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RESUMO GERAL

NUNES, G. dos S. Qualidade microbiolégica e perfil de resisténcia aos
antimicrobianos do queijo de coalho artesanalmente produzido. 2017. 72fl.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal do Piaui, Bom
Jesus, 2017.

O queijo de coalho € um alimento muito consumido no Nordeste do Brasil. Além do queijo de
coalho industrializado, o produto genuinamente elaborado de forma artesanal conquista os
consumidores por preservar caracteristicas regionais, pela crenga de ser mais benéfico, pelo
sabor e, em alguns casos, também devido ao preco mais acessivel. A fabricacdo artesanal do
queijo de coalho é feita a partir do leite cru e sob condi¢es insatisfatdrias de higiene. Portanto,
a contaminacdo microbioldgica deste produto assume importancia para a satde publica, pelo
risco de causar doencgas transmitidas por alimentos. Assim, objetivou-se avaliar a qualidade
microbioldgica e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos do queijo de coalho artesanal
comercializado em Bom Jesus-PIl. Foram adquiridas 30 amostras de queijo de coalho artesanal
e encaminhadas ao laboratorio de Microbiologia de Alimentos, da Universidade Federal do
Piaui, para as analises. Realizaram-se, contagem de bactérias aerdbias mesofilas, de bolores e
leveduras; determinacdo do nimero mais provavel de coliformes; confirmacédo de Escherichia
coli; pesquisa de Salmonella spp.; deteccdo de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase
positiva e; perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Escherichia coli. Houve crescimento de
bactérias aerdbias mesofilas em 100% das amostras analisadas e de bolores e leveduras em
73,33%. Detectaram-se a presenca de coliformes totais em 100% enquanto que os coliformes
termotolerantes em 60% das amostras analisadas. Confirmacéo de Escherichia coli em 46,67%
das amostras analisadas. Staphylococcus spp. foram detectados em 100% e Staphylococcus
coagulase positiva em 96,67% das amostras analisadas. Ndo foi observada a presenca de
Salmonella spp.. Os isolados de Escherichia coli apresentaram resisténcia a nitrofurantoina
(64,29%), ampicilina (50%), tetraciclina (21,43%), sulfametoxazol+trimetropim (14,28%) e
cloranfenicol (7,14%). O queijo de coalho artesanal comercializado em Bom Jesus-PI apresenta
qualidade microbiologica insatisfatdria para o consumo e pode servir de veiculo de transmisséo

de bactérias patogénicas resistentes a diferentes agentes antimicrobianos.

Palavras-chave: alimentos, enterotoxinas, Escherichia coli, satde publica
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ABSTRACT GENERAL

NUNES, G. dos S. Microbiological quality and antimicrobial resistance profile of
artisanal curd cheese. 2017. 72fl. Dissertation (Master in Animal Science) —

Federal University of Piaui, Bom Jesus, 2017.

The curd cheese is a very consumed food in Northeast Brazil. In addition to the industrialized
curd cheese, the genuinely crafted product conquers consumers by preserving regional
characteristics, by the belief of being more beneficial, by the taste and in some cases also by
the more affordable price. The artisanal manufacture of curd cheese is made from raw milk and
under unsatisfactory hygiene conditions. Therefore, the microbiological contamination of this
product assumes importance for public health because of the risk of causing foodborne diseases.
Thus, the aim was to evaluate the microbiological quality and antimicrobial resistance profile
of the artisanal curd cheese commercialized in Bom Jesus-Pl. Thirty samples of artisanal curd
cheese were collected and sent to the Food Microbiology laboratory of the Federal University
of Piaui for analysis. Counts of mesophilic aerobic bacteria, mold and yeast; determination of
the most probable number of coliforms; confirmation of Escherichia coli; search for Salmonella
spp.; detection of Staphylococcus spp. and coagulase positive Staphylococcus and;
antimicrobial resistance profile of Escherichia coli. There was growth of aerobic mesophilic
bacteria in 100% of the analyzed samples and of molds and yeasts in 73.33%. The presence of
total coliforms was detected in 100% while the thermotolerant coliforms were detected in 60%
of the analyzed samples. Confirmation of Escherichia coli in 46.67% of the samples analyzed.
Staphylococcus spp. were detected in 100% and Staphylococcus coagulase positive in 96.67%
of the samples analyzed. Escherichia coli isolates were resistant to nitrofurantoin (64.29%),
ampicillin (50%), tetracycline (21.43%), sulfamethoxazole + trimethoprim (14.28%) and
chloramphenicol (7.14%). The artisanal curd cheese commercialized in Bom Jesus-PI presents
microbiological quality unsatisfactory for consumption and can serve as a vehicle for the

transmission of pathogenic bacteria resistant to different antimicrobial agents.

Key words: food, enterotoxins, Escherichia coli, public health
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INTRODUCAO GERAL

O queijo de coalho artesanal € bastante consumido na regido Nordeste e representa
grande importancia na economia da regido, principalmente para a agricultura familiar. Os
queijos em geral, sdo produtos muito manipulados e, por este motivo, passiveis de
contaminagdo, especialmente de origem microbiolégica (AMORIM et al., 2014). Assim,
especialmente os queijos frescos artesanais, tém sido frequentes veiculos de agentes
patogénicos de origem alimentar, pois, sdo comumente fabricados com leite cru sem passar por
pasteurizacdo ou processo térmico equivalente (FEITOSA et al., 2003).

Os queijos artesanais sdo amplamente consumidos, apesar de serem elaborados em
condicdes inadequadas de higiene, sem apresentar padrbes de identidade e qualidade
estabelecidos pela legislacédo vigente. O consumo deste tipo de queijo, é motivado por costumes
alimentares antigos, ja que parte dos consumidores acreditam que esses produtos sejam mais
benéficos a saude, além de possuirem preco mais acessivel (SANTOS, 2011).

Vérias pesquisas relatam que a qualidade microbiologica dos queijos esta atrelada a
qualidade da matéria prima, a manipulacdo excessiva, a ndo adocdo das boas préaticas de
fabricacéo, ao teor de umidade do queijo (ZOCCHE et al., 2012; AMORIM et al., 2014). Como
consequéncia das condi¢Oes deficientes durante a obtencdo e fabricagdo de queijos artesanais,
observam-se alta contagem microbiana por bactérias patogénicas, como a Salmonella spp.
Escherichia coli, Staphylococcus spp. (OLIVEIRA et al., 2010; DANTAS, 2012; FAVA et al.,
2012).

Além dos aspectos concernentes a precariedade da fabricacdo do queijo de coalho
artesanal, outro entrave, € o aumento de bactérias patogénicas isoladas, que apresentam
resisténcia aos agentes antimicrobianos, especialmente os utilizados na producdo animal
(GUIMARAES et al., 2012; EVANGELISTA-BARRETO et al., 2016). Como existe uma
grande variedade de substancias com atividade antimicrobiana em sistemas de producao
animal, usados na prevencéo, terapia e como melhoradores de crescimento, ha o favorecimento
de resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos pelo uso desregrado e sem orientacéo
técnica adequada (SANTOS, 2011; GUIMARAES et al., 2012). Além disso, medicamentos
usados para fins profilaticos ou terapéuticos em medicina veterinaria, pertencem a mesma
classe dos agentes antimicrobianos utilizados na medicina humana. Este é, portanto, um
problema de salde publica, pois possibilita a veiculacdo de bactérias resistentes para a
populagéo consumidora (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2016).

Xv



Tendo em vista a grande importancia socioecondmica do queijo de coalho artesanal para
a regido, e necessidade de que se conhecam as condicOes higiénicas de producdo e
comercializacdo do produto, objetivou-se avaliar a qualidade microbiologica e o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de isolados de Escherichia coli do queijo de coalho artesanal,
comercializado em Bom Jesus-PlI.

Esta dissertacdo foi estruturada conforme as normas de elaboracgéo de dissertacdes do
Programa de Pos-Graduacao em Zootecnia da UFPI da seguinte forma: Introducédo; Capitulo 1.
Revisdo Bibliografica intitulada “Qualidade microbiolégica do queijo de coalho artesanalmente
produzido”, elaborada de acordo com as normas da Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira

(https://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab); Capitulo 2 - artigo cientifico intitulado “Queijo de

coalho artesanal como veiculador de Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva”,
elaborado de acordo com as normas da Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia (http://www.abmvz.org.br/); Capitulo 3 - artigo cientifico intitulado “Queijo de

coalho artesanal como veiculador de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos”, elaborado
de acordo com as normas da Revista Acta Scientiae  Veterinariae

(http://www.ufrgs.br/actavet/); e ConsideracGes Finais.
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CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Elaborada de acordo com as normas da Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira
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Qualidade microbiolodgica do queijo de coalho artesanalmente produzido

Gladiane do Santos Nunes® e Antonio Augusto Nascimento Machado Janior®

(MUniversidade Federal do Piaui, Campus Professora Cinobelina Elvas, Bom Jesus-P1, CEP 64900-000. E-mail:
gladianenunes@outlook.com, machadojunior@gmail.com

Resumo - O queijo de coalho artesanal € um alimento muito consumido na regido Nordeste do
Brasil. Por fazer parte da alimentacdo de pessoas de todas as classes sociais, este queijo assume
grande relevancia social e econdmica. Além disso, a fabricacdo artesanal favorece a
manutencdo das caracteristicas regionais e fortalece a crenca de que seja um produto mais
natural e benéfico a salde. Entretanto, tem sido frequente veiculo de agentes patogénicos de
origem alimentar pois, séo comumente fabricados em condigdes insalubres, com leite cru sem
passar por pasteurizacdo ou processo térmico equivalente. Diante disso, objetivou-se com este
trabalho fazer uma revisao, a partir da consulta de artigos nacionais e internacionais sobre o
controle de qualidade microbioldgica do queijo de coalho artesanal, e sua importancia para a
obtencdo de um produto de boa qualidade e que ndo represente riscos a satide. Com base nesta
pesquisa, considera-se que diante da elevada susceptibilidade do queijo de coalho artesanal a
contaminacdo microbiana e do grande potencial para a veiculacdo de agentes patogénicos
causadores de doencas transmitidas pelos alimentos, torna-se necessario estabelecimento de
medidas de controle que incluam a educacdo de produtores e consumidores, no sentido de
melhorar a qualidade do produto oferecido a populacéo e de minimizar riscos a satde publica.

Termos para indexacdo: queijo artesanal, contaminacdo microbiana, saude publica.

Microbiological quality of artisanal curd cheese

Abstract - Artisanal curd cheese is a very consumed food in the Northeast region of Brazil.
Being part of the food of people of all social classes, this cheese assumes great social and
economic relevance. In addition, the artisanal manufacture favors the maintenance of the
regional characteristics and strengthens the belief that it is a more natural product and beneficial
to health. However, it has been a frequent vehicle for pathogens of food origin, since they are

commonly manufactured in unhealthy conditions, with raw milk without undergoing
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pasteurization or equivalent thermal process. In view of this, the aim of this work was to review,
based on the consultation of national and international articles on the microbiological quality
control of artisanal curd cheese, and its importance in obtaining a good quality product that
does not represent health risks. Based on this research, it is considered that in view of the high
susceptibility of artisanal curd cheese to microbial contamination and the great potential for the
transmission of pathogens causing foodborne diseases, it is necessary to establish control
measures that include education of producers and consumers, in order to improve the quality of
the product offered to the population and to minimize risks to public health.

Index terms: artisanal cheese, microbial contamination, public health.

1 Introducéo

O leite € um alimento composto por vitaminas, minerais e proteinas, € seu consumo na
forma fluida ou como derivados lacteos, exerce papel importante na nutricdo de pessoas de
todas as idades.

Parte do leite produzido no pais, ndo é consumida na forma fluida, mas é utilizada na
elaboracdo de derivados lacteos, dentre os quais o queijo de coalho artesanal ou industrializado
ocupa papel de destaque na culinaria nordestina e apresenta grande importancia econémica,
especialmente para pequenos produtores (Amarante, 2015; Dias et al., 2015).

O queijo apresenta caracteristicas nutritivas que o tornam excelente fonte de nutrientes
para o crescimento de microrganismos desejaveis e indesejaveis. A microbiota presente no
gueijo pode ser proveniente da matéria-prima, mas também é incorporada ao produto durante a
sua manipulacdo (Amorim et al., 2014). Dentre os principais contaminantes do queijo, estdo:
os coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., bactérias mesoéfilas
aerobicas, bolores e leveduras (Freitas Filho et al., 2009; Dantas, 2012),

Apesar de existir legislacdo especifica para regular a qualidade do queijo de coalho, a

producdo artesanal normalmente ocorre sem obedecer a padrdes estabelecidos. Assim, embora
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seja obrigatoria a pasteurizacdo do leite ou tratamento térmico equivalente, na fabricacdo do
queijo de coalho comumente se utiliza leite cru, obtido sob condig¢des insalubres e sem boas
praticas de fabricacdo (Silvaetal., 2017). A legislacdo determina que queijos elaborados a partir
de leite cru, sejam submetidos a um periodo minimo de maturacdo de 60 dias a temperatura
superior aos 5°C (Brasil, 1996). O ndo atendimento as normas estabelecidas, acaba por
favorecer o crescimento de microrganismos indesejaveis, de modo a diminuir a qualidade
microbioldgica, e viabilizar a veiculagdo de patdgenos causadores de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) (Evangelista-Barreto et al., 2016).

Com base no exposto, esta revisdo de literatura faz uma breve abordagem sobre o
controle de qualidade microbioldgica do queijo de coalho artesanal, e sua importancia para a

obtencdo de um produto de boa qualidade e que ndo represente riscos a satde publica.

2 Histdrico do queijo

O periodo em que se iniciou a elaboracdo de queijos € incerto, mas acredita-se que tenha
sido ha cerca de 8.000 anos, nos vales dos rios Tigre e Eufrates. Os primeiros registros que
mencionam o leite e 0 gado bovino aparecem nos escritos sanscritos dos sumérios (4000 a. C.),
dos babildnicos (2000 a. C.) e nos hinos védicos. Provavelmente o queijo e os leites fermentados
tenham surgido acidentalmente ao se armazenar o leite em recipientes feitos com estdbmagos de
ruminantes. No leite assim contido, horas depois, ocorria a coagulacdo; e se 0 soro fosse
drenado, restava uma massa compacta que podia ser consumida fresca ou ser armazenada para
consumo dias ou meses depois. Desse modo, a partir de uma matéria prima perecivel, o leite,
obtinha-se um alimento muito nutritivo, com caracteristicas sensoriais muito agradaveis. Com

0 tempo, 0 homem observou que o extrato procedente do estdmago dos ruminantes jovens era
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o0 responsavel pela coagulacdo do leite, o que levou a preparacdo do coalho para elaborar o
queijo de forma dirigida (Chalita et al., 2009).

O processo de fabricacdo de queijos se difundiu por todas as civilizacGes antigas
localizadas no Oriente Médio. E certo que os egipcios fabricavam queijos, pois eles foram
encontrados nas tumbas, particularmente na de Tutankamon (1500 a.C.), descoberta intacta, em
1924. Existem também numerosas referéncias ao queijo no Antigo Testamento, como no livro
de J6 em 1520 a.C. e de Samuel em 1990 a.C.; ha ainda registros desse alimento nos escritos
gregos, como o de Homero em 1184 a. C.. No Império Romano, o0 queijo era um alimento muito
apreciado (Ordonez Pereda, 2005).

Posteriormente as grandes emigracdes de povos ap6s a queda do Império Romano
contribuiram para difundir o modo de fabricar o queijo, como também, na Idade Média, 0s
deslocamentos realizados nas Cruzadas e as peregrinacfes a outros lugares sagrados. Contudo,
€ muito provavel que os monges tenham contribuido de forma muito significativa, nos
monastérios, para o aperfeicoamento da tecnologia e o desenvolvimento de novas variedades.
Parecem atestar isso, 0S nomes que ostentam algumas das variedades atuais de queijos, como:
Saint Paulin, Fromae de Tamie ou Maroilles (Perry, 2004).

A elaboracdo de queijo era feita de forma artesanal até recentemente, e em muitas
regides, esta forma de fabricacdo dos queijos se mantém. A falta de estudo acerca dos aspectos
microbioldgicos e bioquimicos dificulta o controle do processo e a padronizagdo do produto,

sobretudo no que concerne as diferencas regionais (Ordonez Pereda, 2005).
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3 Origem do queijo de coalho artesanal no Brasil

O queijo de coalho é de origem tipicamente brasileira, especificamente do sertdo do
Nordeste. O inicio da producéo deste queijo remonta a chegada do rebanho bovino trazido pelos
portugueses. Na historia popular, relatos descrevem que seu surgimento teve origem nas longas
viagens realizadas pelos vaqueiros, os quais transportavam o leite em um recipiente feito do
estdmago de animais, chamado de matuldo. O leite coagulado dava origem a uma massa muito
saborosa, que resultou na elaboracao rustica e artesanal do queijo de coalho. Ao passar do tempo
foram sendo desenvolvidas outras formas de fabricagdo, usando-se sacos feitos de pano e
prensas de madeira, sem perder a rusticidade e a originalidade. O queijo de coalho é um produto
elaborado a partir da coalhada de leite de animais, ou seja, um concentrado proteico gorduroso,

através da coagulacao da caseina por agdo de enzimas (Amarante, 2015).

4 | egislagéo do queijo de coalho

A legislacdo que determina a qualidade microbiolégica dos queijos no Brasil é
regulamentada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) mediante a
portaria n° 146, de 7 de marco de 1996 que aprova os regulamentos técnicos de identidade e
qualidade dos produtos lacteos (Brasil, 1996), e Instru¢cdo Normativa (IN) n° 30, de 26 de junho
de 2001 que aprova os regulamentos técnicos de identidade e qualidade do queijo de coalho
(Brasil, 2001 b), e através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), mediante a
Resolucdo de Diretoria Colegiada n® 12, de 2 de janeiro de 2001 que estabelece os padrfes
microbioldgicos para alimentos (Brasil, 2001 a).

O MAPA define o queijo de coalho, como o produto que se obtém por coagulagdo do

leite, por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo
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pela acdo de bactérias lacteas selecionadas e comercializado normalmente com até dez dias de
fabricacéo (Brasil, 2001 b).

Como caracteristicas sensoriais, 0 queijo de coalho deve apresentar: consisténcia
semidura e eldstica; textura compacta e macia; cor branco amarelada uniforme; sabor brando,
ligeiramente &cido, podendo ser salgado; crosta fina, sem trinca, normalmente sem forte
definicdo de casca; presenca ou ndo de olhaduras de tamanhos variveis (Brasil, 2001 b).

O queijo de coalho é uma variedade ndo maturada, e é classificado como um queijo de
média a alta umidade, de massa semi cozida ou cozida, e semi gordo ou gordo, por apresentar
teor de gordura entre 35 e 60%. Esse tipo de queijo é produzido a partir de leite pasteurizado
integral ou padronizado a 3% de matéria gorda. A adi¢do de fermento latico e cloreto de célcio
é opcional, ao passo que quando houver inclusdo de condimentos, estes devem ser mencionados
no rétulo (Brasil, 2001 b).

Quanto a qualidade microbiolégica, a ANVISA, estabelece para o queijo de coalho o
limite maximo de coliformes a 45°C e estafilococos coagulase positiva de 5x102 Nimero Mais
Provavel/grama (NMP/g) e Unidade Formadora de Colénia/grama (UFC/g), respectivamente.
Para Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, o limite estabelecido é a auséncia em 25g

(Brasil, 2001 a).

5 Qualidade da matéria prima

A qualidade do leite € um dos maiores entraves na producdo e proveito de derivados
(Mattos et al., 2010). O leite comercializado informalmente € uma preocupacdo de saude
publica, pois pode veicular uma série de doengas transmitidas por alimentos, se obtido e
manipulado em condi¢des inadequadas, sendo um risco potencial para quem o consome

diretamente ou na forma de seus derivados (Makita et al., 2012).
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O leite é definido pela Instru¢do Normativa n® 62 (IN 62) do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, como o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em
condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas, e quando proveniente
de outros animais deve ser denominado segundo a espécie de procedéncia. Sua classificacdo é
feita de acordo com o modo de produgédo, composicao e requisitos fisico-quimicos e bioldgicos,
recebendo a denominagdo A. As formas de apresentacdo sdo: leite cru refrigerado e leite
pasteurizado, e quanto ao teor de gordura, este Gltimo recebe a classificacdo em integral,
semidesnatado ou desnatado (Brasil, 2011).

A portaria 146/96 do Ministério da Agricultura determina que o leite a ser usado no
fabrico do queijo, deverad ser higienizado por meios mecanicos adequados e submetido a
pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente para assegurar a fosfatase residual negativa,
que garantam a inocuidade do produto. Fica excluido da obrigacdo de ser submetido a
pasteurizacdo ou outro tratamento térmico o leite higienizado que se destine a elaboragdo dos
queijos submetidos a um processo de maturacdo a uma temperatura superior aos 5°C, durante
um tempo ndo inferior a 60 dias (Brasil, 1996).

Uma vez que a qualidade microbioldgica da agua constitui ponto critico no processo de
obtenc&o e refrigeracédo do leite, a Instrugcdo Normativa n® 62 determina a cloracdo adequada da
agua utilizada na limpeza e sanitizacdo do equipamento de refrigeragdo e utensilios em geral
(Brasil, 2011).

O controle microbiolégico do leite dar-se-a a partir dos cuidados com a sanidade do
animal, condigdes higiénicas durante a ordenha, bem como em todas as etapas de seu
processamento. Estas medidas, visam reduzir a contaminagdo microbioldgica final e prolongar
a vida util do leite e de seus derivados (Bersot et al., 2010).

A qualidade do leite pode interferir negativamente na producéo e rendimento do queijo

e outros derivados, caso ndo atenda aos padrdes estabelecidos pela legislagdo (Brasil, 2011).
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Claeys et al. (2013), reforcaram que o consumo de leite cru pode trazer sérios prejuizos a salde
do consumidor, uma vez que o leite é um excelente veiculo para microrganismos patogénicos,
responsaveis por diversas doengas de origem alimentar. Segundo Bersot et al. (2010), a cultura
da maioria da populacéo brasileira em se consumir leite ndo pasteurizado, resulta de fatores
como praticidade, pregos baixos, cultura regional, além da crenca de que o produto vindo direto
do produtor é mais benéfico que o industrializado, apesar deste consumo representar perigo a

saude dos consumidores.

6 Importancia na economia

Os queijos em geral tém sido utilizados ao longo do tempo, como a forma mais antiga
de preservar por mais tempo 0s mais importantes elementos nutritivos do leite (Andrade, 2006).
O queijo de coalho é utilizado como meio para um maior e melhor aproveitamento do leite,
sendo como meio de subsisténcia ou como complemento da renda dos pequenos produtores,
que precisam garantir a venda da sua producéo.

A producdo de queijo artesanal esta inserida no mercado informal, por ndo cumprir a
legislacdo vigente. Esse tipo de producdo, dinamiza a economia em municipios de pequeno
porte, ao estabelecer-se como renda principal ou como complemento financeiro das familias
que o produzem; contribui para o fluxo de renda no municipio e diminui o éxodo rural
(Menezes, 2011).

Na regido Nordeste, a producdo de queijo de coalho artesanal tem grande importancia
social e econdmica, tanto por ser exercida em sua maioria por mulheres, como também por ser
uma das principais atividades na cadeia produtiva do setor leiteiro, dentro do segmento da
agricultura familiar. Em varios locais dessa regido, essa atividade apresenta-se como a Unica

possibilidade de renda para os produtores familiares de leite (Aradjo et al., 2012).
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7 Microbiologia do queijo de coalho

Os microrganismos que compdem a microbiota dos derivados do leite, como o queijo,
sdo em grande parte oriundos do proprio leite e sua composicdo qualitativa e quantitativa é
influenciada pelas caracteristicas genéticas do animal, pelo seu estado nutricional e de salde,
pela sua alimentacéo e manejo. Estes microrganismos podem ser adquiridos a partir de diversas
fontes como, a ordenha, manipuladores, utensilios ou 0 ambiente em geral.

No queijo de coalho artesanal produzido com leite cru, ha uma microbiota proveniente
da matéria-prima, mas pode haver também bactérias ndo laticas, com potencial patogénico.
Dentre os microrganismos encontrados como contaminantes do queijo de coalho estdo:
Salmonella spp.; Staphylococcus aureus; bolores e leveduras; Escherichia coli (E. coli) e outros
coliformes; Listeria spp.; Brucella spp.; e Mycobacterium bovis (Borges et al., 2008; Dantas,

2012; Cezar et al., Fonseca et al., 2016).

7.1 Microrganismos benéficos

A presenca de microrganismos benéficos coopera para as caracteristicas organolépticas,
conservacdo e condigdes higiénico-sanitarias do alimento (Freitas Filho et al., 2009). Na
elaboracdo de queijos de coalho, sdo normalmente utilizados fermentadores biologicos, que sdo
considerados microrganismos Uteis, devido ao papel que desempenham na transformacgéo de
materias primas em produtos alimenticios. O metabolismo desses microrganismos resulta na
producdo de um metabolito ndo toxico, de natureza alimenticia (Jay, 2005).

Devido a grande importancia dos fermentadores bioldgicos, durante a elaboragdo de

queijos, sdo intencionalmente adicionadas bacterias acido laticas (BAL). Essas bacterias
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conferem ao alimento sabor, textura e aroma caracteristicos. Sua utilizacdo como culturas
iniciadoras em alimentos fermentados, se d& por possuirem acdo probiotica e por produzirem
substancias antimicrobianas, que contribuem para a bioconservagdo dos alimentos. As BAL
representam um grande grupo de microrganismos naturalmente encontrado em alimentos,
inclusivamente em leite e derivados, como o0s géneros Lactobacillus, Carnobacterium,
Enterococcus,  Bifidobacterium,  Streptococcus, Microbaterium, Propionibacterium,
Pediococcus, Weisella (Medeiros, 2016).

Os derivados lacteos abrigam um enorme reservatério de diversidade genética
microbiana, o qual pode ter potencial biotecnoldgico e aplicado a inddstria alimentar. As BAL,
compdem essa microbiota de forma significativa e sdo apontadas como as principais
responsaveis pela inibicdo e destruicdo de outros microrganismos, incluindo os patogénicos

(Medeiros, 2016).

7.2 Microrganismos indicadores de qualidade

A pesquisa de microrganismos indicadores de contaminacdo € utilizada para determinar
a qualidade microbiolégica dos alimentos. O termo microrganismo indicador pode ser aplicado
a qualquer grupo taxonbémico, fisioldgico ou ecoldgico de microrganismos, cuja presenca ou
auséncia proporciona uma evidéncia indireta referente a uma caracteristica particular do
historico da amostra (Forsythe, 2013). Assim, indicadores podem ser grupos ou espécies que,
quando presentes em um alimento, sinalizam a ocorréncia de contaminagéo de origem fecal,
sobre a provavel presenca de patdgenos ou sobre a deterioracdo potencial do alimento, além de
poderem indicar condi¢des sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou

armazenamento (Franco & Landgraf, 2008).
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7.2.1 Bolores e leveduras

Os bolores e leveduras constituem um grande grupo de microrganismos, a maioria
originaria do solo ou do ar. Os bolores sdo muito versateis, sendo a maior parte deles capaz de
assimilar qualquer fonte de carbono derivada de alimentos. A maioria também é indiferente em
relacdo as fontes de nitrogénio, podendo utilizar o nitrato, os ions de aménia e o nitrogénio
organico. Ja as leveduras séo incapazes de assimilar nitrato e carboidratos complexos; algumas
necessitam de vitaminas ou ndo conseguem utilizar a sacarose como Unica fonte de carbono.
Esses fatores limitam a quantidade de alimentos susceptiveis a deterioracéo por leveduras (Silva
etal., 2010 b)

O crescimento de bolores e leveduras é mais lento do que o observado para bactérias,
em alimentos com baixa acidez e alta atividade de dgua. Em alimentos &cidos e de baixa
atividade de &gua o crescimento de fungos é maior, provocando deterioragdo. A temperatura
ideal de crescimento da maioria dos fungos encontra-se na faixa de 25 a 28°C, ndo crescendo
bem nas temperaturas mesofilas (35-37°C), e raramente nas temperaturas de bactérias
termotolerantes (45°C). O crescimento de fungos é possivel sob condicdes de refrigeracdo
(5°C), porém, abaixo de 10°C negativos, os alimentos podem ser considerados
microbiologicamente estaveis em relacdo a este grupo (Silva et al., 2010 b).

Alves et al. (2009) avaliando trinta amostras de queijo de coalho de producéo artesanal
comercializadas informalmente, obtidas em diversos locais de Sdo Luis - MA, isolaram bolores
e leveduras em dez amostras, com contagens que chegaram a 10° UFC/g. Esses autores
afirmaram que, apesar de ndo haver limites estabelecidos na legislacdo para esses
microrganismos em queijo de coalho, essas contagens apontam caracteristicas higiénico-

sanitarias indesejaveis do produto.
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7.2.2 Coliformes totais e termotolerantes

As bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais sdo capazes de fermentar a
lactose com producdo de gas, a 35-37°C, por 48 horas. O grupo de coliformes termotolerantes
€ um subgrupo dos coliformes totais, com capacidade de fermentar lactose com producéo de
gas, quando incubadas as temperaturas de 44-45°C (Franco & Landgraf, 2008). A identificacédo
do grupo de coliformes em queijo de coalho, em elevada contagem, indica possivel presenca de
agentes patogénicos, como algumas espécies de E. coli que € um coliforme termotolerante,
indicador de contaminacdo por material de origem fecal, uma vez que faz parte da microbiota
intestinal do homem e animais homeotérmicos (Franco & Landgraf, 2008; Alves et al., 2009).

Embora a presenca de um grande nimero de coliformes em alimentos seja indesejavel,
sua eliminacdo é praticamente impossivel (Jay, 2005). Freitas Filho et al. (2009), no seu
trabalho avaliando amostras de queijo de coalho no municipio de Jucati-PE, 50% das amostras
analisadas estavam fora dos padrbes microbiologicos quanto aos niveis de coliformes
termotolerantes. Em um estudo realizado em Parnaiba-Pl, em 16 amostras de queijo de coalho
comercializados em mercados publicos, observaram que 75% das amostras apresentavam
elevadas contagens de coliformes totais. Segundo os autores, isto indica condicdes
insatisfatdrias de higiene em alguma das etapas de produc¢éo ou durante o armazenamento (Dias

etal., 2015).

7.2.3 Microrganismos aerdbios mesoéfilos

As bactérias aerdbias mesofilas compdem um grupo com capacidade de se multiplicar

entre 10°C e 45°C, apresentando temperatura 6tima de crescimento de 32°C e incluem a maioria
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dos contaminantes do leite. Atingem elevadas contagens quando o alimento se mantem a
temperatura ambiente (Jay, 2005).

O niimero de microrganismos aerdbios mesofilos encontrados em um alimento tem sido
um dos indicadores microbiolégicos da qualidade dos alimentos mais comumente utilizados,

pois reflete as condi¢des higiénico-sanitarias do alimento (Franco & Landgraf, 2008).

7.2.4 Microrganismos psicrotroficos

As bactérias psicrotréficas sdo importantes deteriorantes de leite e derivados. Estes
microrganismos produzem enzimas lipoliticas e proteoliticas termorresistentes que agem sobre
0s componentes lacteos e alteram as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas, além de

diminuirem a vida de prateleira do leite e dos seus derivados (Mattos et al., 2010).

7.3 Microrganismos patogénicos

7.3.1 Salmonella spp.

As infeccBes causadas pelas bactérias do género Salmonella séo consideradas as causas
mais importantes de doencas transmitidas por alimentos. A maior parte dessas bactérias é
patogénica para 0 homem, apesar das diferencas quanto as caracteristicas e a gravidade da
doencga que causam (Germano & Germano, 2015).

As salmonelas sdo bacilos gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerobios
facultativos, catalase positivos, oxidase negativos, redutores de nitratos a nitritos e, geralmente,
moveis com flagelos peritriquios. N&o sdo organismos exigentes, podendo se multiplicar em

diversas condi¢cdes ambientais externas aos seres vivos. Desenvolvem-se facilmente em
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alimentos, assim como em aguas contaminadas com restos de alimentos ou fezes (Germano &
Germano, 2015).

Muitos trabalhos, avaliando a qualidade microbioldgica de queijos de coalho, relataram
a presenca de Salmonella spp. (Santana et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Dantas, 2012; Sousa

etal., 2014).

7.3.2. Escherichia coli

As bactérias do género Escherichia coli pertencem a familia Enterobacteriaceae. Sdo
bactérias gram-negativas, ndo esporuladas, anaerobios facultativos, oxidase-negativas,
fermentam glicose com producdo de &cido e gas, mas a maioria fermenta lactose, também com
producdo de acido e gas. Apresentam motilidade por meio de flagelos peritriquios, multiplicam-
se em temperatura ideal de 44-45,5°C (Silva et al., 2010 b).

Varios trabalhos avaliando a qualidade do queijo de coalho, encontraram contaminagdo
microbiana por E. coli, indicando condicdes inadequadas de processamento do queijo de coalho

(Santana et al., 2008; Silva et al., 2010 a; Dantas, 2012; Fonseca et al., 2016).

7.3.3 Staphylococcus spp.

A intoxicacdo por Staphylococcus é a causa mais frequente de surtos de doencas
microbianas transmitidas por alimentos, em muitos paises. O queijo tem sido apontado como
um dos principais alimentos envolvidos em surtos e casos esporadicos de intoxicacao
estafilocdcica (Borges et al., 2008).

Staphylococcus aureus é a mais resistente de todas as bactérias patogénicas nao

formadoras de esporos. E um organismo gram-positivo, coagulase positivo, catalase positivo,
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oxidase negativo e anaerdbio facultativo. A multiplicacdo de S. aureus ocorre entre 7 e 48°C,

com temperatura ideal de 37°C para o desenvolvimento (Germano & Germano, 2015).

7.3.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) agente etiolégico da listeriose, € uma
bactéria patogénica oportunista, capaz de sobreviver e multiplicar-se fora do organismo dos
hospedeiros em meios contendo nutrientes simples. Nos animais e no homem, L.
monocytogenes multiplica-se intracelularmente (Jay, 2005).

A listeriose € uma zoonose de relevante importancia em saude publica, visto que reside
na elevada suscetibilidade de gestantes e na severidade dos danos a saude fetal, assim como,
decorre também da gravidade da manifestacdo clinica, resultante do comprometimento do
sistema nervoso central. No Brasil, a doenca provocada pela L. monocytogenes em seres
humanos, veiculada por alimentos, ainda é pouco relatada, talvez por causa do elevado nivel de
subnotificacdo de DTAs ou das dificuldades de diagndstico diferencial com outras infeccBes
nervosas ou decorrentes da gravidez (Germano & Germano, 2015).

Em 1988, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), definiu que a listeriose é uma
doenca de origem alimentar, e entre outras conclusdes e recomendacdes, afirmou que a L.
monocytogenes € um contaminante ambiental amplamente distribuido, cujo modo de
transmissdao primario para 0 homem ¢é através da contaminacdo dos alimentos em qualquer
ponto da cadeia alimentar, desde a origem até a cozinha. E complementa que, a eliminacéo total
da L. monocytogenes de todos os alimentos € impraticavel (OMS, 1988). L. monocytogenes
pode ser isolada a partir de uma grande variedade de alimentos, dentre 0s quais se destacam 0s

produtos lacteos, leite cru ou pasteurizado, sorvetes e queijos (Germano & Germano, 2015).
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Branco et al. (2003) fazendo um estudo sobre a incidéncia de L. monocytogenes em
amostras de queijo de coalho produzido industrialmente e comercializado sob refrigeragéo,

encontraram o agente em 19% das amostras analisadas.

7.3.5 Brucella spp.

A brucelose é uma doenca infectocontagiosa, de carater zoondtico e tem ampla
distribuicdo mundial. O leite de vaca e os produtos lacteos contaminados por Brucella abortus
podem ocasionar brucelose no homem (Maurelio et al., 2016). Por sua vez, Brucella melitensis
podem ser veiculados ao homem e a outros animais, pelo consumo de queijos e/ou leite cru, de
cabra ou de ovelha infectadas (Germano & Germano, 2015). Por esse motivo, 0s queijos e,
principalmente, os queijos artesanais, sdo os produtos mais associados a veiculacao de Brucella
spp. em paises onde se elabora o produto a partir do leite ndo pasteurizado, pois a eliminagao
do agente pelo leite € intermitente e persiste por meses (Zaffari et al., 2007; Germano &
Germano, 2015).

Em um estudo realizado por Mattos et al. (2010), avaliando a qualidade do leite cru
produzido na regido agreste de Pernambuco, foram detectados animais positivos para brucelose
em 14 propriedades. Esse resultado evidencia o risco de consumo de leite sem tratamento
térmico adequado.

Bezerra (2014) pesquisando bactérias do género Brucella em 30 amostras de queijo de
coalho produzidos com leite cru, comercializados na cidade de Parnaiba-Pl, confirmaram a
presenca em seis amostras. Este autor salienta que o queijo de coalho produzido com leite cru
é veiculo em potencial de Brucella spp. para os consumidores, 0 que evidencia a necessidade
de maior controle em toda a cadeia produtiva desse produto, pois a brucelose é uma das

principais zoonoses que acometem bovinos leiteiros.
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O programa de controle da brucelose no Brasil, Argentina e México, paises com elevada
producdo pecuaria, tem alcance limitado. Por sua vez, paises de grande producdo de carne
bovina, como Estados Unidos, Canada, Australia, Nova Zelandia, Gra-Bretanha e Franca,
possuem amplos programas de controle da infecgéo e, se ainda ndo erradicaram de todo a
infeccdo de seus rebanhos, estdo em vias de fazé-lo (Germano & Germano, 2015).

Para prevencéo e controle da brucelose na populagdo humana, além de todo o controle
higiénico sanitario dos rebanhos, é necessario se assegurar que sejam expostos a venda apenas
produtos lacteos pasteurizados. Germano e Germano (2015) sugerem, que nos locais onde nao
ha pasteurizagdo, sejam adotadas estratégias de educacdo sanitaria, de modo que a populacdo
adote o procedimento de ferver o leite cru e que seja desestimulado o consumo de queijos

frescos, sobretudo os de origem artesanal.

7.3.6 Mycobacterium bovis

Em um estudo realizado por Cezar et al. (2016) avaliando cento e sete amostras de queijo
de coalho artesanal no estado de Pernambuco, trés (2,8%) foram positivas para Mycobacterium
bovis (M. bovis). Eles afirmam que, a detec¢do de M. bovis em amostras de queijo artesanal
destinado ao consumo humano pode representar um risco para a satde publica, e que as medidas
para prevenir e controlar a tuberculose em rebanhos bovinos devem ser melhoradas, afim de
prevenir a transmisséo de M. bovis.

Castro et al. (2015) tambem relataram a presenca de Mycobacterium bovis, em 10% das
amostras de queijo de coalho artesanal em Parnaiba, PI. Esses autores ressaltam que, essas
evidéncias moleculares do microrganismo em queijo de coalho artesanal produzido com leite

cru, servem como um alerta quanto a necessidade de maior controle da tuberculose bovina nos
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rebanhos da regido do baixo Parnaiba e maior vigilancia quanto a tuberculose zoonoética no ser

humano.

8 Controle de qualidade microbioldgica do queijo de coalho

Véarios métodos laboratoriais podem ser utilizados para investigar a qualidade
microbioldgica do queijo de coalho. Esses métodos podem ser divididos em trés grupos:
métodos que dependem de cultivo seguido de caracterizacao fenotipica; métodos que dependem
do cultivo seguido de caraterizacdo molecular; e métodos que dependem de apenas
caracterizacdo molecular. Todos os métodos possuem vantagens e desvantagens (Beresford et
al., 2001). Eles fornecem informac6es sobre a qualidade da matéria prima utilizada, sanitizacdo
da manipulacdo e, ao longo do processamento, adequacao das técnicas utilizadas na preservacgédo
dos queijos e a eficiéncia de transporte e armazenamento do produto final. Esses resultados
possibilitam ainda estimar a vida util do produto, por meio da pesquisa de indicadores de

contaminacdo e da ocorréncia de deterioracdo (Dias et al., 2015).

8.1 Quantificacdo de microrganismos

A quantificacdo de microrganismos, reflete a contaminacdo ambiental do préprio
alimento, bem como as condi¢des de higiene e cuidados durante a producdo. Existem varios
métodos para quantificacdo de microrganismos, e destes, 0s mais comumente utilizados sdo a
contagem padrdo em placas, a contagem em placas prontas (Petrifilm™) e o método da

citometria de fluxo.
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8.1.1 Contagem padréo em placas

A contagem em placas de vidro e usada principalmente para grupos de microrganismos
como os aerobios mesofilos, psicrotroficos, coliformes totais e, bolores e leveduras. Essa
contagem representa 0 somatério de uma série de fatores como, o grau de contaminacdo da
matéria prima utilizada, higiene ambiental, cuidados no processamento para evitar a
multiplicacéo.

A contagem padrdo em placas é um dos métodos disponiveis que faz a contagem
bacteriana total, o qual permite a visualizacdo de col6nias bacterianas formadas em placas de
Petri. Por este método, obtém-se o nimero de unidades formadoras de col6nias por grama

(UFC/g) (Silva et al., 2010 b).

8.1.2 Placas prontas (Petrifilm™)

As placas prontas Petrifilm™ sdo sistemas prontos que consistem de meio de cultura
contendo diferentes tipos de nutrientes, géis hidrossollveis a frio, corantes e indicadores
adequados a recuperacao dos microrganismos pesquisados. A analise microbioldgica realizada
por esse método, fica reduzida a trés etapas: inoculacdo, incubacéo e leitura; dessa forma a
utilizacdo das placas Petrifilm™ dispensa a preparagdo de vidrarias e meios de culturas. Outras
vantagens da utilizacdo dessas placas € a facilidade de leitura, reducdo do espago ocupado para
incubacéo e possibilidade de congelamento para leitura posterior. Além destas vantagens, essas
placas ndo quebram e n&o derramam, havendo assim, uma reducdo no risco de acidentes

laboratoriais (Fung, 2002).
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Disponiveis a comercializacdo, sdo encontradas placas Petrifilm™ para contagem total
de bactérias aerobias; coliformes e Escherichia coli; bolores e leveduras; Staphylococccus

aureus e Listeria spp. (Fung, 2002).

8.1.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é um método rapido para quantificar microrganismos, realizado
por um equipamento denominado citdmetro. Essa técnica permite a quantificagdo de celulas
viaveis e mortas numa populacdo de microrganismos. A suspensao celular que € injetada no
citbmetro atravessa uma camara, na qual encontra um feixe de radiagéo perpendicular ao fluxo.
Pelo controle da espessura de solugdo da amostra, o fluxo ocorre em regime laminar, com
passagem de uma célula por vez. Podem ser detectadas até 10.000 células por segundo. Tal
técnica analisa as células individualmente, permitindo a deteccdo de uma variedade de estados
fisiol6gicos existentes na populacdo. A técnica gera resultados confiaveis e em um menor

espaco de tempo (Cassoli et al., 2007)

8.2 Determinacdo do numero mais provavel

A técnica do Numero Mais Provavel é também chamada de técnica dos tubos multiplos,
utilizada para estimar a contagem de alguns tipos de microrganismos, como coliformes totais e
termotolerantes, E. coli e Staphylococcus aureus. E considerada uma técnica de baixo custo,
que permite estimar a densidade da populacdo empregando-se diferentes meios de cultivo,
analisando-se o crescimento celular microbiano através da leitura da turvagdo do meio e
determinacéo de produtos metabolicos no meio. O nimero mais provavel por grama de produto

é determinado tendo como base a tabela estatistica de Hoskins (Franco & Landgraf, 2008).
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8.3 Pesquisa de patdgenos

Os métodos convencionais para isolamento e identificacdo de microrganismos
patogénicos em alimentos incluem semeaduras em meios de cultura sélidos apropriados para o
isolamento de colbnias e testes complementares para identificacdo desses patdgenos. Essas
técnicas sdo baseadas nos métodos de microbiologia classica descritos no Bacteriological
Analytical Manual (BAM) e, geralmente constituem-se em etapas de pré-enriquecimento e
enriquecimento seletivo, plaqueamentos seletivos e diferenciais e, confirmagdo (Mendonga,
2016).

Embora as técnicas tradicionais de pesquisa de patdgenos sejam relativamente menos
onerosas, sensiveis, de facil aplicacdo, permitirem a distingdo entre células viaveis e inviaveis
de pat6genos, apresentam a desvantagem de serem demasiadamente laboriosas e demandarem
muito tempo para a obtengdo de resultados. Por essa razdo, em alguns casos, sdo aplicadas

técnicas mais rapidas de deteccdo de patdgenos.

8.3.1 Técnicas moleculares

As técnicas moleculares tém sido bastante utilizadas para a deteccdo, identificacdo e
caracterizacdo de bactérias patogénicas em alimentos. Dentre essas técnicas, destacam- se as
fundamentadas na amplificacdo de sequéncias do acido desoxirribonucleico (DNA) pela reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) (Gandra et al., 2008).

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase é uma técnica altamente sensivel, por meio
da qual, sdo obtidas milhdes de copias de sequéncias de &cidos nucléicos, por meio de uma
reacdo enzimatica, partir de pequenas quantidades de sequéncias de DNA ou de &cido

ribonucleico (RNA) especificas. E realizada em um equipamento automatizado e
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computadorizado, denominado termociclador, que promove a variacdo de temperaturas por
determinados periodos de tempo, possibilitando a ocorréncia de ciclos repetitivos de
desnaturacdo e sintese do DNA (Gandra et al., 2008).

As vantagens que a PCR apresenta em relacdo aos métodos convencionais s&o: maior
poder de tipificagdo e discriminagao; maior rapidez; bom limite de detec¢do; maior seletividade
e especificidade; maior potencial para automacao; e a possibilidade de trabalhar com bactérias
que ndo sdo cultivaveis em meios de cultura normalmente utilizados (Gandra et al., 2008).

Embora essas técnicas moleculares de diagnostico permitam a obtencdo de resultados
rapidos, especificos e sensiveis, quando comparadas aquelas tradicionalmente utilizadas para a
deteccdo, um problema pode levar a interpretacfes errdneas. Em analise de microrganismos de
alimentos, é possivel a ocorréncia de resultados falso-positivos decorrentes de amplificacGes
geradas a partir de células mortas. Esta dificuldade, porém, pode ser resolvida com a adi¢éo de
um passo inicial de enriquecimento da cultura antes do PCR (Gandra et al., 2008; Zocche &

Silva, 2012).

9 Importancia do queijo de coalho na saude publica

Por ser elaborado basicamente de forma artesanal, o queijo de coalho esta sujeito a
variacdes na maneira de elaborar o produto, segundo o costume de cada produtor. Essa
caracteristica resulta na obtencdo de queijos com caracteristicas organolépticas distintas.

A sua producdo é em maior parte nas pequenas queijarias ou fazendas, na maioria das
vezes com leite cru, sem nenhum cuidado higiénico-sanitéario, expde o produto a contaminagao
por microrganismos patogénicos e/ou deterioradores, de modo a comprometer sua qualidade e

a saude do consumidor. Evangelista-Barreto et al. (2016) avaliaram queijos artesanais e
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relataram elevada carga microbiana no queijo de coalho, além de detectarem resisténcia e
multirresisténcia antimicrobiana.

Sousa et al. (2014) afirmaram que o consumo de queijo de coalho artesanal deve ser
motivo de preocupacdo para as autoridades da regido onde sdo produzidos, devido possivel
contaminagdo por agentes patogénicos, como estafilococos coagulase positiva e Salmonella
spp., pois esses agentes representam risco a satde dos consumidores. De igual modo, Oliveira
et al. (2010), a contaminagdo microbiana dos queijos artesanais constitui um grave problema
de saude publica pois, pode viabilizar a veiculagdo de agentes causadores de doencas
transmitidas por alimentos (DTAs), tais como Escherichia coli, Samonella spp. e
Sthaphylococcus spp..

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria tem como uma das grandes preocupacoes,
os alimentos. Neste sentido, os alimentos de manipulacao artesanal e os vendedores ambulantes
exigem uma constante e intensa fiscalizacdo, pois muitas vezes, as matérias primas utilizadas
sdo de qualidade duvidosa e as condi¢des de higiene sdo precérias. Apesar disso, grande parte
da populacéo utiliza esses servicos, por praticidade ou pela falsa crenca de que, por se tratar de
produtos artesanais, a qualidade é superior a dos estabelecimentos comerciais. Esse panorama
tem origem na situacéo econémica do pais e nos altos indices de desemprego, que favorecem a

proliferacdo de vendedores informais em todas as regifes do pais (Germano & Germano, 2015).

10 Consideracdes finais

Com base nesta pesquisa, considera-se que diante da elevada susceptibilidade do queijo
de coalho artesanal a contaminacdo microbiana e do grande potencial para a veiculacdo de
agentes patogénicos causadores de doencas transmitidas pelos alimentos, torna-se necessario o

estabelecimento de medidas de controle que incluam a educacédo de produtores e consumidores,
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no sentido de melhorar a qualidade do produto oferecido a populacdo e de minimizar riscos a

salde publica.
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CAPITULO 2 - Queijo de coalho artesanal como veiculador de Escherichia coli e
Staphylococcus coagulase positiva

Elaborado de acordo com as normas da Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (ISSN: 1678-4162)
(http://www.abmvz.org.br/)
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Queijo de coalho artesanal como veiculador de Escherichia coli e Staphylococcus

coagulase positiva

[Artisanal curd cheese as carrier of Escherichia coli and Staphylococcus coagulase postive]

G. dos S. Nunes!, A.A.N. Machado Junior*

1Universidade Federal do Piaui — UFPI/CPCE — Bom Jesus, Pl

RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa, avaliar a qualidade microbioldgica do queijo de coalho
artesanal comercializado no municipio de Bom Jesus, PIl. As amostras de queijo apresentaram
crescimento de 100% de bactérias aerdbias mesofilas, 73,33% de bolores e leveduras, e 80%
de coliformes totais. Coliformes termotolerantes cresceram em 60% das amostras e confirmou-
se a presenca de Escherichia coli em 46,67% das amostras analisadas. Staphylococcus spp.
foram detectados em 100% e Staphylococcus coagulase positiva em 96,67% das amostras
analisadas. Os resultados das andlises do queijo de coalho artesanal comercializado em Bom
Jesus-Pl, apontam que este produto apresenta-se em condigdes higiénico-sanitarias
insatisfatdrias de acordo com a legislacdo brasileira vigente, pois apresentou contaminacédo
microbiana acima do limite estabelecido, incluindo uma elevada contaminacdo por
Staphylococcus coagulase positiva, 0s quais podem representar risco a saude, pela possivel

veiculacdo de enterotoxinas.

Palavras-chave: enterotoxinas, qualidade microbioldgica, satde publica.

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the microbiological quality of the artisanal curd cheese
commercialized in the municipality of Bom Jesus, PI. The cheese samples presented growth of
100% of mesophilic aerobic bacteria, 73.33% of molds and yeasts, and 80% of total coliforms.
Thermotolerant coliforms grew in 60% of the samples and the presence of Escherichia coli was
confirmed in 46.67% of the analyzed samples. Staphylococcus spp. were detected in 100% and

Staphylococcus coagulase positive in 96.67% of the samples analyzed. The results of the
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analysis of the artisanal curd cheese commercialized in Bom Jesus-PI indicate that this product
is presented under unsatisfactory hygienic-sanitary conditions in accordance with current
brazilian legislation, since it presented microbial contamination above the established limit,
including high contamination by Staphylococcus coagulase positive, which may represent a

health risk, due to the possible inclusion of enterotoxins.

Keywords: enterotoxins, microbiological quality, public health.

INTRODUCAO

O queijo de coalho artesanal € um produto de grande importancia na regidao Nordeste do
Brasil, pois além de possibilitar o aproveitamento do leite produzido, seu sabor peculiar tem
grande aceitacdo entre os consumidores. Por ser de fabricacdo artesanal, o queijo e outros
alimentos artesanais estdo sujeitos ao modo de fabricacéo tradicional proprias da regido onde
sdo produzidos, e isso confere a esses produtos, caracteristicas sensoriais peculiares (Medeiros
etal., 2017).

O processo de fabricacdo de queijos deve seguir normas rigorosas de higiene. Ademais,
a matéria prima deve ser oriunda de animais em condicdes sanitarias adequadas. Irregularidades
no controle da matéria prima, no seu beneficiamento e estocagem podem resultar em um
alimento de baixa qualidade e no risco de toxinfec¢des de origem alimentar (Zaffari et al., 2007;
Fava et al., 2012).

Vaérios trabalhos demonstram que a qualidade dos queijos esta associada a qualidade da
matéria prima, as condi¢fes de manipulacdo e ao teor de umidade (Zocche et al., 2012; Amorim
et al., 2014). Em geral, a principal fonte de contaminacgdo do queijo artesanal é o leite cru ou
guando submetido a tratamento térmico insuficiente. Além da contaminacdo proveniente da
matéria prima utilizada, uma grande variedade de microrganismos presentes no ambiente de
fabricacdo também é incorporada ao produto (L.ittle et al., 2008).

Salmonella spp., Staphylococcus spp. coliformes, bactérias aerobias mesofilas, bolores
e leveduras estdo entre os principais microrganismos isolados de queijos (Oliveira et al., 2010;
Dantas, 2012). A manipulacdo, fabricacdo e comercializagdo do queijo de coalho artesanal, ndo
raro, sao realizadas em condicdes de higiene inadequada, sobretudo em regides em que ndo ha
usina de beneficiamento de leite. Esse contexto, interfere decisivamente sobre a qualidade do

produto final, que chega a mesa do consumidor como possivel veiculo de patégenos causadores
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de doencas transmitidas por alimentos. Assim, a contamina¢do microbiana do queijo, constitui-
se em problema de salde publica.

Com base no exposto, objetivou-se nesta pesquisa, avaliar a qualidade microbioldgica
do queijo de coalho artesanal comercializado no municipio de Bom Jesus, PI.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram coletadas 30 amostras de queijo de coalho artesanal, mediante
compra em supermercados, padarias e na feira livre de Bom Jesus-Pl, nos meses de janeiro e
fevereiro de 2017. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos de polietileno,
devidamente identificadas e transportadas em recipientes isotérmicos com gelo para o
laboratdrio de Microbiologia de Alimentos, da Universidade Federal do Piaui - Campus Profa.
Cinobelina Elvas, em Bom Jesus-PI, onde foram realizadas as anélises.

Com um bisturi esterilizado e flambado, retirou-se 50 gramas de cada uma das amostras
de queijo, transferindo-se, destas, 25 gramas para frascos de tampas rosqueaveis contendo 225
mL de agua peptonada (AP) e outros 25 gramas para frascos contendo 225 mL de solu¢éo salina
peptonada a 0,1%, obtendo-se assim a dilui¢do 10™. Em seguida, foram preparadas diluices
decimais até 10 em tubos de ensaio contendo 9 mL de 4gua peptonada a 0,1%, adicionados de
1 mL da diluig&o anterior, para formar a dilui¢do seguinte.

Para contagem de bactérias aer6bias mesofilas, depositou-se 1 mL de cada diluicdo
decimal em placas de Petri vazias e esterilizadas, em duplicata. Imediatamente apds a
inoculacdo, verteram-se sobre o indculo de 15 a 20 mL do &gar padrdo para contagem,
previamente esterilizado, fundido e resfriado a 45°C. Apds a homogeneizacdo e solidificacdo
do &gar, as placas foram invertidas e incubadas em estufa a 36 + 1°C por 48 horas. Em seguida,
realizaram-se as contagens em placas contendo de 25 a 250 col6nias (Brasil, 2003). Para
obtencdo dos resultados, multiplicaram-se a média do nimero das colénias contadas nas placas
em duplicata pelo fator de diluicdo das placas correspondentes, fornecendo o nimero de
microrganismos aerébios mesoéfilos por grama da amostra analisada.

A contagem de bolores e leveduras iniciou-se com o preparo das diluicdes decimais de
101 a 103, em solugéo salina a 0,1%. A partir de cada diluicdo, foram transferidos 1 mL para
placas de Petri vazias e esterilizadas, em duplicata. Para o cultivo, utilizou-se 0 meio agar
dextrose batata (ADB), que apos fundido, esterilizado e resfriado a 45°C, foi adicionado acido

tartarico a 10%, para inibi¢do da microbiota bacteriana. Ap0s a inoculacdo, verteram-se de 15
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a 20 mL do meio sobre o indculo, homogeneizando-se suavemente. Depois da solidificacéo, as
placas foram incubadas em estufa a 25+1°C por sete dias. Efetuaram-se as contagens em placas
contendo de 25 a 250 col6nias. A média do nimero de colbnias contadas nas placas em
duplicata foi multiplicada pelo fator de diluicdo das placas correspondentes, fornecendo o
numero de microrganismos de bolores e leveduras por grama da amostra analisada (Brasil,
2003; Silva et al., 2010 b).

Para determinagdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais, transferiu-se
1 mL de cada diluigdo decimal para 4 séries de 3 tubos de ensaio contendo 9 mL de caldo verde
brilhante bile lactosado 2% e um tubo de Durhan invertido para coleta de géas, apds inoculacao,
os tubos foram incubados a 36+1°C por 48 horas. Foram considerados positivos os tubos que
apresentaram formacéao de gés no tubo de Durhan. Os resultados obtidos foram analisados por
meio da tabela de NMP de coliformes totais por grama da amostra (Brasil, 2003).

Para a pesquisa de coliformes termotolerantes foi utilizado o caldo Escherichia coli,
com incubacdo em banho maria a 45,5+0,2°C por 24+2 horas. A partir dos tubos que
apresentaram formac&o de gas no tubo de Durhan, foram semeadas as placas com &gar Eosina
Azul de Metileno (EMB) e incubadas a 35°C por 24 horas (Brasil, 2003). As placas que
apresentaram caracteristicas verde metalicas foram submetidas as provas bioquimicas de
producdo de Indol e Citrato de Simmons descritas por Feng et al. (2002).

Para deteccdo de Staphylococcus, a partir da solugéo salina peptonada 0,1%, obteve-se
a diluicdo 10. Logo ap6s, prepararam-se as diluicdes decimais até 10, em tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucdo salina peptonada 0,1% estéril, transferindo-se sucessivamente
aliquotas de uma diluicdo para formar a diluicdo seguinte. Em seguida, transferiram-se
aliquotas de 0,1 mL das dilui¢Ges para placas de Petri contendo &gar Baird Parker, e com auxilio
de uma alca de Drigalsky, espalhou-se o in6culo por toda a superficie do meio. As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas e, ap0s esse periodo, selecionaram-se para contagem as placas
gue continham entre 25 e 250 coldnias. Consideraram-se como coldnias tipicas, as de coloragédo
negra brilhante, com anel opaco, rodeadas por um halo claro transparente. Estas foram
semeadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo Infuséo Cérebro-Coracéo, e incubadas
a 35°C por 24 horas. Apos incubag&o, as colénias foram submetidas a coloragdo de Gram e as
provas de catalase e de coagulase para a identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva,
segundo 0s métodos analiticos oficiais descritos na IN n°® 62 (Brasil, 2003).

Para a pesquisa de Salmonella, as amostras foram pré-enriquecidas em agua peptonada

a 0,1% (AP) e incubadas a 42°C por 24 horas. ApGs esse periodo, iniciou-se 0 enriquecimento

52



134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164

seletivo, em que se transferiram aliquotas de 0,1 mL de cada amostra diluida em AP para tubos
de ensaio contendo 9,9 mL do caldo Rappaport-Vassiliadis, para incubagéo a 41+0,5°C por 24
h. Concluida a incubagdo, semearam-se placas contendo os meios &gar Hektoen Enteric, agar
Mac Conkey, agar Salmonella-Shigella e &gar Xilosina Lisina Desaxicolato, e estas foram
incubadas por 24 h a 35-37°C. As coldnias tipicas foram submetidas aos testes bioquimicos nos

meios Triple Sugar Iron e agar Lisina Ferro (Brasil, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve crescimento de bactérias aerébias mesofilas em todas as amostras de queijo de
coalho artesanal analisadas, com uma média de 2,9 x 10° UFC/g e contagens que chegaram a
1,9 x 10° UFC/g (Tab. 1). Evangelista-Barreto et al. (2016) encontraram para o queijo de coalho
em Cruz das Almas-BA, a contagem média de 5,9 x 108 UFC/g, portanto mais elevada que o
presente estudo. Esses autores, atribuem a elevada presenca desses microrganismos no queijo
de coalho, ao uso da matéria prima de origem ndo segura, ma higienizacdo de utensilios,
elaboragdo sob condigGes insalubres, e armazenamento e comercializagdo em temperaturas
inadequadas.

Embora a legislacdo (Brasil, 2001) ndo determine um padrdo oficial para bactérias
aerdbias mesofilas, a enumeracédo destes, € uma indicacdo da qualidade higiénica de producéo
e manipulacdo do queijo. Portanto, altas contagens destes microrganismos, indicam
deterioracdo e pobres condigdes higiénicas de producao.

Quanto a pesquisa de bolores e leveduras, houve crescimento em 22 (73,33%) das
amostras analisadas, com média de 4,9 x 10* UFC/g, com contagens de até 4,6 x 10° UFC/g
(Tab. 1). Resultados iguais foram encontrados por Silva et al. (2010 a), que avaliando queijo
de coalho comercializado em trés laticinios do sertdo de Alagoas, obteve uma média de 10%. A
legislacdo em vigor (Brasil, 2001) também néo especifica limites microbioldgicos para bolores
e leveduras em queijo de coalho, mas, uma vez que esses microrganismos sdo frequentes
contaminantes ambientais e deteriorantes, as contagens obtidas indicam condi¢fes higiénico-
sanitarias indesejaveis (Alves et al., 2009). Além disso, a contaminagdo por bolores merece
atencdo, pelo fato de que algumas espécies sdo produtoras de micotoxinas, capazes de causar

danos a saude dos consumidores (Franco e Landgraf, 2008).
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Tabela 1. Contagem de bactérias aerébias mesofilas e bolores e leveduras em queijo de coalho
artesanal comercializado em Bom Jesus-Pl, nos meses de janeiro e fevereiro de 2017

Numero de amostras (%)

Faixa de contagem Bactérias aerobias Bolores e leveduras
(UFC/g)* mesofilas
<3,0 - 8 (26,66%)

3 F10? - 7 (23,33%)
102 F103 4 (13,33%) 7 (23,33%)
10° F 10% 7 (23,33%) 3 (10%)
10*F 10° 18 (60%) 5 (16,66%)
10°F 10° 1 (3,33%) -

*UFC/g: Unidade Formadora de Colonias por grama

Todas as amostras (30/30) analisadas apresentaram contaminacao por coliformes totais,
e destas 24 (80%) apresentaram contagem acima de 103 NMP/g (Tab. 2). Ainda que a legislacéo
RDC n° 12 (Brasil, 2001) ndo contemple a presenca de coliformes totais, esses microrganismos
refletem condicOes de elaboracdo do produto e esses resultados expressam a necessidade de
melhorias nas praticas higiénicas de producéo do queijo (Franco e Landgraf, 2008).

Verificou-se crescimento de coliformes termotolerantes em 60% das amostras avaliadas
(Tab. 2), sendo consideradas aceitaveis, por apresentarem contaminagdo abaixo de 5 x 10?
NMP/g, limite permitido pela legislagéo para queijo de coalho (Brasil, 2001). Feitosa et al.
(2003) obtiveram resultados similares, que se situaram entre 3 e 7 NMP/g, e atribuiram o
resultado as condicOes higiénicas, a qualidade da matéria prima utilizada e ao baixo nivel de
contaminacdo fecal. Resultados acima desse limite em 93,3% e 80,9% das amostras, foram
encontrados por Santana et al. (2008) e por Oliveira et al. (2010), respectivamente. Oliveira et
al. (2010), reforgam que os coliformes termotolerantes, s&o microrganismos pertencentes a um
grupo que tem habitat no trato intestinal do homem e outros animais, e cuja presenca em
produtos alimenticios sugere que houve contato direto ou indireto do alimento com fezes, o que

sinaliza risco para a satde dos consumidores.
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Tabela 2. Distribuicdo de amostras de queijo de coalho artesanal, segundo a faixa de
contaminacdo por coliformes totais e termotolerantes em queijo de coalho artesanal
comercializado em Bom Jesus-PI, nos meses de janeiro e fevereiro de 2017

Coliformes (NMP/g)*

Faixa de contaminagao Totais (35°C) Termotolerantes (45°C)
<3,0 - 12 (40%)
3 F102 2 (6,66%) 18 (60%)
102F10° 4 (13,33%) -
>103 24 (80%) -

*NMP/g: Nimero mais provavel por grama

A partir dos coliformes termotolerantes, confirmaram-se a presenca de Escherichia coli
em 14 (46,67%) das 30 amostras analisadas. Melo et al. (2013) confirmaram presenca de E.
coli em 59,26% das amostras de queijo artesanal serrano e afirmaram que esse achado indica
contaminacdo fecal e sinaliza a ocorréncia de outros enteropatdgenos, devido a condicGes
inadequadas de higiene durante ou ap6s o0 processamento.

Das 30 amostras analisadas, em 100% houve crescimento de Staphylococcus spp., com
média de 3,2 x 10° UFC/g e contagens que variaram de 4,1 x 10% a 6,7 x 10° UFC/g (Tab. 3).
Evangelista-Barreto et al. (2016) verificaram a presenga de Staphylococcus spp. em todas
(14/14) as amostras de queijo de coalho artesanal analisadas, na cidade de Cruz das Almas-BA,
com média de contagem de 8,40 x 107 UFC/g, portanto, superiores a encontrada no presente
estudo. A RDC n° 12 ndo estabelece limite microbioldgico para Staphylococcus spp. (Brasil,
2001).

Tabela 3. Distribuigcdo de amostras de queijo de coalho artesanal, segundo faixa de contagem
de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo em Bom Jesus-Pl, nos meses de
janeiro e fevereiro de 2017

NUmero de amostras (%)

Faixa de contagem Staphylococcus spp. Staphylococcus coagulase positiva

(UFClg)*

<3,0 - 1 (3,33%)

3F10! 1 (3,33%) 3 (10%)

101 F 102 - 6 (20%)
10> F103 8 (26,66%) 13 (43,33%)
10%F 10* 11 (36,66%) 6 (20%)
10*F 10° 9 (30%) 1 (3,33%)

>10° 1 (3,33%) -

*UFC/g: Unidade formadora de coldnias por grama
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Staphylococcus coagulase positiva foram isolados de 96,67% (29/30) das amostras
analisadas, com contagens que chegaram a 1,6 x 10° UFC/g e uma média de 1,4 x 10* UFC/g
(Tab. 3). Um percentual de 66,6% (20/30) das amostras apresentou contagem que excedeu 0
limite maximo estabelecido pela legislagio brasileira que é de 5 x 102 UFC/g (Brasil, 2001).
Essa elevada contaminacao por Staphylococcus coagulase positiva indica risco de consumo do
produto uma vez que Staphylococcus aureus é capaz de produzir enterotoxinas termoestaveis e
tem sido apontada como uma das principais bactérias associadas a surtos de doencas
transmitidas por alimentos (DTASs) (Oliveira et al., 2010; Brasil, 2016).

Né&o foi verificada presenca de Salmonella spp. nas amostras avaliadas. Assim, todas as
amostras apresentaram-se de acordo com a legislacdo brasileira vigente, que determina a
auséncia do patdégeno em 25g do produto (Brasil, 2001). Entre os fatores que poderiam ter
influenciado para o ndo isolamento de Salmonella spp., podem ser devido a sua baixa
capacidade de competicdo frente aos coliformes e Staphylococcus spp. (Brant et al., 2007). De
igual modo, outros autores ndo encontraram Salmonella spp. nas amostras de queijo analisadas
(Brooks et al.; Fava et al., 2012). Diferentemente, Santana et al. (2008) isolaram a presenga de
Salmonella spp. em 26,7% das amostras analisadas de queijo de coalho comercializado em

Aracaju, SE.

CONCLUSAO

Os resultados das analises do queijo de coalho artesanal comercializado em Bom Jesus-
PI, apontam que este produto apresenta-se em condi¢Oes higiénico-sanitarias insatisfatorias de
acordo com a legislacéo brasileira vigente, pois apresentou contaminag¢do microbiana acima do
limite estabelecido, demonstrando presenca e quantificacdo de microrganismos patogénicos

que representam riscos a saude publica.
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CAPITULO 3 - Queijo de coalho artesanal como veiculador de Escherichia coli
resistentes a antimicrobianos
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Queijo de coalho artesanal como veiculador de Escherichia coli resistentes a
antimicrobianos
Artisanal curd cheese as carrier of antimicrobial resistant Escherichia coli

Gladiane dos Santos Nunes! & Antonio Augusto Nascimento Machado Janior?

ABSTRACT

Concern over the presence of antimicrobial resistant bacterial isolates in food is increasing, the
isolation of antimicrobial resistant Escherichia coli in curd cheese has been frequent. The aim
was to evaluate the antimicrobial resistance profile of Escherichia coli isolates obtained from
samples of artisanal curd cheese commercialized in Bom Jesus-Pl. Thirty samples of artisanal
curd cheese were evaluated in January and February 2017 by disc diffusion method in Mueller
Hinton agar plates. The following antimicrobials were used: nalidixic acid, ampicillin,
ampicillin+sulbactam, cefotaxime, ceftriaxone, ciprofloxacin, chloramphenicol, gentamycin,
nitrofurantoin, sulfamethoxazole/trimethoprim and tetracycline. Of the total of 30 samples of
artisanal curd cheese analyzed, there was growth of Escherichia coli, in 46.67% (14). The
antimicrobial agents nalidixic acid, cefotaxime, ceftriaxone and ciprofloxacin showed 100%
sensitivity in all strains isolated. Among the 14 E. coli strains, resistance to antimicrobials was
found:  nitrofurantoin  (64,29%), ampicillin ~ (50%), tetracycline  (21,43%),
sulfamethoxazole/trimethoprim (14,28%) and chloramphenicol (7,14%). There were also
strains with intermediate drug resistance nitrofurantoin (14,28%), gentamicin (14,28%),
ampicillin+sulbactam (7,14%) and chloramphenicol (7,14%). The results demonstrate the
possibility of using strains of Escherichia coli, including strains resistant to antimicrobial agents
used in the treatment of infections, to demonstrate the risk to public health through artisanal
curd cheese. The importance of adopting measures for the implementation of good
manufacturing practices for artisanal curd cheese as well as measures to control the
indiscriminate use of antibiotics in order to reduce the appearance of resistant bacteria is

emphasized.

Keywords: Enterobacteriaceae, public health, food safety, cheeses.

Descritores: Enterobacteriaceae, satde publica, segurancga alimentar, queijos.

!Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia, UFPI, Bom Jesus. CORRESPONDENCE: G. dos S. Nunes
[gladianenunes@outlook.com].
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INTRODUCAO

No Brasil, a producéo de queijo de coalho tem grande importancia econémica e cultural,
sobretudo para a regido Nordeste, onde é bastante consumido [12]. A fabricacdo artesanal de
queijo de coalho € comumente caracterizada pela utilizacdo de leite cru e pela excessiva
manipulacdo, sem o emprego de boas praticas de fabricacéo.

As precéarias condi¢cdes higiénicas de elaboracdo, somadas a umidade elevada e aos
atributos nutricionais do produto, fazem do queijo de coalho um propenso veiculador de grande
quantidade e diversidade de microrganismos deteriorantes e até patogénicos. Adicionalmente,
a formacdo de resisténcia aos antimicrobianos tem demandado atencdo especial em todo o
mundo, devido aos indmeros riscos gerados a salde publica, decorrentes do surgimento de
cepas bacterianas capazes de resistir aos farmacos normalmente utilizados na terapéutica de
infeccdes [6, 18].

Um dos principais microrganismos investigados em todo o mundo, quanto a ocorréncia
de resisténcia antimicrobiana é Escherichia coli [2, 16, 19]. E. coli é um bacilo gram-negativo
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Normalmente, a bactéria é comensal e coloniza o
trato gastrointestinal dos individuos, mas ha cepas virulentas e capazes de causar infec¢des até
mesmo em individuos saudaveis, podendo provocar sindromes que incluem infeccdes urinarias,
septicemias, meningites e doencas entéricas ou diarreicas [16, 20]. Desse modo, deve-se evitar
a contaminacdo do queijo de coalho por esses microrganismos, e isto pode ser alcancado por
meio da adogdo de cuidados, desde a ordenha até a comercializagéo [17].

A partir disso, objetivou-se avaliar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de
isolados de Escherichia coli obtidos de amostras de queijo de coalho artesanal comercializado

em Bom Jesus-Pl.
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MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, foram coletadas 30 amostras de queijo de coalho artesanal, mediante
compra, em supermercados, padarias e na feira livre de Bom Jesus-Pl, nos meses de janeiro e
fevereiro de 2017. Logo apds a compra, as amostras foram mantidas na embalagem de compra
e encaminhadas, em caixa isotérmica contendo gelo, para o Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos, da Universidade Federal do Piaui — Campus Profa. Cinobelina Elvas, Bom Jesus-
Pl, para realizacdo das analises.

Com um bisturi esterilizado e flambado, retiraram-se 25 gramas da amostra, e
transferiram-se para frascos de tampas rosqueaveis contendo 225 mL de dgua peptonada (AP)
0,1%, obtendo-se assim a dilui¢do 101, Em seguida, foram preparadas diluicdes decimais até
10" em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada a 0,1%, adicionados de 1 mL da
diluicdo anterior, para formar a diluicdo seguinte. Aliquotas das diluicdes 10 a 10 foram
inoculadas em séries de tubos de caldo verde brilhante bile lactose a 2%, para serem incubadas
a 35°C por 24 a 48 horas. A partir dos tubos positivos, foram transferidas alcadas para tubos
contendo caldo Escherichia coli e estes foram incubados a 45°C em banho maria, por 24 a 48
horas [7].

Dos tubos positivos para Escherichia coli, realizou-se o plagueamento em estrias, no
meio &gar Eosina Azul de Metileno (EMB), para observacdo das caracteristicas das colénias.
Colbnias tipicas, com coloracao verde metalica foram investigadas e confirmadas por meio das
provas bioquimicas de indol (SIM) e agar citrato de Simmons [7]. Ap0s a confirmacéo, as cepas
foram repicadas em &gar Triptose Soja e incubadas por 24 horas. Posteriormente, foram
transferidas quatro ou cinco coldnias para tubos contendo solucdo salina 0,85%, para obter as
suspensdes, incubando-se até atingir a turvagdo correspondente ao tubo 0,5 (102 UFC/mL) da

escala de MacFarland.
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A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pelo método de difuséo de disco,
em placas de Petri contendo meio agar Mueller Hinton, seguindo as recomendacdes descritas
por Bauer et al. [3]. Utilizaram-se onze discos contendo antimicrobianos comercialmente
disponiveis: Acido Nalidixico (30pg), Ampicilina (10pg), Ampicilina + Sulbactam (10/10pg),
Cefotaxima (30pg), Ceftriaxona (30ug), Ciprofloxacino (5ug), Cloranfenicol (30ug),
Gentamicina (10ug), Nitrofurantoina (300ug), Sulfametoxazol/trimetropim  (25ug),
Tetraciclina (30ug). Apos 24 horas de incubacdo a 37°C, realizou-se a leitura dos halos de
inibicdo e, de acordo com o crescimento dos mesmos, as cepas foram classificadas em sensiveis
(a dosagem € adequada para o tratamento), intermediarias (necessitam de doses mais elevadas
para serem adequadas para o tratamento) e resistentes (ndo foram inibidas pelas concentragdes
dos agentes antimicrobianos), conforme valores determinados por Clinical and Laboratory
Standards Institute [5]. Em seguida, realizaram-se os calculos de frequéncias de cepas

resistentes, intermediarias e sensiveis aos agentes antimicrobianos testados.

RESULTADOS

Do total de 30 amostras de queijo de coalho artesanal analisadas, houve crescimento de
Escherichia coli, em 46,67% (14). Destas 14 cepas isoladas, doze (85,72%) apresentaram
resisténcia e resisténcia intermediaria foram observadas em cinco (35,71%). Somente duas
(14,28%) cepas foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados (Tabela 1).

Os agentes antimicrobianos acido nalidixico, cefotaxima, ceftriaxona e ciprofloxacino
apresentaram 100% de sensibilidade em todas as cepas isoladas (Tabela 2). A partir das 14
cepas de E. coli, houve resisténcia aos antimicrobianos: nitrofurantoina (64,29%), ampicilina
(50%), tetraciclina (21,43%), sulfametoxazol/trimetropim (14,28%) e cloranfenicol (7,14%).
Evidenciaram-se ainda, cepas com resisténcia intermediaria aos farmacos nitrofurantoina

(14,28%), gentamicina (14,28%), ampicilina + sulbactam (7,14%) e cloranfenicol (7,14%).

63



109
110
111

112
113

114

115
116

117

118

119

120

121

Tabela 1. Distribuicdo, segundo o perfil de resisténcia, de cepas Escherichia coli isoladas a
partir de queijo de coalho artesanal comercializado em Bom Jesus, nos meses de janeiro e

fevereiro de 2017

Perfil de resisténcia N* %
Sensivel 2 14,29
Resisténcia intermediaria a um antimicrobiano 4 28,57
Resisténcia intermediaria a dois antimicrobianos 1 7,14
Resisténcia a um antimicrobiano 2 14, 29
Resisténcia a dois antimicrobianos 7 50
Resisténcia a trés ou mais antimicrobianos 3 21, 43

* NUmero de cepas resistentes ou sensiveis

Tabela 2. Distribuicdo de cepas classificadas como resistentes, intermediarias e sensiveis aos
antimicrobianos, em Escherichia coli isoladas do queijo de coalho artesanal comercializado em

Bom Jesus-PI, nos meses de janeiro e fevereiro de 2017

Antimicrobiano Resistente Intermediério Sensivel

n % n % n %
- Acido Nalidixico 0 0 0 0 14 100
- Ampicilina 7 50 0 0 7 50
- Ampicilina + Sulbactam 0 0 1 7,14 13 92,86
- Cefotaxima 0 0 0 0 14 100
- Ceftriaxona 0 0 0 0 14 100
- Ciprofloxacino 0 0 0 0 14 100
- Cloranfenicol 1 7,14 1 7,14 12 85,72
- Gentamicina 0 0 2 14,28 12 85,72
- Nitrofurantoina 9 64,29 2 14,28 3 21,43
- Sulfa./Trimetropim 2 14,28 0 0 12 85,72
- Tetraciclina 3 21,43 0 0 11 78,57

DISCUSSAO

Assim como fora evidenciado neste estudo, o isolamento de E. coli resistentes, em

gueijo de coalho tem sido referenciada por outros autores [6, 8]. A resisténcia a nitrofurantoina
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foi relatada por Guimaraes et al., num percentual de 25% das cepas de E. coli isoladas do queijo
de coalho comercializado em Salvador-BA [8], frequéncia menor, a encontrada no presente
trabalho. Contrariamente, Spinosa et al. [20] consideram rara a resisténcia bacteriana a esse
farmaco. A resisténcia emergente a nitrofurantoina em isolados de E. coli € preocupante, visto
que este antimicrobiano é fundamental para o tratamento de infec¢ao simples do trato urinario
em humanos [9] e seu uso em animais destinados a producao de alimentos é proibido [4]. Neste
sentido, a resisténcia ao farmaco pode ser indicativa do uso persistente abusivo do principio
ativo.

Quanto a ampicilina, Guimardes et al. [8] apontaram resisténcia em 58,3% das cepas,
oriundas do queijo de coalho comercializado em Salvador - BA, percentual acima do obtido
nesta pesquisa (50%). Diferentes frequéncias de resisténcia ao mesmo antimicrobiano, podem
ser explicadas pelos padrbes de utilizacdo de antimicrobianos nas diferentes localidades. A
resisténcia a ampicilina (50%) se da, devido a producdo de betalactamases, enzimas que
inativam o antimicrobiano, por quebra do anel betalactdmico [20]. Com efeito, a associa¢do
ampicilina + sulbactam sofreu resisténcia intermediaria por parte de apenas uma cepa (7,14%).
O sulbactam é um betalactamico que tem a funcdo de inibir a producdo das betalactamases,
preservando assim, a atividade antimicrobiana da ampicilina [14]. A formacao de resisténcia a
ampicilina e a outros antibiéticos do grupo dos betalactdmicos € preocupante, pois sdo de
grande importancia terapéutica nas medicinas humana e veterinéria.

Em um estudo com leite mastistico na Coreia do Sul, entre 2012 e 2015, verificou-se
23,3% de resisténcia a tetraciclina, percentual que foi considerado o maior entre os farmacos
testados [21]. Os autores atribuem o achado, a falhas no tratamento dos animais nas fazendas
leiteiras e reforgam que como consequéncias, pode haver transmisséo de bactérias resistentes
para os consumidores. Ribeiro et al. [16] avaliando resisténcia antimicrobiana e fatores de

viruléncia de Escherichia coli em queijos fabricados com leite ndo pasteurizado, encontraram
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resisténcia a tetraciclina em 38,5%, 45,5% e 28,6% das amostras oriundas das cidades de
Uberaba - MG, Ribeirdo Preto - SP e Aracaju — SE, respectivamente e classificaram o farmaco
como de terceira categoria de importancia na resisténcia antimicrobiana na medicina humana.
As tetraciclinas s@o os antimicrobianos mais utilizados no tratamento de infec¢des no rebanho
leiteiro do estado do Parana [15].

Os principais mecanismos de resisténcia as tetraciclinas sdo: o efluxo dessas drogas por
mecanismo dependente de energia, reduzindo sua concentracdo no interior da bactéria; e a
protecao ribossémica que impede a ligacdo entre o antibidtico e o ribossomo bacteriano [22].

Diferente do resultado encontrado nesta pesquisa em relacdo a resisténcia ao
sulfametoxazol+trimetropim (SUT), com frequéncia de 14,28%, Nagy et al. [11] na Europa
encontraram 50% de resisténcia ao SUT em produtos de origem animal. Este resultado
encontrado é insatisfatorio, visto que estes antibidticos sdo utilizados na medicina humana e
animal no combate as infeccdes.

Resisténcia ao cloranfenicol também foi relatada em Aracaju — SE, em queijos
fabricados com leite ndo pasteurizado, porém com frequéncia mais baixa, de 3, 6% [16]. Este
fato desperta atencdo para o provavel uso indiscriminado e inadequado deste antibidtico na
regido. Na Unido Europeia, Estados Unidos, Canadé e Brasil, 0 uso do cloranfenicol é proibido
em animais utilizados para consumo humano, devido a possibilidade da ocorréncia de anemia
apléstica [4, 20].

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana ao cloranfenicol é a inativacdo do
antibiotico, decorrente da acetilacdo promovida pela enzima cloranfenicol-acetiltransferase. A
acetilacdo dos grupos hidroxila do cloranfenicol impedem que ele se ligue a subunidade 50 S
do ribossomo [22].

Diferente dos resultados encontrados neste estudo, Paneto et al. [13] avaliando

a sensibilidade a antimicrobianos em queijo produzido com leite ndo pasteurizado, na regido
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Centro Oeste do Brasil, ndo encontraram resisténcia bacteriana a gentamicina. Este
antimicrobiano altera a funcdo dos ribossomos bacterianos. Em hospitais, a ocorréncia de
resisténcia de enterobactérias a gentamicina é frequente [10]. Os mecanismos de resisténcia a
este antibidtico sdo: alteracdes de permeabilidade, modificacdes ribossémicas e producéo de
enzimas inativantes [1].

Reitera-se, por fim, que a resisténcia bacteriana causa preocupacdo, pois no trato
gastrointestinal humano, bactérias podem carrear genes de resisténcia a outras bactérias de
diferentes ou mesma espécie, patogénicas ou ndo. O desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana resulta em aumento de morbidade, mortalidade e custos a saude, sendo
consonancia global que o uso indiscriminado e inadequado de antimicrobianos contribuiu
substancialmente para o aumento desta resisténcia [8].

Deste modo, hd muito o que se fazer em termos de prevencao, controle e monitoramento
do desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos. As acGes preventivas necessarias
demandam esfor¢o continuo, discernimento e colaboracdo multidisciplinar dos setores publico
e privado, envolvendo a populacdo como um todo e, mais intensamente, os médicos

veterinarios, os pecuaristas e as liderancas governamentais [20].

CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que através do queijo de coalho artesanal ha a

possibilidade da veiculacdo de cepas de Escherichia coli, incluindo cepas resistentes a agentes

antimicrobianos utilizados no tratamento de infec¢des, demonstrando risco a satde publica.
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CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade do queijo de coalho artesanal comercializado em Bom Jesus-PI resulta de
um conjunto de falhas na aplicacdo de boas préticas de fabricacdo desde a obtengdo da matéria
prima até a comercializacdo do produto. Além disso, a ocorréncia de cepas de Escherichia coli
resistentes a antimicrobianos, reforca a preocupacdo quanto a formacdo de resisténcia
bacteriana, como um grave problema de saude publica.

Desse modo, fazem-se necessarios: o uso da matéeria prima que atenda a legislacao; a
implantacdo de boas praticas de fabricagdo; medidas para o controle da utilizacdo
indiscriminada de antibioticos e a fiscalizacao por parte dos 6rgdos regulamentadores, para que
seja evitada a transmissdo de doencas por esses alimentos e o aparecimento de bactérias
resistentes aos agentes antimicrobianos.

Sugere-se ainda, a introducdo de programas de qualificagdo na producéo artesanal, que
viabilizem a elaboracdo higiénica e indcua do produto, assim como a preservacdo de seus
atributos nutricionais e sensoriais.

Ademais, faz-se necessaria a realizagdo de estudos adicionais que busquem identificar
0s pontos de contaminagdo ao longo da cadeia produtiva, a fim de fornecer subsidios aos 6rgaos
fiscalizadores, para que estes possam atuar com mais pontualidade e rigor e garantir a seguranca

alimentar.
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