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OCORRENCIA DE MICRORGANISMOS INDICADORES E PATOGENICOS EM
REQUEIJOES DO NORTE.

Autora: Margarete de Jesus Rodrigues

Orientadora: Ludmilla Santana Soares e Barros

Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica do
requeijdo do norte comercializado em feiras livres e supermercados das cidades de
Feira de Santana e Cruz das Almas - Bahia, através da contagem de
microrganismos mesofilos e psicrotroficos, bolores e leveduras, coliformes totais e E.
coli e a ocorréncia de E. coli O157. Foram coletadas 68 amostras de requeijao, no
periodo de fevereiro a junho de 2014. As andlises para cada microrganismo foi
baseada na Instrucdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), obedecendo as sucessivas diluigdes
tempo e temperatura de cada microrganismo estudado. A contagem das colénias
foram expresso em Unidades Formadora de Col6nia por mL de amostra (UFC/mL).
Para presencga de Escherichia coli O157, foram transferidas para o teste Singlepath
E. coli O157 col6nias proveniente do meio de cultura MEC Broth com Novobiocina.
Em relagdo a presenga dos microrganismos estudados, todas apresentaram: 100%
de contaminagdo para microrganismos mesofilos, 51,47% para psicrotroficos,
98,53% para bolores e leveduras, 88,24% para coliformes totais, 77,94% para E. coli
e 22% para o sorotipo E. coli O157. Os requeijdes comercializados nas feiras livres e
supermercados das cidades de Feira de Santana e Cruz das Almas apresentam-se
em condigdes higiénicas insatisfatorias, colocando em risco a saude do consumidor.
O requeijao € um excelente meio de cultura, pois além do alto indice de umidade é
rico em nutrientes o que favorece o crescimento de microrganismos. Assim o
requeijao € facilmente contaminado por microrganismos durante todo processo de

producao até a comercializagao.

Palavras-chave: Escherichia coli, Higiene, Bactérias, Fungos.



OCCURRENCE OF INDICATORS AND PATHOGENIC MICROORGANISMS IN
NORTHERN curd.

Autora: Margarete de Jesus Rodrigues

Orientadora: Ludmilla Santana Soares e Barros

Abstract: This study aimed to evaluate the microbiological quality of the northern
cheese sold in street markets and supermarkets in the cities of Feira de Santana and
Cruz das Almas — Bahia, by mesophilic and psychrotrophic count, molds and yeasts,
total coliforms and E. coli and the occurrence of E. coli O157. The 68 curd samples
were collected from February to June 2014. The analysis for each microorganism
was based on Normative Instruction N°. 62, of August 26, 2003 the Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), according to the successive
dilutions, time and temperature of each organism studied. The counting of the
colonies were expressed as Colony Forming Units per ml of sample (UFC / mL). In
Escherichia coli O157 were transferred to the test Singlepath E. coli O157 colonies
from the culture medium MEC Broth with Novobiocin. Regarding the presence of
microorganisms studied, all showed: 100% contamination for mesophilic
microorganisms, 51.47% for psychrotrophic, 98.53% for yeasts and molds, 88.24% of
coliforms, 77.94% for E. coli and 22% for E. coli O157 serotype. The Curd sold in the
street markets and supermarkets in the cities of Feira de Santana and Cruz das
Almas, come in unsatisfactory hygienic conditions, endangering the health of
consumers. The curd is an excellent culture medium, as well as the high moisture
content is rich in nutrients which favors the growth of microorganisms. So the curd is
easily contaminated by microorganisms throughout the production process to

commercialization.

Key-Words: Escherichia coli, Hygiene, bacteria, fungi.
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1. INTRODUGAO

Dentre os produtos derivados de leite, 0 queijo é considerado um veiculo
frequente de patdégenos de origem alimentar e, em especial, os queijos frescos
artesanais, por serem elaborados a partir do leite cru e por ndo sofrerem processos
de maturacdo. A contaminagdo microbiologica dos produtos assume destacada
relevancia para a saude publica, pelo risco de causar doengas transmitidas por
alimentos (DTAs) (Feitosa et al., 2003).

Os queijos regionais brasileiros obtidos por processos artesanais tém grande
possibilidade de se apresentarem contaminados, devido ao uso de matérias-primas
de fontes néo seguras. A elevada proporgéo de casos de mastite no rebanho leiteiro,
ao lado das deficiéncias na higiene da ordenha, s&o as principais causas da
producao de leite com elevados teores de patdogenos. Contribuem também para a
ma qualidade desses produtos, os processos improvisados de fabricacdo
geralmente em instalagbes deficientes e sem higiene; o armazenamento, transporte
e exposicdo a altas temperaturas. No comércio varejista, a contaminagéo pode
ocorrer por manipulagdo durante o retalho do produto e embalagem, ou no
armazenamento em depositos ou balcdes ndo refrigerados (Pinto, Germano e
Germano, 1996).

O queijo é um alimento com alto valor nutritivo e pode ser armazenado por um
periodo superior ao do leite, com menos riscos de perda do produto. Representa
fonte de alimento e de renda para milhares de familias que encontram nesta
atividade seu principal meio de subsisténcia. A produgdo artesanal de queijos
apresenta, além das relevantes questbes sociais, grande importancia cultural. A
extensdo da fabricacdo em pequena escala ou caseira, pode ser superficialmente
avaliada pela quantidade de queijos artesanais que se encontra a venda em feiras
populares, em todo o pais, quase sempre vendidos frescos (Lima, 2005).

Os microrganismos indicadores sao utilizados para avaliar a qualidade

microbiolégica dos alimentos e também apontam riscos de contaminag¢des de origem
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fecal, a provavel presenga de patdogenos ou deterioragdo potencial do alimento e
indicagdes relevantes sobre as condigbes higiénico-sanitarias no processamento, na
producao e no armazenamento (Cardoso e Araujo, 2004).

Dentre os possiveis patdégenos encontra-se a E. coli O157, por serem o0s
bovinos seu principal reservatorio. Essa cepa de E. coli produtora de shigatoxinas &
altamente patogénica e responsavel por enfermidades de natureza grave, como a
colite hemorragica, a sindrome hemolitica urémica e a purpura trombocitopénica
trombética, que podem ser fatais, principalmente para criancas e idosos. E
responsavel por diversos surtos envolvendo o consumo de leite e seus derivados, é
uma bactéria que néo apresenta resisténcia ao processo de pasteurizacdo, porém
resiste ao resfriamento e ao congelamento (Oliveira, 2012).

Bactéria patogénica em alimentos € uma questdo de seguranga alimentar
mundial. Os riscos de doengas humanas associados com produtos crus podem ser
mais bem previstos por monitoramento de pontos potenciais de contaminacao
microbiana na area durante a coleta, durante o processamento e distribuicdo ou no
varejo. Assim, a rapida e exata identificagao de bactérias patogénicas nas amostras
de alimentos sao importantes, para garantia da qualidade do alimento e para
localizar surtos dessas bactérias (Bhagwat, 2003).

Atualmente, o interesse na qualidade dos alimentos aumentou
consideravelmente, sobretudo, no que diz respeito aos perigos associados com
contaminantes e metabdlitos. A qualidade microbiolégica do queijo é de primordial
importancia, por estar relacionado a saude publica (Fernandes, Andreatta e Oliveira,
2006).

Nesse contexto, avaliar a qualidade microbioldgica dos requeijdes consumidos
€ importante, uma vez que a ingestao desses alimentos contaminados pode causar
diversas doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) para a populagdo, sendo,
portanto, um problema de saude publica. Desse modo, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a qualidade microbiolégica de requeijao do norte comercializado em feiras
livres e supermercados das cidades de Feira de Santana e Cruz das Almas - Bahia,
através da contagem de microrganismos mesofilos e psicrotréficos, bolores e

leveduras, coliformes totais e E. coli e a ocorréncia de E. coli O157.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producao do queijo tipo Requeijao

A industria de queijo expandiu no Brasil em relagdo a década passada (Sapata
et al., 2008; Araujo et al., 2001a) e a elaboragao de queijo constitui uma das mais
importantes atividades na industria de laticinios, sobretudo, nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, cuja produgdo se concentra principalmente em industrias de
pequeno e médio porte. Sua fabricagao originou-se no estado de Minas Gerais com
procedimentos caseiros (Quintana e Carneiro, 2007).

Entende-se por Queijo de Manteiga ou Queijo do Sertdo o produto obtido
mediante coagulacéo do leite com emprego de acidos organicos de grau alimenticio,
cuja massa €& submetida a dessoragem, lavagem e fusdo, com acréscimo
exclusivamente de manteiga de garrafa ou manteiga da terra ou manteiga do sertéo.
A denominacdo "Queijo de Manteiga" ou "Queijo do Sertdo" esta reservada ao
produto cuja base lactea ndo contenha gordura e/ou proteina e/ou outros produtos
de origem néo lactea. O Queijo de Manteiga € um queijo com teor de gordura nos
sélidos totais (GST) variando entre 25% e 55%. Classifica-se quanto ao teor de
umidade como Queijo de Média até Alta Umidade, devendo dessa forma, apresentar
um teor maximo de umidade de 54,9% m/m (Brasil, 2003).

No Brasil, a industria de laticinio € expressiva, sendo que, em 2008, foram
produzidos 22.654.082 litros de leite, destes, 6.153.228 (27,2%) litros sao
produzidos no estado de Minas Gerais (Anualpec, 2009) sendo que, em 2002, foram
produzidas 31.762 toneladas de queijo Minas Frescal (Barros et al., 2004) e, em
2008, houve um aumento na producéo de 4,5% de queijo no Brasil (Aualpec, 2009).

Considerando que o leite € a principal matéria-prima do queijo, aumenta-se a
preocupacao com o produto. O leite € considerado o alimento mais complexo
existente para o consumo humano, pois possui alto valor biolégico, uma vez que é

composto de carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais. E largamente
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utilizado para o preparo de derivados, 0os quais mantém em sua composi¢cao
praticamente todos os componentes nutritivos do leite. Para o preparo desses
derivados, a matéria-prima deve ser obtida em condigdes higiénico-sanitarias ideais
e ser resfriado logo apds sua obtencéao, pois os elementos contidos no leite formam
um excelente substrato para o crescimento de microrganismos, afetando a qualidade
do produto final (Albuquerque e Rodrigues, 2008).

A producgdo de queijo modifica a microbiota bacteriana do leite de modo a
evitar, até certo ponto, a multiplicagdo de agentes de doengas (Almeida e Franco,
2003). O queijo apresenta varios pontos criticos, durante a fabricagdo, que podem
conduzir a alteragdes e até recontaminagao no produto final (Rosa, Porto e Spoto,
2005). Segundo Araujo et al. (2001b), o queijo € uma das formas mais antigas
de conservacao do leite, pois surgiu praticamente com a domesticagdo de
animais produtores de leite. E um produto apreciado tanto pelo valor nutritivo
como pelo sabor que atende aos paladares mais exigentes. Tem ampla aceitagédo
comercial e faz parte do habito alimentar da populagdo, na maioria das regides do
pais (Leite, Lima e Reis, 2005).

O queijo é um dos produtos mais suscetiveis a contaminagdes microbianas, em
razao dos varios processos envolvidos na sua fabricacédo, como a pasteurizacédo do
leite, coagulagao, corte do coagulo, dessoragem, enformagem, salga e maturagao.
Além disso, a contaminagdo cruzada durante ou apds o0 processamento
(armazenamento e transporte) pode contaminar esses alimentos (Balbani e Butugan,
2001). As contaminagdes, aliadas as alteragbes decorrentes podem, em poucos
dias, tornar o queijo inaceitavel ou até mesmo impréprio para o consumo (Rocha,
Buriti e Saad, 2006).

O queijo é um alimento com alto valor nutritivo e pode ser armazenado por um
periodo superior ao do leite, com menos riscos de perda do produto. Representa
fonte de alimento e de renda para milhares de familias que encontram nesta
atividade seu principal meio de subsisténcia. A produgdo artesanal de queijos
apresenta além das relevantes questdes sociais e econbmicas, grande importancia
cultural. A extensdo da fabricagcdo em pequena escala ou caseira, pode ser
superficialmente avaliada pela quantidade de queijos artesanais ou semi artesanais
que se encontra a venda em feiras populares, em todo o pais, quase sempre

vendidos frescos ou semi curados (Lima, 2005).
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Os queijos regionais brasileiros obtidos por processos artesanais tém grande
possibilidade de se apresentarem contaminados, devido ao uso de matérias-primas
de fontes ndo seguras. A elevada propor¢cdo de casos de mastite, no rebanho
leiteiro, ao lado das deficiéncias na higiene da ordenha, sdo as principais causas da
producdo de leite com elevados teores de patégenos e consequentemente a
producdo de queijos frescos, com elevados niveis de contaminagdo bacteriana.
Contribuem também para a ma qualidade desses produtos o0s processos
improvisados de fabricagdo geralmente em instalacoes deficientes e sem higiene, o
armazenamento, transporte e exposigcao a altas temperaturas. No comércio varejista
a contaminagcdo pode ocorrer por manipulacdo, durante o retalho do produto e
embalagem, ou no armazenamento em depdsitos ou balcdes néo refrigerados
(Pinto, Germano e Germano, 1996).

Conforme Barros et al. (2004), o queijo comercializado a pregos
relativamente acessiveis, chegou a condigdo de terceiro alimento mais consumido
pela populagédo. A qualidade dos produtos lacteos incentiva a aceitagdo e demanda
dos consumidores. A legislagao brasileira exigir a utilizacdo de leite pasteurizado no
preparo € bastante frequente a comercializagdo do produto que nao atende a esta
especificagao legal (Loguercio e Aleixo, 2001).

No Brasil existem varios tipos de queijos frescos produzidos de forma artesanal
e industrial, tanto por pequenos produtores quanto por algumas industrias (Salotti et
al., 2006). Duarte et al., (2005) e Leite, Lima e Reis, (2005) citaram que os
alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de se
apresentarem contaminados, devido ao uso de matérias-primas de fontes nao
seguras, utensilios mal higienizados ou contaminados. Quando o produto é
fabricado de forma artesanal, por pessoas nao treinadas, pode ocorrer a
contaminagdo por diversos microrganismos, comprometendo tanto a qualidade,
como a seguranga da saude do consumidor. Por esse motivo, as praticas higiénicas
devem ser observadas com rigor, para prevenir uma possivel contaminagdo ou
recontaminacdo do produto. Além disso, por ndo ser maturado, € um produto
perecivel, devendo ser consumido rapidamente apos curta estocagem em ambiente
refrigerado (Loguercio e Aleixo, 2001; Feitosa et al.,, 2003; Salotti et al., 2006;
Rocha, Buriti e Saad, 2006).
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O queijo manteiga, também conhecido como Requeijdo do Norte € produzido
em maior escala principalmente nos Estados de Alagoas, Sergipe, Pernambuco,
Paraiba e Rio Grande do Norte. Seu processamento consiste basicamente na
coagulacao do leite desnatado, dessoragem da massa, acidificacdo e lavagem da
massa com agua ou leite, salga, fusdo da massa com manteiga da terra, moldagem
ou enformagem. O produto é geralmente apresentado em formato de
paralelepipedo, entre 2,0 a 10,0 Kg. De acordo com o teor de gordura no extrato
seco pode-se classificar o queijo manteiga como “semigordo” a “gordo” e, de acordo
com o teor de umidade, de “média” a “alta” umidade (Nassu, Macedo e Lima, 2003).

A obtencdo de massa coagulada é através de acidificagdo direta do leite com
acido organico de grau alimenticio, remogao parcial do soro, lavagem com agua
guente ou leite quente, fusdo da massa, adi¢ao exclusivamente de manteiga da terra
ou manteiga de garrafa, adigdo de sal, transferéncia da massa fundida para formas,
resfriamento, embalagem e estocagem refrigerada até 10°C (Brasil, 2001).

A contaminagdo microbiana desses produtos assume destacada relevancia
tanto para a industria, pelas perdas econdmicas, como para a Saude Publica, pelo
risco de causar doengas transmitidas por alimentos (DTAs) (Feitosa et al., 2003),
além de comprometer suas caracteristicas sensoriais bem como torna-lo improprio
para o consumo em virtude da contaminagdo por microrganismos (Araujo et al.,
2001b).

2.2. Dentre as bactérias causadoras de contaminagdo nos requeijoes,
destaca-se a Escherichia coli
A bactéria Escherichia coli foi descrita em 1885 como uma bactéria
componente da microbiota intestinal por T. Escherich, que a denominou Bacterium
coli commune. Escherich mostrou naquela época que esse microrganismo era
patogénico quando injetado em coelhos. Em 1945, Bray associou essa bactéria a
diarréia infantil e a denominou por Bacterium coli neapolitanum (Bertdo e Saridakis,
2007).
A E. coli faz parte do grupo dos coliformes termotolerantes que sao capazes de
fermentar a lactose a 44,5-45,5°C em 24 horas com produgédo de gas. Possui como

habitat natural o trato intestinal de animais de sangue quente, sendo por isso
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considerada indicadora de contaminacdo fecal de alimentos (Silva et al., 2007;
Franco e Landgraf, 2008).

E. coli € um membro da familia Enterobacteriaceae, a qual reune as bactérias
Gram-negativas anaerdbias facultativas e oxidase negativas. Segundo Krieg e Holt
(1984), as principais caracteristicas que distinguem essa espécie dos demais
membros da familia sdo o metabolismo fermentativo da glicose, que se da por
fermentacdo acida mista e resulta em uma quantidade significativa de diferentes
acidos como produtos finais (acido latico, acético e formico). Caracteristicamente, E.
coli produz indol e a enzima B-glicuronidase, mas ndo produz sulfeto de hidrogénio
e nao hidrolisa a uréia. A -glicuronidase € produzida por 96% das cepas, mas n&o
pelos outros membros da familia Enterobacteriaceae, exceto Shigella (44%) e
Salmonella (29%). Um dos substratos mais utilizados para verificar a presenca da [3-
glicuronidase é o 4- metilumbeliferil-B-D glicuronideo (MUG), composto n&o
fluorescente que, quando degradado pela -glicuronidase, resulta na 4-
metilumbeliferona, fluorescente sob luz ultravioleta (UV).

O género Escherichia é formado por diversas espécies, porém somente a E.
coli € um patégeno com importdncia para humanos e para animais. S&o
microrganimos  Gram-negativos, bastonetes, n&o-esporulados, anaerobios
facultativos, catalase-positivos e oxidase-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (Hirsh e Zee, 2003).

A bactéria Escherichia coli normalmente coloniza o trato gastrointestinal de
criangas dentro de poucas horas apos o nascimento. Essas linhagens comensais
raramente causam doencas em hospedeiros saudaveis. No entanto, clones de E.
coli adquiriram atributos de viruléncia especificos, que conferem a estas bactérias
maior capacidade de se adaptar a novos nichos e dessa maneira causar um amplo
espectro de doencgas, dentre elas as diarréicas, as infec¢gdes do trato urinario e as
meningites. Dentre as linhagens de E. coli intestinais, causadoras de doencgas
diarréicas existem seis categorias bem descritas: a enteropatogénica (EPEC), a
enterotoxigénica (ETEC), a enteroinvasiva (EIEC), a enteroagregativa (EAEC), a
difuso aderente (DAEC) e produtora de toxina do tipo shiga (STEC). Os
patétipos de E.coli implicados em doencgas extraintestinais sdo conhecidos como
ExPEC, sendo exemplos deles, E.coli uropatogénica (UPEC) e E.coli associado

a meningite (MNEC). Linhagens pertencentes a cada uma destas categorias
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utilizam diferentes estratégias para provocar infecgdo, consequéncia da versatilidade
de seu genoma que é conferida principalmente por duas configuragbes genéticas:
plasmideos de viruléncia e ilhas de patogenicidade, além da presenca de
bacteriéfagos (Paton e Paton, 2002; Hacker, Blum-Oehler e Janke,1999).

Atualmente ha seis grupos de E. coli patogénicas reconhecidos:

1) E. coli enteropatogénica (EPEC),

2) E. coli enterotoxigenica (ETEC),

3) E. coli enteroinvasiva (EIEC),

4) E. coli enteroagregativa (EAggEC ou EAEC),

5) E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e

6) E. coli Shiga Toxigénica (STEC) (Desmarchelier e Grau, 1997).

A EPEC foi a primeira categoria de E. coli identificada como causadora de
diarréia. Em 1995, foi reconhecida a existéncia de duas categorias de EPEC
denominadas EPEC tipica e EPEC atipica. As caracteristicas comuns as duas
categorias sdo a nao producao de toxina Shiga (Stx) e ambas serem capazes de
causar lesdo A/E (attaching and effacing). (Trabulsi, 2005).

A doenga causada por EPEC é uma gastroenterite, caracterizada por diarreia
aquosa ou sanguinolenta. O mecanismo da diarréia ainda ndo esta completamente
elucidado, mas é decorrente da adesao do microrganismo ao epitélio do intestino e
subsequente destruicdo das microvilosidades, resultando em alteragédo fisica da
integridade do intestino (Padhye e Doyle, 1992).

As ETEC sao patotipos de E. coli que produzem enterotoxinas termolabeis (LT-
| e LT-Il) e termoestaveis (STa e STb) (Trabulsi, 2005). A diarréia € consequéncia da
acao de enterotoxinas produzidas por essas bactérias no intestino do individuo
infectado (Silva et al., 2007).

Entende-se por EIEC a classe de E. coli que causa uma infecgao intestinal
muito semelhante a causada por Shigella. A infecgao é resultante da penetracéo das
bactérias nas células da mucosa intestinal, e consequente penetracédo nas células
adjacentes. Ha intensa proliferagdo dentro dessas células, que leva a sua morte.
Ndo ha produgdo de nenhum tipo de toxina. Como nas shigeloses, a infecgao
causada por EIEC consiste em inflamagao e necrose da mucosa do colon (intestino
grosso). A caracteristica invasiva, tanto da EIEC como da Shigella, esta associada a

presencga de um plasmideo (Padhye e Doyle, 1992).
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Recebem a denominacgéo E. coli enteroagregativa (EAEC) as amostras de E.
coli agregadas - empilhadas e que formam um padrdo agregativo de adeséo,
quando se associam com células HEp-2 ou Hela. Esse tipo de bactéria causa
lesdes que se caracterizam por hiperplasia moderada do ileo e do ceco, edema das
vilosidades do intestino delgado e deposicdo de camadas de bactérias agregadas,
empilhadas sobre o epitélio (Trabulsi, 2005).

As STEC, também chamadas de E. coli enterohemorragicas (EHEC) ou de E.
coli verotoxigénicas (VTEC), compreendem uma classe de cepas de E. coli
produtoras de verotoxinas, incluindo a E. coli 0157, associada a enterocolite
hemorragica em individuos de todas as idades. A sindrome é decorrente da adesao
as células epiteliais intestinais e a acdo de citotoxinas produzidas no intestino do
individuo infectado (Weagnt, Bryant e Jinnemn, 1995).

Almeida e Franco (2003) citam que a presenga de coliformes em queijos vem
se tornando cada vez mais preocupante pelo surgimento de surtos de toxinfecgdes
alimentares por E. coli patogénica.

Em queijo minas frescal fabricado artesanalmente foi registrado 91,3%, 43,5%
e 31,6% das amostras em desacordo com os padrdes estabelecidos na legislagéo

brasileira para S. aureus, Salmonella e E. coli respectivamente ( Silva, 2001).

2.3. Dentre as cepas de E. coli existe um grupo capaz de provocar
doencgas em individuos humanos, coletivamente chamadas de Escherichia coli
0157

E. coli enterohemorragica (EHEC) ¢é patogénica para os humanos e
pertencem ao grupo E. coli shigatoxigénica (STEC) (Vicente, Amaral e Cerqueira,
2005). Ela é a maior causadora de gastroenterite que pode carrear colite
hemorragica (HC) ou a sindrome urémica hemolitica (HUS), que é a principal causa
de doenga renal aguda em criangas. Desde esta identificagdo como um patégeno
em 1982, STEC 0157 tem sido considerada causador de sérias doencas,
especialmente no Canada, Japao, Inglaterra e Estados Unidos (Blanco et al.,
2003, Bergamini et al.,, 2007). Embora mais de 200 sorotipos de E. coli
produzam shigatoxina, o numero de cepas consideradas patogénicas é

crescente para o ser humano, entretanto o sorotipo O157 é o sorotipo mais
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frequentemente associado com doencgas alimentares (Cobbold e Desmarchelier,
2000; Vicente, Amaral e Cerqueira, 2005).

O principal fator de viruléncia de STEC é uma potente citotoxina denominada
toxina shiga, da qual existem dois tipos: stx1 e stx2. Outro fator de viruléncia descrito
€ a intimina, produto do gene eae (de E. coli attachment and effacement), uma
proteina de membrana externa envolvida na adesao da bactéria aos enterdcito
(Nataro e Kaper, 1998).

A dose infectiva da E. coli O157 ainda é desconhecida. Porém, por meio da
compilagdo de dados de surtos investigados, incluindo a habilidade do
microrganismo de ser transmitido de pessoa a pessoa, estima-se que a dose
infectante encontre-se na faixa de 10 células por grama ou mililitro do alimento
consumido (FDA, 2009). E considerada uma das principais causas de colites
enterohemorragicas e da Sindrome Urémica Hemolitica (SUH) (Griffin e Tauxe,
1991).

As principais caracteristicas que distinguem a E. coli O157:H7 das demais
cepas de E. coli sdo o crescimento pobre ou nulo a 44,5°C, temperatura
normalmente empregada para pesquisa desse microrganismo em alimentos, e
a incapacidade de utilizar o sorbitol e produzir a enzima B-glicuronidase
(Franco e Landgraf, 2008).

A adaptacao das células bacterianas no trato gastrointestinal de bovinos pode
induzir o sistema de acido resisténcia em E. coli patogénicas e ndo patogénicas. A
E. coli O157 com sistema de acido resisténcia induzido pode permanecer
resistente ao acido nos alimentos por um determinado periodo. Uma vez
ingeridos por meio do alimento contaminado, os organismos acido adaptados sao
capazes de sobreviver a defesa acido gastrica do hospedeiro humano e
colonizar o intestino através de competicdo com o0s organismos comensais. A
E. coli O157 é considerado um dos sorotipos mais acido resistentes (Chung,
Bang e Brake, 2006), sendo capaz de sobreviver em produtos lacteos
fermentados, os quais apresentam pH baixo, tais como o iogurte e leite
acidificado (Govaris, Koides e Papatheodorou, 2002).

A patogenia da sindrome hemolitica urémica (SUH) também esta associada
com estas toxinas que provocam danos as células endoteliais. Deste modo iniciam

um mecanismo de coagulacéao, resultando na formagao de microtrombos, os quais
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poderdo obstruir completa ou parcialmente alguns capilares dos rins e de outros
orgaos, acarretando em um acumulo de residuos no sangue. Estes coagulos podem
também obstruir pequenos capilares no cérebro, podendo levar a ébito o paciente
(Byrnes e Moake, 1986).

Mais de quatrocentos diferentes sorotipos O:H de EHEC tém sido isolados de
bovinos, o que torna seu estudo necessario e importante devido ao envolvimento
direto na causa de doengas gastrintestinas humanas (Bettelheim et al 2005). No
Brasil foram identificados os sorogrupos O11, 0113, 0114, 0119, 0125, 0126,
0128, 0142, 0158 e 0127, com presenga de genes de enterotoxinas (Rigobelo,
2006, Vicente, Amaral e Cerqueira, 2005).

E. coli O157 é o sorotipo predominante em doencgas associadas as E. coli
enterohemorragicas e representa uma ameacga a saude publica, uma vez que seus
agravos geralmente sdo de natureza grave (Roldan et al., 2007). Nos ultimos anos, o
numero de surtos notificados tem aumentado devido as mudangas na producéo,
processamento e distribuicdo dos alimentos, nos habitos de consumo e pela
utilizacdo de métodos mais sensiveis para sua detecgédo. (Gomez et al., 2005).

Sorogrupos como O157:H7, O111:H8, 026:H11, O103:H2, s&o referidos
como STEC e com a presenga do gene eae sao frequentemente relatados
como altamente patogénicos (Bergamini et al., 2007).

A maioria dos surtos por E. coli shigatoxigénicas (STEC) esta associada ao
consumo de alimentos de origem bovina crus ou mal cozidos. (Gomez et al., 2005;
Rivero et al., 2004; Vicente, Amaral e Cerqueira, 2005). Desde 1982, foram
relatados mais de 100 surtos de STEC 0157, sendo que 52% foram atribuidos ou
relacionados a alimentos de carne bovina (Elder et al., 2000).

As estirpes de E. coli O157 e outras E. coli enterohemorragicas se tornaram
conhecidas como os principais agentes causadores de diarréia hemorragica. Estas
E. coli produzem uma ou mais shiga-toxinas (stx) ou vero-citotoxinas. Em sentido
estrito, o termo EHEC refere-se apenas aos sorotipos que causam uma doenga
clinica idéntica a causada pela E. coli O157, ndo existindo consenso sobre quando é
que uma E. coli produtora de stx pode ser considerada uma EHEC (Ammon, 1997).

A E. coli enterohemorragica (EHEC) é também chamada de E. coli

verotoxigénica (VTEC) ou de E. coli Shiga Toxigénica (STEC) por ter a capacidade
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de produzir toxinas que sio citotoxicas para as células Vero e por ser semelhante a
toxina produzida pela Shigella dysenteriae (O’Brien et al., 1982).

Mais de cem sorogrupos de E. coli produzem essas toxinas, porém nem todas
as STEC sao consideradas patogénicas. Outros fatores de viruléncia sé&o
importantes para que ocorra a infecgdo e a doenga (Nataro e Kaper, 1998).

A EHEC é capaz de infectar uma variedade de pessoas. Entretanto, criancas,
idosos e individuos imunocomprometidos possuem alto risco de ter os sintomas

clinicos da doenga e complicagoes severas (Vicente, Amaral e Cerqueira, 2005).

2.4. Mecanismos de patogenicidade da E. coli 0157

A patogenicidade de E. coli O157 esta relacionada a trés fatores de viruléncia:
producdo de enterotoxinas semelhantes as da Shigella, produgdo de hemolisina e
expressao de adesinas especificas com as quais a bactéria coloniza o epitélio
intestinal (Armstrong e Hollingsworth, 1996).

As enterotoxinas produzidas sao chamadas verotoxinas (VTs), uma vez que a
atividade bioldgica pode ser observada em células de cultura Vero, originarias de rim
de macaco ou toxinas shiga-like (SLTs) que sdo imunologicamente e estruturamente
o proposto modo de acdo em células de mamiferos envolve a seguinte sequéncia de
eventos. A subunidade B da toxina liga-se a receptores glicolipidicos na célula. Apos
internalizacao, a subunidade A é enzimaticamente reduzida para um fragmento A1,
o qual liga-se entdo a ribossomos 60S para inibir a sintese protéica e causar a morte
celular (O’Brien et al., 1982).

A E. coli enterohnemorragica (EHEC) tem também um gene cromossomal
denominado eae, responsavel pelas alteracbes do citoesqueleto das células
epiteliais da mucosa intestinal, com destruigdo das microvilosidades e acumulo de
actina no local da adesdo. Verifica-se a agdo nos vasos sanguineos das
microvilosidades com eliminagdo de sangue nas fezes (Franco e Landgraf, 2008).

A maioria das E. coli O157 carregam um plasmidio de 60 Mda (mega-
daltons). Observagdes conflitantes tem sido feitas por diversos autores sobre o papel
do plasmidio de 60 Mda conferindo propriedades de aderéncia ao microrganismo.
Entretanto, o processo de colonizagdo do trato intestinal ndo esta totalmente
elucidado. Estudos tém revelado que existe um padrdo de colonizacdo bastante

definido, sendo semelhante as caracteristicas de fixagao e destruicdo que ocorrem
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nos casos de infeccdo humana por E. coli O157. A E. coli O157 coloniza
difusamente o ceco, superficies do colon e o epitélio das criptas. As
microvilosidades sao destruidas e as células epiteliais sao irregularmente formadas
ou destacadas no local de fixacdo bacteriana. Alguns estudos revelam a penetragéo
de bactérias dentro de células epiteliais. Porém, a intensiva invasao e multiplicagao
intracelular, como ocorre nos casos de infecgdo por Shigella, ndo € observada
(Doyle, 1991).

Os mecanismos pelos quais EHEC causam colite hemorragica e sindrome
hemolitica e urémica n&o foram totalmente elucidados. A mais importante
caracteristica de viruléncia, a produ¢do de uma ou mais toxinas Shiga,
isoladamente, ndo € suficiente para causar tais agravos, e outros fatores sao
considerados relevantes, como a presenga do plasmidio pO157, que codifica a
enterohemolisina e a producdo de adesinas fimbriais e afimbriais (Paton e Paton,
2002).

As stxs sao produzidas pelas bactérias no célon e chegam até os rins pela
corrente sanguinea, danificando as células renais e produzindo uma oclusdo da
microvasculatura através da combinacido da toxicidade e inducédo da producgao local
de citocinas e quimiocinas, resultando em uma inflamacao local, podendo conduzir a
SHU (Andreoli et al, 2002). A stx também induz apoptose do enterécito (Quintanilla,
2005).

As stxs sao interiorizadas nas células humanas via endocitose, resultando em
inibicdo da sintese protéica e morte celular. O dano as células endoteliais do rim, por
meio deste processo, € provavelmente o primeiro evento etiolégico na sindrome
hemolitica urémica (SHU). Esse processo pode afetar outros 6rgaos incluindo o
cérebro, miocardio e pancreas, com o consequente desenvolvimento de
encefalopatia, cardiomiopatia e diabetes mellitus (Coia, 1998).

As cepas EHEC sao capazes de aderir fortemente as células epiteliais, através
da producao de uma proteina superficial denominada intimina e de um receptor — Tir
- que, uma vez secretado na célula hospedeira, aloja-se na membrana e serve como
ponto de ancoragem para a intimina (Zhang, Chen e Wang, 2006). Esse processo
provoca, na célula hospedeira, o que se chama de lesdes A/E (“attaching and
effacing”), causadas pela deformacgao de algumas microvilosidades, desestruturagéo

de outras e formacdo de uma estrutura em pedestal, na qual a membrana epitelial
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envolve a bactéria (Salyers e Whitt, 1994). Essa lesdo €& caracterizada pela
degeneragao localizada das microvilosidades epiteliais intestinais e a montagem de
estruturas semelhantes a pedestais, constituidas de filamentos de actina, formadas
nos locais onde ha bactérias aderidas (Nataro e Kaper, 1998).

As cepas O157 e a maioria dos demais sorotipos da STEC isoladas de
humanos apresentam um plasmidio altamente conservado, chamado pO157
(BEUTIN et al., 1994). Também relatado na literatura como plasmidio 60-MDa, esse
plasmidio contém o gene ehxA (ou hlyA), que codifica uma hemolisina, chamada de
enterohemolisina ou hemolisina de E. coli enterohemorragica (EHEC Hly) (Rivas,
Miliwebsky, 2000).

A patogenia da sindrome hemolitica urémica (SUH) também estad associada
com estas toxinas que provocam danos as células endoteliais. Deste modo iniciam
um mecanismo de coagulacgéo resultando na formagdo de microtrombos, os quais
poderdo obstruir completa ou parcialmente alguns capilares dos rins e de outros
orgaos, acarretando em um acumulo de residuos no sangue. Estes coagulos podem
também obstruir pequenos capilares no cérebro, podendo levar a ébito o paciente
(Byrnes e Moake, 1986).

A infecgao por E. coli O157 em humanos apresenta manifestagdes clinicas
que variam desde auséncia de sintomas até a morte, os principais sintomas s&o:
diarréia nao sanguinolenta, colite hemorragica (CH), sindrome hemolitica urémica
(SHU) e purpura trombocitopénica trombética (PTT). O periodo de incubagéo
meédio da doenca € de trés dias, podendo variar entre um e oito dias e a maioria dos
pacientes com CH melhora espontaneamente apods sete dias. A SHU, primeiramente
descrita em 1955 na Suiga apresenta trés caracteristicas clinicas: anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia e faléncia renal aguda. Pode ocorrer em todas as
faixas etarias, mas € mais comum em bebés e criangcas e € a maior causa de
faléncia renal na infancia. A PTT pode ocorrer ou ndo associada aos casos de SHU.
Quando associada, além dos sintomas da SHU ocorre também manifestacéo
neuroldgica e febre. A prevaléncia € maior em criangas abaixo de cinco anos,
decresce com 0 avango da idade e volta a aumentar novamente em pessoas acima
de 65 anos (Garcia, 20006).

A Sindrome hemolitica urémica (SHU) € diagnosticada normalmente apds seis

dias do inicio do quadro de diarréia, sendo que 50% dos pacientes precisam fazer
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didlise e 75% necessitam de transfusdo sanguinea. Complicagdes neurologicas
agudas ocorrem em 25% dos pacientes. Complicagdes raras incluem pancreatite,
diabetis melitus, efusdo pleural ou do pericardio. Dos pacientes com Sindrome

urémica hemolitica (SHU), 3-5% véao a ébito (Byrnes e Moake, 1986).

2.5. Fontes de contaminagao da E. coli 0157

Os humanos normalmente se tornam infectados com STEC pela ingestdo de
alimento e agua contaminados ou através do contato direto com os animais. Fontes
de contaminagédo incluem carne, salsicha, leite cru, queijo, suco de maga né&o
pasteurizado, alface, meldo, rabanete e agua. A transmissdo também pode ocorrer
de pessoa para pessoa (Gyles, 2007).

Infeccbes humanas vém sendo comumente associadas com o consumo de
uma variedade de alimentos contaminados, como carnes mal coccionadas, leite cru,
leite pasteurizado e agua n&o potavel (Vidal et al., 2004).

De acordo com a FDA (2009) o alimento mais implicado nos surtos
documentados € o hamburguer cru ou mal coccionado, entretanto, outros surtos ja
envolveram brotos de alfafa, sucos de frutas ndo pasteurizados, salame, alface,
carne de caga, e coalhada de queijo.

O bovino é considerado reservatério natural de EHEC. Por isso, a carne
bovina, € o principal veiculo deste patégeno. Diversos surtos de colite hemorragica
ocorridos nos Estados Unidos, Canada, Japao, Inglaterra e Alemanha foram
associados ao consumo de carne bovina, em especial ao hamburguer, razédo pela
qual a sindrome provocada pela EHEC tem a denominacdo de “doenca do
hamburguer” (Franco e Landgraf, 2008).

O gado bovino parece ser o principal reservatério de E. coli O157. A
transmissao para humanos ocorre principalmente por meio do consumo de
alimentos contaminados, assim como carnes cruas ou pouco cozidas além do leite
cru. A contaminagao fecal da agua e outros alimentos, bem como a contaminagao
cruzada durante a preparacédo de alimentos, também pode ser responsavel. E. coli
0157 pode se abrigar nas fezes durante um periodo médio de 21 dias, podendo
variar de 5 a 21 dias (Forsythe, 2002).

Investigagbes epidemioldgicas demonstraram que o gado leiteiro é o

reservatorio primario desta cepa (Lahti et al., 2002). A contaminacgéao fecal do leite é
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uma importante via de transmissdo deste patdégeno aos humanos (Hancock et al.,
2001). A presencga de E. coli O157 nas fezes do gado representa um sério risco a
saude publica devido a possibilidade da transmissao direta para humanos ou da
contaminagao fecal de alimentos, da agua e dos ambientes (Altekruse, Cohen e
Swrdlon, 1997).

Em criagdes extensivas, como no Brasil, condicbes representadas por
ambientes contendo fezes, efluentes de esgoto, alimentos e aguas contaminados,
sao frequentemente aventadas como hipéteses da infecgao dos animais por agentes
de doenga (Jardim et al., 2006). Cerqueira, Guht e Joaquim, (1999) relatam uma
grande prevaléncia (71%) de STEC isolados de amostras de fezes de bovinos
sadios, evidenciando que a prevaléncia em bovinos leiteiros foi maior que em
bovinos de corte, 82% e 53% respectivamente. Tristdo et al. (2007) identificaram
cepas STEC em 65% dos animais analisados no Estado do Rio de Janeiro e 28% no
Estado do Rio Grande do Sul, sugerindo que bovinos saudaveis podem ser
potenciais fontes de infeccdo para humanos.

Apesar da alta prevaléncia de STEC, outros autores brasileiros relatam uma
baixa frequéncia do sorotipo O157. No Estado de S&o Paulo, Irino et al. (2005),
encontraram 0,6% de E. coli O157 nas fezes de bovinos leiteiros jovens. Na regido
de Ribeirdo Preto — SP, Stella et al. (2008), isolaram E. coli em 430 amostras de
fezes e, dessas, apenas duas foram confirmadas como 0157, configurando-se como
isolados de bezerros.

A E.coli 0157 pode persistir no ambiente da fazenda, agua, solo, sedimentos e
carcaga de animais. Esse microrganismo tem demonstrado a capacidade de anexar,
colonizar e formar biofiimes em uma variedade de superficies. O biofilme é uma
comunidade de micro organismos embebidos numa matriz polimérica produzida por
eles mesmos. A fixacdo de bactérias, colonizacdo e formacdo de biofilmes em
alimentos ou em uma superficie que entre em contato com alimentos pode servir
como fonte para biotransferéncia ou contaminagao cruzada entre produtos (Uhlich,
Cooke e Solomon, 2006).

Uma vigilancia ativa da EHEC no homem é essencial para proteger a saude
publica. Para prevenir surtos que podem surgir da contaminagdo de produtos
alimentares que sao largamente distribuidos, as infecgdes por EHEC necessitam ser

continuamente monitoradas (Ammon, 1997).
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2.6. Além dos microrganismos patogénicos, existem os indicativos como
os Coliformes totais
Sao comumente utilizados para verificar a qualidade higiénico-sanitaria dos
alimentos as contagens de coliformes que séo indicadores de contaminagao fecal e
do risco da presenga de microrganismos que podem causar toxinfecgbes no
consumidor (Gottardi et al,. 2008). Altas contagens de coliformes totais sugerem
falta de higiene na ordenha do leite, uma vez que os coliformes totais sao
encontrados no meio ambiente e os fecais habitam exclusivamente o trato
gastrointestinal de seres humanos e animais (Quintana e Carneiro, 2006).

Os grupos de coliformes totais e termotolerantes colonizam o trato intestinal de
animais de sangue quente, incluindo os humanos, e tém sido empregados como
indicadores de qualidade higiénica (Loguercio e Aleixo, 2001). Os coliformes fecais
(termotolerantes ou a 45°C), populacdo predominantemente constituida por
Escherichia coli (bacilos Gram - negativos), caracterizam um grupo de
microrganismos cuja presenga em alimentos € indicativa de contaminacao fecal.
Essa contaminacgdo, além de identificar as mas condi¢des higiénicas do produto,
indica também a possibilidade de transferéncia de patdogenos pertencentes aos
grupos E. coli enteropatogénica classica, E. coli enterotoxigénica, E .coli
enteroinvasiva, E. coli enteroagregativa e E. coli enterohemorragica (Pereira et al.,
1999).

As bactérias do grupo coliformes sado consideradas como principais agentes
contaminantes associados a deterioragdo de queijos, causando fermentagdes
anormais e estufamento precoce dos produtos. A presencga de coliformes em queijos
tem-se tornado cada vez mais preocupante pelo surgimento de surtos de
toxinfecgdes alimentares. Os grupos de coliformes a 35°C e a 45°C colonizam o trato
intestinal de animais de sangue quente, incluindo os homens e tém sido empregados
como indicadores de qualidade higiénica por muitos anos. (Almeida e Franco, 2003).

Destaca-se que uma grande parte do queijo é fabricada a partir de leite cru
sendo um problema na area da saude publica, pois se constitui em um veiculo para
inumeros agentes etiologicos de enfermidades zoonéticas entre eles a E. coli
(Campos et al., 2006). Diversos relatos indicam que queijos do tipo Minas Frescal

comercializados no Brasil sdo amplamente contaminados. Araujo et al. (1997)
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observaram que 100% das amostras de queijo Minas Frescal analisadas de
supermercados e padarias da cidade de Rio de Janeiro revelaram presenca de
coliformes a 45°C em niveis acima da portaria vigente. Oliveira et al., (1998),
relataram a detecgcdo 46,9% de coliformes a 35°C e 9,4% de coliformes a
45°C em amostras de queijo Minas Frescal nas fabricas de laticinios da
regidao nordeste do estado de S&o Paulo.

Segundo Pereira et al,. (1999), os coliformes representados pelos géneros
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Hafnia e Citrobacter, fermentadores
de lactose da familia Enterobacteriaceae sao frequentemente utilizados como
indicadores higiénico-sanitarios, em controle de qualidade de agua e alimentos.
Sabe-se, contudo, que o grupo coliforme ndo se comporta de maneira uniforme no
que diz respeito a especificidade de habitat e tempo de sobrevida em outros
ambientes que ndo o trato intestinal.

A pesquisa de coliformes termotolerente ou de E. coli nos alimentos fornece,
com maior segurancga, informag¢des sobre as condi¢bes higiénicas do produto e
a melhor indicacao da eventual presenga de enteropatégenos. (Franco e Landgraf,
2008).

Os coliformes a 45°C, populagdo predominantemente constituida por E. coli,
caracterizam um grupo de microrganismos indicativos de contaminagao de origem
fecal. De acordo com normas estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Brasil, 2001a), a Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro (BRASIL, 2001a),
estabelece um valor limite de acordo com a umidade do produto. Para requeijoes
que apresentam alto teor de umidade foi estabelecido valor aceitavel minimo de
5x10 NMP/g e maximo de 10°NMP/g.

A denominacgao coliforme fecais foi utilizada durante muitos anos para
descrever coliformes que fermentavam a lactose com produgao de gas a 44,5°C. E.
coli e algumas cepas de Klebsiella e Enterobacter apresentam esta caracteristica
de termotolerancia, porém somente E. coli tem como habitat primario o
intestino humano e de animais. As Klebsiella e Enterobacter podem ser
encontrados em outros ambientes, como vegetais e solo onde persistem por tempo
superior ao das bactérias patogénicas de origem intestinal. Portanto, n&o é correta a
relacdo direta da presenca de coliformes termotolerantes em alimentos com

contaminagado fecal, o que levou a necessidade de modificar, na legislagcédo
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brasileira, a denominagéo coliforme fecais para coliformes a 45°C (Silva, Cavalli e
Oliveira, 2006).

Almeida e Franco (2003) citam que a presencga de coliformes em queijos vem
se tornando cada vez mais preocupante, pelo surgimento de surtos de toxinfec¢des

alimentares por E. coli patogénica.

2.7. Dentre os microrganismos deteriorantes, podemos citar os
microrganismos Mesofilos e os Psicrotréficos

Podemos classificar as bactérias em trés categorias distintas, segundo a faixa
de temperatura 6tima para seu crescimento: bactérias psicrofilas, mesdfilas e
termofilas. A faixa 6tima de crescimento das psicrdéfilas encontra-se entre 0°C e
15°C; das mesodfilas, entre 20°C e 40°C; das termdfilas entre, 44°C e 55°C. Além
dessas, duas outras categorias de microrganismos sdo importantes: as bactérias
psicrotroficas e as termoduricas. As psicrotroficas, por definicdo, sao aquelas
capazes de se multiplicar em baixas temperaturas (£ 7°C), independente de sua
temperatura 6tima de crescimento. Ja as termoduricas correspondem ao grupo de
bactérias capazes de resistir ao processo térmico de pasteurizagdo. (Nornberg,
Tondo e Brandelli, 2009).

As determinagdes de bactérias mesofilas em leite cru sdo de grande
importancia uma vez que revelam as condigdes basicas de higiene aplicadas na
obtengao do produto, revelando condi¢des de insalubridade (Borges et al., 2001).

Elevadas quantidades de mesodfilos em alimentos podem indicar que os
mesmos foram preparados com matérias-primas altamente contaminadas, que o
processamento foi insatisfatério do ponto de vista sanitario e ainda que os alimentos
foram estocados em condi¢gdes inadequadas de tempo e temperatura. Entretanto, a
presenca de altos niveis de bactérias mesdfilas ndo € usada para analisar as
condigdes sanitarias de produtos lacteos fermentados, em cujo processamento s&o
utilizados microrganismos (Leite Junior et al., 2000).

A refrigeracao do leite tem como objetivo controlar a multiplicagédo de aerdbios
mesofilos. Estes microrganismos, em sua maioria, fermentam a lactose produzindo
acido lactico, que causa acidificacdo do leite comprometendo sua utilizacdo na
industria (Fonseca e Santos, 2000). Segundo Bramley e McKinnon (1990), no leite

refrigerado em temperatura menor ou igual a 4°C, a multiplicagdo da microbiota total
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permaneceu controlada por no minimo 24 horas, mantendo uma microbiota
semelhante a do leite recém-ordenhado.

A contaminacgao do leite por bactérias psicrotréficas é considerada o fator mais
critico que influencia a manutengcdo da qualidade do leite refrigerado, sendo o
género Pseudomonas, o predominante no leite armazenado a 4°C por mais de 3
dias. Microrganismos psicrotroficos estdo amplamente distribuidos na natureza,
podendo ser encontrados na agua, no solo, nas plantas e nos animais. As bactérias
psicrotréficas por si ndo representam o principal problema para industria, pois sao
eliminadas pelo tratamento térmico, entretanto as enzimas produzidas e secretadas
por estes microrganismos apresentam efeitos deteriorantes. Estas enzimas sao
muito estaveis ao calor e resistentes ao processo térmico convencional usado no
leite. Uma ampla gama de problemas de qualidade de produtos lacteos pode estar
associada a agao de proteases e lipases de origem microbiana, como alteracédo de
sabor e odor do leite, perda de consisténcia na formag¢ao do coagulo para fabricagéo
de queijo e gelatinizagao do leite UHT (Nornberg, Tondo e Brandelli, 2009).

Cousin et al. (2001), relacionaram que a contagem das bactérias psicrotrofilas
€ importante para varios alimentos. Os géneros mais encontrados sdo Aeromonas,
Alcaligenes, Cytophaga, Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia e Vibrio. Algumas
bactérias sao Gram positivas como Arthrobacter, Bacillus, Clostridium e
Micrococcus. Dentre estas, varias sao responsaveis pela diminuicdo da validade
comercial de alimentos e consequente deterioragao.

O armazenamento do leite cru sob refrigeracdo possibilita a redugéo de custos
operacionais de producdo e evita perdas dessa matéria-prima pela atividade
acidificante de bactérias mesofilicas. Entretanto, o armazenamento por periodos
prolongados e a posterior coleta e transporte do produto em caminhdes-tanque
isotérmicos pode resultar em queda de qualidade dos produtos lacteos, devido ao
crescimento e a atividade enzimatica de bactérias psicrotréficas que apresenta
capacidade de coagular a proteina do leite (Nornberg, Tondo e Brandelli, 2009).

A deterioracdo dos alimentos por estas bactérias é favorecida em alimentos
refrigerados, onde as bactérias acidas lacticas psicrotroficas tém uma vantagem
consideravel na taxa de crescimento comparada com os aerdébios e anaerdbios

facultativos e as bactérias gram-negativas (Sade, 2011).
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A maioria dos psicrotréficos € inativada pela pasteurizacdo e/ou processos
térmicos mais drasticos, contudo, psicrotroficos formadores de esporos do género
Bacillus despertam interesse consideravel na pesquisa do processamento de leite,
pelo fato de serem também termoduricos e resistirem a estes tratamentos (Chen,
Daniel e Coolbear, 2003).

As alteragcbes dos componentes do leite em funcdo da multiplicagdo dos
microrganismos psicrotréficos limitam o tempo de prateleira dos produtos lacteos
devido a alteragdes no sabor, odor e aparéncia (Santos e Fonsca, 2001), pela
producao de proteases e lipases termorresistentes, que podem continuar atuando
nos derivados lacteos mesmo apos a pasteurizagdo rapida (HTST) ou
processamento a ultra-alta temperatura (UHT) (Minguel, Teodoro e Ahashiro, 2007).

As lipases produzidas por psicrotréficos podem causar defeitos sensoriais em
sorvetes, manteiga, creme de leite pasteurizado, leite em pod, queijos e produtos
ultra-alta temperatura (UHT). A lipdlise acarreta a formagdo de sabores
desagradaveis em produtos lacteos devido a hidrolise dos triacilglicerideos do leite.
Apods a hidrélise, acidos graxos de cadeia curta livres, como o acido butirico, acido
caproico e acido caprilico conferem gosto forte e picante, ja os acidos graxos de
cadeia média, como o acido caprico e acido laurico tém maior participacdo na
formacao de “sabor de sab&o” (Chen, Daniel e Coolbear, 2003).

No entanto, a refrigeracdo em torno de 4°C permite o crescimento de
microrganismos psicrotréficos, que se multiplicam bem nessas temperaturas
independentemente de sua temperatura 6tima de crescimento. A contaminacdo do
leite por microrganismos psicrotréficos, € um dos pontos mais importante na
determinacao da qualidade, ndao estando sua frequéncia diretamente relacionada as
condigdes de higiene na producéo (Bramley e Mckinnon, 1990).

Os psicrotroficos encontrados no leite sdo ambientais, provenientes do solo,
agua, vegetacdo, teto/ubere e de equipamentos de ordenha higienizados
inadequadamente. Sao na maioria microrganismos Gram negativos, sendo o género
Pseudomonas o mais frequente. Microrganismos psicrotroficos Gram positivos sao
encontrados em menor frequéncia, como os géneros Micrococcus, Bacillus e
Arthrobacter (Cousin, 1982; APHA, 1998).

Conforme Bramley e McKinnon (1990), equipamentos higienizados

inadequadamente foram a principal fonte de psicrotréficos Gram negativos, variando
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entre 10% e 50% da microbiota total inicial do leite cru. Thomas e Thomas (1973),
consideram que o leite produzido em condigdes sanitarias inadequadas pode
apresentar uma frequéncia de microrganismos psicrotroficos superior a 75% da
microbiota total. Segundo o Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (BRASIL-RIISPOA, 1980), o leite deve apresentar no
maximo 10% de microrganismos psicrotroficos, em relagdo a contagem total de

aerdbios mesofilos.

28. Os Fungos filamentosos (bolores) e Leveduras também sao
microrganismos deteriorantes

Os fungos sdo microrganismos ubiquos, encontrando-se em vegetais, animais,
no homem, em detritos e em abundancia no solo. A sua dispersao é realizada pelos
animais, homem, insetos, agua e, principalmente, pelo ar atmosférico, através dos
ventos. S&o0 seres eucarioticos com um s6 nucleo, como as leveduras ou
multinucleados, como os filamentosos ou bolores. Sao heterétrofos e nutrem-se de
matéria organica em decomposicao (fungos sapréfitas) ou viva (fungos parasitarios)
(Trabulsi et al., 1999).

Os fungos saprdfitas geralmente n&o sdo patogénicos, mas podem atuar como
patdbgenos oportunistas, ou seja, quando o hospedeiro apresenta algum tipo de
debilitagdo, esses organismos podem multiplicar-se e causar doengas muitas vezes
com consequéncias fatais (Kern e Blevis, 1999).

Os fungos sdo microrganismos comuns na natureza, estando presentes em
ambientes aquaticos, terrestres e no ar. O desenvolvimento destes microrganismos
pode determinar doengas infecciosas ou tdxicas, em vegetais e animais, incluindo o
homem. A simples presenca do fungo nao é fator determinante de doencga, a qual
depende da relagéo parasita/hospedeiro (Lacaz et al., 2002).

Atualmente o estudo das micoses nos animais e no homem adquire uma
importancia cada vez maior devido ao fato de que muitas espécies de leveduras,
fungos leveduriformes e filamentosos, anteriormente consideradas nao-patogénicas,
tém atuado como agentes oportunistas, causando enfermidades nos hospedeiros.
Em geral, as leveduras sao consideradas saprébicas e tém sido isoladas de tanques

de armazenamento de leite oriundo de animais sadios. No entanto, em alguns casos,
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elas também estdo presentes em amostras de leite provenientes de animais com
mastite (Spanaberg et al., 2009).

Os reservatérios habituais dos fungos que infectam o homem e o animal
podem ser o préprio homem e o animal, ou um sitio na natureza, onde o fungo se
desenvolve como saprofita. As micoses sao classificadas como: (1) micoses
superficiais, que se localizam nas camadas mais superficiais da pele ou dos pelos e
desencadeiam uma resposta inflamatéria, (2) micoses cutaneas, as quais se
localizam na pele, pelo ou unhas € mucosas em maior extensao, (3) micoses
subcuténeas, encontradas na pele e tecidos subcutaneos, (4) micoses sistémicas,
que atingem os Orgaos internos e visceras, podendo abranger muitos tecidos e
orgaos diferentes (Trabulsi et al., 1999).

Fungos alteram alimentos, pois produzem enzimas que hidrolizam proteinas,
lipideos e carboidratos, dando origem a uma série de produtos dessa degradacao,
que promovem modificacdo na coloragdo, aparéncia desagradavel, perda de sabor e
também produgédo de metabdlitos toxicos, conhecidos como micotoxinas, tornando-
0s improprios para o consumo (Franco e Landgraf, 1996).

Quando os produtos tém um alto teor de agua e sdo armazenados sob alta
umidade, eles tendem a se deteriorar pela acdo de bactérias e leveduras. A
deterioragdo por bolores ocorre mais facilmente quando a superficie do produto se
torna seca ou quando este € armazenado sob condi¢des que nao favorecem o
crescimento de bactérias ou leveduras (Jay, 2005).

O leite e seus derivados contaminados com microrganismos podem constituir
potenciais vias de transmissdo de zoonoses a eles relacionadas. Os fungos sao
microrganismos comuns na natureza, estando presentes em ambientes aquaticos,
terrestres e no ar. O desenvolvimento destes microrganismos pode determinar
doencgas infecciosas ou tdxicas, em vegetais e animais, incluindo o homem. A
simples presenga do fungo ndo é fator determinante de doencga, a qual depende da
relacédo parasita/hospedeiro (Lacaz et al., 2002).

A contaminagao do leite por microrganismos indesejaveis, como os fungos,
pode causar alteragdes fisico-quimicas no mesmo, limitando sua durabilidade e de
seus derivados, além de determinar problemas econdmicos e de saude publica
(Andrade, 2001).
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O tratamento térmico do leite (pasteurizagdo ou fervura) permite a redugéo da
ocorréncia de doengas causadas por microrganismos veiculadas pelo leite e seus
derivados. Entretanto, torna-se importante atentar para o risco que constitui a
presenca de fungos no leite, principalmente considerando-se que, em diversas
localidades, € comum o habito do consumo de leite e produtos lacteos crus. O leite
cru muitas vezes é comercializado nas periferias das cidades, constituindo o
chamado ‘“leite informal ou clandestino”, ndo submetido a qualquer tipo de
tratamento para redugcdo de sua carga microbiana e eliminagdo dos principais
patogenos (Melville et al ,2006).

A presenca de fungos filamentosos (bolores) e leveduras viaveis em numero
elevado podem indicar deficientes condigdes higiénicas de equipamentos, falhas no
processamento e/ou armazenamento, além de matéria prima excessivamente
contaminada. Na legislagdo brasileira ndo possuem limites de bolores e leveduras
para os queijos minas frescal, coalho, colonial, tipo minas e requeijdo marajoara

(Lourencgo e Sousa, 2005).

2.9. Saude publica

Microrganismos indicadores vém sendo utilizados na avaliacdo da qualidade da
agua ha longo tempo, e mais recentemente na de alimentos, devido as dificuldades
encontradas na detec¢cdo de microrganismos patogénicos, como Slamonella Typhi.
Atualmente, ao invés de enumerar os coliformes fecais e E. coli, alguns laboratorios
estdo preferindo enumerar as bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae
como um todo, isto é, as fermentadoras e ndo fermentadoras da lactose (Franco e
Landgraf, 2005).

As enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs), especialmente as
salmoneloses, constituem séria preocupacdo para a saude publica. Mesmo em
paises do primeiro mundo, com bom sistema de vigildncia sanitaria, tem-se
observado aumento significativo na incidéncia das mesmas, as vezes atingindo
niveis alarmantes. Existe um grande numero de bactérias responsaveis por
infecgbes entéricas graves adquiridas através de alimentos contaminados, mas a
Salmonella  spp. tem sido o principal agente etiolégico dessas enfermidades,
sendo a salmonelose considerada mais que uma doencga de origem alimentar ou

zoonose, e sim uma geonose ( Jackson, Landford e Archer, 1991).
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Os indicadores de qualidade microbiolégica sdo microrganismos degradadores
e os aumentos de suas contagens resultam em perda da qualidade do produto.
Quando a qualidade de um produto é significativamente afetada pela presencga de
certos metabdlitos, podem-se utilizar esses metabdlitos como indicadores de
qualidade (Jay, 2005).

Atualmente, o consumo de alimentos sadios e sem risco para a populagao tem
sido questdo de grande importancia, tanto para fabricantes como para as
autoridades responsaveis pela fiscalizagédo, pelo fato de alimentos contaminados
representarem perdas econdmicas para as empresas e colocarem em risco a saude
da populagéo (Régo et al, 2001).

Na produgcdo de alimentos, € essencial que medidas apropriadas sejam
tomadas para garantir a seguranga alimentar e a estabilidade do produto durante
toda a sua vida de prateleira. A contaminagdo microbiana dos alimentos pode
ocorrer em todas as etapas de processamento de um alimento, desde a obtencao de
sua matéria-prima bruta até o preparo e armazenamento, passando pelo
processamento na industria (Silva, Junqueira e Silveira, 1997).

De acordo com os Padrées Microbiologicos vigentes, da Resolugdo Colegiada
(RDC) n® 12 (Brasil, 2001b) os queijos de muito alta umidade (>55%), elaborado por
coagulagdo enzimatica e sem a acgédo de bactérias laticas, deve apresentar as
seguintes tolerancias para amostras representativas: 5x102 UFC (Unidade
Formadoras de Colbnias) de coliformes de origem fecal/g, 5x10*> UFC de
estafilococos coagulase positiva/g, e ainda auséncia de Salmonella sp e Listeria
monocytogenes em 25g.

A qualidade higiénica €& representada pela auséncia de agentes fisicos,
quimicos ou biolégicos resultantes da manipulagéo deficiente da matéria-prima ou
dos produtos derivados dela. A inocuidade dos alimentos é muito importante, pois
afeta tanto a economia como a saude publica (Coelho, 2006).

As analises microbioldgicas de alimentos sao importantes para deixar a
populagdo informada quanto ao nivel sanitario principalmente do leite e seus
derivados, bem como esclarecer os problemas a Saude Publica oriundos do
consumo de produtos de origem animal sem prévia Inspegédo Sanitaria (Cavalcante,
2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengao das Amostras

Foram coletadas 68 amostras de requeijao, comercializadas em feiras livres
(31 amostras) e em supermercados (37 amostras) nas cidades de Feira de Santana
e Cruz das Almas-Bahia, no periodo de fevereiro a junho de 2014. As amostras
foram coletadas em condi¢cdes assépticas e transportadas em recipiente isotérmico
contendo gelo reciclavel e mantidas sob refrigeracdo até o momento das
analisesmicrobioldgicas, realizadas no laboratério de Microbiologia e Parasitologia
Animal da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB, para a realizagao

das analises microbiolégicas (Figura1).

Figura 1 - Requeijao vendido em feiras livres.
Fonte: http://brasilimperdivel.tur.br/queijo-de-manteiga

3.2. Anadlises Microbioldgicas
As analises microbiologicas foram realizadas de acordo com a recomendagéao
e exigéncias da RDC n° 12 de 2 janeiro de 2001 (Brasil, 2001). A metodologia para
efetuar as analises foi baseada na Instrugdo Normativa n. 62, de 26 de agosto de

2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que oficializa
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os métodos analiticos oficiais para analises microbiolégicas para controle de
produtos de origem animal e agua (Brasil, 2003).

Foram realizadas as seguintes analises microbiolégicas: contagem de
coliformes totais e E. coli, microrganismos mesofilos e psicrotréficos, bolores e
leveduras e confirmacgéao para presencga de E. coli O157.

No momento das analises, foi removido assepticamente aproximadamente 1cm
de espessura de toda parte externa de cada requeijao. Destes, 25 gramas de cada
amostra foi colocado em vasos esterilizados contendo 225mL da agua peptonada a
0,1%. As amostras foram homogeneizadas e diluicdes decimais 102, 10* e 10°®
foram utilizadas para a contagem de coliformes termotolerantes e E. coli., 107 e 10°°
para microrganismos mesofilos, 10" e 102 para microrganismos psicotroficos e 10

e 10® para bolores e leveduras.

3.3. Contagem de Microrganismos Mesoédfilos Aerdbios Estritos e

Facultativos Viaveis

Para a contagem de microrganismos mesofilos aerobios estritos e facultativos
viaveis foram pesados 25g da amostra e adicionados 225 mL de solugdo salina
peptonada 0,1%, homogeneizados e foram efetuadas as diluigdes seriadas (10'1 a
10'9) empregando-se como solugao diluidora 9 mL de salina peptonada a 0,1%, para
obter as diluices(10” e 10), onde foi transferido 1mL de cada diluigdo da amostra
para uma placa de Petri esterilizada e 25 mL do meio de cultura Agar Contagem
Padrao (PCA), previamente fundido e aquecido a 43-45 °C, foi vertido, em cada
placa. Apés a homogeneizagéo e solidificacéo, as placas foram incubadas em estufa
a uma temperatura de 35 a 37 °C em uma posicao invertida durante 48 horas.
Posteriormente, foram selecionadas as placas que continham entre 1 a 300 colbnias.
A contagem das colbnias, pela técnica pour plate, foi realizada com o auxilio de um
contador de colbnias e a média do numero de colbnias contadas nas placas foram
multiplicadas pelo fator de diluicdo correspondente e o resultado expresso em
Unidades Formadora de Col6nia por mL de amostra (UFC/mL) (Figura 2), (APHA,
1998).
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Figura 2 - Placa de Petri contendo
colonias de microrganismos mesofilos
em Agar Contagem Padrio (PCA).

3.4. Contagem de Microrganismos Psicrotroficos Aerdébios Estritos e
Facultativos Viaveis

Para a contagem de microrganismos psicrotréficos aerdbios estritos e
facultativos viaveis foram pesados 25g da amostra e adicionados 225 mL de solugéo
salina peptonada a 0,1%, homogeneizados e foram efetuadas as diluicbes seriadas
(10" a 10) empregando-se como solucdo diluidora 9 mL de salina peptonada a
0,1%, onde foi transferido 1mL de cada diluicdo da amostra para uma placa de Petri
esterilizada e 25 mL do meio de cultura Agar Contagem Padrdo (PCA), previamente
fundido e aquecido a 43-45 °C, foi vertido, em cada placa. Apdés a homogeneizagao
e solidificagdo, as placas foram incubadas na geladeira de cultura a uma
temperatura de 6 °C em uma posicao invertida durante 48 horas. Posteriormente,
foram selecionadas as placas que continham entre 1 a 300 colénias. A contagem
das colbnias, pela técnica pour plate, foram realizadas com o auxilio de um contador
de colbnias e a média do numero de colbnias contadas nas placas foram
multiplicadas pelo fator de diluicdo correspondente e o resultado expresso em
unidades formadora de colénia por mL de amostra (UFC/mL) (Figura 3), (APHA,
1998).
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Figura 3 - Placa de Petri contendo
colénias de microrganismos
psicrotréficos em Agar Contagem
Padrao (PCA).

3.5. Contagem de Fungos Filamentosos (Bolores) e Leveduras.

Para a contagem de fungos filamentosos (bolores) e leveduras foram pesados
25g da amostra e adicionados 225 mL de solugdo salina peptonada 0,1%,
homogeneizados e foram efetuadas as diluigdes seriadas (10" a 10®) empregando-
se como solugcédo diluidora 9 mL de salina peptonada a 0,1% , para obter as
diluicdes(10® e 10®), onde foi transferido 1ml de cada diluigdo da amostra para uma
placa de Petri esterilizada contendo 25 mL do meio de cultura Agar Sabouraud
Dextrose solidificada. Apds a inoculagdo as amostras foram espalhadas com uma
alca de drigalski sobre toda superficie do meio de cultura. Apds esta etapa, as
placas foram incubadas em estufa incubadora tipo B.O.D. a 24°C durante o periodo
de 48-72 horas. Posteriormente, foram selecionadas as placas que continham entre
1 a 150 colénias. A contagem das colbnias, pela técnica spread plate, foram
realizadas e a média do numero de colbnias contadas nas placas foram
multiplicadas pelo fator de diluicdo correspondente e o resultado expresso e
Unidades Formadora de Col6nia por mL de amostra (UFC/mL) (Figura 4), (APHA,
1998).
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Figura 4 - Placa de Petri contendo
fungos crescidos em Agar Sabouraud
Dextrose.

3.6. Contagem de Coliformes totais e E. coli

Para a contagem de coliformes totais e E. coli foram pesados 25g da amostra e
adicionados 225 mL de solugéo salina peptonada a 0,1%, homogeneizados e foram
efetuadas as diluicdes seriadas (10™ a 10°) empregando-se como solugao diluidora
9 mL de salina peptonada a 0,1%, para obter as diluicdes(10?, 10* e 10°), onde foi
transferido 1mL de cada diluicdo da amostra para uma placa de Petri esterilizada. A
contagem foi realizada em meio de cultura Chromocult Coliformes Agar, pela técnica
pour plate. As placas foram incubadas em estufa a uma temperatura de 35-37 °C em
uma posicao invertida durante 24 horas. Posteriormente, foram selecionadas as
placas que continham entre 1 a 300 colbnias. A detecgao simultanea de coliformes e
E. coli foi efetuado usando uma combinagcdo de dois tipos de substratos
cromogénicos. O salmao substrato B-D-GAL é clivada pela enzima (-D-
galactosidase, caracteristico de outros coliformes, resultando em colbénias com
coloragcédo salmao para vermelha. O substrato X-B-D-glucuronido € clivada através
da enzima B-D-glucuronidase, caracteristico de E. coli, resultando em col6nias de
coloragao azul escuro para violeta (ISO 7218:1996 / Emenda 1:2001) (Figura 5). A
identificacdo de E. coli 0157 foi realizado por meio do Teste rapido
imunocromatografico para detecgao E. coli 0157 (SINGLEPATH E.COL/ O157 EMB.
C/25 TESTES Merck TM) (APHA, 1978).
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Figura 5 - Placa de Petri contendo
coldnias de coliformes totais e E. coli
em Chromocult Coliformes Agar.

3.7. Propagacao e Manutengao das coldnias.

Foi retirada uma colbénia das placas contendo colbénias de E. coli proveniente
da cultura do meio Chromocult Coliformes Agar, por meio de uma alga de Niquel, a
qual foi inoculada em tubo de ensaios contendo 2mL do meio de cultura Caldo
Infusdo Cérebro Coracéo (BHI) para a propagagcao da mesma. Apds a inoculagao e
incubacado em estufa a uma temperatura de 35 - 37 °C durante 48 horas foi realizada
a estriagem, pela técnica do esgotamento, utilizando uma alga de Niquel em placas
de petri contendo meio de cultura Agar Nutriente para a conservagao e manutengao
das mesmas. As culturas foram mantidas em geladeira durante o periodo de 2
meses. ApOs este periodo, ocorreu a exaustdo de nutrientes, sendo realizada a
transferéncia das col6nias para novas placas de Petri contendo o meio de cultura

Agar Nutriente. Esse procedimento foi repetido até que toda coleta fosse concluida.

3.8. Enriquecimento Seletivo de E. coli Enterohemorragica (EHEC) das

coldnias.

As placas contendo Agar Nutriente com culturas de E. coli proveniente do
BHI, foram inoculadas em caldo de cultura MEC Broth com Novobiocina (MERCK),
um meio de cultura rico em nutrientes que proporciona condigbes favoraveis de

crescimento, aumentando a proliferacdo de bactérias lactose-positiva, onde a
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mistura de sais biliares e novobiocina suprime o crescimento da flora microbiana
Gran positiva. Apos a inoculagao e incubacdo em estufa a uma temperatura de 35 -
37 °C durante 24 horas, as amostras foram submetidas ao teste rapido

imunocromatografico para confirmagao de E. coli O157 (APHA, 1978).

3.9. Teste para deteccao de Escherichia coli 0157

Colbnias proveniente do meio de cultura MEC Broth com Novobiocina foram
transferidas para o teste Singlepath E. coli 0157 . E um teste rapido imunocromatico
para deteccao rapida de E. coli O157. Este dispositivo de teste tem: um ponto de
amostragem circular; tem na forma oval, a zona de teste (T) e a zona de controle
(C). Ao colocar uma gota da cultura proveniente do MEC Broth com Novobiocina, o
ensaio podera estar funcionando corretamente se uma linha vermelha distinta
aparece na zona de controle (C) dentro de 20 minutos. A amostra sera considerada
positiva para a confirmacdo de E. coli O157 se antes de 20 minutos as linhas
vermelhas aparecerem em ambas zonas, na zona de teste (T) e na zona de controle
(C). A amostra pode ser considerada negativa se nenhuma linha vermelha aparecer
na zona de teste (T) e nem aparecer nitidamente na zona de controle (C) durante 20

minutos apds a aplicagdo da amostra no dispositivo — figuras 6,7 e 8.

Figura 6 - Teste Figura 7 - Teste Figura 8 - Teste

Singlepath E. coli 0157 Singlepath  E. coli Singlepath E. coli

estéreo. 0157 negativo para 0157 com
E. coli 0157. confirmagao

positiva para E. coli
0157.
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3.10. Analise Estatistica
Os dados microbiolégicos foram convertidos para logaritmo (log.UFC/q).
Foram realizadas através das distribuicdes absolutas e percentuais para as variaveis
nominais e as medidas estatisticas: valor minimo, valor maximo, média aritmética,
variancia, coeficiente de variacao, utilizou-se a analise de variancia, o teste de média
(teste de Tukey), tendo como objetivo verificar se houve diferenga significativa na
detecgdo dos microrganismos, nos diferentes locais de coletas.

As contaminagdes tanto nas feiras livres quanto nos supermercados, das
cidades de Feria de Santana e Cruz das almas, na analise de variancia para os
microrganismos mesofilos, psicrotroficos e os fungos bolores e leveduras
apresentaram valores semelhantes. Segundo as tabelas 1, 2 e 3, pode-se afirmar
com 99% de confiangca que as médias nido diferem estatisticamente entre si
(p<0,01), onde demonstra a rejeicao de H4, ao nivel de significancia de 1%.

Mesmo tendo significancia de 1%, foi aplicado o teste de Tukey comparando
as médias entre os tratamentos, observando que os valores absolutos das amostras

apresentaram a mesma letra.

Tabela 1 — Analise de Variancia dos valores absolutos das concentracbes de
Microrganismos Mesofilos.

Fator de Variagao GL F (calculado) F (tabelado)
Tratamentos 3 0,005** 2,68 (5%) e 3,95(1%)
Residuos 62

Total 65

P<0,01: os resultados das amostras das feiras livres e supermercados das duas cidades
nao diferiram estatisticamente entre si.
GL - Graus de liberdade.

Tabela 2 — Analise de Variancia dos valores absolutos das concentracdes
de Microrganismos Psicrotroficos.

Fator de Variacéo GL F (calculado) F (tabelado)
Tratamentos 3 0,012** 2,68 (5%) e 3,95(1%)
Residuos 62
Total 65

P<0,01: os resultados das amostras das feiras livres e supermercados das duas
cidades nao diferiram estatisticamente entre si, o0 que permite a aceitagao de H,.
GL - Graus de liberdade.
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Tabela 3 — Analise de Variancia dos valores absolutos das concentracdes de
Bolores e Leveduras.

Fator de Variacéo GL F (calculado) F (tabelado)
Tratamentos 3 0,007** 2,68 (5%) e 3,95(1%)
Residuos 62
Total 65

P<0,01: os resultados das amostras das feiras livres e supermercados das duas
cidades nao diferiram estatisticamente entre si, 0 que permite a aceitagao de H,.
GL - Graus de liberdade.

Quando foi comparado o indice de contaminacdo dos requeijoes
comercializados verificou-se que, em relagdo a contagem de coliformes totais e E.
coli, nao houve diferenga estatistica (P<0,01) entre as duas cidades e nem entre as
amostras que além da analise de variancia também foi aplicado o teste de Tukey
onde todos os valores apresentaram a mesma letra. A cidade de Feria de Santana
apresentou maior média aritmética (5,86 log.UFC/g) na contagem de coliformes em
feiras livres em relagdo a média encontrada nas feiras livres da cidade de Cruz das
Almas.

Com os valores observados na tabela 4, houve diferenca no valor do
Coeficiente de variagdo (CV) entre as cidades analisadas para os coliformes totais.
A cidade de Feria de Santana (FSA — FL) apresentou Coeficiente de variagéo (CV)
de 35,32%, seguido pelo valor de 16,89% para (FSA-S), em Cruz das Almas (CA-FL)
o Coeficiente de variacédo (CV) foi 25,34% e 11,15% e para (CA-S). Assim, os
requeijdoes coletados nos supermercados de Cruz das Almas (CA-S) apresentaram
valores mais homogéneos em relagdo as amostras adquiridas nos outros locais de
coletas analisadas. Porém, analisando pelo desvio padrdao (S), as amostras
coletadas em supermercados da cidade de Cruz das Almas (CA-S) apresentou o
menor valor de 0,60 demonstrando que as mesmas nao apresentaram valores muito
diferentes entre si.

Embora para E.coli, os valores encontrados para feiras livres em Feira de
Santana (FSA-FL) tenha apresentado o menor valor do Coeficiente de variagdo (CV)
de 21,90%, as amostras das feiras livres de cidade de Cruz das Almas
apresentaram o menor valor de desvio padréo (S) 0,66, sendo suas amostras mais
homogéneas em relagdo aos outros locais de coleta analisados.



Tabela 4 — Resultados do desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos
Coliformes totais e E. coli analisadas nas cidades de Feria de Santana e Cruz
das Almas.

Microrganismos log.UFC/g Desvio Padrao Coeficiente de

(S) Variagao (CV)
Coliformes totais (FSA — FL) 2,07 35,32 %
Coliformes totais (FSA — S) 1,28 16,89 %
Coliformes totais (CA — FL) 1,30 25,34 %
Coliformes totais (CA — S) 0,60 11,15 %
E. coli (FSA - FL) 0,96 21,90 %
E.coli (FSA -S) 1,18 46,64 %
E.coli (CA - FL) 0,66 27,73 %
E. coli (CA-9S) 1,50 51,37 %

FSA - Feira de Santana
FL — Feiras livres

S — Supermercados

CA - Cruz das Almas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagdes microbioldgicas dos requeijdes constaram de contagens de
microrganismos indicadores de coliformes totais e E. coli, deteriorantes como os
microrganismos mesofilos, psicrotroficos e bolores e leveduras, e patogénicos como
a E. coli 0157, estao apresentados nos graficos 1 a 5 e na tabela 5 e 6.

Em relagdo a presenca dos microrganismos estudados, todas apresentaram:
100% de contaminag¢ao para microrganismos mesofilos, 51,47% para psicrotréficos,
98,53% para bolores e leveduras, 88,24% para coliformes totais, 77,94% para E. coli
e 22% para o sorotipo E. coli O157.

A ingestdo de requeijao com condigdes inadequadas para consumo pode
levar a graves consequéncias para a populagao, sendo, portanto, um problema de
Saude Publica. Segundo a Resolugdo RDC n° 12, o limite minimo sera o lote
aceitavel do produto e o limite maximo separa o produto aceitavel do inaceitavel.
Assim valores intermediarios entre o limite minimo e maximo sado produtos de
qualidade intermediaria aceitavel, onde a empresa precisa analisar a higiene de
processamento dos produtos (Brasil, 2001a).

Os requeijdes analisados das duas cidades apresentaram contagens de
bactérias mesofilas entre 4,32 log. UFC/g e 13,05 log.UFC/g (Grafico1). As amostras
de requeijdes adquiridas para analise estavam todas expostas sobre bancadas nas
feiras livres e em supermercados, sem condigdes adequadas de higiene o que pode
ter provocado a suposta contaminacéo.

Os valores de contagens de bactérias mesofilas encontrados neste
experimento, apenas duas amostras 4,32 log.UFC/g e 4,97logUFC/g estdo dentro
dos limites exigidos pela ANVISA, conforme Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro
de 2001, por apresentarem quantidades de microrganismos mesofilos até 5
log.UFC/g (Brasil, 2001a).

Elevadas quantidades de mesdfilos em alimentos podem indicar que os

mesmos foram preparados com matérias-primas altamente contaminadas, que o
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processamento foi insatisfatorio do ponto de vista sanitario e ainda que os alimentos
foram estocados em condi¢gdes inadequadas de tempo e temperatura. Entretanto, a
presenca de altos niveis de bactérias mesodfilas ndo é usada para analisar as
condigdes sanitarias de produtos lacteos fermentados, em cujo processamento séo
utilizados microrganismos (Leite Junior et al., 2000).

Em comparagao aos valores dos microrganismos mesoéfilos, os psicrotroficos
apresentaram valores baixos de 1 log.UFC/g a 4,62 log.UFC/g (Gréafico 2). Das
amostras analisadas da cidade de Cruz das Almas, apenas uma amostra apresentou
contaminacado de 1 log.UFC/g. Ja a cidade de Feira de Santana apresentou 55,7%
das amostras com a presencga da bactéria em questdo. A legislacéo brasileira ndo
prevé limites de microrganismos psicrotroficos em produtos lacteos. A contaminagao
microbiolégica, causada por falhas no processamento e/ ou armazenamento, pode
causar defeitos no produto, associados as suas caracteristicas organolépticas
(sabor, aroma, cor e textura) (Aquarone et al., 2001). Microrganismos psicrotréficos
tém um grande potencial deteriorador e alteram os alimentos por produzirem
enzimas que hidrolisam proteinas, lipideos e carboidratos, dando origem a uma série
de metabdlitos, que promovem modificagdes nas caracteristicas organolépticas dos
produtos tornando-os improprios para consumo (Frasier e Westhoff, 1993).
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Grafico 1 — Valores das concentragdes de microrganismos mesofilos obtidas nas amostras de requeijao do Municipio de Feira
de Santana e Cruz das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.
Log.UFC/g - Logaritmo vezes Unidade Formadora de Coldnias por grama.
FL - Feira livre, S — Supermercado, FSA — Feira de Santana, CA — Cruz das Almas, AMT — Amostra.
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Grafico 2 — Valores das concentragdes de microrganismos psicrotréficos obtidas nas amostras de requeijao do Municipio de Feira de
Santana e Cruz das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.

Log.UFC/g - Logaritmo vezes Unidade Formadora de Colénias por grama.

FL - Feira livre, S — Supermercado, FSA — Feira de Santana, CA — Cruz das Almas, AMT — Amostra.
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No grafico 3 consta os resultados de bolores e leveduras das 68 amostras. A
presencga de bolores e leveduras foram observadas nos requeijdes analisados com
excecdao da AMT 17 que n&o apresentou contaminagdo. As demais amostras
apresentaram-se fora do padrao de tolerancia admissivel pela RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001, que é de 2 log.UFC/g. Segundo Lourengo e Sousa, 2002, analises
realizada em amostras de requeijao marajoara produzido com leite de bufala e de
vaca encontrou-se para este mesmo microrganismo um resultado de >3 log.UFC/g.

As amostras de requeijao da cidade de Feira de Santana apresentaram valores
entre 4,23 log.UFC/g a 11,88 log.UFC/g e em Cruz das Almas valores entre 8,27
log.UFC/g a 9,41 log.UFC/g. Esses valores de bolores e leveduras encontrados no
requeijdo oferecem riscos ao produto e a saude do consumidor, pois estdo com
valores acima do estabelecidos pela legislagdo. Durante o manuseio na fase final de
processamento e na estocagem pode ocorrer a recontaminagdo do requeijao.
Alguns bolores sdo psicrotréficos e seus esporos sobrevivem e germinam em
condigbes favoraveis. Temperaturas de refrigeragdo inibem o desenvolvimento de
bolores, mas nao sdo capazes de destrui-los e também a anaerobiose, ou seja, uma
atmosfera desprovida de oxigénio pode melhorar a conservacédo do produto. Os
tratamentos de prevencao visando reduzir as fontes de contaminagdo estédo
relacionados com as medidas de higiene, que tendem limitar o desenvolvimento de
bolores e leveduras. Recomenda-se uma higiene rigorosa das embalagens, bem
como dos locais de fabricacdo, armazenamento e comercializagdo para evitar o

crescimento de tais contaminantes. (Moreno, Vialta e Valle, 2002).
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Grafico 3 — Valores das concentragdes de fungos bolores e leveduras obtidas nas amostras de requeijao do Municipio de Feira de

Santana e Cruz das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.
Log.UFC/g - Logaritmo vezes Unidade Formadora de Colénias por grama.
FL - Feira livre, S — Supermercado, FSA - Feira de Santana, CA — Cruz das Almas, AMT — Amostra.
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Os resultados encontrados para a contagem total de microrganismos viaveis,
de coliformes totais e de Escherichia coli estdo representados nos graficos 4 e 5,
com valores em log.UFC/g.

Das 68 amostras analisadas para coliformes totais e E. coli nas cidades de
Feira de Santana e Cruz das Almas, que estdo dentro dos padrbes de tolerancia
foram de 11,76% e 22%, respectivamente.

Mesmo a minoria das amostras estando dentro dos padrdes permitido pela
legislacéo, 88,24% apresentaram contaminagdo elevada para coliformes totais e
78% para E. coli, para as cidades estudadas, na qual estdo fora dos padrdes
permitidos pela ANVISA, conforme Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001,
por apresentarem quantidades de coliformes totais, acima de <1log.UFC/g (Brasil,
2001). De acordo com Salotti et al. (2006) esse grupo de bactérias tem como habitat
o trato intestinal do homem e outros animais, e quando presente em alimentos € um
indicativo de manipulacio incorreta e falta da aplicagdo de procedimentos de boas
praticas de fabricagdo, podendo ser considerado um indicativo de contaminagao de
origem fecal, evidenciando assim risco a saude dos consumidores, pois podem estar
associadas a microrganismos patogénicos. Além disso, Kousta et al. (2010), afirmam
que a presencga destes microrganismos em um queijo indica falhas na pasteurizagéo
ou contaminagdo pos-pasteurizagdo, pois esse processo possui 0 objetivo de
eliminar todos os microrganismos indicadores e patdgenos.

Para cidade de Cruz das Almas constatou-se a presencga de coliformes totais
em 100%, com contagem variando de 3,68 log.UFC/g a 6,04 log.UFC/g. A presenca
de E. coli ndo foi detectada em apenas uma amostra, as demais estdo com
resultados acima do limite estabelecido na legislagdo vigente, demonstrando
condigdes higiénico sanitarias insatisfatorias.

Da analise desses resultados, pode-se inferir que a maioria dos requeijoes
comercializados nestes estabelecimentos ndo apresentam condigdes sanitarias para
consumo. Outros autores tém relatado a qualidade insatisfatéria destes produtos
comercializados no pais e destacando que nido tém sido observadas melhoras neste
sentido (Feitosa et al., 2003).

O alto indice de contaminag&o por microrganismos dos requeijdes analisados
pode ter ocorrido desde a matéria-prima, quanto pela falta de local adequado para

comercializagao, pois todos os requeijdes encontravam-se expostos sem protegao
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adequada ou refrigeracdo, permitindo uma maior sobrevivéncia e multiplicagdo dos
microrganismos. A contaminagdo pelo ar € um grande problema em unidades de
produgao de alimentos que se preocupam com o controle de qualidade de seus
produtos. O ar € um veiculo sem flora especifica, porém mantém um grande numero
e variedade de microrganismos em suspensado, ndo utilizando como substrato, os
microrganismos se mantém nele através das poeiras e das particulas liquidas
(Oliveira, Platti e Stadler, 2008).

A finalidade de se avaliar a carga microbiana de microrganismos indicadores
dos alimentos é importante porque € através da manutengdo da sua padronizagao
que se induz a protegcdo da saude do consumidor. Os gastos com consultas e
hospitalizagdo, em casos mais graves, seriam diminuidos se, uma vez conhecida a
existéncia e distribuicdo dos microrganismos investigados, podendo-se colher
subsidios para sua minimizacdo ou eliminacdo nos alimentos sob estudo
(Nascimento e Nascimento, 2000).

Os requeijdoes comercializados nas feiras livres e supermercados das duas
cidades apresentam-se em condi¢des higiénicas insatisfatorias, colocando em risco
a saude do consumidor. Recomenda-se a aplicagdo mais efetiva dos principios de
higiene e sanitizagdo na elaboragcédo dos requeijdes, visando oferecer produto com
qualidade microbiologica aceitavel e aumentar sua vida de prateleira.
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Grafico 4 — Valores das concentragdes de bactérias coliformes totais obtidas nas amostras de requeijao do Municipio de Feira de

Santana e Cruz das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.

Log.UFC/g - Logaritmo vezes Unidade Formadora de Coldnias por grama.
FL - Feira livre, S — Supermercado, FSA — Feira de Santana, CA — Cruz das Almas, AMT — Amostra.
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Grafico 5 — Valores das concentragdes de bactérias Escherichia coli obtidas nas amostras de requeijao do Municipio de Feira de
Santana e Cruz das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.

Log.UFC/g - Logaritmo vezes Unidade Formadora de Colénias por grama.

FL - Feira livre, S — Supermercado, FSA - Feira de Santana, CA - Cruz das Almas, AMT — Amostra.
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Os resultados da ocorréncia de E. coli O157 em requeijao encontra-se nas
tabelas 5 e 6.

A E. coli € uma bactéria patogénica de importancia para a saude publica. Do
total das amostras contaminadas com E. coli (53), 15 apresentaram positiva para
confirmacéo de E. coli 0157. E considerado um nivel alto encontrado uma vez que
todo alimento tem que estar ausente de microrganismos patogénicos.

O requeijao é um alimento rico em nutrientes o que propicia deterioragdo mais
rapida por microrganismos se nao estiver armazenado em condi¢do adequada. A
higiene é fundamental que deve ir desde a produgcdo da matéria-prima até a
produgdao, armazenamento, transporte e comercializacdo. Todas essas etapas
possuem porta de entrada para contaminagao do requeijao.

A presencga de E. coli em um alimento pode ser avaliada sob dois significados.
Inicialmente a E. coli por ser uma enterobactéria, indica que este tem contaminagao
microbiana de origem fecal e portanto estad em condi¢des higiénicas insatisfatérias.
O outro aspecto a ser considerado é que diversas linhagens de E. coli sé&o
comprovadamente patogénicas para o homem e animais (Loguercio e Aleixo, 2001).

Conforme demonstrado nas tabelas 5 e 6, verificou-se que, pelo teste
Singlepath E. coli O157, um teste rapido imunocromatico para deteccéo rapida de
E. coli O157, quinze amostras (22%) analisadas apresentaram presenca
caracteristica para E. coli O157. O requeijao coletado em ambas cidades tanto nas
feiras livres quanto em supermercados apresentaram sete e oito amostras
caracteristica para presenca de E. coli O157 respectivamente. Esses achados sao
preocupantes pela razdo da EHEC ser um importante microrganismo causador de
gastroenterites em individuos de faixa etaria extrema e imunodeprimidos (Franco e
Landgraf, 1996). Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) é patogénica para os
humanos e pertencem ao grupo E. coli shigatoxigénica (STEC) (Vicente et al.,
2005). Ela é a maior causadora de gastroenterite que pode carrear colite
hemorragica (HC) ou a sindrome urémica hemolitica (HUS), que € a principal causa
de doenga renal aguda em criangas. Desde esta identificagdo como um patégeno
em 1982, STEC 0157 tem sido considerada causador de sérias doencas,
especialmente no Canada, Japao, Inglaterra e Estados Unidos (Blanco et al.,
2003, Bergamini et al., 2007).
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Muitas pesquisas se preocupavam apenas com presenca de coliformes em
queijos, entretanto, desde a ocorréncia de surto alimentar causada por E. coli
enteropatogénica cresceu significativamente a preocupagdo com a quantidade e
qualidade de E. coli nestas amostras. Frank e Marth (1978) citaram que E. coli
enteropatogénica tem habilidade de crescer durante a produgdo do queijo macio e
semi-macio.

O requeijao do norte € um queijo macio, um excelente meio de cultura, pois
além do alto indice de umidade é rico em nutrientes o que favorece o crescimento de
microrganismos. Assim o requeijgdo é facilmente contaminado por microrganismos
durante todo processo de produgdo até a comercializacdo. Uma forma de reduzir a
contaminagao é submeter esses produtos a refrigeragéao e fazer uso de embalagens
a vacuo, pois assim pode retardar o processo de deterioragdo do requeijao que tem

venda exposta.

Tabela 5. Presenca ou auséncia de
Escherichia coli 0157, obtidos nas
amostras de Requeijao do Municipio de
Cruz da Almas — BA. Fevereiro a junho de

2014.
Presencal/
Amostras Local Auséncia
AMT 62 FL -
AMT 63 FL +
AMT 64 FL +
AMT 65 S -
AMT 66 S +
AMT 67 S -
AMT 68 S

FL - Feira livre
S — Supermercado



Tabela 6. Presenca ou auséncia de Escherichia coli 0157,
obtidos nas amostras de Requeijdo do Municipio de Feira de
Santana — BA. Fevereiro a junho de 2014.

Presencal/ Presencal
Amostras Local Auséncia Amostras Local Auséncia
AMT 1 FL - AMT 29 S -
AMT 2 FL AMT 30 S -
AMT 3 FL + AMT 31 S -
AMT 4 FL + AMT 32 S +
AMT 5 FL - AMT 33 S +
AMT 6 FL - AMT 34 S +
AMT 7 FL - AMT 35 S
AMT 8 FL AMT 36 S -
AMT 9 FL AMT 37 S -
AMT 10 FL - AMT 38 S -
AMT 11 FL - AMT 39 S -
AMT 12 FL + AMT 40 S
AMT 13 FL AMT 41 S +
AMT 14 FL AMT 42 S -
AMT 15 FL + AMT 43 S
AMT 16 FL - AMT 44 S
AMT 17 FL AMT 45 S +
AMT 18 FL - AMT 46 S -
AMT 19 FL AMT 47 S -
AMT 20 FL - AMT 48 S -
AMT 21 FL - AMT 49 S -
AMT 22 FL - AMT 50 S
AMT 23 FL - AMT 51 S
AMT 24 FL - AMT 52 S -
AMT 25 FL - AMT 53 S -
AMT 26 FL - AMT 54 S
AMT 27 FL - AMT 55 S -
AMT 28 FL + AMT 56 S -
- - AMT 57 S -
- - AMT 58 S -
- - AMT 59 S +
- - AMT 60 S +
- - AMT 61 S -

FL - Feira livre
S - Supermercado
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5. CONCLUSAO

Os resultados encontrados permitem concluir que as amostras analisadas para
todos os microrganismos pesquisados neste trabalho estdo em desacordo com a
legislagao vigente, sendo considerado de ma qualidade. Os requeijdoes analisados
estdo impréprios para o consumo uma vez que sua contaminagado pode causar risco
a saude humana. E mais seguro optar por um produto inspecionado, refrigerado e
com embalagens apropriadas, obedecendo a data de fabricagdo, validade e

acondicionamento.
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6. AGRADECIMENTOS
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel superior (CAPES),
pela concessao de bolsa de mestrado.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Houve contaminagéo por microrganismos mesdéfilos em todas as amostras de
requeijdo analisados, porém a presenga do mesmo depende das boas praticas
aplicadas em todo o processo de producéo até a comercializagao.

As contaminagbes por microrganismos psicrotréficos apresentaram-se baixas,
porém em uma quantidade consideravel de amostras, sendo que a cidade de Cruz
das Almas apresentou apenas uma amostra contaminada.

Nas amostras analisadas provenientes de ambas as cidades para fungos
filamentosos (bolores) e leveduras, apresentaram altos niveis de contaminacgéao, séo
capazes de causar toxinfec¢des alimentares.

A presenga de contaminagao de coliformes totais e de E. coli, nas amostras
foram acima do permitido pela legislagdo RDC n° 12/2001, mostrando que mesmo a
venda ndo sendo em area aberta (supermercados) ndo garantiu a qualidade
sanitaria do produto, indicando a necessidade de uma fiscalizagdo mais rigorosa em
relagdo ao acondicionamento do requeijao durante o periodo de vendas.

A presenca de 22% de E. coli O157caracteristica de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) nos requeijoes analisados, mostra que o alimento esta
inadequado para o consumo humano. Ha necessidade de alertar os 6rgaos
competentes pela qualidade e seguranga do alimento para consumo humano, ja que
houve presenca de E. coli 0157 nas duas cidades estudadas.

Ndo foram constatadas diferengas significativas das contagens dos

microrganismos estudados, os quais evidenciaram médias e variagdes semelhantes.
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CAPITULO 1

Ocorréncia de coliformes totais e Escherichia coli O157 em amostras de requeijoes do

norte!

1Artigo submetido ao comité editorial do periddico cientifico Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira.
Submetido em 03 de dezembro de 2014.
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Ocorréncia de coliformes e Escherichia coli O157 em amostras de requeijoes do norte.
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Resumo - Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiologica do
requeijdo tipico do nordeste comercializado em feiras livres e supermercados das cidades de
Feira de Santana e Cruz das Almas - Bahia, por meio da contagem de coliformes totias, E.
coli e a ocorréncia de E. coli O157. Foram coletadas 68 amostras de requeijao, no periodo de
fevereiro a junho de 2014. As analises para cada microrganismo foram baseadas na Instrugao
Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, obedecendo as sucessivas diluigdes tempo e temperatura de cada
microrganismo estudado. A contagem das colonias foram expresso em unidades formadora de
coldnia por mL de amostra. Para presenca de Escherichia coli O157, foram transferidas para o
teste Singlepath E. coli O157 coldnias proveniente do meio de cultura MEC Broth com
Novobiocina. Em relagdo a presenca dos microrganismos estudados, todas apresentaram:
88,24% para coliformes totais, 77,94% para E. coli e 22% para o sorotipo E. coli O127.

Houve presenga de coliformes totais, E. coli e E. coli O157 nas amostras de requeijao
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analisados nas quais a maioria dos valores encontrados estavam acima do permitido pela

legislagao.

Palavras-chave: Escherichia coli, Higiene, Bactérias, Contaminacao.

Occurrence of coliforms and Escherichia coli O157 in northern curd samples

Margarete de Jesus Rodriguesm, Ludmilla Santana Soares e Barros'", Silvio Luiz de Oliveira
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Abstract - This work aimed to evaluate the microbiological quality of typical curd Northeast
sold in street markets and supermarkets in the cities of Feira de Santana and Cruz das Almas -
Bahia by coliforms, E. coli and the occurrence of E. coli O157 . 68 curd samples were
collected from February to June 2014. The analysis for each microorganism were based on
Normative Instruction No. 62, of August 26, 2003 the Ministry of Agriculture , Livestock and
Supply , following the successive dilutions and time temperature of each organism studied .
The counting of the colonies were expressed as colony forming units per ml of sample. In
Escherichia coli O157, were transferred to the test Singlepath E. coli O157 colonies from the

culture medium MEC Broth with Novobiocin . Regarding the presence of microorganisms
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studied , all showed : 88.24 % for total coliforms, 77.94 % for E. coli and 22 % for E. coli
serotype O127. There was presence of fecal coliform , E. coli and E. coli O157 in the cheese
samples analyzed in which the majority of the values found were above those permitted by

law .

Keywords: Escherichia coli , Hygiene , Bacteria, Contamination.

Introducio

Dentre os produtos derivados de leite, o queijo ¢ considerado um veiculo frequente de
patogenos de origem alimentar e, em especial, os queijos frescos artesanais, por serem
elaborados a partir do leite cru e por ndo sofrerem processos de maturacdo. A contaminagao
microbiologica dos produtos assume destacada relevancia tanto para a industria pelas perdas
econdmicas, como para a saude publica, pelo risco de causar doengas transmitidas pelo
alimento (FEITOSA et al., 2003).

Os microrganismos indicadores sdo utilizados para avaliar a qualidade microbioldgica
dos alimentos e também apontam riscos de contaminagdes de origem fecal, a provavel
presenca de patdgenos ou deteriorag@o potencial do alimento e indica¢des relevantes sobre as
condi¢des higiénico-sanitdrias no processamento, na producdo e no armazenamento
(CARDOSO e ARAUIJO, 2004).

Dentre os possiveis patogenos encontra-se a E. coli O157, por ser os bovinos seu
principal reservatdrio. Essa cepa de E. coli produtora de shigatoxinas ¢ altamente patogénica e
responsavel por enfermidades de natureza grave, como a colite hemorrdgica, a sindrome
hemolitica urémica e a purpura trombocitopénica trombotica, que podem ser fatais,

principalmente para criancas e idosos (OLIVEIRA, 2012).
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Atualmente, o interesse na qualidade dos alimentos aumentou consideravelmente,
sobretudo, no que diz respeito aos perigos associados com contaminantes e metabolitos. A
qualidade microbiologica do queijo € de primordial importancia, por estar relacionado a saude
publica (FERNANDES et al., 2006).

Nesse contexto, avaliar a qualidade microbiologica dos queijos consumidos ¢
importante, uma vez que a ingestdo desses alimentos contaminados pode causar diversas
Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) para a populacao, sendo, portanto, um problema
de saude publica. Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade
microbiologica de requeijdo tipico do Nordeste comercializado em feiras livres e
supermercados das cidades de Feira de Santana e Cruz das Almas - Bahia, através da

contagem de coliformes totais, E. coli e a ocorréncia de E. coli O157.

Material e Métodos

Foram coletadas 68 amostras de requeijdo, comercializadas em feiras livres e em
supermercados nas cidades de Feira de Santana e Cruz das Almas - Bahia, no periodo de
fevereiro a junho de 2014. As amostras foram coletadas em condigdes assépticas e
transportadas em recipiente isotérmico contendo gelo reciclavel a mantidas sob refrigeragao
até o momento das analises realizadas no laboratorio de Microbiologia e Parasitologia Animal
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB.

As andlises microbiologicas foram realizadas de acordo com a recomendagdo e
exigéncias da RDC n° 12 de 2 janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). A metodologia para efetuar
as analises microbioldgicas foi baseada na Instrucdo Normativa n. 62, de 26 de agosto de

2003 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), que oficializa os
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métodos analiticos oficiais para analises microbioldgicas para controle de produtos de origem
animal e agua (BRASIL, 2003).

Foram realizadas as seguintes analises microbiologicas: contagem de coliformes totais,
E. coli e confirmagao para presenca de E. coli O157.

Para a contagem de coliformes totais e E. coli foram pesados 25g da amostra e
adicionados 225 mL de solugdo salina peptonada 0,1%, homogeneizados e foram efetuadas as
dilui¢des seriadas (10" a 10°) empregando-se como solucdo diluidora 9 mL de salina
peptonada a 0,1%, para obter as dilui¢des (1072, 10™ ¢ 10®), onde foi transferido 1ml de cada
diluicao da amostra para uma placa de Petri esterilizada. A contagem foi realizada em meio de
cultura Chromocult Coliformes Agar, pela técnica pour-plate. As placas foram incubadas em
estufa a uma temperatura de 35-37 °C em uma posicao invertida durante 24 horas.
Posteriormente, foram selecionadas as placas que continham entre 1 a 300 colonias. A
detec¢ao simultanea de coliformes totais e E. coli foi efetuado usando uma combinacgdo de
dois tipos de substratos cromogénicos. O salmdo substrato -D-GAL ¢ clivada pela enzima (-
D-galactosidase, caracteristico de outros coliformes, resultando em col6nias com coloragao
salmdo para vermelha. O substrato X-B-D-glucuronido ¢ clivada através da enzima B-D-
glucuronidase, caracteristico de E. coli, resultando em colonias de coloragdo azul escuro para
violeta (ISO 7218:1996 / Emenda 1:2001). A identificagdo de E. coli O157 foi através do
Teste rapido imunocromatografico para deteccdo E. coli O157 (SINGLEPATH E.COLI O157
EMB. C/25 TESTES MERCK) (APHA, 1978).

Para propagagdo e manutengdo das coldnias de E. coli, foi retirado uma coldnia e
colocada em tubo de ensaios contendo 2ml do meio de cultura Caldo Infusdo Cérebro
Coracao (BHI). Apds a inoculagdo e incubacdo em estufa a uma temperatura de 35 - 37 °C
durante 48 horas foi realizada a estriagem em placas de petri contendo meio de cultura Agar

Nutriente para a conservacdo e manutencdo das mesmas. As culturas foram mantidas em
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geladeira durante o periodo de 2 meses, at¢ que toda coleta fosse concluida. Apds este
periodo, coldnias provenientes do Agar Nutriente, foram inoculadas em caldo de cultura MEC
Broth com Novobiocina (MERCK) e incubadas em estufa a uma temperatura de 35 - 37 °C
durante 24 horas (APHA, 1978). Apos este periodo foram transferidas para o teste Singlepath
E. coli 0157 . E um teste rapido imunocromatico para deteccdo rapida de E. coli O157. Este
dispositivo de teste tem um ponto de amostragem circular; tem na forma oval, a zona de teste
(T) e a zona de controle (C). Ao colocar uma gota da cultura proveniente do MEC Broth com
Novobiocina, o ensaio podera estar funcionando corretamente se uma linha vermelha distinta
aparece na zona de controle (C) dentro de 20 minutos. A amostra foi considerada positiva
para a confirmagdo de E. coli O157:H7 se antes de 20 minutos as linhas vermelhas
aparecerem em ambas zonas, na zona de teste (T) e na zona de controle (C). A amostra foi
considerada negativa quando nenhuma linha vermelha apareceu na zona de teste (T) e nem
apareceu nitidamente na zona de controle (C) durante 20 minutos apds a aplicacdo da amostra
no dispositivo.

Na andlise estatistica, os dados microbioldgicos foram convertidos para logaritmo
(log.UFC/g). Foram realizadas através das distribui¢des absolutas e percentuais para as
variaveis nominais ¢ as medidas estatisticas: valor minimo, valor maximo, média aritmética,
variancia, coeficiente de variacao, utilizou-se a analise de variancia, o teste de média (teste de
Tukey), tendo como objetivo verificar se houve diferenca significativa na detec¢do dos

microrganismos, dos diferentes locais de coletas.

Resultados e Discussao

As avaliacdes microbioldgicas dos requeijoes constaram de contagens de

microrganismos indicadores de coliformes totais, E. coli e patogénicos como a E. coli O157,
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estdo apresentadas nas tabelas de 1 a 7. Das 68 amostras de requeijao analisadas no periodo de
fevereiro a junho de 2014, nas cidades de Feria de Santana e Cruz as Almas, em relacdo a
presenga dos microrganismos estudados, todas apresentaram: 88,24% para coliformes totais,
77,94% para E. coli e 22% para o sorotipo E. coli O157.

A ingestdo de requeijao com condi¢des inadequadas para consumo pode levar a graves
consequéncias para a populacdo, sendo portanto, um problema de satide publica. Segundo a
Resolugao RDC n° 12, o limite minimo sera o lote aceitavel do produto e o limite maximo
separa o produto aceitavel do inaceitavel. Assim valores intermediarios entre o limite minimo
e maximo sao produtos de qualidade intermediaria aceitdvel, onde a empresa precisa analisar
a higiene de processamento dos produtos (BRASIL, 2001).

Os resultados encontrados para a contagem total de microrganismos viaveis, de
coliformes totais e de Escherichia coli estao apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4, na forma de
log.UFC/g.

Das 68 amostras analisadas para coliformes totais e E. coli em Feira de Santana e Cruz
das Almas, 11,76% e 22% estdo dentro dos padrdes de tolerancia respectivamente.

Mesmo a minoria das amostras estando dentro dos padrdes permitido pela legislacao,
88,24% apresentaram contaminacdo elevada para coliformes totais e 78% para E. coli nas
duas cidades estudadas na qual estdo fora dos padrdes permitidos pela ANVISA, por
apresentarem quantidades de coliformes totais, acima de <llog.UFC/g (BRASIL, 2001). De
acordo com Salotti et al. (2006) ¢ importante destacar que esse grupo de bactérias tem como
habitat o trato intestinal do homem e outros animais, e quando presente em alimentos ¢ um
indicativo de manipulagdo incorreta e falta da aplicagdo de procedimentos de boas praticas de
fabricacdo, podendo ser considerado um indicativo de contaminacdo de origem fecal,
evidenciando assim risco a saude dos consumidores, pois podem estar associadas a

microrganismos patogénicos. Além disso, Kousta et al. (2010) afirmam que a presenca destes
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microrganismos em um queijo indica falhas na pasteurizagdo ou contaminagdo poOs-
pasteurizagdo, pois esse processo possui o objetivo de eliminar todos os microrganismos
indicadores e patdgenos.

Para cidade de Cruz das Almas constatou-se a presenga de coliformes totais em 100%,
com contagem variando de 3,68 log.UFC/g a 6,04 log.UFC/g. A presenca de E. coli ndo foi
detectada em apenas uma amostra, as demais estdo com valores acima do limite estabelecido
na legislagdo vigente, demonstrando condi¢des higi€nico sanitarias insatisfatorias.

Quando foram comparados o indice de contaminagdo dos requeijoes comercializados
verificou-se que, em relagdo a contagem de coliformes totais e E. coli, ndo houve diferencga
estatistica (P<0,01) entre as duas cidades e nem entre as amostras

A cidade de Feria de Santana apresentou maior média aritmética (5,86 log.UFC/g) na
contagem de coliformes totais em feiras livres em relagao a média encontrada nas feiras livres
da cidade de Cruz das Almas. O alto indice de contamina¢do por microrganismos dos
requeijoes analisados pode ter ocorrido desde a matéria-prima, quanto pela falta de local
adequado para comercializagdo, pois todos os requeijdes encontravam-se expostos sem
protecdo adequada ou refrigeracdo, permitindo uma maior sobrevivéncia e multiplicacdo dos
microrganismos. A contaminagdo pelo ar ¢ um grande problema em unidades de produgdo de
alimentos que se preocupam com o controle de qualidade de seus produtos. O ar ¢ um veiculo
sem flora especifica, porém mantém um grande nimero e variedade de microrganismos em
suspensdo, nao utilizando como substrato, os microrganismos se mantém nele através das
poeiras e das particulas liquidas (OLIVEIRA et al., 2008).

Nos valores observados na tabela 5, houve diferenca no valor de CV entre as cidades
analisadas para coliformes totais. A cidade de Feria de Santana (FSA — FL) apresentou CV de
35,32%, seguido pelo valor de 16,89% para (FSA-S), em Cruz das Almas (CA-FL) o CV foi

25,34% e 11,15% e para (CA-S). Assim, os requeijoes coletados nos supermercados de Cruz
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das Almas (CA-S) apresentaram valores mais homogéneos em relacao as amostras adquiridas
nos outros locais de coletas analisadas. Porém, analisando pelo desvio padrdo, as amostras
coletadas em supermercados da cidade de Cruz das Almas (CA-S) apresentou o menor valor
de 0,60 demonstrando que as amostras ndo apresentaram valores muito diferentes entre si.

Embora para E. coli, os valores encontrados para feiras livres da cidade de Feira de
Santana (FSA-FL) tenha apresentado o menor valor do CV de 21,90%, as amostras das feiras
livres de cidade da cidade de Cruz das Almas (CA-FL) apresentou o menor valor de desvio
padrao 0,66 sendo suas amostras mais homogéneas em relagdo aos outros locais de coleta
analisados.

Os requeijoes comercializados nas feiras livres e supermercados das duas cidades
apresentam-se em condigdes higiénicas insatisfatorias, colocando em risco a saude do
consumidor. Recomenda-se a aplicagao mais efetiva dos principios de higiene e sanitiza¢ao na
elaboragdo dos requeijoes, visando oferecer produto com qualidade microbioldgica aceitavel e
aumentar sua vida de prateleira.

Os resultados da ocorréncia de E. coli O157 em requeijao encontra-se nas tabelas 6 e
7. A E. coli ¢ uma bactéria patogénica de importancia para a saide publica, do total das
amostras contaminadas com E. coli (53), 15 apresentaram positiva para confirmacdo de E.
coli 0157. E considerado um nivel alto encontrado uma vez que todo alimento tem que estar
ausente de microrganismos patogénicos.

O requeijdo ¢ um alimento rico em nutrientes o que propicia deterioragdo mais rapida
por microrganismos se ndo estiver armazenado em condicdo adequada. A higiene ¢
fundamental que deve ir desde a producdo da matéria-prima até a produgdo, armazenamento,
transporte e comercializagdo do requeijdo. Todas essas etapas possuem porta para

contaminagdo do requeijdo.
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Através do teste Singlepath E. coli O157, um teste imunocromatico para detec¢do
rapida de E. coli O157, quinze amostras (22%) analisadas apresentaram presenga
caracteristica para E. coli O157. O requeijao coletado em ambas cidades tanto nas feiras
livres quanto em supermercados apresentaram sete € oito amostras caracteristica para
presenca de E. coli O157 respectivamente. Esses achados sdo preocupantes pela razao da
EHEC ser um importante microrganismo causador de gastroenterites em individuos de faixa
etaria extrema e imunodeprimidos. A E. coli enterohemorragica (EHEC) ¢ patogénica para
os humanos e pertencem ao grupo E. coli shigatoxigénica (STEC) (VICENTE et al.,
2005). Ela ¢ a maior causadora de gastroenterite que pode carrear colite hemorragica (HC) ou
a sindrome hemolitica urémica (HUS), que ¢ a principal causa de doenga renal aguda em
criancas. Desde esta identificagdo como um patogeno em 1982, STEC O157 tem sido
considerada causador de sérias doengas, especialmente no Canada, Japao, Inglaterra e Estados

Unidos (BLANCO et al., 2003, BERGAMINI et al., 2007).

Conclusoes

Os resultados obtidos na avaliacdo microbiologica do requeijao revelaram a ocorréncia
de coliformes totais, E. coli e E. coli O157 com valores acima do permitido pela legislacao

vigente.
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Tabela 1. Valores absolutos ¢ média aritmética das concentragdes
de Coliformes totais (CT), obtidas nas amostras de Requeijdo do
Municipio de Feira de Santana — BA. Fevereiro a junho de 2014.

Local CT CT

Amostras (log.UFC/g)* Amostras Local (log.UFC/g)*
AMT 1 FL 8,64 AMT 29 S 6,01
AMT 2 FL 4,93 AMT 30 S 7,80
AMT 3 FL 4,85 AMT 31 S 7,17
AMT 4 FL 4,32 AMT 32 S 7,62
AMT 5 FL 6,99 AMT 33 S 7,74
AMT 6 FL 8,19 AMT 34 S 0,00
AMT 7 FL 7,19 AMT 35 S 8,34
AMT 8 FL 5,58 AMT 36 S 6,59
AMT 9 FL 6,08 AMT 37 S 6,50
AMT 10 FL 4,86 AMT 38 S 5,90
AMT 11 FL 6,80 AMT 39 S 0,00
AMT 12 FL 0,00 AMT 40 S 5,72
AMT 13 FL 0,00 AMT 41 S 8,08
AMT 14 FL 6,75 AMT 42 S 6,16
AMT 15 FL 5,88 AMT 43 S 6,03
AMT 16 FL 6,30 AMT 44 S 3,86
AMT 17 FL 5,03 AMT 45 S 4,00
AMT 18 FL 0,00 AMT 46 S 8,33
AMT 19 FL 0,00 AMT 47 S 8,47
AMT 20 FL 0,00 AMT 48 S 7,06
AMT 21 FL 6,28 AMT 49 S 0,00
AMT 22 FL 6,46 AMT 50 S 5,91
AMT 23 FL 5,75 AMT 51 S 4,92
AMT 24 FL 6,47 AMT 52 S 7,09
AMT 25 FL 7,00 AMT 53 S 6,46
AMT 26 FL 6,70 AMT 54 S 4,94
AMT 27 FL 8,17 AMT 55 S 8,06
AMT 28 FL 7,18 AMT 56 S 6,73
- - - AMT 57 S 8,11
- - - AMT 58 S 7,89
- - - AMT 59 S 7,84
- - - AMT 60 S 8,05
- - - AMT 61 S 7,18

Média Média

Aritmética 5,86 Aritmética 7,58

* Logaritmo vezes Unidade Formadora de Coldnias por grama
FL - Feira livre
S - Supermercado
AMT - Amostra



Tabela 2. Valores absolutos ¢ média aritmética das concentragoes
de Coliformes totais (CT), obtidas nas amostras de Requeijao do
Municipio de Cruz das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.

CT CT

Amostras Local (log.UFC/g)* Amostras Local (log.UFC/g)*
AMT 62 FL 6,04 AMT 65 S 4,75
AMT 63 FL 5,68 AMT 66 S 6,01
AMT 64 FL 3,68 AMT 67 S 5,01
- - - AMT 68 S 5,75

Média Média

Aritmética 5,13 Aritmética 5,38

* Logaritmo vezes Unidade Formadora de Col6nias por grama
FL - Feira livre
S - Supermercado
AMT - Amostra



Tabela 3. Valores absolutos e média geométrica das concentragdes
de E. coli, obtidas nas amostras de Requeijao do Municipio de Cruz

das Almas — BA. Fevereiro a junho de 2014.

E. coli E. coli

Amostras Local (log.UFC/g)*  Amostras Local (log.UFC/g)*
AMT 62 FL 3,14 AMT 65 S 2,70
AMT 63 FL 2,00 AMT 66 S 2,70
AMT 64 FL 2,00 AMT 67 S 3,35
- - - AMT 68 S 0,00

Média Média

Aritmética 2,38 Aritmética 2,92

*Logaritmo vezes Unidade Formadora de Colonias por grama
FL - Feira livre
S - Supermercado

AMT - Amostra
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Tabela 4. Valores absolutos ¢ média aritmética das concentracdes de E.
coli, obtidas nas amostras de Requeijao do Municipio de Feira de
Santana — BA. Fevereiro a junho de 2014.

Local E. coli Local E. coli
Amostras (log.UFC/g)* Amostras (log.UFC/g)*

AMT 1 FL 5,98 AMT 29 S 2,48
AMT 2 FL 0,00 AMT 30 S 5,54
AMT 3 FL 4,48 AMT 31 S 4,46
AMT 4 FL 5,91 AMT 32 S 4,32
AMT 5 FL 4,96 AMT 33 S 2,30
AMT 6 FL 5,39 AMT 34 S 5,60
AMT 7 FL 3,04 AMT 35 S 0,00
AMT 8 FL 0,00 AMT 36 S 5,80
AMT 9 FL 0,00 AMT 37 S 3,00
AMT 10 FL 4,30 AMT 38 S 5,39
AMT 11 FL 4,30 AMT 39 S 5,20
AMT 12 FL 2,70 AMT 40 S 0,00
AMT 13 FL 0,00 AMT 41 S 7,00
AMT 14 FL 0,00 AMT 42 S 3,00
AMT 15 FL 4,51 AMT 43 S 0,00
AMT 16 FL 3,36 AMT 44 S 0,00
AMT 17 FL 0,00 AMT 45 S 3,04
AMT 18 FL 3,36 AMT 46 S 5,65
AMT 19 FL 0,00 AMT 47 S 4,90
AMT 20 FL 3,95 AMT 48 S 4,12
AMT 21 FL 4,55 AMT 49 S 6,00
AMT 22 FL 4,49 AMT 50 S 0,00
AMT 23 FL 4,48 AMT 51 S 0,00
AMT 24 FL 3,52 AMT 52 S 5,95
AMT 25 FL 5,31 AMT 53 S 2,48
AMT 26 FL 3,15 AMT 54 S 0,00
AMT 27 FL 5,79 AMT 55 S 4,85
AMT 28 FL 4,66 AMT 56 S 4,60
- - - AMT 57 S 4,70

- - - AMT 58 S 4,72

- - - AMT 59 S 5,16

- - - AMT 60 S 6,29

- - - AMT 61 S 5,69

Média Média

Aritmética 4,39 Aritmética 2,53

* Logaritmo vezes Unidade Formadora de Colonias por grama

FL - Feira livre

S - Supermercado

AMT - Amostra
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Tabela 5 — Resultados do desvio padrdo e coeficiente de variacao dos Coliformes totais e
E. coli analisadas nas cidades de Feria de Santana (FSA) e Cruz das Almas (CA).

Microrganismos log.UFC/g | Desvio Padrio (S) | Coeficiente de Variacio (CV)
Coliformes totais ( FSA — FL) 2,07 35,32 %
Coliformes totais (FSA — S) 1,28 16,89 %
Coliformes totais (CA — FL) 1,30 25,34 %
Coliformes totais (CA — S) 0,60 11,15%

E. coli (FSA —FL) 0,96 21,90 %
E.coli (FSA-S) 1,18 46,64 %
E.coli (CA-FL) 0,66 27,73 %
E. coli (CA-5) 1,50 51,37 %

FSA — FL — Feira de Santana — Feira livre
FSA — S — Feira de Santana — Supermercado
CA - FL — Cruz das Almas — Feira livre

CA - S — Cruz das Almas — Supermercado.



Tabela 6. Presenca ou auséncia de Escherichia coli O157, obtidos nas
amostras de Requeijado do Municipio de Feira de Santana — BA.
Fevereiro a junho de 2014.

Presenca/ Presenca/
Amostras Local Auséncia Amostras Local Auséncia
AMT 1 FL - AMT 29 S -
AMT 2 FL AMT 30 S -
AMT 3 FL + AMT 31 S -
AMT 4 FL + AMT 32 S +
AMT 5 FL - AMT 33 S +
AMT 6 FL - AMT 34 S +
AMT 7 FL - AMT 35 S
AMT 8 FL AMT 36 S -
AMT 9 FL AMT 37 S -
AMT 10 FL - AMT 38 S -
AMT 11 FL - AMT 39 S -
AMT 12 FL + AMT 40 S
AMT 13 FL AMT 41 S +
AMT 14 FL AMT 42 S -
AMT 15 FL + AMT 43 S
AMT 16 FL - AMT 44 S
AMT 17 FL AMT 45 S +
AMT 18 FL - AMT 46 S -
AMT 19 FL AMT 47 S -
AMT 20 FL - AMT 48 S -
AMT 21 FL - AMT 49 S -
AMT 22 FL - AMT 50 S
AMT 23 FL - AMT 51 S
AMT 24 FL - AMT 52 S -
AMT 25 FL - AMT 53 S -
AMT 26 FL - AMT 54 S
AMT 27 FL - AMT 55 S -
AMT 28 FL + AMT 56 S
- - AMT 57 S -
- - AMT 58 S -
- - AMT 59 S +
- - AMT 60 S +
- - AMT 61 S -

FL - Feira livre
S - Supermercado
AMT - Amostra



Tabela 7. Presenga ou auséncia de
Escherichia coli O157, obtidos nas amostras
de Requeijao do Municipio de Cruz da Almas
— BA. Fevereiro a junho de 2014.

Presenca/
Amostras Local Auséncia
AMT 62 FL -
AMT 63 FL +
AMT 64 FL +
AMT 65 S -
AMT 66 S +
AMT 67 S -
AMT 68 S

FL - Feira livre
S — Supermercado
AMT - Amostra
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ANEXO |

Diretrizes para Autores
Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) € uma publicagdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués,
espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal
forma de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e
Revisbes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissao Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do
artigo segundo as normas da revista, formulagdo do objetivo de forma clara, clareza
da redagao, fundamentagao tedrica, atualizagédo da revisado da literatura, coeréncia e
precisdo da metodologia, resultados com contribuicdo significativa, discusséo dos
fatos observados em relacdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e
figuras, originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicagdo desses
critérios, se o numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de
publicacdo, é aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os
trabalhos cuja contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico € considerada
mais significativa. Esse critério € aplicado somente aos trabalhos que atendem aos
requisitos de qualidade para publicagdo na revista, mas que, em razdo do elevado
numero, ndo podem ser todos aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados
sdo devolvidos aos autores e os demais sdo submetidos a analise de assessores
cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparagao de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e
figuras — publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de
divulgacao técnico-cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos,
comunicados técnicos, notas cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados
simultaneamente a outro peridédico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma
de resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

- S&do considerados, para publicagdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos
Cientificos, Notas Cientificas e Artigos de Revisao, este ultimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sao agrupados em areas técnicas, cujas principais
sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutrigdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com
paginas e linhas numeradas.
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Informagoes necessarias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submissao (Inicio), em “comentarios ao editor”, informar a relevancia
e o0 aspecto inédito do trabalho.

No passo 2 da submissdo (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho
completo em arquivo Microsoft Word.

No passo 3 da submissao (Inclusdo de metadados), em “resumo da biografia” de
cada autor, informar o link do sistema de curriculos lattes (ex.:
http://lattes.cnpq.br/0577680271652459). Clicar em “incluir autor” para inserir todos
os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 3, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexagao (key
words) do trabalho nos respectivos campos do sistema.

No passo 4 da submisséo (Transferéncia de documentos suplementares), carregar,
no sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas
(mensagens) de concordancia dos coautores coladas conforme as explicacdes
abaixo:

- Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordéncia com o seguinte
conteudo:

“Eu, ..., concordo com o conteudo do trabalho intitulado “.....” e com a submissao
para a publicacdo na revista PAB.

Como fazer:

Peca ao coautor que |he envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o para o seu
proprio e-mail (assim gerara os dados da mensagem original: assunto, data, de e
para), marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim, teremos
todas as cartas de concordancias dos co-autores num mesmo arquivo.

Organizagao do Artigo Cientifico
A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos,
Resumo, Termos para indexacgao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducao,
Material e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos,
Referéncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexagao, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos,
Resumen, Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introduccion, Materiales y Meétodos, Resultados y Discusion, Conclusiones,
Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.
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- O titulo, o resumo e os termos para indexag¢ao devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués,
no caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustragdes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposi¢des e as conjungdes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.

- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste
caso, apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagcdo do artigo por indices
desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiuscula, por extenso, separados

por virgula; os dois ultimos sao separados pela conjuncao “e”, “y” ou “and”, no caso
de artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um numero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de
endereco do autor.

Endereco dos autores

- S&o0 apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal
completos da instituicdo e o enderego eletrénico dos autores, indicados pelo numero
em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo enderego da instituicéo.

- Os enderecos eletrénicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados
por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.
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- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo numeros, preposigdes,
conjuncgdes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e os métodos,
os resultados e a conclusao.

- Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexagao

- A expressao Termos para indexagao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Nao devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (sé 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual
Agricultural Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducgao

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas,
exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a importancia
do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros
trabalhos publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as
letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricao do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, o numero de repeticoes e o tamanho da unidade
experimental.
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- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis.
- Deve-se evitar o uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador
possa repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricoes de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacao sobre os métodos estatisticos e as transformacbes de
dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito,
com letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito,
com letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sao citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos
em relacao aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.
- Dados néo apresentados nao podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmag¢des que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos
no proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragéo
do texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma
tabela ou figura, ndo € necessaria nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusoes

- O termo Conclusbes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o
verbo no presente do indicativo.
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- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
- Nao podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas € no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituicoes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias
devem ser dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as
adaptagdes descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados
por ponto-e-virgula, sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.
- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.
- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagao de citagéo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que
aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.
Exemplos:
- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periodicos
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SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados
a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.AS;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegécio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodéao; Brasilia:
Embrapa Informag&o Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa
Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de
producao, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizagdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagdo dos impactos econdmicos,
sociais e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do
ano de 2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa
Agropecuaria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apds as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sao: titulo, cabegalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares s&o: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito;
deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da
espécie e das variaveis dependentes.

- No cabecgalho, os nomes das variaveis que representam o conteudo de cada
coluna devem ser grafados por extenso; se isso nao for possivel, explicar o
significado das abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.
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- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados nao apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-
de-rodapé explicativa.

- Na comparacédo de médias de tratamentos sao utilizadas, no corpo da tabela, na
coluna ou na linha, a direita do dado, letras minusculas ou mailusculas, com a
indicacdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo;
usa-los ainda na base da tabela, para separar o conteudo dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho
e do corpo; nao usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu
Tabela; ndo fazer espagcamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o
recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes
devem constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sao informagdes de carater especifico sobre partes da tabela,
para conceituar dados. Sao indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente,
entre parénteses, a direita da palavra ou do numero, no titulo, no cabecalho, no
corpo ou na coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca
de linha, separadas por ponto.

- Para indicagao de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na
forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (n&o-significativo); * e **
(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sao consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto.

- SO0 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentagao dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do numero
em algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.
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- A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura,
no titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designagbes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras nao-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas;
as fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatério, como também € obrigatério o
credito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido ag¢ao criativa em sua
elaboragdo. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em
todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes,
como: circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora
do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de
informagdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa
reproducao grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicdo em possiveis corregdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50,
75 e 100%, para cinco variaveis).

- Nao usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolugéo de, no minimo, 300 dpi e
ser gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
Outras informagoes
- Nao ha cobranca de taxa de publicacao.

- Os manuscritos aprovados para publicacao sao revisados por no minimo dois
especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacoes
nos artigos e de decidir sobre a sua publicagéo.
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- S40 de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231,
via e-mail: sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacgéo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF



