantir que os limites microbiológicos sejam atendidos e a implementação de boas 

práticas de produção (MELO et al., 2014).  

O objetivo deste trabalho foi pesquisar a presença de microrganismos indicadores 

higiênico-sanitários e patogênicos em queijos frescos produzidos sem inspeção sanitária 

e comercializados informalmente na região de Botucatu-SP, a fim de se conhecer o perfil 

epidemiológico desses microrganismos e inferir sobre o risco de surtos de DOA na região 

estudada.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Surtos de Doenças de Origem Alimentar 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2022), as Doenças de Origem 

Alimentar (DOA) estão entre as mais importantes causas de morbidade e mortalidade de 

humanos no mundo e surtos são frequentemente relatados (ARGUDÍN et al., 2010; 

HONISH et al., 2004; LE LOIR et al., 2003; SUZUKI et al., 2020). Segundo dados 

relatados pelo Ministério da Saúde do Brasil (BRASIL, 2022), entre os anos de 2012 e 

2021 foram notificados cerca de 6.000 surtos com 105 mil pessoas acometidas e mais de 

80 mortes registradas. O estado de São Paulo concentra o mais alto número de 

notificações de surtos de DOA, o que pode ser justificado por um sistema de vigilânc ia 

efetivo em comparação com outros estados; contudo a real incidência dessas doenças no 

Brasil é desconhecida devido a frequente subnotificação de casos, geralmente leves e auto 

limitantes (GARCIA; DUARTE, 2014).  

Diversos alimentos são relatados como veículos de patógenos ou toxinas de 

origem alimentar, devido as características que favorecem o crescimento bacteriano, em 

especial o leite e seus derivados (DE BUYSER et al., 2001). Dentre os derivados lácteos, 

destacam-se os queijos, por serem produtos altamente manipulados e em alguns tipos, 

como os frescos, disporem de elevados teores de umidade e nutrientes favorecendo o 

crescimento microbiano (AMARAL et al., 2020; AMORIM et al., 2014). Os queijos 

frescos são comumente produzidos a partir de leite cru e não sofrem o processo de 

maturação, propiciando maior potencial de risco de contaminação microbiológica seja 

pela qualidade sanitária inadequada da matéria-prima e/ou por falta de boas práticas de 

manipulação e armazenamento (BARANCELLI et al., 2011a; DA SILVA et al., 2015; 

MAKINO et al., 2005). 

 

2.2 Produção queijeira e agricultura familiar 

 

Das 223 mil toneladas de queijos produzidos pelo Brasil em 2017, cerca de 149 

mil foram provenientes da agricultura familiar. Neste tipo de produção, o queijo fresco é 

muitas vezes produzido com o leite excedente da subsistência familiar e a sua venda de 

maneira informal gera maior retorno financeiro comparado à venda para grandes 

laticínios (IBGE, 2019; VINHA et al., 2016; EMBRAPA, 2021). Contudo, o leite obtido 



18 

em condições inadequadas de higiene somada a práticas sanitárias insatisfatór ias, 

favorece que o queijo fresco seja um potencial veiculador de patógenos zoonóticos de 

origem alimentar (CAMARGO et al., 2021; VINHA et al., 2016). Diversos estudos 

corroboram a baixa qualidade sanitária de queijos frescos provenientes de agroindústr ias 

familiares, relacionando infraestrutura precária de produção, favorecendo a contaminação 

cruzada com outros alimentos, com a ausência de conhecimento técnico de boas práticas 

de produção, manipulação e armazenamento (AMARAL et al., 2020; DA SILVA et al., 

2015; KAMIMURA et al., 2019; VINHA et al., 2016, AMORIM et al., 2014).  

Outro fator que parece favorecer o comércio informal de queijos é a preferência 

dos consumidores pelo sabor do queijo informal em comparação com o queijo 

industrializado e o desconhecimento do risco inerente ao consumo de produtos que não 

passam por nenhum tipo de fiscalização para garantir sua qualidade e higiene (AMORIM 

et al., 2014). Assim, o comércio informal de queijos frescos é uma atividade tradiciona l 

e comum em muitas cidades brasileiras, ocorrendo livremente sem o devido controle de 

qualidade, com os produtos sendo estocados sem correto controle de temperatura de 

refrigeração e acondicionados próximos a outros tipos de alimentos com risco de 

contaminação cruzada (VINHA et al., 2016; AMARAL et al., 2020).  

A soma de inúmeras falhas na produção e conservação do queijo fresco informal 

associado a baixa qualidade sanitária da matéria prima colaboram para proporcionar 

condições favoráveis para a contaminação e consequente crescimento microbiano 

colocando em risco a segurança microbiológica do alimento e a saúde da população 

(AMORIM et al., 2014). 

 

2.3 Legislação brasileira relacionada à produção de queijos 

 

A fim de assegurar a qualidade sanitária dos alimentos produzidos e 

comercializados no Brasil, o governo federal instituiu diretrizes legais como a portaria nº 

146 do Mistério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) que aprova o 

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) contemplando os produtos de 

origem animal como os queijos (BRASIL, 1996), assim como a IN nº 161 (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2022) que regulamenta os limites microbiológicos aceitos para venda e 

varejo de produtos destinados ao consumo humano direto. Segundo a IN nº161, em 

queijos com umidade superior a 46% são aceitos limites de contagem de 3 log/g para E. 
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coli e Staphylococcus coagulase positiva, ausência de Salmonella spp. em 25 gramas do 

produto e inexistência de contagens de enterotoxinas estafilocócicas por grama de queijo.  

O RTIQ (BRASIL, 1996) orienta que a produção de queijos seja realizada com 

matéria prima pasteurizada excetuando-se apenas os casos de queijos maturados por 

período mínimo de 60 dias, o que não contemplou grande parte da produção artesanal 

queijeira visto que alguns tipos de queijos passam por curtos períodos de maturação para 

atingirem qualidades organolépticas desejáveis e, caso sejam expostos a um período de 

maturação maior, podem apresentar sabor amargo e desagradável ao paladar do 

consumidor (KAMIMURA et al., 2019). Frente a essas limitações, foi instituída a 

Instrução Normativa nº30 de 2013 (MAPA) que permite períodos de maturação menores 

que 60 dias para queijos produzidos a partir de leite cru, desde que estudos técnicos 

científicos comprovem que tal procedimento não comprometa a qualidade e inocuidade 

do alimento.  

A Instrução Normativa nº 79 (BRASIL, 2019), regulamenta sobre as boas práticas 

agropecuárias e delimita padrões de qualidade sanitária para a saúde do rebanho de 

origem da matéria prima, por exemplo o credenciamento da propriedade junto ao 

Programa Nacional de Controle e Erradicação de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). 

No estado de São Paulo foi promulgada a Lei nº. 17.453/2021, contemplando os métodos 

de produção, comércio e inspeção de produtos artesanais; todavia, a informalidade do 

comércio prejudica o sistema de fiscalização (SÃO PAULO, 2021). 

Em suma, ressalta-se a importância da inspeção sanitária com o objetivo de 

assegurar que o produto comercializado atenda aos parâmetros de segurança dos 

alimentos, minimizando a ocorrência de baixa qualidade higiênico-sanitária e 

favorecendo a inocuidade do alimento. É notório que a produção e o comércio de produtos 

de origem animal informais sejam um desafio para os órgãos de fiscalização, visto que 

não atendem às diretrizes legais quanto ao controle de qualidade microbiológico podendo 

veicular diversos microrganismos nocivos à saúde humana. Apenas a normatização da 

produção artesanal não garante uma melhoria na qualidade da segurança alimentar desses 

produtos, visto que para tal é necessário a adoção de boas práticas de fabricação 

associadas a análises laboratoriais de rotina a fim de averiguar se os limites dos 

parâmetros microbiológicos estão sendo respeitados e quando não atendidos, traçar 

estratégias para controle da contaminação e melhoria dos processos de produção (MELO 

et al., 2014). 
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2.4 Principais microrganismos em queijos 

 

2.4.1 Bactérias ácido lácticas 

Sob o ponto de vista tecnológico, é desejada a presença de determinados 

microrganismos em queijos, que podem estar presentes naturalmente na matéria-prima 

ou serem adicionados intencionalmente para contribuir com alterações organolépticas 

desejáveis ao produto. No entanto, de forma contrária, a presença elevada de 

microrganismos indesejáveis deve ser monitorada, como a presença de microrganismos 

indicadores de deterioração, indicadores de qualidade higiênico-sanitária ou mesmo 

patogênicos (KAMIMURA et al., 2019; CAMARGO et al., 2021). 

A microbiota natural do queijo é composta por bactérias ácido lácticas (BAL) , 

presentes no leite cru e que contribuem para o início da fermentação e coagulação do 

mesmo, além de auxiliarem no seu processo de maturação (DE ANTÔNIO; BORELLI, 

2020). A produção de ácido láctico é sua principal característica, promovendo dessa 

forma a diminuição do pH, resultando na acidificação do meio que somado a produção 

de bacteriocinas, substâncias antimicrobianas produzidas pelas BAL e a competição da 

microbiota, promovem a inibição do crescimento de microrganismos patogênicos e 

favorecem a segurança microbiológica do produto (CAMARGO et al., 2021; 

KAMIMURA et al., 2019; REIS et al., 2012). Segundo Pehrson (2017), Lactococcus, 

Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus são os gêneros 

de BAL mais prevalentes nos queijos. 

Em estudo de Buyser et al. (2000), evidenciou-se o queijo como principa l 

alimento veiculado a surtos de DOA ocorridos na França nas décadas de 80 e 90, 

destacando-se a identificação dos microrganismos Salmonella spp., Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus como agentes patogênicos 

mais prevalentes responsáveis pelas ocorrências. Loir et al. (2003) também elencaram tais 

patógenos com a ocorrência de surtos no mesmo país entre 1999 a 2000. Gould et al. 

(2014) relacionaram a ocorrência de surtos de DOA com o consumo de queijos informais 

produzidos com leite cru nos Estados Unidos.  

De 2000 a 2010 somente no estado de São Paulo foram reportados 239 surtos de 

gastroenterites por lácteos sendo que apenas em 79 foi possível veicular o agente causal 
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(MERUSSI et al., 2013). Outros estudos relatam a ocorrência de Mycobacterium bovis, 

Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus, Bacillus cereus e Coxiella burnetii em 

queijos demonstrando o potencial risco zoonótico (DE MELO et al., 2014; MIONI et al., 

2019; MORICONI et al., 2018; ROCHA et al., 2014; ROZENTAL et al., 2020). 

 

2.4.2 Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis 

 

Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis são bactérias pertencentes ao 

“Complexo Mycobacterium tuberculosis” (CMT), microaerófilos, imóveis, não 

formadores de esporos, contudo apresentam uma parede celular rica em lipídeos e ácido 

micólico que lhes confere alta resistência ambiental e aos mecanismos de defesa do 

sistema imune do hospedeiro (MEGID, RIBEIRO e PAES, 2015). 

Mycobacterium tuberculosis é o principal causador de tuberculose em humanos, 

no entanto M. bovis pode causar enfermidade idêntica, sendo transmitido pelo contato 

direto com animais doentes ou através da ingestão de leite cru e derivados lácteos 

produzidos com leite cru contaminado (KANIPE; PALMER, 2020; THOEN; LOBUE; 

DE KANTOR, 2006). M. tuberculosis pode ser transmitido também através de produtos 

lácteos caso o bovino tenha sido infectado pelo tratador portador de tuberculose (MEGID, 

RIBEIRO e PAES, 2015).  

A tuberculose é uma doença zoonótica de caráter granulomatoso que pode se 

apresentar sob a forma pulmonar, com via de transmissão aérea, e extrapulmonar em 

decorrência principalmente da ingestão de leite e derivados lácteos contaminados e não 

pasteurizados (MEGID, RIBEIRO e PAES, 2015). Apesar da via de transmissão oral da 

tuberculose zoonótica ocorrer principalmente pela ingestão dos produtos lácteos, não há 

parâmetro oficial de detecção de M. bovis e M. tuberculosis em alimentos, demonstrando 

falhas na legislação que regulamenta a segurança de alimentos no Brasil 

(MESSELHÄUSSER et al., 2012; STARIKOFF et al., 2016).  

Os fatores de risco associados a ocorrência de M. bovis e M. tuberculosis podem 

ser elencados como: contato com animal contaminado e/ou seus produtos alimentíc ios 

que podem decorrer da ocupação profissional do indivíduo ou hábitos alimentares de 

consumo de leite e derivados lácteos não pasteurizados (ROCHA et al., 2014). Silva et 

al. (2013) relacionaram o consumo de queijo produzido a partir de leite cru com a 

ocorrência de tuberculose zoonótica em seu estudo, assim como outros trabalhos 

demonstraram a viabilidade do M. bovis em queijos como exemplo de Cezar et al. (2016) 
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que detectaram a presença de M. bovis em três das 107 amostras de queijo coalho 

artesanal analisadas. Harris et al. (2007) isolaram M. bovis de queijos frescos provenientes 

do México que estavam sob suspeita de causar surtos de doenças de origem alimentar nos 

Estados Unidos. Corroborando com os estudos anteriores, Silva et al. (2018b) destacaram 

que a tuberculose zoonótica é subestimada por muitos órgãos de vigilância sanitária ainda 

nos dias atuais e a mesma ainda ocorre com prevalência. 

 

2.4.3 Staphylococcus spp.  

 

Staphylococcus spp. são cocos Gram-positivos agrupados sob a forma de cachos, 

anaeróbios facultativos, mesófilos, não formadores de esporos, que apresentam 

resistência a baixa atividade de água e a altas concentrações de NaCl e nitratos, o que 

favorece sua multiplicação em alimentos curados como alguns tipos de queijos maturados 

(LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; FRANCO e LANDGRAF, 2008). 

Toxinas pré-formadas no alimento contaminado por S. aureus, o principa l 

representante do gênero, causam um quadro de intoxicação com presença de náuseas, 

vômitos, dores abdominais e diarreia, em um curto período de incubação que varia de 30 

minutos a 8 horas após a exposição, cessando os sintomas em no máximo 24 horas (LE 

LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). A severidade da manifestação clínica e o período de 

incubação são variáveis dependendo da dose infectante e susceptibilidade do indivíduo  

(FRANCO e LANDGRAF, 2008).  

Intoxicações causadas por Staphylococcus spp. são uma das DOA de ampla 

ocorrência em surtos relatados em todo o mundo, o que tem estimulado muitos 

pesquisadores a estudarem seus fatores de virulência tais como as enterotoxinas 

(ARGUDÍN; MENDOZA; RODICIO, 2010; DA SILVA ABREU et al., 2021; LE LOIR; 

BARON; GAUTIER, 2003; SUZUKI et al., 2020). Contaminações por Staphylococcus 

spp. superiores a 5 log UFC/g são capazes de produzir enterotoxinas a ponto de causar 

sintomas clínicos no consumidor, mesmo que o alimento em questão seja tratado 

termicamente uma vez que as enterotoxinas são proteínas termoestáveis; dessa forma, 

quando observadas tais contagens é indicada a análise da presença de enterotoxinas 

estafilocócicas no alimento (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; NIA et al., 2016; 

VINHA et al., 2016). 

A legislação brasileira regulamenta somente padrões limítrofes de contagem de 

Staphylococcus coagulase positiva e enterotoxinas estafilocócicas, todavia diversos 
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trabalhos demonstraram que as cepas de Staphylococcus coagulase negativa também 

apresentam potencial produção de enterotoxinas (DA CUNHA et al., 2006; LE LOIR; 

BARON; GAUTIER, 2003; VASCONCELOS; LOURDES; SOUZA, 2010). Em 1999, 

Carmo et al. (2002) investigaram a ocorrência de dois surtos alimentares ocorridos em 

Minas Gerais que acometeram 378 indivíduos decorrente da ingestão de enterotoxinas 

estafilocócicas produzidas por cepas de S. coagulase negativa que haviam contaminado 

queijo fresco e leite, ambos não pasteurizados. 

Staphylococcus aureus é encontrado de forma comensal na pele e mucosas de 

humanos, onde pode ser carreado para os alimentos pelo contato manual e por meio de 

secreções respiratórias (FORSYTHE, 2013). Por outro lado, S. aureus é um importante 

patógeno causador de mastite clínica em vacas leiteiras podendo contaminar o queijo 

produzido a partir deste leite (CARDOZO et al., 2021; FÁVERO et al., 2015; 

GRISPOLDI et al., 2019; LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Boas práticas de 

manipulação, controle da sanidade animal e resfriamento adequado do produto logo após 

o tratamento térmico são medidas preventivas e de controle para evitar a contaminação 

do alimento por S. aureus e suas enterotoxinas (FRANCO e LANDGRAF, 2008). 

 

2.4.4 Salmonella spp. 

 

Salmonella spp. é um gênero bacteriano pertencente à família Enterobactereaceae, 

Gram-negativas, anaeróbias facultativas, a maioria das espécies apresenta mobilidade e 

não formam esporos, característica que lhes confere baixa termorresistência (JAY, 2003).  

O gênero Salmonella é dividido em 2 espécies, S. enterica e S. bongori, sendo 

ainda subdivididos em mais de 2.600 sorovares segundo seus antígenos de superfíc ie, 

todos com potencial patogênico em humanos, entretanto apenas 200 sorovares têm 

importância clínica (FORSYTHE, 2013). A legislação brasileira através da IN nº 161 

(BRASIL, 2022) preconiza ausência de Salmonella spp. em amostras de 25 g de queijo 

independente do sorovar envolvido.  

Segundo Forsythe (2013), a dose infectante de Salmonella spp. capaz de 

manifestar sintomas clínicos é de 5 log UFC do microrganismo por via oral, pois 

apresenta sensibilidade ao pH ácido estomacal. 

Salmonella spp. é o agente causador da febre tifoide, da febre entérica e da 

salmonelose de acordo ao sorovar envolvido (FRANCO e LANDGRAF, 2008). A febre 

tifoide é causada pela S. Typhi e apresenta sintomas mais graves como septicemia, febre, 
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vômitos e diarreia (FORSYTHE, 2013). A invasão no organismo hospedeiro se dá através 

da expressão de fatores de virulência do patógeno que levam a formação de pseudópodos 

pelas células epiteliais intestinais onde a bactéria está aderida com seu sistema secretor 

do tipo III ativado, promovendo alterações funcionais no enterócito com rearranjo dos 

microfilamentos de actina para formação do vacúolo endocítico (DOYLE E 

BUCHANAN, 2013). O sistema de secreção tipo III também evita a fusão lisossomal ao 

vacúolo endocítico, ocorrendo a multiplicação bacteriana intracelularmente e posterior 

lise celular do enterócito (FORSYTHE, 2013). Os lipopolissacarídeos presentes na 

membrana externa da Salmonella spp. induzem resposta inflamatória local com 

recrutamento de macrófagos que fagocitam a bactéria e acabam morrendo em 

consequência da multiplicação bacteriana em seu interior, promovendo assim a dispersão 

do patógeno na corrente sanguínea e a ocorrência de septicemia (FORSYTHE, 2013). 

A febre entérica se assemelha a febre tifoide, porém com sinais clínicos mais 

brandos e tempo de duração menor, no máximo 3 semanas, enquanto na febre tifoide pode 

se estender por até 8 semanas (FRANCO e LANDGRAF, 2008).  

As salmoneloses são infecções causadas pela multiplicação da Salmonella spp. 

limitada à lâmina própria do epitélio intestinal, manifestando sintomas locais como 

diarreia, vomito, dores abdominais e febre com período de incubação de 12 a 36 horas e 

duração dos sintomas de 1 a 4 dias (FRANCO e LANDGRAF, 2008). 

A frequência de surtos alimentares de salmonelose associados aos produtos 

lácteos é baixa, sendo mais recorrente em ovos e carnes, especialmente de frangos 

(BYUSER et al., 2001; FORSYTHE, 2013). Convém lembrar que a competição com 

demais microrganismos, como as bactérias ácido láticas, pode inibir o desenvolvimento 

de patógenos como Salmonella spp. nos queijos (KAMIMURA et al., 2019; CAMARGO 

et al., 2021).  

Contudo, diversos estudos conseguiram isolar Salmonella spp. em queijos, como 

Cardozo et al. (2021) que isolaram a referida bactéria em 16,2 % dos queijos produzidos 

com leite cru comercializados em Jaboticabal/SP e Aracajú/SE, reafirmando a 

importância dos derivados lácteos na veiculação do patógeno e a necessidade da 

pasteurização para melhorar a segurança sanitária do alimento. De forma similar, Garcia 

et al. (2016) obtiveram 63 % de prevalência no isolamento de Salmonella spp. em seu 

estudo que abordou a análise de 18 queijos frescos artesanais da região norte do estado 

de Minas Gerais. Ainda em outro estudo brasileiro realizado com queijos frescos 

provenientes de produção industrial e informal da região da zona da mata mineira, Souza 
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et al. (2017) encontraram uma alta prevalência de 40% de Salmonella spp., 

correspondendo a 20 queijos dos 50 analisados no estudo. 

Merussi et al. (2012) realizaram levantamento dos surtos alimentares ocorridos no 

estado de São Paulo entre os anos de 2000 e 2010; sendo que quando foi possível 

identificar o microrganismo causador do surto, observou-se maior prevalência de casos 

envolvendo Salmonella spp. como o agente etiológico. 

O tratamento térmico dos alimentos, como a pasteurização, assim como a adoção 

de boas práticas de manipulação evitando-se a contaminação cruzada entre os alimentos 

constituem medidas de controle e prevenção eficientes contra a contaminação por 

Salmonella spp. (DOYLE E BUCHANAN, 2013)  

 

2.4.5 Listeria monocytogenes 

 

Listeria monocytogenes é um bacilo Gram-positivo, ubíquo, não formador de 

esporos, anaeróbio facultativo, móvel, mesófilo com característica psicrotrófica e suporta 

congelamentos e descongelamentos repetidos (BARANCELLI et al., 2011). O patógeno 

tolera altas concentrações de NaCl e baixa atividade de água, além de apresentar 

capacidade de produção de biofilme, características que lhe conferem resistência 

ambiental (SILVA et al., 2018a).  

Listeria monocytogenes causa doença alimentar atípica denominada listeriose que 

pode se apresentar de duas formas distintas, uma mais branda, conhecida como não 

invasiva, na qual predominam sintomas gastrointestinais e/ou gripais que muitas vezes 

passam desapercebidos, e uma forma mais agressiva denominada invasiva que pode 

resultar em meningite, aborto ou septicemia (FDA, 2022). O período de incubação da 

listeriose é bastante variável, podendo durar de 1 a 90 dias, dificultando sua identificação 

como agente causador, assim como o rastreamento do alimento e a origem da 

contaminação (SILVA et al., 2010; BARANCELLI et al., 2011). Uma vez dentro do trato 

gastrointestinal, seu mecanismo de ação se dá com a invasão do epitélio intestinal, logo 

sendo fagocitado por macrófagos, após ocorre rompimento dos fagossomos no interior 

dessas células por ação da listeriolisina com multiplicação dentro da célula de defesa, 

induzindo a polimerização dos filamentos de actina da célula invadida para infectar novas 

células subjacentes, dando sequência a invasão do hospedeiro (FRANCO e LANDGRAF, 

2008).  
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Listeria monocytogenes tem sido motivo de preocupação das indústrias de 

alimentos, em especial para a indústria de lácteos em vista de sua característica 

psicrotrófica e potencial produção de biofilme (DOYLER e BUCHANAN, 2013). 

Reiterando o problema do patógeno na cadeia produtiva do leite e derivados, Apolinár io 

et al. (2014) detectaram incidência de 9,6 % de L. monocytogenes em queijos frescos 

produzidos em diferentes indústrias inspecionadas na zona da mata mineira. Barancelli et 

al. (2011) realizaram levantamento de literatura cientifica referente a ocorrência de L. 

monocytogenes em leite e derivados no Brasil entre os anos de 2000 a 2009 encontrando 

prevalência variável de 0,1 % a 48,3 %.  

Os surtos causados por L. monocytogenes são alarmantes apresentando altas taxas 

de mortalidade, em torno de 20 a 30 %, no entanto em casos graves pode alcançar 80 % 

dependendo do grupo de risco acometido (SOUZA et al., 2021). Apesar da detecção de 

L. monocytogenes em queijos e outros alimentos ter sido descrita na literatura científica 

nacional, não há dados sobre a ocorrência de surtos de listeriose, o que pode sugerir que 

a doença é subnotificada no país (SILVA et al., 2011; BARANCELLI et al., 2013). Em 

contrapartida com a aparente ausência de listeriose no Brasil, entre os anos de 2009 a 

2020, somente nos Estados Unidos, foram relatados 80 surtos de listeriose com mais de 

700 hospitalizações e 128 mortes (CDC, 2022). 

 

2.4.6 Bacillus cereus 

 

Bacillus cereus é uma bactéria mesófila Gram-positiva, aeróbia facultativa e 

produtora de esporos, sendo considerada importante deteriorante, pois apresenta 

características termodúrica e psicrotrófica, além de produzir lipases e proteases que 

interferem na qualidade do alimento (FOURSYTHE, 2013).  

Bacillus cereus é o agente patogênico responsável pela ocorrência de duas DOA, 

a síndrome emética, que é uma intoxicação resultante da ingestão de toxina pré-formada 

no alimento, e a síndrome diarreica, que consiste numa intoxicação causada por toxina 

formada em decorrência da multiplicação do microrganismo no trato intestina l 

(DIETRICH et al., 2021; FORSYTHE, 2013; MAZIERO, M. T.; BERSOT, 2011). Os 

sinais clínicos de ambas as síndromes persistem por cerca de 24 horas, sendo que na 

síndrome diarreica são caracterizados por diarreia profusa com dores abdominais num 

período de incubação de 8 a 16 horas, enquanto a síndrome emética apresenta período de 
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incubação curto de 1 a 5 horas e manifestações clínicas como vômito e náuseas, podendo 

ocorrer diarreia também (FRANCO e LANDGRAF, 2008).  

Vários fatores de virulência são produzidos por B. cereus, entretanto duas 

proteínas apresentam destaque por estarem envolvidas na ocorrência das síndromes 

anteriormente descritas, a toxina emética e a toxina diarreica. A toxina emética possui 

baixo peso molecular, apresenta termorresistência e é liberada em grandes quantidades 

no alimento durante a morte bacteriana. Por outro lado, a toxina diarreica possui alto peso 

molecular, sensível a altas temperaturas, tem potencial necrótico e é produzida durante a 

fase logarítmica da multiplicação bacteriana (FRANCO e LANDGRAF, 2008; 

FORSYTHE, 2013). 

Diversos alimentos têm sido relatados como veiculadores de B. cereus, pois o 

microrganismo é amplamente distribuído na natureza onde contamina vegetais, cereais e 

inclusive o leite e derivados em decorrência da contaminação dos tetos sujos, pasto e o 

ambiente da sala de ordenha (MAZIERO e BERSOT, 2011; DOYLE e BUCHANAN, 

2013). A contaminação dos alimentos acontece na maior parte das vezes pela 

contaminação cruzada com outros alimentos, podendo ocorrer também por presença de 

biofilmes em utensílios e equipamentos (MENDES; COELHO; DE AZEREDO, 2011).   

Segundo Soares et al. (2005), alimentos contaminados a partir de 105 células 

viáveis/g têm o potencial de causar DOA, entretanto Doyle e Buchanan (2013) 

referenciaram que a partir de 103 células viáveis/g são suficientes para causar 

manifestação clínica. 

De 2009 a 2020 nos Estados Unidos, o CDC (2022) notificou 22 surtos associados 

ao consumo de queijo contaminado com Bacillus cereus. Segundo Lentz et al. (2018), B. 

cereus é o quarto maior causador de surtos no Brasil, sendo o patógeno mais prevalente 

em seu estudo conduzido na cidade de Porto Alegre/RS, entretanto os surtos de B. cereus 

são aparentemente subestimados devido a manifestação curta e autolimitante da doença 

na maioria dos casos (DOYLE e BUCHANAN, 2013).  

Apesar dos prejuízos para a indústria de alimentos e o risco para a saúde pública, 

a legislação brasileira é omisso no que diz respeito a regulamentação de parâmetros de 

contagem para Bacillus cereus em queijos, apenas determinando valores para sobremesas 

lácteas e molhos a base de lácteos (BRASIL, 2019). 

Medidas de controle como correta manipulação do alimento a fim de assegurar 

sua qualidade sanitária e prevenir contaminação cruzada entre os alimentos associado ao 

controle de temperatura de cocção e posterior refrigeração, evitando manter o alimento a 
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temperatura ambiente para prevenir a germinação dos esporos, são condutas relevantes 

para diminuir o risco de alta carga de esporos no alimento e subsequente risco de 

ocorrência de DOA (FORSYTHE, 2013).   

 

2.4.7 Escherichia coli 

 

Escherichia coli é uma bactéria da família Enterobacteriaceae, Gram-negativa, 

não formadora de esporos e que pode estar envolvida na ocorrência de DOA dependendo 

da virulência da cepa envolvida (FORSETHY, 2013). A presença de E. coli em alimentos 

indica contaminação de origem fecal e consequente falta de higiene na manipulação ou 

matéria prima obtida em más condições sanitárias. A presença do microrganismo também 

pode ser um indicador de patogenicidade já que diversas estirpes de E. coli causam doença 

em seres humanos (FRANCO e LANDGRAF, 2008).  

A contagem de coliformes termotolerantes anteriormente exigida pela legislação 

brasileira foi substituída pela contagem de E. coli, pelo fato de algumas cepas de 

Enterobacter sp. e Klebsiella sp. não terem origem fecal (SILVA; CAVALLI; 

OLIVEIRA, 2006). 

Conforme seus mecanismos de patogenicidade e sintomas clínicos, E. coli 

patogênicas podem ser agrupadas em: enteropatogênicas (EPEC), enterotoxigênicas 

(ETEC), enteroinvasivas (EIEC), enteroagregativas (EAEC), difusamente adesivas 

(EAggEC) e enterohemorrágicas (EHEC) (Forsythe, 2013). 

EPECs são importantes patógenos causadores de gastroenterites em recém-

nascidos e lactentes, que podem apresentar diarreia aquosa, vômito, dores abdominais e 

febre com período médio de incubação de 36 horas e duração média dos sintomas de 24 

horas (FRANCO e LANDGRAF, 2008). A EPEC promove adesão localizada à mucosa 

intestinal, com posterior destruição das microvilosidades intestinais pela indução de 

alterações no citoesqueleto da célula epitelial (FORSYTHE, 2013).  

ETEC causa a doença conhecida como diarreia do viajante, aderindo e 

colonizando a parte proximal do intestino delgado pela ação de suas fímbrias, e 

produzindo enterotoxinas que resultam num quadro de diarreia aquosa com febre baixa 

(FRANCO e LANDGRAF, 2008; FORSYTHE, 2013).  

EIEC invade a mucosa do colón se espalhando lateralmente para as células 

subjacentes resultando em diarreia muco sanguinolenta e febre, quadro clínico similar a 



29 

doença causada por Shigella spp., todavia não há produção de toxinas, o que a diferenc ia 

da infecção causada por este microrganismo (FRANCO e LANDGRAF, 2008). 

EHEC está relacionada a ocorrência de colite hemorrágica que pode evoluir para 

síndrome hemolítica urêmica (SHU). Os sintomas são diarreia sanguinolenta profusa, 

cólicas abdominais e vômito sem presença de febre e com período de incubação médio 

de 4 dias, sendo que os sintomas podem persistir por até 9 dias. Seu mecanismo de 

patogenicidade envolve a produção de citotoxinas, quase idênticas a shiga toxina, além 

de ativação do sistema de secreção tipo III que junto com receptores translocados de 

intimina promovem a formação de pedestal no lugar das microvilosidades do enterócito. 

As toxinas causam morte celular na região do colón e podem causar danos aos rins, 

pâncreas e cérebro; sendo que o acúmulo de células mortas com consequente bloqueio 

nos rins causa a SHU. Pode ocorrer também o quadro de púrpura trombótica 

trombocitopênica (TTP) em adultos saudáveis ocasionando danos ao sistema nervoso 

central e rins. A maior parte dos surtos é causada por E. coli O157:H7 que é a estirpe de 

maior importância e pode ser transmitida pela ingestão de leite cru e seus derivados, como 

os queijos (FORSYTHE, 2013).   

EAEC apresenta mecanismo de adesão agregativa às células do intestino delgado, 

não promovendo a invasão celular nem modificações estruturais das células em que se 

aderem, entretanto secreta toxinas e causa quadros crônicos de diarreia (FORSYTHE, 

2013). 

 A prevalência de E. coli comensal em queijos foi descrita por Melo et al. (2013) 

e Scher et al. (2018) onde encontraram contagens acima do permitido pela legislação para 

tal microrganismo em 59,2 % e 73,3 % respectivamente dos queijos analisados em seus 

trabalhos. 

 

2.4.8 Coxiella burnetii 

 

Coxiella burnetii é o agente etiológico da Febre Q, uma zoonose que foi descrita 

pela primeira vez em 1935 na Austrália acometendo trabalhadores de um frigorífico local 

(MAURIN; RAOULT, 1999). O microrganismo tem por característica ser uma bactéria 

Gram-negativa que se apresenta sobre duas formas celulares, a Small Cell Variant (SCV) 

forma de resistência ao ambiente, e a Large Cell Variant (LCV) que é a forma de 

multiplicação intracelular, ou seja, não ocorre crescimento bacteriano no leite ou 

derivados (GALE et al., 2015).  
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C. burnetii infecta diversos hospedeiros desde animais domésticos, de produção, 

selvagens, humanos e inclusive artrópodos hematófagos. Os ruminantes têm sido 

associados como principais fontes de infecção (FI) para o homem devido a aspersão de 

bactérias no ambiente, no entanto bovinos são importantes dispersores também servindo 

de FI para humanos. sendo que os carrapatos possuem papel importante na contaminação 

desses animais (MAURIN; RAOULT, 1999). 

A principal via de transmissão de C. burnetii em humanos é a via aérea pela 

inalação de aerossóis que podem estar contaminados a partir de 1 célula viável da bactéria 

(CDC, 2019). A transmissão oral é questionada por alguns estudos que não encontraram 

evidências de ocorrência de infecção pós ingestão de alimentos, geralmente lácteos, 

contaminados pelo patógeno, entretanto estudo de Miller et al. (2020) demonstraram 

manifestação clínica, soroconversão e disseminação do patógeno nos tecidos de cobaias 

em decorrência da administração por sondagem oral de cepas de C. burnetii.  

As principais manifestações clínicas incluem febre alta, pneumonia e hepatite, 

contudo a Febre Q geralmente se apresenta na forma aguda assintomática ou autolimitante 

com sintomas inespecíficos como febre alta, fraqueza e dores de cabeça; e a forma crônica 

que pode levar de meses a anos para se manifestar. A forma crônica pode evoluir para um 

quadro de endocardiose das válvulas cardíacas constituindo o agravo mais severo e fatal 

da doença (MAURIN; RAOULT, 1999).   

Nos animais C. burnetii causa doença conhecida por Coxielose acometendo o 

tecido uterino e mamário dos animais podendo causar problemas reprodutivos, inclus ive 

abortamentos, além de contaminar o leite produzido (MAURIN; RAOULT, 1999).  

Segundo Mioni et al. (2019) desde 2013 a notificação de casos de coxielose são 

de notificação obrigatória no Brasil, embora não exista nenhum programa de controle da 

doença como o exemplo do PNCEBT para brucelose e tuberculose. A notificação de febre 

Q em nosso país passou a ser obrigatória a partir de 2014, mesmo assim os casos da 

doença seguem sendo subnotificados (MARES-GUIA et al., 2016). 

 

2.4.9 Pseudomonas spp. 

 

Pseudomonas spp. é um bastonete Gram-negativo, aerófilo, psicrotrófico, não 

formador de esporos de ampla distribuição ambiental (ARSLAN; EYI; ÖZDEMIR, 

2011). As bactérias desse gênero têm papel relevante como microrganismo deteriorante 

dos alimentos, em especial os queijos, devido a produção de enzimas que ocasionam 
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alterações deletérias no sabor, odor e coloração dos produtos (RODRIGUES et al., 2021). 

A produção de biofilme é um mecanismo de adaptação e propagação da bactéria, 

dificultando seu controle. Os mecanismos de ação para que a deterioração do alimento 

ocorra envolvem proteases termoestáveis e enzimas lipolíticas além da biossíntese de 

pigmentos por algumas espécies. 

A deterioração é um grave problema para a indústria alimentícia e Pseudomonas 

spp. são responsáveis por grandes prejuízos, resultando em torno de 25 a 30 % de 

desperdício dentro da cadeia leiteira, sendo considerado o principal microrganismo 

deteriorante em ambientes de processamento de alimentos (ARSLAN; EYI; ÖZDEMIR, 

2011; QUINTIERI; FANELLI; CAPUTO, 2019). 

Para a saúde pública, Pseudomonas spp. constitui um microrganismo oportunista 

que pode estar envolvido na ocorrência de infecções em crianças, idosos e 

imunocomprometidos, tendo sido relacionado a surtos de origem alimentar no estado de 

São Paulo, mesmo que em baixa prevalência (MERUSSI et al., 2012; CAPODIFOGLIO 

et al., 2016). Segundo De Paula et al. (2021), o impacto da Pseudomonas spp. na saúde 

pública é subestimado. Quintieri et al. (2019) reiteraram que produtos lácteos podem ser 

potenciais fontes de transmissão de cepas multidroga resistentes (MDR) desse 

microrganismo. 

Estudo de Okuno et al. (2021) detectou Pseudomonas spp. em 57,6 % dos queijos 

frescos analisados oriundos do Rio de Janeiro, reiterando a necessidade de melhores 

abordagens sanitárias para o devido controle do microrganismo. Em estudo realizado por 

Paula et al. (2021) para verificar a microbiota do queijo fresco, foi observado que dentre 

as variedades de espécies bacterianas, Pseudomonas spp. foi o microrganismo mais 

prevalente. Teider et al. (2019) detectaram contagens médias de Pseudomonas spp. de 

6,86 (±18,6) × 105 UFC/g em queijos frescos comercializados formalmente e de 2,08 

(±3,65) × 106 UFC/g para queijos frescos comercializados informalmente, ambos 

comercializados na cidade de Londrina/PR. Desse modo, medidas de controle eficientes 

se baseiam na correta higienização e sanitização dos equipamentos a fim de eliminar a 

formação de biofilmes (FORSYTHE, 2013).   
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3 OBJETIVOS 

 

Pesquisar a qualidade e segurança microbiológica de queijos frescos produzidos 

sem inspeção sanitária obtidos de comércio informal das cidades de Botucatu e Pardinho, 

estado de São Paulo.  
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Listeria monocytogenes, Coxiella burnetii e Bacillus cereus em queijos frescos não-

inspecionados comercializados ilegalmente em São Paulo, Brasil 

 

Ana Carolina de Sá1, Juliano Gonçalves Pereira1, Antonio Carlos Paes1  

 

ABSTRACT 

Cheeses are very susceptible to microbial contamination and can carry pathogens and/or 

toxins that cause foodborne diseases, including zoonoses. This study aims to investigate 

the prevalence of hygienic-sanitary and pathogenic indicator agents in fresh cheeses from 

informal production. Samples of 51 fresh cheeses produced without sanitary inspection 

and informally marketed were analyzed for Listeria monocytogenes, Salmonella spp., 

Bacillus cereus, Staphylococcus coagulase positive, Escherichia coli, Pseudomonas spp., 

Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burnetii by microbiologica l 

and biomolecular analysis. Among the cheeses analyzed were found Listeria 

monocytogenes serotype 4b in one sample (1,96%), Bacillus cereus in two (3,92%), 

Coxiella burnetii in four (7,84%). In 28 samples (54,9%) the Escherichia coli count was 

higher than permitted by law as well as in 23 samples (45,09%) the coagulase positive 

Staphylococcus count was above the microbiological limit regulated by IN nº161. The 

large number of samples in disagreement with the legislation is an alarming fact 
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 demonstrating the risk that the trade in these cheeses can bring to public health. Greater 

rigor in the inspection of the trade of informal fresh cheeses is necessary since such a 

product can be an aggravating factor for the occurrence of outbreaks foodborne diseases. 

Key words: foodborne diseases, milk and derivatives, microbiology, PCR 

 

RESUMO 

Os queijos são alimentos propensos à contaminação microbiana e podem veicular 

patógenos e/ou toxinas causadores de doenças de origem alimentar (DOA), inclus ive 

zoonoses. Este estudo visa pesquisar a prevalência de agentes indicadores higiênico -

sanitário e patogênicos em queijos frescos oriundos de produção informal. Amostras de 

51 queijos frescos produzidos sem inspeção sanitária e comercializados informalmente 

foram analisados para Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Bacillus cereus, 

Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli, Pseudomonas spp., Mycobacterium 

bovis, Mycobacterium tuberculosis e Coxiella burnetii por meio de análises 

microbiológicas e biomoleculares. Entre os queijos analisados foi detectado Listeria 

monocytogenes sorotipo 4b em uma amostra (1,96%), Bacillus cereus em duas amostras 

(3,92%), Coxiella burnetii em quatro amostras (7,84%). Em 28 (54,9%) amostras a 

contagem de Escherichia coli foi superior ao permitido pela legislação assim como em 

23 (45,09%) a contagem de Staphylococcus coagulase positiva se apresentou acima do 

limite microbiológico regulamentado pela IN nº161. O grande número de amostras em 

não conformidade com a legislação é um dado alarmante demonstrando o risco que o 

comércio desses queijos pode trazer para a saúde pública. Maior rigor na fiscalização do 

comércio de queijos frescos informais se faz necessário, visto que tal produto pode ser 

um fator agravante para a ocorrência de surtos de doenças veiculadas por alimentos. 

Palavras-chave: doenças de origem alimentar, leite e derivados, microbiologia, PCR. 
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INTRODUÇÃO 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2022), as Doenças de Origem 

Alimentar (DOA) estão entre as maiores causas de morbidade e mortalidade de humanos 

no mundo todo e surtos relacionados ao consumo de leite e derivados lácteos, 

especialmente os queijos, são frequentemente relatados (ARGUDÍN; MENDOZA; 

RODICIO, 2010; HONISH et al., 2004; SUZUKI et al., 2020).  

A cadeia produtiva de queijos tem diversas etapas que podem oferecer riscos de 

contaminação. Na obtenção da matéria prima, o leite utilizado pode sofrer contaminação 

por Staphylococcus spp., provenientes de mastites bovinas (ARGUDIN et al., 2010; LE 

LOIR et al., 2003). A utilização de leite cru e não pasteurizado, comum na produção de 

queijos informais, pode ser responsável pela veiculação de patógenos como Coxiella 

burnetii aos seres humanos (ROZENTAL et al., 2020; MIONI et al., 2019). Ainda, a 

contaminação cruzada com outros alimentos e a ausência de boas práticas de manipulação 

e conservação do queijo podem ocorrer durante toda sua produção, principalmente em 

produções familiares, favorecendo a disseminação de Bacillus cereus e de Listeria 

monocytogenes, por exemplo (BARANCELLI et al., 2011; MAZIERO e BERSOT, 

2011).  

No Brasil, cerca de aproximadamente 70% da produção de queijos provem da 

agricultura familiar onde a produção é, muitas vezes, realizada com o leite excedente da 

subsistência familiar e a sua venda de maneira informal gera um melhor retorno finance iro 

comparado à entrega do leite para laticínios (IBGE, 2019; VINHA et al., 2016; 

EMBRAPA, 2021). Entretanto, a infraestrutura deficiente de muitas propriedades 

associada, as inúmeras falhas na produção e conservação do queijo somados a má 

qualidade da matéria prima favorecem a contaminação microbiana colocando em risco a 

segurança microbiológica do alimento e a saúde dos indivíduos que o consomem 
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(AMARAL et al., 2020; DA SILVA et al., 2015; KAMIMURA et al., 2019; VINHA et 

al., 2016, AMORIM et al., 2014). 

Programas como o Plano Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e 

Tuberculose (PNCEBT) foram implementados no país afim de monitorar a sanidade 

animal melhorando a qualidade sanitária do leite produzido e somados a portarias e 

instruções normativas do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

e da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que determinam parâmetros 

microbiológicos e fiscalizam a produção de alimentos, regulamentam as boas práticas de 

fabricação, armazenamento e venda dos produtos de origem animal, auxiliando na busca 

pela produção de alimentos seguros (BRASIL, 2022; BRASIL, 2021; BRASIL, 2019). 

Entretanto, a informalidade é um desafio para o serviço de saúde pública nacional visto 

que ocorre livremente e em todo o país (AMARAL et al., 2020). A falta de conhecimento 

acerca dos riscos envolvidos no consumo de tais produtos, associada a questões cultura is 

e ao preço baixo quando comparados com produtos industrializados, são características 

que favorecem o comércio informal de produtos de origem animal, dentre eles os queijos 

(AMORIM et al., 2014).  

O objetivo deste trabalho foi pesquisar a qualidade microbiológica de amostras de 

queijos frescos produzidos sem inspeção sanitária obtidos de comércio informal da região 

de Botucatu, estado de São Paulo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostragem 

Entre novembro de 2021 a março de 2022 foram adquiridos 51 queijos frescos 

não inspecionados, produzidos e comercializados informalmente por propriedades 
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leiteiras (n=16), estabelecimentos comerciais (n=23), e através de venda ambulante em 

feiras livres, venda pela internet, “carro de ovos” ou diretamente em residências (n=12) 

na região de Botucatu, estado de São Paulo. O produto foi acondicionado desde o 

momento de sua compra dentro de sacos plásticos transparentes de primeiro uso 

identificados em caixa térmica contendo gelo reciclável e transportado até o Laboratório 

de Microbiologia de Alimentos da UNESP campus de Botucatu-SP para realização das 

análises. 

 

Análises microbiológicas 

Contagem de Bacillus cereus 

Para a contagem de Bacillus cereus foi adotada a metodologia ISO 7932 (ISO, 

2004). Foram pesadas 25 g das amostras e diluídas em 225 mL de Solução Salina 0,85%. 

Após diluições seriadas, alíquotas de 0,1 mL das diluições 10-1, 10-3 e 10-5 foram 

semeadas na superfície de placas contendo Ágar Bacillus cereus (BC) suplementadas com 

gema de ovo devidamente identificadas e incubadas a 30±1°C por 48±2 h. Foram 

selecionadas 5 colônias características de cada placa e submetidas a confirmação em 

placas de Ágar sangue mediante presença de β-hemólise. Os resultados foram expressos 

em log UFC/g. 

 

Contagem de Escherichia coli 

A contagem de Escherichia coli seguiu a metodologia ISO 16649 (ISO, 2001). 

Foram pesadas 25 g das amostras e diluídas em 225 mL de Solução Salina 0,85 %. Após 

as diluições seriadas, alíquotas de 1 mL das diluições 10-1 e 10-3 foram inoculadas pela 

técnica de pour plate com o meio de cultura Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) para 

contagem de Escherichia coli, posteriormente incubados 44°C±1°C por 18 h. Colônias 
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características foram submetidas a contagem e os resultados foram expressos em log 

UFC/g. 

 

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva 

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva seguiu método ISO 6888-1 

(ISO, 2003). Foram pesadas 25 g das amostras e diluídas em 225 mL de solução salina 

0,85 %. Após diluições seriadas, alíquotas de 0,1 mL das diluições 10-1, 10-3 e 10-5 foram 

inoculadas na superfície de placas de Baird-Parker Agar (BP) suplementadas com gema 

de ovo e telurito de potássio e posteriormente incubadas a 35±1 °C por 48±2 h. De cada 

placa foram selecionadas 5 colônias típicas e 5 atípicas que foram submetidas ao teste da 

coagulase com plasma-EDTA para confirmação. Os resultados foram expressos em log 

UFC/g. 

 

Contagem de Pseudomonas spp. 

A contagem de Pseudomonas sp. foi realizada de acordo com a metodologia ISO 

13720 (ISO, 2010) com modificações. Foram pesadas 25 g das amostras e diluídas em 

225 mL de Solução Salina 0,85 %, após diluições seriadas, alíquotas de 0,1 mL das 

diluições 10-1, 10-2, 10-4 e 10-6 foram inoculadas na superfície de placas com ágar 

Cetrimide e incubadas a 35±2 °C por 48±2 h. Colônias características foram submetidas 

ao teste da oxidase para confirmação. Os resultados foram expressos em log UFC/g. 

 

Pesquisa de L. monocytogenes 

A pesquisa de L. monocytogenes seguiu a metodologia ISO 11.290-1 (ISO, 2017a) 

com modificações. Foram pesadas 25 g das amostras que foram enriquecidas com 225 

mL de caldo de enriquecimento de Listeria (LEB) e posteriormente incubadas a 
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30±1°C/24h. Após incubação, 0,1 mL do caldo enriquecido com a amostra foi transferido 

para o caldo Fraser, sendo novamente incubado a 37±1°C/24-48h. A partir dos tubos com 

caldo Fraser que apresentaram hidrólise da esculina (escurecimento do caldo), foi 

realizada semeadura em placas de Chromogenic Listeria Agar (ALOA) e Oxford Listeria 

Agar (OXA), as quais foram incubadas a 37±1°C/48h. Colônias características foram 

selecionadas, purificadas em Tryptic Soy Agar (TSA) com 0,6% Yeast Extract (YE) e 

submetidas à confirmação e identificação bioquímica (produção de β-hemólise, 

motilidade e fermentação dos carboidratos xilose, ramnose e manitol). Os resultados 

foram expressos em presença ou ausência em 25 g. 

A confirmação molecular foi realizada por meio de Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) de acordo Doumith et al. (2004). Adicionalmente, o perfil de virulênc ia 

foi realizado pela detecção genes inlA, inlB, inlC, hlyA e actA proposto por Liu et al. 

(2007), Paziak-Domanska et al. (1999) e Suarez & Vazquez-Boland (2001). 

 

Pesquisa de Salmonella spp.  

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada de acordo com a ISO 6579 (ISO, 

2017b) onde foram pesadas 25g das amostras e enriquecidas com 225 mL de Buffered 

Peptone Water (APT) sendo posteriormente incubadas a 37±1°C/18±2h. Após incubação, 

1 mL do caldo enriquecido foi transferido para o caldo Muller-Kauffmann Tetrathionat 

(MKTT) e 0,1 mL para o caldo Rappaport-Vassilidis Soya (RVS), ambos foram 

incubados 41,5±1°C/24±3h. Posteriormente, uma alíquota de cada caldo de 

enriquecimento incubado foi estriada em placas contendo Xylose Lysine Deoxycholate 

Agar (XLD) e Bismuth Sulfite Agar (BS), incubadas a 37±1°C/24±3h. Colônias 

características foram submetidas a provas bioquímicas (lisina, produção de H2S, 

fermentação de açúcar, utilização de citrato, ureia, vermelho de metila, Voges-Proskauer, 
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produção de indol e motilidade). Os isolados de Salmonella spp. foram submetidos a 

sorotipificação de acordo com antígenos somáticos e flagelares. Os resultados foram 

expressos em presença ou ausência do patógeno em 25 g. 

 

Detecção molecular de Coxiella burnetii 

As amostras de queijo foram processadas usando o Kit DNeasy Blood and Tissue 

(Qiagen®) seguindo o protocolo do fabricante para amostras de tecido. Para o preparo 

das amostras para extração foram pesados 10 gramas de queijo em tubo Falcon® de 50 

ml, adicionaram-se 10 ml de solução PBS e macerou-se com auxílio de vórtex. Após, 200 

µl desse macerado de queijo com PBS, foram adicionados a 180 µl de tampão ATL e 20 

µl de Proteinase K, e foram incubados por 30 min a 70 'C'. Em seguida, 200 µl de etanol 

(96%-100%) foram adicionados à amostra e misturado completamente. As amostras 

foram transferidas para a coluna de spin DNeasy Mini, colocadas em um tubo coletor de 

2 ml, centrifugadas a 6.000 G por 1 min e, em seguida, o resíduo do processo de filtragem 

foi descartado. Adicionamos 500 µl de Buffer AW1, centrifugamos novamente por 1 min 

a 6.000 G e descartamos o resíduo do filtrado. Para completar a limpeza da amostra, 500 

µl de Buffer AW2 foram adicionados e centrifugados por 3 min a 20.000 G para secar a 

membrana DNeasy. Finalmente, colocamos a coluna em um tubo limpo de 1,5 ml e 

adicionamos 200 µl de Buffer AE (tampão de eluição) diretamente na membrana DNeasy. 

As amostras foram então incubadas à temperatura ambiente por 1 min e depois 

centrifugadas por 1 min a 6.000 G para eluir. 

A amplificação para detecção de C. burnetii seguiu o protocolo de Vaidya et al. 

(2010) utilizando os primers Trans 3 (5'-GTAACGATGCGCAGGCGAT-3') e Trans 4 (5'-

CCACCGCTTCGC TCGCTA-3') (Hoover, Vodkin, & Williams, 1992). Resumidamente, 

a PCR foi executada em um volume total de 25 µl, contendo 32 nM de cada primer, 12,5 
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µl de SYBR Green™ Dye GoTaq™ qPCR Master Mix (Promega), 6,7 µl de água de grau 

PCR sem nuclease e 5 µl de molde de DNA. O ensaio qPCR foi realizado em um Real-

Time Applied Biosystems™ Step-One (modelo ABI 7500 Fast), com o ciclo padrão de 

95°C por 10 min, e 40 ciclos de 94°C por 30 s, 61°C por 30 s e 72°C por 1 min. A 

fluorescência foi registrada no ponto final de cada ciclo, e a análise da curva de 

dissociação consistiu em 95°C por 30 s, seguido de 61°C por 30s e aumento gradual até 

95°C a 2°C/min. Como controle positivo, utilizou-se DNA de uma cepa de C. burnetii 

isolada de carrapatos argentinos (Pacheco et al., 2013) que, após a conclusão da curva de 

dissociação, registrou a temperatura de fusão de 86,91°C.  

Foi realizado simultaneamente à amplificação de β-actina como controle da 

reação. Após, as cepas positivas de C. burnetii foram submetidas a eletroforese 

considerando-se positividade quando o peso molecular da amostra coincidiu com a banda 

243 pb. 

 

Detecção molecular de Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis 

O preparo das amostras de queijos para a extração foi realizado pesando-se 10 

gramas de cada amostra em saco estéril tipo Stomacher®, no qual foram adicionados 10 

ml de solução salina estéril e em seguida homogeinizado manualmente para dissolução 

do conteúdo. Para extração do DNA das amostras de queijos, foram processados 200µL 

do sobrenadante de cada amostra diluída conforme descrito anteriormente e utilizado o 

kit MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit (ThermoFisher®) seguindo as 

instruções do fabricante.  

 A amplificação das amostras para detecção de M. bovis e M. tuberculosis seguiu 

a metodologia de Flamínio (2019) onde todas as reações de qPCR foram realizadas em 

um equipamento 7500 Fast Real Time PCR System com o 7500 Software v.2.3 (Applied 
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Biosystems). Para as amplificações utilizou-se o sistema: GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega, USA). As concentrações e temperatura foram definidas conforme as instruções 

do fabricante. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Dentre as contagens de microrganismos indicadores de qualidade higiênico-

sanitária, Staphylococcus coagulase positiva, E. coli e Pseudomonas spp. apresentaram 

as maiores contagens (Tabela 1). Coxiella burnetti e L. monocytogenes foram 

identificados em 7,84% e 1,96% das amostras, respectivamente. Não foram detectados 

Salmonella spp., M. bovis e M. tuberculosis (Tabela 1).  

Tabela 1: Contagens médias (Log) de microrganismos indicadores de qualidade-higiênico 
sanitária e presença de patógenos em amostras de queijos frescos não inspecionados 
(n=51) comercializados informalmente na região de Botucatu, SP. 

Microrganismo Média Mínimo Máximo DP 
Parâmetros 

adotados 

Log UFC/g   

Staphylococcus coagulase positiva 2,79 -0,18 7,01 2,39 3,00(1) 

E. coli 2,59 0,00 5,60 1,74 3,00(1) 

B. cereus 0,14 0,00 3,96 0,72 2,7(2) 

Pseudomonas ssp.  2,18 0,00 7,64 2,98 6,34(3) 

Presença ou ausência em 25 g   

L. monocytogenes 1/51 (1,96%) Ausência*(1) 

Salmonella ssp.  0/51 (0,00%) Ausência(1) 

Detecção molecular em 10 g   

Mycobacterium bovis 0/51 (0,00%) Ausência 

Mycobacterium tuberculosis 0/51 (0,00%) Ausência 

Coxiella burnetii 4/51 (7,84%) Ausência 
(1) IN 161 (ANVISA, 2022) para queijos de umidade ≥ 46%. 
(2) IN 161 (ANVISA, 2022) para Bacillus cereus em sobremesas lácteas. 
(3) Champagne et al. (1994). 
* Ausência em 25g. 

 

Na figura 1 são apresentados os resultados obtidos neste estudo, os quais foram 

comparados com os padrões microbiológicos estabelecidos pela IN nº 161 de 2022 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para queijos de umidade ≥ 46%. 
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Para os limites de Bacillus cereus foram utilizados os parâmetros descritos para 

sobremesa láctea (BRASIL, 2022). Para Pseudomonas spp. foi utilizado o estudo de 

Champanhe et al. (1994), pois não dispõe de parâmetros oficiais para qualquer categoria 

de alimento. 

 

Figura 1: Número de amostras conforme e não conforme de acordo padrões legais da IN 

nº 161 (BRASIL, 2022) e Champagne et al. (1994). 

 

De todos os queijos analisados apenas quatro (7,84%) amostras apresentaram 

conformidade com todos os parâmetros adotados, sendo todos provenientes de 

propriedades rurais. Das demais amostras, 26 (50,98%) apresentaram não conformidade 

em ao menos um parâmetro avaliado, 20 (39,21%) em dois parâmetros e uma (1,96%) 

amostra em três parâmetros.  

A presença de L. monocytogenes em uma das amostras (1,96%) proveniente de 

estabelecimento comercial demonstra a não conformidade do produto que está sendo 

disponibilizado para consumo da população e o consequente risco à saúde do consumidor. 

Vinha et al. (2016) encontraram L. monocytogenes em 1 (1,96%) amostra dos 77 queijos 
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analisados em seu estudo, enquanto Apolinário et al. (2014) detectaram 9,6% dos queijos 

de seu trabalho contaminados com o microrganismo.  

Em nosso estudo o isolado de L. monocytogenes foi caracterizado no sorogrupo 

IV (4b), além disso, esse isolado abrigava genes relacionados a virulência, como o fator 

de internalização celular e disseminação célula a célula (inlA, inlB, inlC), síntese de 

listeriolisina (hlyA) e polimerização de actina (actA) no hospedeiro, evidenciando a 

importância epidemiológica relacionada a esse microrganismo. Bem como, o isolado 

apresentava genes relacionados a formação de biofilme e adaptações a condições 

estressantes (prfA, agrBCDA). Tais genes quando expressos pela bactéria auxiliam na 

internalização de L. monocytogenes (inlA, inlB) na parede celular do hospedeiro, na 

propagação para outras células adjacentes (inlC e actA), produção de listeriolisina para 

manutenção do patógeno na célula hospedeira assim como sua multiplicação (hlyA) e 

resistência ambiental (prfA, agrBCDA) frente a adversidades do ambiente (LIU et al., 

2007, PAZIAK-DOMANSKA et al., 1999; SUAREZ et al., 2001).    

O sorotipo 4b é o menos prevalente na contaminação de alimentos, entretanto é 

comumente relacionado a ocorrência da forma invasiva de listeriose apresentando altas 

taxas de mortalidade quando indivíduos de grupos de risco são acometidos 

(BARANCELLI et al., 2011).  

Por mais que não tenha sido analisado a capacidade fenotípica de adesão e 

formação de biofilmes, nosso isolado apresentou genes importantes relacionados a essas 

características, evidenciando um fator para a contaminação cruzada e persistênc ia no 

ambiente assim como associação com a forma invasiva de listeriose (FABER e 

PETERKIN, 1991; MEAD et al., 2000). 

A detecção de C. burnetii (n=4; 7,84%) foi um achado importante, pois se trata 

de um agente zoonótico e sua presença em leite e derivados lácteos não é frequente (Gale 
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et al., 2015). Nossos achados corroboram com os encontrados por Rozental et al. (2020) 

e Mioni et al. (2019) onde ambos detectaram 9,43% e 3,57% de prevalência em queijos 

maturados e leite cru respectivamente, demonstrando a importância de tais alimentos 

como potencial fonte de infecção para humanos. Apesar da principal via de transmissão 

de C. burnetii ocorrer pela inalação de aerossóis contaminados, surtos de febre Q por 

ingestão de leite cru e queijo contaminados já foram descritos sugerindo que o risco do 

consumo de produtos lácteos contaminados não pasteurizados não deve ser negligenc iado 

(GALE et al., 2015; SIGNS et al., 2011).  

A detecção de C. burnetii nos queijos analisados em nosso estudo demonstra a 

existência de rebanhos contaminados na região amostrada e, por se tratar de um patógeno 

transmitido também pelo ar que pode se disseminar por longas distâncias carreado pelo 

vento, há a possibilidade de ocorrência de surtos de febre Q nas cidades próximas as 

propriedades infectadas constituindo potencial risco para a saúde pública (MIONI et al., 

2020; TISSOT-DUPONT et al., 2004).   

Apenas duas (3,92%) amostras estavam fora dos limites estabelecidos para B. 

cereus, com contagens de 3,96 e 3,34 logs UFC/g ambas provenientes de 

estabelecimentos comerciais (Tabela 1 e Figura 1). A contagem de B. cereus observada 

neste estudo foi menor que o limite mínimo descrito pela literatura científica capaz de 

causar doença clínica e efeitos deletérios na degradação do alimento (DOYLE e 

BUCHANAN, 2013; FORSYTHE, 2013; ARNESEN et al., 2008). No entanto, a baixa 

contagem de B. cereus nos queijos analisados não diminui o potencial risco do consumo 

deste produto, visto que o mesmo não é um alimento de consumo rápido podendo ficar 

vários dias estocado na geladeira das residências e devido sua característica psicrotrófica, 

pode multiplicar-se nesse ambiente. A ausência de parâmetros legais para contagem de 

B. cereus em queijos é preocupante, visto que não apenas em nosso trabalho foi possível 
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isolar o microrganismo,  Kabuki et al. (2008) encontraram contagens de 103 a 105 UFC/g 

de B. cereus em queijos provenientes do comércio da cidade de Campinas/SP, sendo que 

22% desses queijos apresentavam contagens superiores a 105 UFC/g, considerada a dose 

infectante e potencialmente enterotoxigênica. 

Com relação a Staphylococcus coagulase positiva foram observadas contagens 

variando entre -0,18 a 7,01 log UFC/g, sendo que 23 amostras (38%) estavam em 

desacordo com o permitido para queijos pela legislação brasileira (Tabela 1 e Figura 1). 

A elevada contagem de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de queijo pode 

sugerir falhas de higiene no processo de produção do mesmo, ou ainda má qualidade 

sanitária da matéria prima (KAMIMURA et al., 2020). No entanto, não é possível 

distinguir a fonte de contaminação devido ao fato da matéria prima não ser pasteurizada 

o que poderia direcionar a causa do problema caso o foco de contaminação fosse mastite 

bovina. Melo et al. (2013) reiteraram que altas populações de Staphylococcus spp. têm 

potencial inibitório contra bactérias mais sensíveis frente a competição pela microbiota, 

o que também pode justificar a alta contagem dessas bactérias nas amostras analisadas.   

Alimentos com contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima de 105 

UFC/g podem apresentar potencial produção de enterotoxinas e causarem intoxicações 

(NIA et al., 2016). Em nosso trabalho foi observado que 13 amostras (25,49%) 

apresentavam contagens de S. coagulase positiva acima desse valor constituindo um 

potencial risco para a produção de enterotoxinas (NIA et al, 2016). Entretanto, devido a 

sua característica termo resistente, as enterotoxinas estafilocócicas podem estar presentes 

mesmo quando S. coagulase positiva não esteja mais viável no alimento ou até mesmo 

quando a contaminação do alimento se dá por cepas de Staphylococcus coagulase 

negativa, visto que também apresentam potencial produção de enterotoxinas além de 

serem mais prevalentes nos casos de mastite em vacas (GUIMARÃES et al., 2013; LE 
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LOIR et al., 2003). As enterotoxinas estafilocócicas mais relacionadas a ocorrências de 

intoxicações são SEA, SEB, SEC, SED e SEE, contudo em nosso estudo não foi possível 

realizar a avaliação da presença/quantificação das mesmas, devido a limitações 

metodológicas (BLAIOTTA et al., 2004). 

Para E. coli foram observadas 28 (54,9%) amostras fora do padrão estabelecido 

pela a IN nº 161 (BRASIL, 2022), com contagens variando entre 0,0 a 5,6 log UFC/g 

(Tabela 1 e Figura 1). A presença de altas contagens de E. coli entre as amostras 

independente aos locais de coleta pode indicar uma possível contaminação de origem 

fecal e consequente má qualidade higiênico-sanitária na produção dos queijos. Outra 

questão relevante para tal resultado é o fato de que muitos produtores/comerciantes não 

dispõe de local adequado para a produção, armazenamento e comercialização dos 

produtos (VINHA et al., 2016). E. coli patogênicas são um dos principais microrganismos 

envolvidos em DOA, contudo, muitas estirpes de E. coli habitam de forma comensal o 

intestino de homens e de animais, sendo que o isolamento do agente pode não distinguir 

estirpes comensais de patogênicas; portanto não pode ser relacionado necessariamente 

com a ocorrência de DOA (RAMOS et al., 2020). 

As contagens de Pseudomonas spp. variaram de 0,0 a 7,64 log UFC/g, apresentando 

média de contagens de 2,18 log UFC/g, sendo oriundas dos três tipos de locais avaliados. 

A literatura sobre a contaminação de queijos por Pseudomonas aeruginosa é escassa e 

conflitante, apresentando estudos onde não se detectaram a presença da bactéria, enquanto 

outros obtiveram êxito em isolá-la (CARVALHO et al., 2009; OKUNO et al., 2021). 

Somado a este fato, observa-se a ausência de parâmetros legais para contagem de 

Pseudomonas spp. no Brasil, o que dificulta a determinação de referências para sua 

avaliação. Os resultados da análise deste agente deteriorante em nosso estudo foram 

baseados nos relatos de Champagne et al. (1994) que descreveram contagens de 
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Pseudomonas spp. acima de 6 log UFC/g como capazes de produzir proteases e lipases a 

ponto da deterioração do alimento ser percebida e indesejada pelo consumidor. Acredita -

se que o impacto de Pseudomonas spp. na saúde humana esteja subestimado, pois o 

microrganismo tem sido relacionado a ocorrência de surtos de origem alimentar mesmo 

em baixa prevalência, apresentando potencial resistência a multidrogas 

(CAPODIFOGLIO et al., 2016; DE PAULA et al., 2021; QUINTIERI et al., 2019). Como 

se trata de um agente oportunista a nível de interesse em saúde humana, seria importante 

a determinação da dose infectante capaz de manifestar sintomas clínicos visto que ainda 

não foi definida. 

Entre as amostras analisadas não foi observada contaminação por Salmonella spp. 

demonstrando concordância com a legislação brasileira, onde o patógeno deve estar 

ausente em 25 g de amostra de queijos com umidade ≥46%. Segundo Apolinário et al. 

(2014) a associação entre bactérias ácido láticas (BAL) e coliformes promove a 

acidificação do meio inibindo, consequentemente outras bactérias que não são resistentes 

ao pH ácido do meio, como por exemplo Salmonella spp. Nosso trabalho corrobora com 

os estudos de Amaral et al. (2020) e Silva et al. (2015a) que também não isolaram 

Salmonella spp. nos queijos analisados em suas pesquisas.  

A ausência de detecção de M. bovis e M. tuberculosis nas amostras deste estudo 

não isenta que o consumo destes produtos não apresente perigos para o consumidor, pois 

a falta de pasteurização do leite é um fator de risco alto para a persistência de tais 

patógenos assim como para C. burnetii. Contradizendo nossos achados Cezar et al. (2016) 

e Harris et al. (2007) isolaram o patógeno na matriz de queijos frescos e de coalho, 

podendo assim demonstrar o risco inerente ao consumo do alimento produzido com leite 

não pasteurizado e proveniente de rebanho sem controle sanitário para tal doença.  
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O número de queijos em não conformidade para S. coagulase positiva, 

Pseudomonas spp. e B. cereus foi menor em comparação com os queijos que atenderam 

os parâmetros microbiológicos oficiais, o que não significa que o produto esteja apto ao 

consumo, dado que altas porcentagens das amostras se encontraram acima dos limites 

microbiológicos estabelecidos oferecendo risco a saúde pública. Somado a isso, as altas 

contagens de E. coli e a presença de L. monocytogenes e C. burnetii denotam potencial 

ameaça à saúde pública. Além disso, as duas amostras de B. cereus apresentaram elevadas 

contagens quando comparado com os parâmetros para outros derivados lácteos presentes 

na legislação regulamentadora (BRASIL, 2022).  

As altas contagens de S. coagulase positiva e E. coli demonstram má qualidade 

higiênico-sanitária seja ela proveniente da falta de boas práticas de produção 

agropecuárias, má higienização dos equipamentos do processo de ordenha, além da 

sanidade animal, ou ainda, falta de boas práticas de manipulação na produção do queijo 

e seu incorreto armazenamento. A presença de B. cereus pode indicar contaminação 

cruzada e provável ausência de boas práticas de fabricação, enquanto a presença de L. 

monocytogenes sugere falhas no processo de produção desses queijos.  

Esses resultados são preocupantes, pois o fato do queijo fresco informal ter um 

custo mais baixo em comparação com o produto industrializado constitui um fator muitas 

vezes decisório para a compra do alimento e, somado a escassez de informações acerca 

dos riscos do consumo desse tipo de produto, coloca a saúde da população em 

vulnerabilidade. Segundo observado no estudo de Amorim et al. (2014), o valor médio 

de compra dos queijos informais pode ser um fator importante para a decisão de compra 

pelo consumidor associado a falta de conhecimento das diferenças entre os produtos 

formais e informais aliado a preferência pelo sabor do queijo informal relatado pelos 

entrevistados no referido estudo. 
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A ausência de programas de autocontrole no processo de fabricação artesanal 

assim como falta de treinamento em boas práticas de manipulação e armazenamento 

aliados a fiscalização sanitária deficiente e o livre comércio de alimentos informais em 

todo o país constitui um risco para a saúde pública, pois não somente expõe a população 

a ocorrência de surtos de DOA como dificulta a identificação, rastreio e recolhimento 

desses produtos pelo fabricante para evitar o surgimento de novos surtos. Um exemplo 

da importância de todos esses fatores associados a uma boa colaboração entre os órgãos 

oficiais e a indústria pode ser exemplificado pelo trabalho de Nüesch-Inderbinen et al. 

(2021) que descreveu um surto de listeriose ocorrido na Suíça em 2020 onde foi possível 

identificar, pela própria indústria através de análises de rotina, a contaminação de queijos 

do tipo Brie e correlacionar o ocorrido com o surgimento de casos de DOA. Neste mesmo 

estudo fica explícita a agilidade do serviço de saúde pública da Suíça o qual realizou o 

rastreio e a apreensão dos produtos fabricados pela empresa que ainda estavam 

disponíveis no varejo, evitando assim novas infecções por L. monocytogenes. 

 

CONCLUSÃO 

O alto número de amostras em desconformidade com os padrões da legislação 

para os microrganismos pesquisados neste estudo evidencia a má qualidade sanitária do 

queijo fresco não inspecionado comercializado informalmente na região de Botucatu/SP, 

dado este preocupante para a saúde pública, o que reforça a necessidade de ações mais 

incisivas de fiscalização sanitária para coibir a venda deste produto a fim de evitar 

possíveis ocorrências de surtos de doenças veiculadas por esse tipo de alimento. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O isolamento e confirmação molecular de L. monocytogenes é um importante 

achado nos queijos analisados em nosso estudo visto que foi possível demonstrar através 

da cultura a viabilidade do agente para uma possível infecção em decorrência do consumo 

de queijo proveniente de produção e comércio informal. Somado a este fato permanece 

uma lacuna a ser preenchida em relação a ocorrência de surtos de listeriose no Brasil, 

evidenciando talvez um subdiagnóstico e/ou subnotificação de casos. 

Apesar da detecção de C. burnetii em nosso estudo, não foi possível analisar a 

viabilidade do patógeno, pois para tal seria necessário realizar o cultivo microbiológico 

de agente em conjunto com a análise molecular, o que é um obstáculo frente a exigênc ia 

de um alto nível de biossegurança (Laboratório NB 3), impossibilitando a execução da 

técnica em diversos laboratórios de pesquisa do Brasil (Ministério da Saúde, 2017). 

No Brasil não há obrigatoriedade da vacinação contra C. burnetii nem programas 

voltados ao controle da doença nos animais de produção assim como ocorre com outras 

zoonoses tais como Brucelose e Tuberculose. Somado a este fato acrescenta-se a carência 

de um serviço de vigilância sanitária mais eficiente na detecção da ocorrência de casos 

da doença em nosso país. 

Políticas públicas a fim de ampliar a divulgação de informações acerca da 

segurança sanitária dos alimentos se fazem necessárias uma vez que grande parte da 

população desconhece os riscos inerentes ao consumo de produtos informais que não 

sofrem fiscalização para garantir sua qualidade microbiológica. Pelo desconhecimento da 

importância da inocuidade dos alimentos, os consumidores acabam por optar pelo produto 

proveniente do comércio informal visto que normalmente o valor é mais atrativo que o 

produto formal; entretanto enquanto houver demanda por produtos informais dificilmente 

os produtores procurarão se aprimorar tecnicamente e atender as exigências sanitárias 

legais, pois isso exige investimento em infraestrutura assim como treinamento em boas 

práticas de fabricação.  

Em suma, a pesquisa de microrganismos indicadores higiênico-sanitários e 

patogênicos nos queijos frescos produzidos sem inspeção sanitária e comercializados 

informalmente na região de Botucatu-SP demonstrou a ocorrência de bactérias com 

potencial ocorrência de surtos de DOA e zoonoses. A importância de estudos como este 

se justifica uma vez que se conhecendo a real situação epidemiológica desses agentes é 
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possível traçar políticas de saúde pública mais assertivas para a prevenção e controle da 

ocorrência de surtos de DOA. 


