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RESUMO

Santos, G.C.F. Leite in natura e queijos artesanais comercializados em Cruz
das Almas - Bahia: qualidade microbiolégica e susceptibilidade

antimicrobiana.

Objetivou-se neste trabalho avaliar a qualidade microbiolégica do leite in natura,
queijo de coalho e requeijdo do norte comercializados no municipio de Cruz das
Almas, Bahia, visando conhecer as condi¢cdes higiénico-sanitarias, bem como
verificar a susceptibilidade a antimicrobianos das estirpes isoladas destes
produtos. Foram colhidas 25 amostras de leite, 10 de queijo de coalho e 14 de
requeijdo do norte e quantificados micro-organismos mesofilos e psicrotroficos
(leite), bolores e leveduras, Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase
positiva, coliformes a 35°C e 45°C e presenca de Salmonella spp. e Escherichia
coli. No leite in natura foi isolado Staphylococcus coagulase positiva em 44% das
amostras, com contagem média de 7,3 x 10° UFC.mL™, meséfilos 1,6 x 10°
UFC.mL™?, psicrotréficos 9,6 x 10* UFC.mL™, bolores e leveduras 3,8 x 10°
UFC.mL™, coliformes a 35°C 4,0 x 10> NMP.mL™" e a 45°C 3,8 x 10° NMP.mL™.
Escherichia coli foi isolada em 76% das amostras, ndo sendo observada a
presenca de Salmonella. Escherichia coli apresentou resisténcia a tetraciclina
(57,9%), ampicilina e cloranfenicol (10,5%) e cefalotina (5,3%), enquanto
Staphylococcus coagulase positivo foi resistente a amicacina (18%) e
vancomicina (18%). Para os queijos de coalho e requeijao do norte,
respectivamente, Staphylococcus coagulase positiva foi isolado em 80 e 7% das
amostras, com média de 1,5 x 10° e 8,3 x 103 UFC.%!, micro-organismos
mesdfilos 1,9 x 10° e 2,6 x 108 UFC.g™, bolores e leveduras 3,1 x 10° e 3,0 x 10°
UFC.g*, coliformes a 35°C 1,1 x 10° e 4,4 x 10* NMP.g e a 45°C 1,1 x 10°e 9,5
x 102 NMP.g™. Escherichia coli foi isolada em 50% das amostras de queijo de
coalho e em 7% das amostras de requeijao do norte, ndo sendo observada a
presenca de Salmonella. Escherichia coli apresentou resisténcia de 16,7% a
ampicilina e 16,7% ao imipenem, enquanto Staphylococcus coagulase positivo se

mostrou resistente a nitrofurantoina (55,6%), tetraciclina (88,9%) e vancomicina



(77,7%). Assim, tanto o leite quanto os queijos analisados, além de apresentarem
qualidade microbioldgica insatisfatoria, podem servir de veiculo de transmissao de

bactérias resistentes a diferentes agentes antimicrobianos.

Palavras-chave: Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva,

antimicrobianos, seguranca alimentar.



ABSTRACT

Santos, G.C.F. Fresh milk and artisan cheeses sold in Cruz das Almas —
Bahia: microbiological quality and antimicrobial susceptibility.

The objective of this study was to evaluate the microbiological quality of fresh milk,
cheese curd and northern cheese sold in the city of Cruz das Almas, Bahia, to
determine the sanitary conditions, and to verify the antimicrobial susceptibility of
these isolates products. We collected 25 samples of milk, 10 cheese curds and 14
of northern cheese and quantified micro-organisms mesophilic and psychrotrophic
(milk), molds and yeasts, Staphylococcus spp. Staphylococcus coagulase positive,
coliforms at 35°C and 45°C and the presence of Salmonella spp. and Escherichia
coli. In fresh milk was isolated Staphylococcus coagulase positive in 44% of the
samples, with average count of 7.3 x 10° UFC.mL™, mesophilic 1.6 x 10° UFC.mL"
! psychrotrophic 9.6 x 10* UFC.mL*?, yeast and mold 3.8 x 10°UFC.mL™,
coliforms at 35°C 4.0 x 10° NMP.mL™" and 45°C 3.8 x 10° NMP.mL™. Escherichia
coli was isolated in 76% of the samples, not revealing the presence of Salmonella.
Escherichia coli was resistant to tetracycline (57.9%), ampicillin and
chloramphenicol (10.5%) and cephalothin (5.3%), whereas Staphylococcus
coagulase positive was resistant to amikacin (18%) and vancomycin (18%).
Rennet for cheese curd and northern cheese, respectively, Staphylococcus
coagulase positive was isolated in 80 and 7% of the samples, with an average of
1.5 x 10° and 8.3 x 103 UFC.g-1, a mesophilic micro-organisms 9 x 10° and 2.6 x
10® UFC.g™*, molds and yeasts 3.1 x 10° and 3.0 x 10°> UFC.g-1, coliforms at 35°C
1.1 x 10° and 4.4 x 10* NMP.g* and 45°C 1.1 x 10° and 9.5 x 102 NMP.g™.
Escherichia coli was isolated in 50% of the samples of cheese curds and 7% of
the samples of northern cheese, not revealing the presence of Salmonella.
Escherichia coli was resistant to ampicillin, 16.7% and 16.7% to imipenem, while
Staphylococcus coagulase positive proved resistant to nitrofurantoin (55.6%),
tetracycline (88.9%) and vancomycin (77.7%). Thus, both the milk and the
cheeses analyzed, and presented poor microbiological quality can serve as a

vehicle of transmission of resistant bacteria to different antimicrobial agents.



Keywords: Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positive, antimicrobial,

food security.



INTRODUCAO

A qualidade microbiolégica encontrada no leite in natura produzido no Brasil
é reflexo das precarias condicbes de higiene tipicas da producdo nacional.
Embora sejam importantes para a economia do pais, as fazendas leiteiras ainda
apresentam pouco ou nenhum conhecimento tecnolégico, com condicdes
higiénicas insatisfatorias e controle sanitario ineficiente (ARCURI et al., 2006;
NERO et al., 2009). Além disso, grande parte dessa producdo é comercializada
informalmente, sendo que aproximadamente 40% dela n&o sofre nenhum tipo de
fiscalizacéo oficial (EMBRAPA, 2008; NERO et al., 2008). O comércio informal &
uma realidade em diversas regifes do pais, representando risco microbiolégico
aos consumidores devido a possibilidade de veiculacdo de micro-organismos
patogénicos.

Os queijos artesanais, também sdo amplamente consumidos, apesar de
serem elaborados em condi¢cdes insatisfatorias de higiene, sem apresentar
padrbées de identidade e qualidade estabelecidos pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, além do Ministério da Saude (FEITOSA et al., 2003;
MORAIS et al., 2009). Seu consumo é motivado por habitos alimentares antigos,
ja que parte da populacdo consumidora acredita que esses produtos sejam mais
saudaveis, além de possuir preco mais acessivel (ARIMI et al., 2005).

Em consequéncia das deficiéncias durante a obtencéo e elaboragcédo desses
produtos, verificam-se altas contagens de micro-organismos indicadores de
higiene, como as bactérias aerdbias mesdfilas e os coliformes (FEITOSA et al.,
2003; NERO et al., 2009). Varios trabalhos tém demonstrado a importancia do
leite in natura e seus derivados como potenciais veiculadores de agentes
patogénicos associados aos alimentos, como Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Brucella abortus e
Campylobacter jejuni (ARIMI et al., 2005; VANEGAS et al., 2009).

Alimentos contaminados representam um risco aos consumidores,
principalmente individuos imunodeprimidos, idosos e criangas. Devido a isso, 0
desenvolvimento de pesquisas e programas de seguranca de alimentos vem
sendo estimuladas (CALLAWAY et al., 2006). Em muitos casos, as enfermidades

nao sdo diagnosticadas devido a baixa notificacdo de surtos, pela falta de
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amostragens dos alimentos contaminados envolvidos ou mesmo pelas limitagoes
e lentiddo das metodologias analiticas usualmente empregadas no diagndstico
(CREMONESI et al., 2007).

Além dos aspectos relacionados a precariedade da producao leiteira e
fabricacdo de queijos artesanais, outro sério problema que chama a atencdo da
comunidade cientifica € o aumento de bactérias patogénicas isoladas de
alimentos que apresentam resisténcia aos antibidticos, especialmente o0s
utilizados na producdo animal (RAPINI et al., 2003; GULER, et al., 2005;
RABELLO, et al.,, 2005). Uma grande variedade de substancias com atividade
antimicrobiana € usada em sistemas de producao animal na profilaxia, na terapia
e como promotores de crescimento. As substancias usadas com fins profilaticos
ou terapéuticos em veterinaria pertencem a mesma classe dos antibiéticos
utilizados na medicina humana (SCHWARZ E CHASLUS-DANCLA, 2001).

Desde a sua introducdo, houve um aumento da prevaléncia da resisténcia
aos antibiéticos em bactérias patogénicas e comensais, no homem e animais. O
rapido aparecimento de estipes resistentes apdés a introducdo de um novo
antibiético na medicina demonstra a extrema capacidade de adaptacdo das
bactérias as alterac6es do meio. Na realidade, os micro-organismos devem a sua
existéncia a capacidade de se adaptarem as mudancas. Uma grave consequéncia
desta capacidade €, sem duvida, o desenvolvimento da resisténcia (MARTEL et
al., 2001). Apesar de haver um intervalo de seguranca, legalmente estabelecido
até que o animal seja abatido, o ndo cumprimento desse tempo, fard com que
haja residuos do antibiético no alimento, podendo assim ser transferido aos
consumidores (BOISSEAU, 1993; CORPET, 1993; DAYAN, 1993).

Assim, o objetivo desse estudo foi analisar a qualidade microbiol6gica do
leite in natura, queijo de coalho e requeijao do norte comercializados no municipio
de Cruz das Almas, Bahia, no sentido de verificar as condicbes higiénico-
sanitarias dos produtos, além de verificar a susceptibilidade antimicrobiana das

estirpes isoladas.



CAPITULO 1

Leite in natura e queijo artesanal: aspectos microbiolégicos




RESUMO

Santos, G.C.F. Leite in natura e queijo artesanal: aspectos microbiol6gicos.

Foi realizada uma revisdo sobre os aspectos gerais do leite in natura, queijo de
coalho e requeijdo do norte, destacando-se as falhas ocorridas na cadeia
produtiva até o consumidor, relacionada aos aspectos higienico-sanitarios.
Somado a isso, foram abordados os limites microbioldgicos preconizados pela
legislacdo para esses produtos. Em seguida, foram descritos aspectos da saude
publica relacionados as Doencas Transmissiveis pelos Alimentos, além dos
principais agentes patogénicos associados ao leite e queijoartesanal. Mencionou-
se também a falta de dados epidemiolégicos relacionados a surtos causados por
bactérias de origem alimentar bem como a falta de fiscalizacdo durante a
producao e o controle de qualidade. Foram caracterizados o0s seguintes grupos de
micro-organismos: bactérias heterotréficas mesofilas e psicrotroficas aerobias,
bolores e leveduras, o grupo dos coliformes (35°C, 45°C e Escherichia coli),
Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella. Finalmente, ressaltou-se a
importancia do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e a problematica do
uso indiscriminado de antibiéticos na produgcdo animal que contribui para o

surgimento de bactérias resistentes aos antibioticos.

Palavras-chave: Seguranca alimentar, bactérias patogénicas, susceptibilidade a

antimicrobianos.



ABSTRACT

Santos, G.C.F. Microbiological quality of milk and cheese sold in retail
stores in Cruz das Almas - Bahia.

Was performed a review on the general aspects of the fresh milk, cheese curd and
cheese from the north, emphasizing the failures of the entire production chain to
the consumer, related to the hygienic-sanitary aspects. Added to this was
discussed with the microbiological limits recommended by the legislation for these
products. It was then described aspects related to public health related to
Diseases by Food, major pathogens associated with milk and cheese and
symptoms. It was also pointed to the lack of epidemiological data regarding
outbreaks caused by foodborne bacteria and the lack of supervision during
production and quality control. Featuring the following groups of micro-organisms:
mesophilic and psychrotrophic aerobic heterotrophic bacteria, mold and yeast, the
group of coliforms (35°C, 45°C and Escherichia coli), Salmonella and
Staphylococcus coagulase positive. Finally, he stressed the importance of
antimicrobial susceptibility testing and the problem of indiscriminate use of
antibiotics in animal production and contributing to the emergence of bacteria
resistant to antibiotics.

Keywords: Food safety, pathogenic bacteria, antimicrobial susceptibility.



1. Leite in natura

O leite €, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta e em condi¢cdes de higiene de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (BRASIL, 2002). E um alimento de grande importancia na
alimentacdo humana, devido ao seu elevado valor nutritivo, facil assimilacédo e por
ser consumido por pessoas de diferentes idades e classes sociais. Do ponto de
vista biolégico é um dos alimentos mais completo que apresenta entre outras
caracteristicas, alto teor de agua (87%), 4,6% de lactose, 3,9% de gordura, 3,2%
proteinas, 0,9% de sais minerais e vitaminas (HOFFMANN et al., 1999; FRANCO
et al.,, 2000) e por isso, considerado excelente substrato para o crescimento e
multiplicacéo de diversos micro-organismos (LANDGRAF, 2006;
BARTOSZEWICZ et al., 2008).

A obtencdo do leite deve ser feita em condicbes adequadas de higiene,
atentando-se para fatores zootécnicos associados ao manejo, alimentacao,
potencial genético dos rebanhos, influéncia das estacbes do ano, praticas de
producdo e manuseio na fazenda, qualidade bacterioldgica da agua, localizacéo
geografica, temperatura de conservacao do leite e a distancia do transporte entre
a fazenda e a plataforma de recepc¢ao na industria, até o consumidor final (HUHN
et al.,1980; MILKBIZZ, 1996). Além desses aspectos, caracteristicas
microbioldgicas, presenca de conservantes quimicos e residuos de antibigticos,
pesticidas ou outras drogas também devem ser considerados (BRITO E BRITO,
1998; MONARDES, 1998; ZOCCHE et al., 2002; SANTOS, 2004) a fim de se
evitar casos de toxiinfec¢édo a populacdo consumidora.

Visando a producédo de leite de boa qualidade, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), publicou a Instru¢do Normativa n°51 (IN 51),
em 18 de setembro de 2002 (BRASIL, 2002), que estabelece padrdes e normas
para a producdo de leite no pais, a fim de atender aos consumidores que exigiam
um alimento de qualidade, bem como o setor laticinista, favorecendo o seu
crescimento. Uma das principais normas exigidas na IN 51 é que o leite in natura
seja mantido refrigerado desde a ordenha até o beneficiamento, mantendo a
qualidade nutricional e microbiolégica, ao evitar 0 aumento da carga microbiana
inicial de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, em especial, 0s

mesofilos.



Entretanto, estudos tém revelado que as novas exigéncias, por si sO, nao
garantirdao um produto de boa qualidade (SANTANA, 2001; SERRA, 2004). A
proibicdo legal, imposta a comercializacao do leite in natura no Brasil (Lei n 1.283
de 18/12/1950 e Decreto n 30.691 de 29/03/1952, ndo fez com que sua venda
tenha deixado de ser realizada abertamente em diversas cidades do Brasil,
muitas delas possuidoras de elevado nivel socioecondmico e cultural, mas
principalmente nas cidades interioranas, onde ha a crenca de que esse alimento
consumido na forma in natura seja a melhor opcéo, por ser mais nutritivo, além de
possuir um menor custo (NERO et al., 2003).

A venda desse leite é preocupante, pois serve de veiculo para inUumeros
micro-organismos patogénicos ao homem e, a este respeito, a Organizacao
Mundial de Saude evidenciou a existéncia de sete enfermidades viréticas basicas
e 16 bacterianas (BRANDAO, 1994), destacando-se ricketisioses (febre Q),
infeccbes e intoxicacdes bacterianas (tuberculose, brucelose, listeriose,
clostridioses), intoxicacdes alimentares (principalmente devido a toxina de
Staphylococcus aureus), febres tiféide e paratiféide, salmonelose e intoxicacfes

estreptococicas.

2. Queijo de coalho e requeijao do norte

A producdo de queijo artesanal a partir do leite in natura € uma atividade
tradicional, possuindo em todo o Nordeste do Brasil importancia econémica por se
tratar de um produto amplamente consumido pela populacao local e por turistas
que visitam a regido, além de ser uma das principais fontes de renda de
pequenos produtores.

Segundo Beresford et al. (2001), a fabricacédo de queijos foi originalmente
concebida com o objetivo de estender o prazo comercial do leite nas fazendas
situadas distante dos centros consumidores e laticinios, bem como conservar
seus componentes nutricionais. Com o desenvolvimento tecnolégico de sua
producdo, surgiu no Brasil, muitas variedades, sendo algumas de expressao
regional (BORGES et al., 2003), como é o caso dos queijos de coalho e requeijao
do norte. Atualmente no Brasil a producdo de queijos é bastante expressiva.
Pesquisas realizadas pelo SEBRAE (2008) mostraram que entre 2002 e 2006,
este mercado cresceu cerca de 20%, com aumento da producdo de 477.300
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toneladas para 572.000 toneladas por ano, existindo no Nordeste cerca de 2,2
milhdes de pequenos e médios produtores de lacteos e destes, cerca de 85%
trabalham com o queijo de coalho.

O queijo € um alimento rico em proteinas, calcio, fosforo, zinco, iodo, selénio
e vitaminas, existindo em todo o mundo mais de 1.000 tipos, elaborados a partir
de diferentes tipos de leite e diferentes processos de producio (LACTEA BRASIL,
2006). Segundo a Portaria n°® 146 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), entende-se por queijo o produto fresco ou maturado,
obtido por separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agéo
fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, acidos
organicos, isolados ou combinados, com ou sem agregacdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (RTIQ)
(BRASIL, 1996) recomenda que o leite destinado a producdo de queijo seja
submetido a pasteurizacdo, garantindo a inocuidade do produto. Apesar das
recomendac¢des do RTIQ, varios surtos envolvendo queijos produzidos com leite
in natura tém sido reportados nos ultimos anos e, dentre 0S micro-organismos
envolvidos encontram-se Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, dentre outros (SILVA et al., 2001,
FORSYTHE, 2002; RAPINI et al., 2002).

Dentre os fatores que contribuem para a ma qualidade microbiologica é
citado o baixo padréo tecnolégico,a falta de padronizacédo, a falta de critérios de
qualidade da matéria-prima e processamento aplicado. Além disso, durante a
comercializagcdo, principalmente no mercado local, € comum a venda do produto
em balcdes sem protecdo e a temperatura ambiente, para que somente a noite
seja acondicionado em refrigeradores.

O RTIQ define o queijo de coalho, aquele que se obtém por coagulacdo do
leite por meio de coalho ou outras enzimas coagulantes, complementada ou nao
pela acédo de bactérias lacteas selecionadas e comercializado com até dez dias
de fabricacéo. E classificado como queijo de média umidade (entre 36% e 45,9%)
e alta umidade (entre 46% e 54,9%), massa semicozida ou cozida e teor de

gordura variavel entre 35% e 60%. A adicdo de condimento € permitida, desde
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gue seja mencionado no rétulo. O queijo deve apresentar uma consisténcia
semidura, elastica; textura compacta (sem olhaduras mecanicas) ou aberta (com
olhaduras mecéanicas); cor branca amarelada uniforme; sabor brando,
ligeiramente acido e salgado; odor ligeiramente acido de coalhada fresca e casca
fina e ndo muito bem definida com o formato e peso varidveis. O
acondicionamento do queijo de coalho deve ser feito em embalagens apropriadas
com ou sem vacuo, devendo ser mantido a uma temperatura ndo superior a 12°C
(BRASIL, 2001b).

Quanto aos padrdes microbiolégicos do queijo de coalho, a Resolucdo- RDC
N° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001a) estabelece dois niveis de
tolerancia em funcéo do teor de umidade. Para os de média umidade (36%), o
limite maximo permitido de Staphylococcus coagulase positiva é de até 10°
UFC.g™* e para os coliformes a 45°C é de 103 a 5 x 103 NMP.g™. Nas amostras de
alta umidade (46%) a legislacdo adota um limite maximo para Staphylococcus
coagulase positiva de até 5 x 10> UFC.g™, enquanto para o grupo dos coliformes
a 45°C até 5 x 10° NMP.g™. Salmonella deve ser ausente em 25g da amostra
para ambas as categorias.

Borges et al. (2003), analisando queijo de coalho produzido em varios
estados do Nordeste (Rio Grande do Norte, Ceara, Paraiba e Pernambuco),
relataram altos niveis de contaminacdo por bactérias patogénicas como
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Para Duarte
et al. (2005) o consumo desse alimento constitui motivo de preocupacao para as
autoridades sanitarias regionais por representarem um risco a saude do
consumidor havendo a necessidade da criacdo de programas de gestdo de
seguranca de alimentos assegurando produtos saudaveis e de valor nutritivo.

O requeijao do norte tem a massa obtida apds acdo do calor e estocada a
diferentes temperaturas (congelada, resfriada ou ambiente) e embalagens (caixas
plasticas e, principalmente, sacos plasticos), diminuindo sua validade comercial
devido a possiveis contaminacdes microbiologicas (CALVACANTE E COSTA,
2005) e, apesar de sua importancia nutricional e econdmica, poucos estudos tém
sido realizados, a fim de se averiguar a qualidade microbiolégica do produto em
ambito nacional. Segundo a Instru¢cdo Normativa N° 30 (BRASIL, 2001), entende-
se por requeijao do norte, ou queijo de manteiga, “o produto obtido mediante
coagulacdo do leite com emprego de acidos organicos de grau alimenticio por
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meio da acidificacdo direta do leite, cuja massa € submetida a dessoragem,
lavagem com &agua quente ou leite quente e fusdo da massa, com acréscimo

exclusivamente de manteiga de garrafa ou manteiga do sertdo”. E adicionado sal,
em seguida a massa fundida é transferida para formas, resfriada e embalada.
Durante o estoque € mantida refrigerada até 10°C (BRASIL, 2001).
Diferentemente do queijo de coalho, esse produto € obtido sem o uso do coalho,
uma vez que a coalhada é obtida por desnaturacéao acida. Sua textura é fechada,
semi-friavel, com pequenos orificios mecéanicos contendo gordura liquida no seu
interior e de sabor pouco acentuado, lembrando manteiga, levemente acido,
podendo ser salgado e de cor amarelo-palha. E classificado como um queijo de
alta umidade (54,9%). Para esse tipo de queijo a legislacdo (RDC n° 12) adota um
limite mé&ximo para Staphylococcus coagulase positiva de até 5 x 10° UFC.g™,
enquanto para o grupo coliformes a 45°C o limite é de até 5 x 10> NMP.g™%.

Salmonella deve estar ausente no alimento.

3. Saude publica

A seguranca alimentar pode ser definida como um direito inalienavel de
todos os cidadaos, onde estes devem ter acesso permanente aos alimentos
necessarios, em quantidade e qualidade, que torne a vida digna e saudavel
(GOES et al., 2001). Considerado um desafio atual, a seguranca dos alimentos
deve estar presente em toda a cadeia de alimentos, desde a obtencdo da matéria-
prima até a distribuicdo final ao consumidor (CLEMENTE, 1999; SOLIS, 1999;
PANETTA, 2002). Para que isso seja garantido, existem érgdos responsaveis
pela fiscalizacdo e estabelecimento de normas de producdo, como o ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

A seguranca dos alimentos é preocupacgéo de todos os profissionais ligados
a saude pdublica, pois alimentos contaminados podem causar toxinfeccdes
alimentares (TIA’s) (GERMANO E GERMANO, 2001; BERSOT et al., 2002).
Sendo imprescindivel a adequacéo, conservacao e a higiene das instalagbes e
equipamentos, além do grau de conhecimento dos manipuladores, a fim de
garantir a qualidade dos alimentos (GERMANO E GERMANO, 2001) minimizando
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0s custos relacionados a tratamentos meédicos, hospitalizagdo, auséncia no
trabalho, dentre outros (PINTO, 1999).

As doencas transmitidas pelos alimentos (DTAs) sdo causadas por agentes
ou toxinas (UNTERMANN, 1992) que penetram no organismo humano por meio
da ingestédo de agua ou alimentos contaminados, podendo ser de origem bioldgica
(micro-organismos patogénicos e virus) e de origem quimica (pesticidas e metais
toxicos) (AMSON et. al., 2006). Essa condicdo também €& frequentemente
denominada de Toxinfeccdo Alimentar (TIA) e os sintomas mais comuns incluem
dor de estbmago, nauseas, vomitos, diarréia e febre, além de apresentarem um
curto periodo de incubagdo. Em individuos muito jovens ou idosos e debilitados
estas doencas podem originar complicacbes graves, conduzindo até mesmo a
morte (HOOBS E ROBERTS, 1999; GERMANO E GERMANO, 2001). Alimentos
contaminados por agentes biolégicos sdo, portanto, a maior causa das
enfermidades (NOTERMANS E VERDEGAAL, 1992).

Entretanto, poucos tém sido os casos notificados aos 6rgaos de inspecédo de
alimentos e as agéncias de saude. Esse fato se deve, em parte, porque muitos
patbgenos presentes nos alimentos causam sintomas brandos e a vitima nao
busca auxilio médico, tornando dificil o rastreamento dos alimentos responsaveis
pelas toxinfec¢cdes (FORSYTHE, 2002) e, embora as estatisticas brasileiras sejam
precarias, acredita-se que a incidéncia de doencas microbianas de origem
alimentar seja bastante elevada (FRANCO E LANDGRAF, 2008). Na maioria das
vezes, as camadas menos favorecida da populagdo sdo as mais afetadas pela
contaminacdo alimentar, j& que além da falhas do setor produtivo, ha maus
habitos culturais de alimentacéo, além da necessidade de optar por produtos com
menor preco e de baixa qualidade (BALBANI E BUTUGAN, 2001).

As regides Norte e Nordeste do Brasil tém sido as que apresentam as
maiores taxas de incidéncia de casos de pessoas acometidas de DTA internadas
gquando comparadas com as demais regides (CARMO et al., 2005). Por isso, o
conhecimento de como as DTAs ocorrem é fundamental para a implantacdo de
medidas preventivas e de controle por parte das autoridades sanitarias, industrias
e outros estabelecimentos de alimentacdo (PINTO, 1999; GERMANO E
GERMANO, 2001), detendo a disseminacdo da infeccdo (HOOBS E ROBERTS,
1999).
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Os micro-organismos envolvidos em DTAs séo classificados por meio de
critérios e padrdes microbiologicos, sendo ou nao considerados responsaveis pela
ocorréncia do surto em questdo (GRACIANO et. al., 2003). As bactérias sdo os
principais agentes e as espécies envolvidas podem ser classificadas em trés
grupos. No primeiro grupo é necessaria uma dose infectante muito baixa, como
por exemplo, a Escherichia coli O157:H7, para que ocorra a doenca. No segundo
grupo a presenca da bactéria € fundamental para a manifestacdo da doenca,
como é o caso da Salmonella spp. e no terceiro grupo, a multiplicacdo bacteriana
e consequentemente a producdo de toxinas € pré-requisito para a ocorréncia da
doenca (Staphylococcus aureus). Assim, a patogenicidade dos micro-organismos
€ o0 principal pré-requisito para a caracterizacdo de cepas patogénicas e
identificacdo especifica (MURMANN, 2004).

O Staphylococcus aureus € um dos principais agentes etiologicos
responsavel pelas DTAs envolvido em aproximadamente 50% dos casos
investigados, seguido pela Escherichia coli e Salmonella spp. (GERMANO E
GERMANO, 2001). Em muitos paises o0 agente que apresenta maior frequéncia
tem sido a Salmonella spp. (GUINGUET et al., 1992). Przybylska (2003)
encontrou Salmonella enteritidis em 93,4% das toxinfeccbes alimentares
registradas em 2001 na Polbénia, enquanto Carmo et al. (2005) relatou sua

presenca em 12% dos casos registrados entre 1999 e 2004 no Brasil.

4. Micro-organismos indicadores de qualidade

O leite produzido no Brasil apresenta, de maneira geral, alta contagem de
micro-organismos (ARAUJO et al., 2002; SCHOUTEN et al., 2004; ARCURI et al.,
2008), além dos queijos artesanais elaborados com a matéria-prima in natura. O
namero e o tipo de micro-organismos presentes nos alimentos podem ser usados
para avaliar com seguranca a qualidade microbiolégica dos mesmos. Desta
forma, avaliacdo de micro-organismos indicadores podem ser usados para
verificar a qualidade microbiolégica ou seguranca alimentar quando ha uma
relacdo entre a ocorréncia de um micro-organismo indicador e a provavel
presenca de um patdégeno ou toxina pré-formada (DOYLE et al., 1997). Alguns
critérios devem ser considerados na definicdo de um micro-organismo ou grupo

de micro-organismos usados como indicadores, por exemplo, deve ser de rapida
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e facil deteccdo; ndo deve estar presente como contaminante natural do alimento,
pois assim sua deteccdo ndo indicara, necessariamente, a presenca de matéria
fecal ou de patdégenos; deve ser facilmente distinguivel de outros micro-
organismos da microbiota do alimento; deve ter velocidade de morte que seja ao
menos semelhante a do patdgeno, ou estar presente em quantidades minimas;
deve estar presente quando o patdégeno associado estiver; seu niamero deve se
correlacionar com o do patégeno; deve apresentar necessidades e velocidade de
crescimento semelhantes as do patégeno. No entanto, nem sempre todas essas
caracteristicas sdo observadas (FRANCO E LANDGRAF, 2008).

Estes micro-organismos podem néo oferecer um risco direto a saude, como
a contagem padrdo em placas de mesdfilos, bolores e leveduras, psicrotroficos e
termdfilos, ou podem oferecer um risco baixo e indireto a saude, como € 0 caso
dos enterococos e as enterobactérias (HAJDENWURCEL, 1998).

4.1. Micro-organismos heterotréficos mesaofilos aerdbios

Os micro-organismos mesofilos aerdbios sdo um grupo de bactérias que
fermentam a lactose em acido latico e possuem temperatura Otima de
crescimento na faixa de 20° a 40°C, sendo a média de 35°C. A contagem destes
micro-organismos pode ser utilizada como indicador da qualidade higiénica do
leite e derivados, principalmente quando houver suspeita de longa exposicao a
temperatura ambiente (HARDING, 1995). Mesmo que os patdégenos estejam
ausentes e que ndo tenham ocorrido alteracBes sensoriais do alimento, um
namero elevado de micro-organismos indica que o alimento € insalubre, a
excecdo de alimentos fermentados (FRANCO E LANDGRAF, 2008) e que houve
falhas em uma ou mais etapas da producdo do alimento (JAY, 1992; SILVA JR,
2005).

Vale ressaltar que a microbiota mesodfila compreende a maioria dos
contaminantes do leite (BRASIL, 1993) e quando o produto é comercializado
informalmente, sem os devidos cuidados de conservacéo, a susceptibilidade de
deterioracdo é maior, 0 que contribuiu para a qualidade insatisfatéria do produto
analisado. Resultados divulgados pela Rede Brasileira para Monitoramento da

Qualidade do Leite (RBQL), ap0s a implantacdo da IN 51 apontam que, entre 0os

13



guesitos avaliados que nao atenderam a conformidade de qualidade do leite
destacou-se a contagem bacteriana total (PINTO E ISIDORO, 2007).

Souza (2008) pesquisando a qualidade microbiolégica de 15 amostras de
leite in natura produzido na llha de S&o Luis - MA evidenciou contagem de
bactérias meséfilas de10® UFC.mL™ em 13,3% das amostras analisadas. Pinto et
al. (2006) onde relataram contagens de meséfilos variando de 1,5 x 10° UFC.mL™
a 1,4 x 10® UFC.mL™. De 36 amostras analisadas, 11 (30,56%) apresentaram
resultado acima do padrdo estabelecido pela IN n° 51 para o leite in natura
refrigerado (1,0 x 10° UFC.mL™).

A contagem de micro-organismos mesofilos é contemplada na atual
legislacdo brasileira para leite in natura (IN 51, BRASIL, 2002). Entretanto, muitas
dessas normas ndo sado seguidas. Assim, uma das principais justificativas para a
quantificacdo desse grupo de bactérias € que todas as bactérias patogénicas de
origem alimentar sdo mesofilas (FRANCO E LANDGRAF, 2008).

4.2. Micro-organismos heterotroficos psicrotroficos aerébios

Os micro-organismos psicrotroficos crescem em alimentos sob refrigeracéo,
entre 0-7°C, mas apresentam temperatura 6tima acima de 20°C. Sao definidos
como micro-organismos capazes de produzir crescimento visivel a 7+/-1°C no
prazo de 7 a 10 dias, independente de sua temperatura étima. Na classificacao
tradicional dos micro-organismos em funcdo da temperatura — termdfilos,
mesofilos e psicréfilos — os psicrotroficos sdo um subgrupo dos mesdfilos, ndo
dos psicrofilos, porque esses ultimos geralmente morrem a temperatura ambiente.
Os psicrotréficos, ao contrario, se multiplicam em alimentos refrigerados, mas
crescem melhor nas temperaturas da faixa mesofila (SILVA et al., 2010).

Esse grupo é representado, principalmente, por bactérias Gram-negativas
como Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes,
Chromobacterium e Flavobacterium spp. e por bactérias Gram-positivas como
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e
Micrococcus spp. (COUSIN, 1982; SORHAUG E STEPANIAK, 1997; PINTO,
2004).

Com a granelizacao, o leite passou a ser refrigerado na fazenda e o periodo

de estocagem pré-processamento foi aumentado. Com isto, 0s micro-organismos
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psicrotroficos, que antes correspondiam ao méaximo de 10% da microbiota do leite
In natura, passaram a predominar no leite (PEREIRA JUNIOR, 2002). Nesse
sentido, a conservacdo a temperatura de refrigeracdo por periodos prolongados,
pode resultar na perda de qualidade dos produtos lacteos devido a associagcao do
crescimento e atividade enzimatica dessas bactérias (PINTO, 2004). Entretanto, o
procedimento de estocagem do leite in natura na fonte de producdo, sob
refrigeracdo possui vantagens de reduzir custos operacionais de producdo e
perda da matéria-prima pela atividade acidificante de bactérias mesofilicas ja que
a taxa de crescimento bacteriana € reduzida, o que ndo impede a multiplicacao
dos micro-organismos psicrotréficos (ENEROTH et al., 2000). Para Murphy e Boor
(2000), quanto maior o tempo de armazenamento do leite in natura antes do
processamento, maiores serdo as chances da populacdo de psicrotroficos
aumentar.

A qualidade dos produtos lacteos pode ser afetada pela atividade de
enzimas termorresistentes, como proteases e lipases extracelulares, produzidas
por psicrotroficos antes e apO0s o processamento térmico (FRANK, 1997;
SORHAUG E STEPANIAK, 1997). A atividade enzimatica de proteases
produzidas por bactérias psicrotréficas afeta as propriedades do leite in natura e a
qualidade de produtos lacteos tratados termicamente (LAW, 1979; GREGORY et
al., 1986). Estas enzimas sdo estaveis a altas temperaturas (LIAO E MCCALLUS,
1998) e resistem aos tratamentos de pasteurizacdo e esterilizacdo comercial
(GREGORY et al., 1986; RAJMOHAN et al., 2002). Entretanto, séo sensiveis as
temperaturas na faixa de 50°C a 60°C devido a autodegradacao, apresentando
atividade 6tima em torno de 30° a 45°C (SORHAUG E STEPANIAK, 1997).

No Brasil, alguns estudos evidenciaram altas contagens de bactérias
psicrotréficas em leite in natura refrigerado (SOUZA et al.,, 1999; BRITO et al.,
2002; BRUM et al., 2004). Pinto et al. (2006) encontraram elevadas contagens
desses micro-organismos no leite de fornecedores de uma induastria de laticinios
localizada na Zona da Mata Mineira. Nas 33 amostras de leite coletadas de
tanques individuais, as contagens variaram de 2,0 x 10% a 1,0 x 10’ UFC.mL™ e
para 12 tanques coletivos, de 8,9 x 10% a 3,2 x 10° UFC.mL™. Arcuri et al. (2008)
ao analisarem amostras de leite in natura produzido na regido da Zona da Mata
de Minas Gerais e Sudeste do Rio de Janeiro, sendo 20 amostras de tanques

coletivos e 23 de tanques individuais, observaram que as contagens nas amostras
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de leite para os dois tipos de tanques de refrigeracdo variaram entre 10° e 10’
UFC.mL™, indicando que em muitas propriedades houve deficiéncia nas praticas
higiénicas e a mistura da matéria-prima de diversos produtores em tanques

coletivos aumentaram os riscos, comprometendo a qualidade final do produto.

4.3. Bolores e leveduras

Os bolores e leveduras sao originarios do solo ou do ar e bastante
resistentes as condi¢bes adversas como pH acido e baixa atividade de agua. A
temperatura 6tima de crescimento da maioria dos fungos encontra-se na faixa de
25° a 28°C (SILVA et al.,, 2010). O crescimento desses micro-organismos em
alimentos de baixa acidez e alta atividade de agua é mais lento do que das
bactérias e dificilmente serdo responsaveis pela deterioracdo desses alimentos,
sendo mais facil sua contaminacdo em alguns queijos que possuam atividade de
agua inferior a do leite, enquanto que em alimentos acidos e de baixa atividade de
agua, o crescimento dos fungos € maior, provocando deterioracdo (FRANCO,
2003).

A presenca de fungos em alimentos é indesejavel, inclusive na industria de
produtos lacteos, pois podem provocar deterioracdo, desencadear fermentacao
e/ou maturacao desejaveis aos derivados do leite (MINERVINI et. al., 2001) e sua
ocorréncia pode determinar o desenvolvimento de doencas infecciosas ou tdéxicas
em vegetais ou animais, além do homem. Porém a simples presenca do fungo
nao é fator determinante de doenca, que depende da relacéo parasita/hospedeiro
(LACAZ et al., 1998).

Diversos fungos podem estar associados a doencas infecciosas no ser
humano e animais, enquanto outros podem produzir metabdlitos téxicos, as
micotoxinas, que sdo produzidas pelo metabolismo secundario de fungos
filamentosos e podem estar presentes em alimentos, como amendoim, milho,
trigo, cevada, café, leite, arroz, farinhas, nozes, castanhas, frutas secas, entre
outros, podendo ameacar a inocuidade dos mesmos. (MINERVINI et. al., 2001,
LACAZ et al.,, 2002; BANDO et al., 2007). Também sdo responsaveis por
determinadas micoses, a exemplo da micose sistémica que atinge os 0Orgaos
internos e visceras, podendo abranger muitos tecidos e orgdos diferentes
(TRABULSI et al.,, 2004). Segundo Kern e Blevins (1999), os fungos estao
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associados a quadro patolégicos como alergias, otomicoses, lesfes do palato
duro, meningites, endocardites, doengas sistémicas, gastrointestinais,
pulmonares, geniturinarias, cutaneas, subcutadneas e Osseas. Desta forma, o
consumo de leite contaminado por esses micro-organismos, ou mesmo de toxinas
por eles produzidas, pode acarretar danos a saude do consumidor.

Os fungos ainda podem estar presentes no leite como contaminantes de
medicamentos para mastite, diluentes de antibidticos, oriundos da agua de
lavagem dos equipamentos de ordenha ou ainda, das méaos do ordenhador
(CRAWSHAW et al., 2005; WILLIAMSON E MENNA, 2007). Medidas higiénico-
sanitarias ndo conduzidas adequada ou satisfatoriamente podem facilitar a
contaminacdo desse produto, causando-lhe alteracdes fisico-quimicas, limitando
sua validade comercial e de seus derivados, além de determinar problemas
econdmicos e de saude publica (ANDRADE, 2001).

Ruz-Peres et al. (2004) analisaram 50 amostras coletadas de tanques de
expansao e detectaram a presenca de bolores e leveduras em todas, com uma
média de contagens de 103 UFC.mL™. Por sua vez, Desmasures et al. (1997)
estudaram 39 amostras de leite in natura refrigeradas de 20 fazendas leiteiras,
cuja a média de contagem de leveduras foi de 6,9 x 10 UFC.mL™. Alves et al.
(2009) em pesquisa realizada com amostras de queijo de coalho obtidas no
comércio informal de S&o Luis — MA, observaram uma frequéncia de 10° a 10°
UFC.g*?, e relataram que o Ministério da Saude n&do especifica limites
microbioldgicos para bolores e leveduras nesse alimento.

Tendo em vista que os fungos pertencem ao grupo dos micro-organismos
ambientais, a presenca destes agentes em amostras de leite e queijo, poderia
estar associada a deficiéncias quanto as condi¢cdes higiénicas de obtencdo e
acondicionamento do produto. Assim sendo, medidas de manejo adequado frente
as mastites causadas por fungos, bem como a realizacdo apropriada de manejo e
higiene de ordenha e de ambiente, poderiam se constituir em fatores capazes de
minimizar a ocorréncia de mastites por fungos bem como reduzir a contaminagao
durante o processo de ordenha (MELVILLE et al., 2006).
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4.4. Grupo dos coliformes

Os coliformes sédo bactérias indicadoras cuja avaliacdo pode fornecer
informacbes sobre as condigcdes higiénico-sanitarias do processamento e
armazenamento, possivel presenca de micro-organismos patogénicos e indicacéo
do potencial de deterioragéo do alimento (HAJDENWURCEL, 1998).

O grupo dos coliformes totais € composto por bactérias da familia
Enterobacteriacea, capazes de fermentar a lactose com producédo de gas, quando
incubados a 35° - 37°C por 48 horas. Fazem parte desse grupo
predominantemente as bactérias pertencentes aos géneros Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Destas, apenas a Escherichia coli € usada,
desde 1892, como indicadora de contaminacdo de origem fecal, ja que é
encontrada no intestino do homem e de animais de sangue quente (FRANCO e
LANGRAF, 2008), embora também possa ser introduzida nos alimentos a partir
de fontes néo fecais. Os demais, além de serem encontrados nas fezes, também
estdo presentes em outros ambientes como vegetais e solo, onde resistem por
tempo superior ao das bactérias patogénicas de origem intestinal, como a
Salmonella e a Shigella spp. Consequentemente, a presenca de coliformes totais
no alimento nado indica, necessariamente, contaminacdo fecal recente ou
ocorréncia de enteropatégenos (JAY, 1992).

Por outro lado, as bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes
termotolerantes correspondem aos coliformes totais que apresentam capacidade
de continuar fermentando a lactose com producédo de gas, quando incubadas a
temperatura de 44° - 45,5°C. Pesquisa de coliformes termotolerantes ou E. coli
nos alimentos fornece, com maior seguranca, informacdes sobre as condicdes
higiénicas do produto e melhor indicacdo da eventual presenca de
enteropatdgenos, além do mais, em alimentos processados, a presenca de um
namero consideravel de coliformes ou de Enterobacteriacea indica que houve
processamento inadequado e/ou recontaminacdo pos-processamento, sendo as
causas mais frequentes aquelas provenientes da matéria-prima, equipamentos
sujos ou manipulacéo sem cuidados de higiene (FRANCO E LANDGRAF, 2008).

Leite et al. (2002), analisando amostras de queijo de coalho comercializado
em Salvador, BA, constataram que 90,62% das amostras se encontravam em

condi¢cdes improprias para 0 consumo, por apresentarem valores acima dos
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estabelecidos pela legislacéao vigente. Destas, 37,50% foram identificadas com E.
coli. Estudo com amostras de queijo no Ceara mostraram a presenca de
coliformes totais, além de termotolerantes em 74,4% das amostras com niveis
superiores aos padrdes estabelecidos pela legislacao e confirmacédo de E. coli em
93% das amostras (BORGES et al., 2003).

Segundo Roitman et al. (1987), medidas efetivas para o controle de E. coli
sao similares aquelas mencionadas para outras enterobactérias, particularmente
a higiene rigorosa na manipulacdo dos alimentos, os cuidados para evitar contato
direto ou indireto de alimentos preparados com utensilios e equipamentos
utilizados no manuseio de matérias-primas, minimizando, portanto, a possibilidade
de recontaminacdo ou contaminacdo cruzada, a refrigeracdo adequada de

alimentos preparados e a cocc¢ao dos produtos antes do consumo.

4.5. Staphylococcus coagulase positiva

As bactérias do género Staphylococcus séo classificadas como cocos Gram-
positivos que formam um aglomerado de células, anaerdbias facultativas, com
temperatura de crescimento na faixa de 7° a 47,8°C. As enterotoxinas s&o
produzidas entre 10° e 46°C, com temperatura 6tima entre 40° e 45°C, portanto
guanto mais baixa a temperatura, maior serd o tempo necessario para a producao
da enterotoxina, a partir de uma atividade de &gua de 0,86 e 6tima de 0,99
(CANDIDA, 2002). Esporos e flagelos n&o s&o observados.

Essas bactérias estdo presentes no leite em casos de infeccbes mamarias
nos bovinos (mastite), embora também possam ser transmitidos ao alimento por
manipuladores infectados por meio da mucosa nasal ou ferimentos (MACEDO E
PFLANZER JUNIOR, 2005). Os manipuladores de alimentos podem se tornar
uma fonte potencial de contaminacdo e disseminacdo de varios patdgenos,
inclusive de Staphylococcus spp. (REZENDE et al., 1997; RAPINI et al., 2004),
pois tendo suas maos como veiculo de trabalho podem, por meio do contato
direto, perpetuar a cadeia epidemiologica da intoxicacao alimentar estafilocécica
(RADDI et al., 1998). Segundo Feitosa et al. (2003), a prevaléncia desta bactéria
como agente etiolégico na mastite bovina, sua ubiglidade na natureza e o baixo
nivel socioeconémico e cultural dos ordenhadores sao fatores que favorecem a

contaminacao dos produtos lacteos.
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Staphylococcus aureus € um patdégeno responsavel por intoxicacbes que
resultam da ingest@o de alimentos contaminados por enterotoxinas termoestaveis
e pré-formadas (SU E EWONG, 1997). Alimentos com contagens variando de 10*
a 10% UFC.g! ja apresentam enterotoxinas (CARMO E BERGDOLL, 1990), sendo
que os tratamentos térmicos disponiveis para o leite ndo sdo capazes de inativar
as enterotoxinas presentes, constituindo um risco potencial para o consumidor
(LAMAITA et al., 2005).

No Rio Grande do Norte foi observado S. aureus em 72,7% das amostras de
queijo de coalho, com contagens variando de 7,0 x 10* a 1,3 x 10°® UFC.g™
(FEITOSA et al., 2003). No Ceara, destacam-se os trabalhos de Santos et al.
(1995), Hiluy e Araujo (1999), Borges et al. (2003), Bruno et al. (2005), Lima
(2005) que, ao investigarem amostras de queijo de coalho, constataram indices
de 62,5%, 96%, 91%, 54% e 50%, respectivamente, de amostras em desacordo
com a legislacdo (10°UFC.g™). No Rio Grande do Norte, Paiva e Cardonha (1999)
e Feitosa et al. (2003) revelaram percentagens de 30% e 72,7%, respectivamente
de amostras de queijos de coalho acima dos padrfes legais para Staphylococcus
coagulase positiva. Em Recife (PE), Mendes et al. (1999) avaliaram 105 amostras
de queijo de coalho procedentes de 15 municipios, comercializadas na cidade e
verificaram que todos 0s municipios apresentavam amostras de queijos acima
dos padrdes legais, em porcentagem que variou de 13% a 90%.

A intoxicacdo causada por alimentos contendo enterotoxinas de
Staphylococcus aureus é um dos tipos mais comuns de DTAs em todo o mundo
(RODRIGUES et al., 2004). A RDC n° 12, estabelece padrbes microbiolégicos
sanitarios para alimentos, com uma tolerancia maxima de 5 x 102 UFC.g™* para
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de queijo de alta umidade (55%),
incluindo os queijos de coalho com umidade correspondente (BRASIL, 2001a),
enquanto para o leite cru, a legislacdo ndo estabelece padrbes, jA que esse

alimento esta proibido de ser consumido na forma in natura.
4.6. Salmonella spp.

A Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae definida como
bastonete Gram-negativo e anaerébio facultativo ndo produtor de esporos. A

maioria € movel, por meio de flagelos peritriquios, excecéo feita a S. pullorum e S.
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gallinarum, que séo aflagelados (BERSOT, 2004). O pH 6timo para multiplicacado
das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo que valores superiores a 9,0 e
inferiores a 4,0 sdo bactericidas. A temperatura ideal para a sua multiplicacédo é
de 35 - 37°C, sendo o0 minimo de 7°C e o maximo de 47°C, a atividade de agua
requerida deve ser superior a 0,94 (JAY, 1992). As estirpes mais frequentemente
envolvidas nos surtos alimentares sdo de S. enterica subsp. enterica, presentes
na microbiota intestinal dos animais de sangue quente e respondem por 99% das
salmoneloses humanas (SILVA et al., 2010).

De acordo com Avila e Gallo (1996), levantamentos epidemiolégicos
realizados em varios paises situam as salmonelas entre os agentes patogénicos
mais frequentemente encontrados em surtos de toxinfeccédo de origem alimentar,
tanto em paises desenvolvidos, como em desenvolvimento, e os produtos de
laticinios sdo ainda um dos mais importantes veiculos de transmissdo da bactéria.
Ainda segundo os autores, nos paises em desenvolvimento, as diarréias agudas
causadas por agua ou alimentos contaminados, constituem a principal sindrome
das febres tiféide, paratifoide e das salmoneloses, que tém sido responsaveis por
elevada taxa de mortalidade e morbidade infantil. A taxa de mortalidade situa-se
ao redor de 4,1%, sendo os ovos, carnes de aves, produtos carneos e seus
derivados os alimentos que mais comumente, transmitem a Salmonella ao
homem. Quando os produtos lacteos estdo envolvidos, ha ligagdo com o consumo
de leite in natura, leite pasteurizado de forma inadequada e queijos. Casos
relacionados ao consumo de ovos e ou derivados, envolvem o consumo de
saladas a base de ovos (maionese), sorvetes e outras sobremesas de fabricacao
caseira, além de produtos de panificacdo e confeitaria (JAY, 1992).

Jay (2000) cita a ocorréncia de um dos maiores surtos de salmonelose
registrados nos Estados Unidos, em 1994, envolvendo mais de 224.000 pessoas,
atingindo quarenta e um estados. Neste caso, 0 agente causal foi S. enteritidis. O
veiculo de contaminagdo foi o sorvete produzido de leite transportado em
caminhdo tanque que carregou anteriormente ovo liquido. Segundo Nadvorny et
al. (2004), no Rio Grande do Sul foi verificado que desde 1993, a salmonelose
tem sido a DTA de maior ocorréncia. Entre 1987 a 2000, a Salmonella
correspondeu a 34,1% dos 1.298 surtos investigados de doengas transmissiveis
por alimentos sendo considerada o agente prevalente nos surtos investigados em

2000. Os autores constataram que 74,7% dos surtos ocorridos no ano 2000 foram
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ocasionados por Salmonella spp. e que a utlizacgdo de matéria-prima sem
inspecdo sanitaria e a manipulacdo incorreta dos alimentos constituiram-se nos
fatores predisponentes a contaminacdo dos alimentos. Os produtos de laticinios
sdo um dos mais importantes veiculos de transmissdo de Salmonella spp. e o
consumo de queijo de coalho contaminado por esta bactéria pode representar
risco a salude da populagdo nordestina, visto que este € um alimento tipico e
acessivel a maioria das classes sociais do Nordeste além dessa bactéria ser
capaz de manter-se viavel, por um longo tempo (AVILA E GALLO, 1996; MODI et
al., 2001; DUARTE et al., 2005).

Peresi et al. (1998), analisando dados de surtos alimentares na regiao
Noroeste do Estado de Sao Paulo, concluiram que a S. enteritidis pode ser
responsavel por provocar doencas graves, sobretudo em pacientes de faixas
etarias extremas, o que se revela pela necessidade do grande numero de
hospitalizagOes, representando elevados custos econdmicos e sociais. Por ser
uma bactéria potencialmente capaz de provocar infeccdo alimentar, a legislacéo
brasileira considera improprio para o consumo humano o alimento que apresentar
a presenca deste micro-organismo (FEITOSA et al., 2003; BORGES et al., 2003).

5. Antimicrobianos

Com a introducdo das primeiras substancias quimicas com finalidade
quimioterapica, Ehrlich e seus colaboradores Franke e Roehl em 1905,
descobriram o fenbmeno da resisténcia aos farmacos, ao observarem que em
culturas de tripanossomas em africanos tratados com arsénico ou com
determinados corantes havia a sobrevivéncia de alguns exemplares (TAVARES,
2001). Em 1928, o pesquisador Fleming ao verificar a sensibilidade dos micro-
organismos aos antibiéticos observou a acdo de uma substancia produzida por
um fungo denominada posteriormente de penicilina (WHO, 2000). A partir dai,
muitas outras substancias antimicrobianas foram descobertas e desenvolvidas
como derivados da penicilina (estreptomicina, tetraciclina, quilononas, dentre
outras).

Os antimicrobianos incluem os compostos naturais (antibiéticos) e seus
derivados e também os compostos sintéticos (ROBBERS et al., 1997). Fazem

parte da classe dos farmacos antimicrobianos os antibacterianos, antifingicos,
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antiprotozoarios, anti-helminticos e antivirais (ROCHENBACH, 2008). A
resisténcia aos antimicrobianos é um dos grandes problemas da medicina e da
medicina veterinaria, e é causada basicamente pela evolucdo das bactérias, pela
mutacdo espontanea e recombinacdo de genes, que criam variabilidade genética
sobre a qual atua a selecdo natural aos mais aptos (ANDRADE, 2002). Essa
resisténcia é caracterizada pela capacidade que a bactéria tem de superar o
mecanismo de ataque dos antimicrobianos (TRABULSI et al., 2004).

No quadro abaixo, os farmacos antimicrobianos (antibacterianos) estéo

classificados conforme seu mecanismo de ac¢éo e sua estrutura quimica.

Quadro 1. Classe dos antimicrobianos e seus mecanismos de acao.

Classe dos

- : Mecanismo de Agéo Antimicrobianos
Antimicrobianos
Agentes
Nitrofuranos antimicrobianos Nitrofurantoina
diversos
Penicilinas Ampicilina, amoxacilina/clavulonato,
(B-lactamico) penicilina, oxacilina, piperacilina/tazobactan
Monobactamicos
A Aztreonan
(B-lactamico)
Agentes que agem na Cefalotina (12geracéo), cefoxitina (22
Cefens parede celular geracao), cefotaxima, cefodizima,
(B-lactamico) bacteriana cefpodoxima, ceftazidima(3?2 geracao),

cefepime (42 geracéo),

Carbapenémicos

A Imipenem, meropenem, ertapenem
(B-lactamico) P P P

Glicopeptideos Vancomicina

Amicacina, canamicina, estreptomicina,

Aminoglicosideos . . .
gentamicina, neomicina, tobramicina

Agentes que afetam a

Lincosamidas ’ i Clindamicina
— sintese de proteinas ,
Fenicois . Cloranfenicol
. bacterianas y — - — y —
Macrolideos Claritromicina, eritromicina, azitromicina
Tetraciclinas Tetraciclina
Acido nalidixico, ciprofloxacina,
. Agentes que afetam a . . :
Quinolonas , L . levofloxacina, norfloxacina, ofloxacina,
sintese de acidos .
L perfloxacina
— nucléicos - —
Ansamicimas Rifampicina
Inibidores da via . . L .
) L Sulfanilamida, sulfadiazina, sulfisoxazol,
Sulfonamidas metabolica dos . . )
folatos sulfametoxazol/trimetropim, sulfacetamida

(GOODMAN E GILMAN, 1996; RANG et al., 1997; TAVARES, 2001; NCCLS, 2005).
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Existem numerosos mecanismos distintos pelos quais 0s micro-organismos
podem exibir resisténcia aos antimicrobianos (BROOKS et al., 2000). Esses
mecanismos incluem: inibicdo da parede celular, inibicdo da sintese de proteinas,
rompimento do metabolismo do DNA, alteracdo da funcdo normal da membrana
celular e inibicdo da sintese de alguns metabdlitos essenciais (ROBBERS et al.,
1997). As bactérias podem ser classificadas em sensiveis e resistentes aos
antimicrobianos. Em geral, classificam-se como resistentes as bactérias que
crescem, in vitro, nas concentra¢gdes médias que 0s antimicrobianos atingem no
sangue, quando administrados por via oral e sensiveis as que ndo crescem
nessas concentragdes (TRABULSI et al., 2004).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser uma caracteristica
natural das espécies de bactérias ou adquirida por estirpes individuais dentro de
uma populacdo sensivel (TAVARES, 2001). A resisténcia natural ocorre quando
0s genes de resisténcia fazem parte do cdédigo genético do micro-organismo,
engquanto que a resisténcia adquirida ocorre quando os genes de resisténcia nao
estdo presentes no cédigo genético da bactéria, sendo a ele incorporados
(TRABULSI et al., 2004). Os antibioticos podem, em solucdes diluidas, impedir
temporaria ou definitivamente as funcdes vitais de outros micro-organismos,
determinando efeitos bacteriostatico e bactericida. O primeiro apenas inibe o
crescimento celular evitando sua multiplicacdo e facilitando a acdo do sistema
imunolégico e o segundo extermina a célula bacteriana (LORENZ et al., 1996).

De acordo com Stohr e Wegener (2001), o problema do aumento da
resisténcia bacteriana ndo é somente devido ao mau e intensivo uso de
antimicrobianos, mas também devido a transmissdo de micro-organismos
resistentes do animal para o homem, através do consumo de alimentos ou
mesmo pelo contato direto com animais. A resisténcia de micro-organismos aos
antimicrobianos € um sério e emergente problema de saude publica (MCEWEN E
FEDORKA-CRAY, 2002). E necessario que ac¢des imediatas sejam tomadas pelas
autoridades, no sentido de fiscalizar desde a comercializacdo, até a utilizacdo dos
farmacos em animais produtores de alimentos. Além disso, é necessario chamar
a atencdo da sociedade, comerciantes e produtores a respeito da gravidade da
ampla e inadequada utilizagdo e a consequente disseminagdo de micro-

organismos resistentes aos antimicrobianos.
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RESUMO - Com o objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica do leite in natura
e a susceptibilidade das bactérias isoladas a antimicrobianos, foram colhidas 25
amostras de leite para a quantificacdo de micro-organismos mesofilos,
psicrotroficos, bolores e leveduras, Staphylococcus spp., Staphylococcus
coagulase positiva, coliformes (35°C e 45°C) e presenca de Salmonella spp. e
Escherichia coli. A contagem média de micro-organismos mesofilos foi de 1,6 x
10° UFC.mL™?, psicrotréficos 9,6 x 10* UFC.mL™, bolores e leveduras 3,8 x 10°
UFC.mL™, coliformes a 35°C 4 x 10° NMP.mL™" e a 45°C 3,8 x 10° NMP.mL™.
Verificou-se a presenca de Staphylococcus coagulase positiva em 44% das
amostras, com média de 7,3 x 10° UFC.mL™" e de Escherichia coli em 76% das
amostras. Ndo houve deteccdo de Salmonella em nenhuma das amostras
avaliadas. Escherichia coli apresentou resisténcia a tetraciclina (57,9%),
ampicilina e cloranfenicol (10,5%) e cefalotina (5,3%), enquanto as estirpes de

Staphylococcus coagulase positivo foram resistentes a amicacina (18%) e
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vancomicina (18%). O leite in natura, além de apresentar qualidade microbiolégica
insatisfatoria, colocando em risco a saude dos consumidores, pode servir de
veiculo de disseminacdo de bactérias resistentes a diferentes agentes

antimicrobianos.

Palavras-chave: Escherichia coli / toxiinfec¢ao alimentar / patégenos / resisténcia

microbiana / seguranca alimentar

CALIDAD MICROBIOLOGICA Y SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
LECHE FRESCA COMERCIALIZADO EN CRUZ DAS ALMAS - BAHIA

Gleyde Cérdova da Franca Santos, Aura Lacerda Crepaldi, Rebeca Ayala Rosa dos

Santos, Norma Suely Evangelista Barreto e Marcia Luciana Cazetta

RESUMEN - Con el fin de evaluar la calidad microbiol6gica de la leche cruda y la
susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos bacterianos se
obtuvieron de 25 muestras de leche para la cuantificacion de los
microorganismos, mesofilos, psicrotrofos, levaduras y mohos, Staphylococcus
spp. Estafilococo coagulasa positivos, coliformes (35°C y 45°C) y Salmonella spp.
y Escherichia coli. El promedio del recuento de microorganismos mesofilos fue de
1,6 x 10° UFC.mL™, psicotrépicas 9,6 x 10* UFC.mL™, levaduras y mohos 3,8 x
108 UFC.mL™, coliformes a 35° C 4 x 10° NMP.mL™ y 45°C 3,8 x 10° NMP.mL™.
No fue la presencia de Staphylococcus coagulasa positivos en el 44% de las
muestras, con un promedio de 7,3 x 10° UFC.mL™ y Escherichia coli en el 76% de
las muestras. No hubo deteccion de Salmonella en ninguna de las muestras.
Escherichia coli fue resistente a la tetraciclina (57,9%), ampicilina y el
cloranfenicol (10,5%) y cefalotina (5,3%), mientras que las cepas de
Staphylococcus coagulasa positivos fueron resistentes a amikacina (18%) y
vancomicina (18 %). La leche fresca, ademas de presentar calidad microbiolégica
satisfactoria, poniendo en peligro la salud de los consumidores, puede servir
como un vehiculo para la difusion de bacterias resistentes a los diferentes

agentes antimicrobianos.
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PALABRAS CLAVE / Escherichia coli / enfermedades alimentar / patogenos /

resistencia microbiana / la seguridad alimentaria

Introducéao

O leite € um alimento de elevado valor nutricional, que tem grande
importancia na dieta da populacdo, todas as faixas etarias e classes sociais.
Devido a sua riqueza de nutrientes, incluindo as proteinas, os carboidratos e os
sais minerais é propicio ao desenvolvimento de uma grande variedade de micro-
organismos (Timm et al., 2003), principalmente aqueles patogénicos ao homem.

A contaminagdo inicial do leite in natura interfere diretamente na sua
qualidade, bem como o tempo e temperatura de exposi¢cado desde a ordenha até o
consumidor. Deficiéncias no manejo e higiene na ordenha, mastite, mao-de-obra
desqualificada, comercializacdo a temperatura ambiente e em recipientes mal
sanitizados fazem deste alimento um perigo a salde dos consumidores, em
virtude de algumas pessoas terem por habito a ingestdo de leite sem tratamento
térmico. Este quadro contribui para que o leite in natura no Brasil seja de ma
qualidade, quando comparado a paises mais desenvolvidos (Santana et al., 2001;
Santos, 2007).

O consumo de leite sem tratamento prévio, como a pasteurizacdo, expoe a
populacdo a diversas doencas como a tuberculose e a brucelose (Germano e
Germano, 2008), além de ndo assegurar a distribuicdo de um produto inGcuo.
Para ser considerado de qualidade, o leite precisa ter qualidade sensorial,
nutricional e fisico-quimica, bem como contagem reduzida de células somaticas e
baixa carga microbiana (Zocche et al., 2002).

Apesar da comercializacdo do leite in natura ser considerada proibida pelos
orgaos federais, em Cruz das Almas sabe-se que alguns estabelecimentos ainda
comercializam esse alimento em virtude da elevada procura. Este fato se deve a
crenca popular de que esse leite € mais rico em nutrientes e mais “forte”. Por
outro lado, o baixo custo estimula seu consumo principalmente pela populagao de
baixa renda. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
microbiolégica do leite in natura comercializado no municipio de Cruz das Almas,
Bahia, visando verificar a qualidade microbiolégica do produto e a susceptibilidade

das estirpes isoladas a agentes antimicrobianos.
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Material e Métodos

No periodo de abril a setembro de 2010 foram obtidas 25 amostras de leite
in natura, sendo uma amostra por estabelecimento, em acougues, padarias, mini-
mercados e supermercados de Cruz das Almas, Bahia. Nesses estabelecimentos,
o leite foi acondicionado de varias maneiras: a temperatura ambiente em galdes
ou em sacos sobre balcbes e em garrafas reutilizadas e refrigeradas (Figura 1).
Em alguns estabelecimentos néo foi possivel verificar a forma de
armazenamento, ja que o produto ficava armazenado fora do alcance dos
consumidores. As amostras foram adquiridas em volume de 1 L e encaminhadas
ao Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Ambiental, do Nucleo de Estudos
em Pesca e Aquicultura (NEPA) da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia
(UFRB) para a quantificacdo de bactérias heterotroficas meséfilas e psicrotroficas
aerobias, bolores e leveduras, coliformes a 35°C e 45°C, Staphylococcus spp.,
Staphylococcus coagulase positiva e presenca de Salmonella e Escherichia coli.

Todos os meios de cultura utilizados nas analises foram da marca Himedia.

Figura 1. Recipientes utilizados para acondicionamento do leite in natura vendido

no comércio varejista em Cruz das Almas, Bahia.

Os padrdes microbioldgicos para o leite in natura foram considerados com
base na Instrucdo Normativa N° 51 (Brasil, 2002) ja que a RDC N °12 (Brasil,
2001) ndo apresenta padrdes microbioldgicos para esse produto.

Para a contagem das bactérias heterotroficas meséfilas e psicrotroficas
aerdbias, adicionou-se uma aliquota de 25 mL da amostra em 225 mL de solucéo
salina a 0,85% de NaCl, que foi homogeneizada e, a partir desta, realizadas
diluicdes seriadas até 10°. Em seguida, aliquotas de 1 mL foram semeadas em

duplicata em placas de Petri, contendo o meio Plate Count Agar (PCA). Utilizou-
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se a técnica de pour plate (profundidade) para os mesdfilos e de spread plate
(superficie) para os psicrotroficos. Apds a solidificacdo dos meios, as placas
foram incubadas por 24 a 48 h a 35°C para mesofilos e a 10°C por até sete dias
para os psicrotréficos. Decorrido esse periodo as placas contendo col6nias entre
25 a 250 foram contadas usando contador de colénias (Phoenix - CP 600 Plus)
(Silva et al., 2007).

Na contagem de bolores e leveduras, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas
na superficie do meio Agar Sabouraud Dextrose a 4% suplementado com
cloranfenicol e incubado a 25°C+1 por cinco a sete dias.

A determinagdo de coliformes a 35°C e a 45°C foi realizada usando a
técnica de fermentacdo dos tubos multiplos (NUmero Mais Provavel - NMP), em
trés etapas distintas: prova presuntiva, prova confirmatdria e prova bioquimica
(Silva et al., 2007). Na prova presuntiva aliquotas de 1 mL da amostra foram
inoculadas em Caldo Lauril Sulfato Triptose (CLS) contendo tubos de Durhan
invertidos e incubados por 48 h a 35°C. Considerou-se como resultado positivo a
formacdo de gas nos tubos de Durhan e turvacdo do meio. Em seguida, indculos
oriundos dos tubos positivos foram transferidos para tubos contendo Caldo
Lactose Bile Verde Brilhante (CBVB) e caldo Escherichia coli (EC) e incubados
respectivamente, a 35°C por 48 h e 45°C, em banho-maria, por 24 h. Os
resultados firam expressos em NMP.mL™. Decorrido esse periodo, os tubos EC
positivos foram semeados no meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e
incubados a 35°C por 24 h. As colbnias caracteristicas de E. coli, isto €, com
didmetro de 2 a 5 mm, centro negro, com ou sem brilho metalico esverdeado,
foram isoladas em tubos de ensaio contendo Agar Triptose Soja (TSA) inclinado e
submetidas aos testes bioquimicos do IMVIC (Indol, Vermelho de Metila, Voges-
Proskauer e Citrato de Simmons).

A contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva foi
realizada por meio da técnica de espalhamento spread plate, usando alca de
Drigalski. Inoculou-se 0,2 mL de cada diluicdo em Agar Baird-Parker, em duplicata
e incubou-se a 35°C, por 48 h. As col6nias caracteristicas de Staphylococcus, ou
seja, colonias negras, circulares, brilhantes, pequenas, lisas, convexas, com
bordas perfeitas e rodeadas por uma zona opaca e/ou halo transparente foram
submetidas aos testes de catalase e coagulase. Para a contagem presuntiva de

Staphylococcus coagulase positiva, foram selecionadas placas contendo de 20 a
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200 colénias. Eventualmente, as colbnias atipicas, porém suspeitas, também
foram contadas (Silva et al., 2007). No teste de coagulase as col6nias foram
inoculadas em tubos contendo 2 mL de Caldo Infusdo Cérebro e Coracéao (BHI) e
incubados a 35°C por 24 h. Em seguida, 0,2 mL da suspenséo foi transferido para
tubos estéreis, adicionado de 0,5 mL de Plasma de Coelho e homogeneizado
levemente com movimentos de rotagdo. Em seguida, observou-se a formacgéo ou
nao de coagulo durante o intervalo de 6 h ou por até 24 h. Para o teste de
catalase, foi feito um esfregaco em uma lamina de vidro limpa, adicionado uma
gota de agua oxigenada (H»O,) a 3% e observado o borbulhamento imediato. Na
interpretacdo dos resultados considerou-se Staphylococcus coagulase positiva
todas as culturas com reacdo de coagulase e catalase positivos. Para o célculo,
considerou-se o nimero de UFC.mL™ em funcdo do nimero de colénias tipicas
contadas, diluicdo inoculada e percentagem de colbnias confirmadas (Silva et al.,
2010).

Para a pesquisa de Salmonella, inicialmente realizou-se o pré
enriguecimento adicionando 25 mL da amostra em 225 mL de Caldo Lactose (CL)
e incubado a 35°C por 24 h. Decorrido esse periodo, aliquotas de 1 mL e 0,1 mL
foram inoculadas em 10 mL de caldo Tetrationato (TT) e caldo Rappaport (RV),
respectivamente e incubados por 24 h a 43°C e 42°C, em banho-maria. Dos tubos
gue apresentaram crescimento microbiano, aliquotas foram retiradas e estriadas
nos meios seletivos Agar MacConkey (colonias tipicas caracterizam-se por serem
incolores ou translucidas levemente amareladas) Agar Salmonella-Shigella (SS)
(colbnias tipicas caracterizam-se por serem transparente com ou sem centro
negro) e Agar Verde Brilhante (BGA) (colbnias tipicas caracterizam-se por serem
rosaceas a vermelhas) e incubadas por 24 h a 35°C. As colénias com morfologia
caracteristica de Salmonella foram ent&o inoculadas em Agar Ferro Aclcar Triplo
(TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA), incubados por 24 h a 35°C. A partir do
crescimento positivo (4cido na base e alcalino no apice para Agar TSI e alcalino
com ou sem producdo de gas para LIA) uma nova aliquota foi retirada e semeada
em Agar Triptona Soja (TSA), para posterior identificacdo bioquimica (urease,
indol, fermentacdo de dulcitol, sacarose e lactose, vermelho de metila (VM),
Voges-Proskauer (VP), utilizacdo do citrato e descarboxilacdo da lisina) e teste

soroldgico (Silva et al., 2007).
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A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusdo
em placa, seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005). Para a padronizacdo do inoculo a ser utilizado
no teste de resisténcia aos antibiéticos, mediu-se a densidade Optica da cultura,
em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 625 nm (Wikler et al., 2005),
com base na escala de MacFarland a 0,5 equivale que equivale a uma populagéo
de 10" — 10® UFC.mL™. Apéds o ajuste do in6culo, mergulhava-se um swab de
algodao estéril na salina turva, pressionando-o firmemente contra a parede
interna do tubo a fim de ser retirado 0 excesso e semeados em placas contendo
Agar Muller-Hinton. Decorridos cinco minutos, os discos de antibiético foram
fixados nas placas com auxilio de pinca estéril e incubadas a 37°C por 18 h. Em
seguida, procedeu-se a medicdo dos halos de inibicdo (Tabela 2) medidos em
milimetros com o uso de paquimetro digital.

Para os testes de sensibilidade foram selecionados treze antimicrobianos
comerciais de acordo com o0 espectro de acdo e classes de antimicrobianos
(Tabela 1). Como controle utilizou-se uma estirpe de referéncia Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

TABELA 1. Lista dos antibidticos utilizados na pesquisa relacionando-os as classes de

antimicrobianos e seu sitio de acao.

Classes Antibiético Sitio de Agéo
_ o Gentamicina 10ug (GEN) Biossintese de proteinas
Aminoglicosideos _ :
Amicacina 30 pg (AMI) Biossintese de proteinas
B-lactéamicos Cefalotina 30 pg (CFL) Biossintese da parede bacteriana
Ceftazidima 30 pg (CF2) Biossintese da parede bacteriana
Cloranfenicol Cloranfenicol 35ug (CLO) Biossintese de proteinas
Tetraciclina Tetraciclina 30ug (TET) Biossintese de proteinas
Aminopenicilina Ampicilina 10ug (AMP) Biossintese da parede bacteriana
_ Acido Nalidixico 30ug (NAL) | Biossintese de acidos nucléicos
Quinolonas : : : i
Ciprofloxacino 5 pg (CIP) Biossintese do ADN-girase
Carbapenemas Imipenem 10ug (IPM) Biossintese da parede bacteriana
_ Sulfazotrim 25ug (SUT) Biossintese da via metabdlica dos
Sulfonamidas
folatos
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300ug (NIT) | Reducgéo enzimética
Vancomicina Vancomicina 30 pg (VAN) Biossintese da parede bacteriana
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Os perfis de resisténcia e sensibilidade foram estabelecidos de acordo com
o Manual do fabricante dos discos de antimicrobianos (LABORCLIN, 2007),

descritos na Tabela 2.

TABELA 2. Tabela com os valores dos intervalos dos halos de inibi¢ao.

Antibiético Resistente (<) Intermediario Sensivel (2)
Gentamicina 10ug 12 13-14 15
Amicacina 30 ug 14 15-16 17
Cefalotina 30 g 14 15-17 18
Tetraciclina 30ug 11 12-14 15
Ampicilina 10ug 13 14 -16 17
Ceftazidima 30 pg 14 15-17 18
Acido Nalidixico 30ug 13 14 -18 19
Ciprofloxacino 5 ug 15 16 - 20 21
Cloranfenicol 35ug 12 13-17 18
Imipenem 10ug 13 14 -15 16
Sulfazotrim 25ug 10 11-15 16
Nitrofurantoina 300ug 14 15-16 17
Vancomicina 30 g 9 10-11 12

A presenca ou auséncia de plasmidios—R foi testada para as estirpes que
apresentaram perfil de multi-resisténcia aos antimicrobianos testados. Como
agente de cura foi utilizado o Acridine Orange (AO) na concentracdo de 100
pg/mL. As estirpes foram crescidas em caldo Luria-Bertani (LB), + AO e
incubadas por 24 h a 30°C em estufa bacteriol6gica. Apos esse periodo de tempo
procedeu-se o0 antibiograma para verificar se houve alteracdo no perfil de
resisténcia aos antibioticos previamente testados (Molina-Aja et al., 2002).

O indice MAR (mudltipla resisténcia antimicrobiana) foi utilizado para
determinacao da multipla resisténcia dos micro-organismos. Este indice é definido
como a/b, ou seja, 0 numero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente (a),
dividido pelo namero de antibiéticos aos quais o isolado foi exposto (b),
multiplicando-se o valor final por 100 para obtenc¢éo dos resultados em percentual
(Hirsch et al., 2006).
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Delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi usado utilizando os
estabelecimentos como tratamento e as amostragens como repeticdo, sendo o
estabelecimento 01 (acougues), 02 (padarias), 03 (mini-mercados) e 04
(supermercados). Os resultados foram submetidos a Analise de variancia
(ANOVA) por meio do programa Sisvar 5.1. Utilizou-se o teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia.

Resultados e Discusséo

Foi observada elevada contagem microbiana em todas as amostras
avaliadas, independente do estabelecimento em que foi obtido. Apesar dos
acougues apresentarem as piores condicdes higiénicas, esse fato nao foi
suficiente para que as amostras apresentassem maior contaminacao.

A contagem de bactérias heterotréficas meséfilas variou de 9,1 x 10° a 8,8 x
10° UFC.mL™ (Tabela 3), sendo a média por estabelecimento de 9,5 x 10" a 2,9 x
10° (UFC.mL-1) (Tabela 4). Apesar dos micro-organismos meséfilos das amostras
provenientes dos supermercados terem apresentado maior contaminacdo, nao
houve diferencga significativa entre os tratamentos (P>0,05). Os resultados obtidos
demonstraram que todas as amostras estavam fora dos padrdes estabelecidos
pela Instrucdo Normativa 51 (IN 51) que limita valores de 7,5 x 10° UFC.mL™ para
leite cru refrigerado. Esses micro-organismos sdo usados como bioindicadores de
qualidade, visto que nesse grupo podem estar presentes bactérias patogénicas de
origem alimentar (Mello, 2007). Melo et al. (2010) também relataram contagens de
1,8 x 10° a 2,2 x 10° UFC.ml*, em amostras de leite in natura obtidas no
municipio de Major Isidoro, Alagoas.

Para os psicrotréficos, em cinco amostras ndo foi observado crescimento
microbiano, mas das amostras que apresentaram crescimento desse grupo, a
contagem variou de 9,5 x 102 a 1,5 x 10° UFC.mL™ (Tabela 3). Quando verificada
a contaminagdo por estabelecimento as amostras obtidas nas padarias
apresentaram maior contagem microbiana (2,6 x 10° UFC.mL™), embora sem
diferenca significativa (P>0,05) (Tabela 4). Pinto et al. (2006) analisando amostras
de leite in natura de fornecedores de uma industria de laticinios na Zona da Mata
Mineira relataram maiores contagens de psicrotréficos de 2,0 x 102 a 1,0 x 10’
UFC.mL™ no leite coletado em tanques individuais em relacdo as contagens

dessas bactérias nos tanques coletivos, que foi de 8,9 x 10? a 3,2 x 10° UFC.mL™.
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A grande problematica da elevada carga microbiana é que a ocorréncia de
atividade enziméatica a partir de 1,0 x 10* UFC.mL™? j& é suficiente para
comprometer as caracteristicas do alimento, encurtando sua vida util (Zocche et
al., 2002).

Tabela 3. Quantificagdo microbiana do leite in natura obtido em diferentes

estabelecimentos na cidade de Cruz das Almas, Bahia, 2010.

Contagem microbiana UFC.mL™ ou NMP.mL™

. ) Staphylococcus
Bolorese  Coliformes Coliformes Staphylococcus

Amostras Mesofilos  Psicrotroficos Leveduras 4 35°C A 45°C spp. coag.u!ase
positiva

L1 2,2x10° sC 1,03x10°  9,3x102 2,4 x 102 1,7 x 10° SC
L2 3,8x10° 2,6 X 10° 1,1x10°  9,3x 102 2,4 x 102 1,8 x 10’ 5,4 x 10°
L3 3,4x10° 3,4x 103 44x10° 15x10* >1,1x10° 2,0 x 10° 6,0 x 10°
L4 3,7x10° 3,1x 103 41x10°  1,1x10* 1,6 x 103 2,9x10* 8,7x19°
L5 1,7 x 10° sC 33x10" 27x10*  93x10° 1,3x 10° sC
L6 1,5 x 10° scC 8,8x10° >1,1x10° >1,1x10° 2,8x10* scC
L7 4,4 x 10° scC 15x10° 15x10°  4,6x10° 1,0 x 10’ sC
L8 3,2x10’ scC 1,4x10"  36x10"  4,3x103 3,0x 10’ sC
L9 4,2 x 10° 6,5 x 103 1,8x10° >1,1x10° 2,1x10° 6,0 x 10° sC
L10 1,3 x 10° 2,9x 103 70x10°  >1,1x10° 2,3x10! 5,0 x 10* 7,5x10°
L11 5,0 x 10° 5,4 x 10* 36x10° 21x10°  4,3x10t 3,0x10° sC
L12 3,9 x 10’ 1,5 x 10* 32x10* 4,3x10° 1,5 x 10t 1,0 x 10" 3,0 x 10°
L13 5,7 x 10° 4,2 x 10° 72x10°  >1,1x10° 2,4x10° 3,0 x 10° sC
L14 6,6 x 10° 1.5x 10° 2,7x10°  >1,1x10° >1,1x10° 3,5x10° sC
L15 2,8 x 10’ 6,6 x 10" 31x10° >1,1x10° >1,1x10’ 6,5 x 10° 2,0x 10°
L16 1,2 x 10° 1,6 x 10° 50x10°  3,5x10° 7.4 %103 1,1 x 10’ sC
L17 6,7 x 10° 1,5 x 10° 33x10° >1,1x10° 2,8x10? 2,3x10* sC
L18 8,8 x 10’ 1,3x10° 24x10°  93x10° 1,5 x 102 5,2 x 10* sC
L19 1,2 x 10° 5,9 x 103 39x10"  21x10* 93x103 6,5 x 10° sc
L20 5,5 x 10° 9,5 x 102 21x10* 28x10* 2,1x 10t 3,5x 10* sC
L21 1,4 x 10° 1,4 x 10* 46x10° 1,1x10° 9,3x 103 1,9 x 10° 3,0 x 10*
L22 7,5 x 10° 1,4 x 10° 1,1x10° >1,1x10° 4,3x10° 3,0x 10° 3,0x 10°
L23 9,1x 10° 2,8x10" 48x10°  43x10* 21x10? 4,1 x 10* 1,2 x 10*
L24 4,3x 10° 3,2x10" 1,1x10* >1,1x10° >1,1x10° 2,5x10* 1,7 x 10*
L25 4,1x10° 6,4 x 10" 6,0x10* >1,1x10° >1,1x10° 3.1x10* 9,0 x 10°

SC = sem crescimento. L = Leite. UFC = Unidades Formadoras de Col6nias. NMP = Numero Mais Provavel.
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Tabela 4. Média da contagem microbiana no leite in natura obtido em diferentes
estabelecimentos em Cruz das Almas - Bahia.

Contagem microbiana UFC.mL™ ou NMP.mL™

Staphylococcus

Estabelecimentos ) ) . Bolorese  Coliformes Coliformes
Meséfilos  Psicrotréficos coagulase
Leveduras a 35°C a45°C o
posmva
01 95x10'a 15x10°a 15x10a 1,3x10® 2,8x10°a 2,9 x 10°a
02 1,8x10°%a 2,6x10°%a 94x10% 8,6x10°a 1,0x 10°% 5,9 x 10°b
03 1,6x10%a 3,8x10%a 1,1x10% 2,4x10°ab 2,0x10% 3,9x10%
04 29x10%a 8,7x10%a 4,7x10° 4,9x10%b 1,9x10°a 4,7 x10%0

Obs: Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes apresentam diferenga estatistica pelo
teste de Tukey (P<0,05). Estabelecimentos 01 — acougue; 02 — padaria; 03 — mini-mercados e 04 -

supermercados.

UFC = Unidades Formadoras de Colénias. NMP = Numero Mais Provavel.

A presenca de bolores e leveduras nas amostras de leite variaram de 1,1 x
10* a 3,3 x 10° UFC.mL™* (Tabela 3), sendo a maior contaminacdo observada nas
amostras provenientes das padarias (9,4 x 102 UFC.mL™) (Tabela 4), embora
sem diferenca significativa (P>0,05) entre os estabelecimentos. Torkar e Vengust
(2008), avaliando 60 amostras de leite in natura detectaram bolores e leveduras,
respectivamente, em 95% e 63,3% das amostras. Apesar de ndo haver padrdes
microbiolégicos na legislacdo brasileira para estes micro-organismos, sua
presenca no leite representa riscos a salde publica em virtude de algumas
linhagens de fungos serem patogénicas ao homem.

A quantificacdo de coliformes a 35°C variou de 9,3 x 102 a >1,1 x 10°
NMP.mL? e a 45°C de 1,5 x 10 a >1,1 x 10" NMP.mL™* (Tabela 3). Por
estabelecimento a média para os coliformes a 35°C foi de 1,3 x 10* a 8,6 x 10°
NMP.mL™?, sendo que houve diferenca significativa dos micro-organismos das
amostras oriundas da padaria em relacdo aos demais estabelecimentos (P>0,05).
Para os coliformes a 45°C, houve variacdo de 2,0 x 10*a 1,0 x 10° NMP.mL™,
nesse caso, sem diferenca significativa (P>0,05) entre a contagem das amostras
dos estabelecimentos. O leite vendido nas padarias foi 0 mais contaminado
(Tabela 4). A presenca de coliformes acima de 10° NMP.mL™ é considerado um
indicativo de higiene deficitaria na obtencdo do produto, e elevada contagem de

coliformes a 35°C no alimento indica a presenca de bactérias como Klebsiella,
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Serratia, Salmonella, Proteus, Citrobacter, dentre outras, responsaveis por
causarem quadros de gastroenterites (Citadin et al., 2009).

Escherichia coli foi encontrada em 19 (76%) amostras de leite. Apesar de E.
coli ndo patogénica prevalecer no trato digestivo dos bovinos (Laven et al., 2003),
sua presenca no leite € um bioindicador da presenca de bactérias patogénicas
que alteram a qualidade do produto colocando em risco a saude dos
consumidores (Lacerda et al., 2009).

As contagens de Staphylococcus spp. variaram de 1,0 x 10* a 3,0 x 10’
UFC.mL™? (Tabela 3). Resultados semelhantes foram obtidos por Lamaita et al.
(2005) ao encontrarem alta populacéo de Staphylococcus spp. (1,0 x 10° a 2,5 x
10" UFC.mL™) em leite in natura estocado em tanques refrigerados de 80
propriedades rurais, em Minas Gerais. Staphylococcus coagulase positiva foi
identificado em 44% das amostras, sendo a maior média (2,9 x 10° UFC.mL™),
observada nas amostras dos acougues (Tabela 4), com diferenca significativa
(P>0,05) entre os estabelecimentos. Nos acougues, onde as amostras foram
coletadas, observou-se condi¢cfes higiénico-sanitarias precéarias, com presenca de
insetos, restos de sangue dos animais abatidos, comercializacdo simultanea de
carne e leite e manipulacao de dinheiro.

Embora o Ministério da Saude ndo estabeleca padrao microbiolégico para
Staphylococcus coagulase positiva no leite in natura, a presenca desse patégeno
nos alimentos a partir de 1,0 x 10° UFC.mL™ é considerada alta (Borges et. al.,
2008). Contagens de Staphylococcus spp. da ordem de 10° - 10° UFC.mL™ tém
importancia epidemioldégica por propiciar a intoxicacdo alimentar (Carmo et al.,
2002). Franco e Landgraf (2003) relataram que 0,375 pg da enterotoxina
estafilococica / Kg corporeo é suficiente para causar um quadro de intoxicacao.

Salmonella spp. ndo foi encontrada nas amostras de leite analisadas. Esse
resultado corrobora com os encontrados por Oliveira (2005), ao estudarem
amostras de leite comercializadas no municipio de Piracicaba-SP. Embora ndo
tenha sido detectada a presenca de Salmonella nas amostras, Pinto et al. (2006)
advertem que elevada carga de outros micro-organismos no leite in natura
ressalta falhas graves de higiene na obtencdo, armazenamento, distribuicdo e
comercializacao do alimento.

Em Cruz das Almas, uma falha encontrada na comercializacao do leite in

natura, € que na maioria dos casos, o produto € obtido em recipientes de plastico,
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muitos deles reutilizados e mal higienizados (Figura 1). O armazenamento do
produto é realizado de diferentes formas, nos estabelecimentos onde foram
coletados para as analises. Algumas vezes, o produto foi encontrado armazenado
em latdes a temperatura ambiente. Em um dos estabelecimentos o leite se
encontrava embalado em saco pléstico de 1 litro e exposto dentro de um cesto,
em cima da bancada. A utilizacdo desses recipientes aliado a falta de
refrigeracdo contribuem para o aumento da carga microbiana do alimento,
comprometendo sua qualidade. A baixa qualidade do leite nesse estudo
demonstra a necessidade de adocdo de praticas higiénicas em toda a cadeia
produtiva, bem como de conscientizacdo dessas praticas pelos produtores,
principalmente aqueles de pequeno e médio porte que apresentam baixa
escolaridade e tudo o que sabem foi passado de geracdo em geracao.

Apesar da comercializacdo do leite in natura ser legalmente proibida, a falta
de fiscalizacdo pelos 6rgdos competentes ndo tem impedido o mercado informal
do alimento, e 0 que se observa € a comercializacdo de um produto de péssima
qualidade, que nao oferece seguranca aos consumidores. Por outro lado, a falta
de estrutura nas propriedades leiteiras, sem um laticinio que possa receber o
leite, faz com que os produtores comercializem o produto sem tratamento térmico,
no comércio local ou diretamente com os consumidores.

Os testes de resisténcia antimicrobiana foram realizados com 19 estirpes de
E. coli e 11 de Staphylococcus coagulase positiva (Figuras 2 e 3). Para o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos para E. coli usou-se nove antibiéticos
(ampicilina, imipenem, cefalotina, gentamicina, amicacina, nitrofurantoina,
tetraciclina, cloranfenicol, acido nalidixico) que sao eficientes em bactérias Gram-
negativas. Desses, 0s isolados apresentaram resisténcia intermediaria a seis
antibiodticos (acido nalidixico, amicacina, gentamicina, nitrofurantoina, cefalotina e

imipenem), indicando um provavel caminho para a resisténcia.
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Acido nalidixico 36,8 ('

Cloranfenicol

Tetraciclina

Nitrofurantoina

Amicacina
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Gentamicina 36,8

Cefalotina 78.9 .

Imipenem

Ampicilina

E Sensivel (%) Intermediario (%) ™ Resistente (%)

Figura 2. Percentual de susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli,
isoladas das amostras de leite in natura comercializado em Cruz das Almas,
Bahia.

Resisténcia intermediaria foi observada em 36,8 % das estirpes de E. coli,
frente ao acido nalidixico (quinolona de primeira geracdo). A resisténcia pode ter
origem cromossOmica, resultando de um processo de mutacdo em uma ou duas
etapas, manifestando-se pela existéncia de um ADN-girases modificadas que nao
sofrem inibicdo pela droga. Além disso, a resisténcia pode ser devido tanto de
modificacbes nos canais porinicos da membrana externa das bactérias
diminuindo a difusdo das drogas para o interior das células como também a um
possivel mecanismo de efluxo que retira a droga do interior da célula bacteriana
(Tavares, 2009).

O grupo dos aminoglicosideos é muito utilizado no tratamento de infecgbes
bacterianas desde 1960, como nas enterites e mastites (Bogialli et al., 2005).
Dentre esse grupo, estd a gentamicina, um antibiético comumente usado como
agente terapéutico (Prescott, 2000) contra as enterobactérias (Cruz, 2009). Neste
estudo, E. coli apresentou resisténcia intermediaria em 36,8% dos isolados. A
resisténcia bacteriana a esse farmaco € adquirida principalmente pela
transferéncia de fatores R pelo processo de conjugacao, sendo a resisténcia por
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mutacado muito rara (Tavares, 2001). Em relacdo a amicacina, 5,3% dos isolados
de E. coli foram resistentes a este antimicrobiano. Essa resisténcia pode estar
atribuida a aquisicdo de plasmidios conjugativos, contendo genes de resisténcia,
0s quais, habitualmente, conferem resisténcia mdultipla, envolvendo ao mesmo
tempo varios antibiéticos aminoglicosideos (Tavares, 2009).

Dos antimicrobianos testados observou-se que se somado o perfil de
resisténcia intermediaria e resisténcia todas as estirpes apresentaram resisténcia
a pelo menos um dos nove antimicrobianos testados, sendo a maior resisténcia
observada a tetraciclina (57,9%) (Figura 2). Este fato sugere que os animais aos
serem tratados nao estariam passando pelo periodo de quarentena (referente ao
inicio do tratamento com o antibiotico até a ordenha), necessario a eliminacéo da
droga pelo organismo.

A resisténcia adquirida as tetraciclinas pode ser devida a alteracdes
cromossOmicas resultantes de mutacdo ou adquirida pela transferéncia de
plasmidios R, principalmente em bacilos Gram-negativos entéricos (Cruz, 2009) e
transposons, sendo esta a mais frequente. A resisténcia se manifesta
principalmente por alteracdes no sistema de transporte da célula, o que impede a
alteracdo do antibiotico no seu interior (Tavares, 2009).

Resisténcia ao cloranfenicol também foi verificada em 10,5% das estirpes de
E. coli. Apesar de seu uso ter sido proibido a partir da instrucdo normativa N° 9
(Brasil, 2003), ainda ocorre uso indiscriminado do mesmo. Além disso, a
resisténcia pode ser devido ao fato de que algumas enterobactérias produzem a
enzima cloranfenicol-acetiltransferase que catalisa a acetilacdo do cloranfenicaol,
levando a formacdo de metabdlitos inativos. Também pode estar relacionada ao
fato de haver permeabilidade reduzida da membrana celular bacteriana,
capacidade alterada de ligagdo na subunidade ribossdmica 30S e inativagédo por
nitrorredutases (Reviere e Papich, 2003).

Todos os isolados de E. coli apresentaram perfil de resisténcia intermediaria
ou resisténcia aos antibidticos da familia dos [B-lactamicos. Resisténcia
intermediaria e resisténcia a cefalotina em 78,9 e 5,3%, respectivamente,
resisténcia a ampicilina em 10,5% e ao imipenem em 5,3% das estirpes. A
resisténcia aos B-lactamicos pode ocorrer em virtude de sua ampla utilizacdo no
tratamento de infeccbes no gado leiteiro e em vacas em lactacdo (Costa, 2002).

Segundo Andrade (2002) grande parte dos bacilos Gram-negativos aerobicos e
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anaerdbicos sao naturalmente resistentes a esse grupo de antibidticos devido a
producdo das B-lactamases, que sao enzimas capazes de hidrolisar o anel [3-
lactamico (Trabulsi et al., 2005).

Para avaliar o perfil de susceptibilidade pelas estirpes de Staphylococcus
coagulase positiva, foi utilizado oito antimicrobianos (sulfazotrim, vancomicina,
ciprofloxacino, cloranfenicol, tetraciclina, nitrofurantoina, amicadina e ceftazidima).
Susceptibilidade foi observada em 100% das estirpes frente o sulfazotrim,

ciprofloxacino, tetraciclina e ceftazidima (Figura 3).

Sulfazotrim
Vancomicina
Ciprofloxacino
Cloranfenicol
Tetraciclina
Nitrofurantoina
Amicacina

Ceftazidima

E Sensivel (%) Intermediario (%) ™ Resistente (%)

Figura 3. Percentual de susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus
coagulase positiva, isolados de amostras de leite in natura comercializado em

Cruz das Almas, Bahia.

O grupo das sulfonamidas (sulfazotrim) caracterizam-se por serem drogas
essencialmente bacteriostaticas. Atuam inibindo a sintese de acidos nucléicos e
proteinas (Tavares, 2009). Resisténcia intermediaria a nitrofurantoina foi
observada tanto para E. coli como em Staphylococcus coagulase positiva.
Antibidticos deste grupo tém como caracteristica o0 combate a doencas
infecciosas tanto no homem como em animais, sendo farmacologicamente ativo
contra bactérias e protozoarios. Porém, apesar de sua eficiéncia, este
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antimicrobiano ndo esta autorizado no tratamento de animais destinados a
producdo de alimentos devido ao seu comprovado efeito cancerigeno (Santos,
2009).

Susceptibilidade a tetraciclina foi observada nas estirpes de Staphylococcus
coagulase positiva. Esse resultado pode ser em resposta do fato deste antibiético
ter efeito bacteriostético de amplo espectro (Andrade, 2002), sendo muito utilizada
devido ao baixo custo e a facilidade de obtencdo (Gongalves e Andreatti Filho,
2010).

Elevado perfil de susceptibilidade ao também observado em 82% das
estirpes de Staphylococcus coagulase positiva frente ao cloranfenicol. O
cloranfenicol é um antibidtico de acédo bacteriostatica, sendo que a resisténcia
bacteriana a este agente pode ocorrer por impermeabilidade do sistema de
membranas (Tavares, 2001).

Embora 82% das estirpes de Staphylococcus coagulase positiva serem
susceptiveis, resisténcia a vancomicina em 18% delas € presumivel, devido a
resisténcia adquirida ha algumas décadas a este antimicrobiano. Por isso, a
vancomicina tornou-se uma das Ultimas opcdes terapéuticas contra bactérias
multirresistentes, o que fez com que sua aplicacdo na medicina veterinaria fosse
proibida (Cruz, 2009). De acao bactericida, atua contra bactérias Gram-positivas,
impedindo a sintese da parede celular bacteriana pela inibicdo da liberacdo de um
polimero da membrana celular (Andrade, 2002).

Os resultados do indice MAR (Mdltipla Resisténcia a Antimicrobianos) para
os 11 isolados de E. coli mostraram que sete estirpes apresentaram indice MAR
igual a 22%, ou seja, resisténcia a dois antimicrobianos, enquanto dos quatro
isolados de Staphylococcus coagulase positiva, o indice foi de 12,5%, sem peffil

de multiressisténcia (Tabela 5).

53



Tabela 5. indice de mudltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) e perfil de
resisténcia plasmidial de Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva

isoladas de leite in natura, obtido no comercio varejista de Cruz das Almas, Bahia.

Cepa Antimicrobianos MAR (%) Resnstéj\n.ma
Plasmidial

Ec 2 TET - CFL 22,22 -
Ec7 AMP — TET 22,22 AMP — TET
Ec 8 TET 22,22 TET
Ec9 TET 11,11 -

Ec 11 TET 11,11 -

Ec 12 TET 11,11 -

Ec 13 TET 11,11 -

Ec 14 AMP — TET 22,22 -

Ec 17 TET 22,22 TET

Ec 18 CLO-TET 22,22 CLO-TET
Ec 19 CLO-TET 22,22 -

Sc+ 10 AMI 12,5 -

Sc+ 23 VAN 12,5 -

Sc+ 25 AMI 12,5 -

Ec = E. coli; Sc+ = Staphylococcus coag. +. TET = tetraciclina; AMP = ampicilina; CFL = cloranfenicol; VAN =
vancomicina; AMI = amicacina.

Quando avaliado se o perfil de multirresisténcia dos isolados ocorreu devido
a mutacdes cromossdmicas ou plasmidial, foi observado que em 57% das
estirpes de E. coli a resisténcia ocorreu pela transferéncia de plasmidio (Tabela
5). Os plasmidios contém genes de resisténcia que podem se replicar
independentemente do cromossomo hospedeiro, sendo distinguidos por sua
origem e repeticdo, onde uma Unica bactéria pode abrigar multiplos plasmidios
(Alekshun & Levy, 2007). Ja a resisténcia cromossémica depende de mutacao
espontanea, evento raro e dirigida quase sempre a uma so droga. Os genes sao
transferidos com frequéncia relativamente baixa e o seu impacto clinico € menor
gue o da resisténcia plasmidial (Figueirédo, 2008).

O aumento da resisténcia esta relacionado ao uso abusivo de antibidticos,
embora atualmente os 6rgdos competentes venham tentando controlar mais
efetivamente a utilizacdo dessas drogas pela populacdo. Segundo Freitas et al.

(2004) os antimicrobianos tém acdo destrutiva nas células bacterianas, e 0
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surgimento de resisténcia multipla aos antibiéticos, representa um risco potencial
a saude publica podendo dificultar o tratamento de doengcas humanas e animais,

agravando quadros clinicos potencialmente curaveis.

Consideragbes Finais
O leite in natura comercializado em Cruz das Almas apresenta elevada
carga microbiana, que podem servir de veiculo para surtos de toxiinfeccdes
alimentares. Por outro lado, o perfil de resisténcia a gentamicina e vancomicina
nas estirpes de Staphylococcus coagulase positiva e multirresisténcia nas cepas
de E. coli demonstram o risco potencial na disseminacdo de micro-organismos
resistentes a diversas drogas na populacdo usuaria desse alimento, na auséncia

de tratamento térmico.

Referéncias Bibliogréficas

ALEKSHUN MN, LEVY BS (2007) Molecular mechanisms of antibacterial
multidrug resistance. Cell, 128: 1037-1050.

ANDRADE SP (2002) Manual de terapéutica veterinaria. 2.ed. Sdo Paulo: Rocca,
697p.

APPELBAUM PC, HUNTER PA (2000) Review. The Fluorquinolone antibacterials:
past, present and future perspectives. International Journal of Antimicrobial
Agents. 16: 5-15.

BOGIALLI S, CURINI R, DI CORCIA A, et al. (2005) Simple confirmatory assay for
analyzing residues of aminoglycoside antibiotics in bovine milk: hot water
extraction followed by liquid chromatography—-tandem mass spectrometry.
Journal of Chromatography. A,1067: 93-100.

BORGES MF, NASSU RT, PEREIRA JL, ANDRADE APC, KUAYE AY (2008)
Perfil de contaminacdo por Staphylococcus e suas enterotoxinas e
monitorizacéo das condi¢Oes de higiene em uma linha de producdo de queijo
de coalho. Ciéncia Rural, 38:1431-1438.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instru¢do Normativa
n° 51 de 18 de set. 2002. Regulamentos Técnicos de Producéo, Identidade e
Qualidade do Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite tipo C, do Leite

Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico da Coleta

55



de Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel. Diario Oficial da Uniéo, 20
de set. 2002. Secédo 1, p.13.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo Normativa
n°® 9, de 27 de jun. de 2003. Dispbe sobre a proibicdo de fabricacdo, a
manipulagcéo, o fracionamento, a comercializagdo, a importagcdo e o uso dos
principios ativos cloranfenicol e nitrofuranos e os produtos que contenham
estes principios ativos, para uso veterinario e susceptivel de emprego na
alimentacdo de todos os animais e insetos. Diario Oficial da Unido, 30 jun.
2003. Secao 1, p.1-2.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Portaria
n° 451, de 19 de setembro de 1997. Resolucdo — RDC n° 12, Regulamento
Técnico sobre padrbes microbiologicos para alimentos de 2 de janeiro de
2001. Diério Oficial da Uniéo, 10 de jan. de 2001. Art. 4a, p.1-48.

CARMO LS, DIAS RS, LINARDI VR, et al. (2002) Food poisoning due to
enterotoxigenic strains of Staphylococcus present in Minas Cheese and raw
milk in Brasil. Food Microbiology, 19: 9-14.

CITADIN AS, POZZA MSS, POZZA PC et al. (2009) Qualidade microbiol6gica de
leite cru refrigerado e fatores associados. Revista Brasileira de Saude e
Produg&o Animal, 10: 52-59.

CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (2010) Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twentieth Informational
Supplement, M100-S20. Wayne (PA): CLSI.

COSTA EO, (2002) Uso de antimicrobianos na mastite. In: SPINOSA HS,
GORNIAK SL, BERNARDI MM, (Eds.). Farmacologia aplicada a medicina
veterinaria. 3.ed. Guanabara Koogan. p.443-455.

COSTA LC, BELEM LF, SILVA PMF, (2010) Infeccbes urinarias em pacientes
ambulatoriais: prevaléncia e perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Revista
Brasileira de Analises Clinicas, 42: 175-180.

CRUZ AR, Perfil de sensibilidade de bactérias patogénicas isoladas de cées
frente a antimicrobianos. 2009. 78f. Dissertacdo (Mestrado em Bacteriologia
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu.

FIGUEIREDO FV, Susceptibilidade a antimicrobianos e resisténcia plasmidial de

cepas de Salmonella spp isoladas de dois estuarios do Estado do Ceard,

56



Brasil. 2008. 54 p. Tese (Doutorado em Aquicultura) — Centro de Aquicultura -
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal.

FRANCO BDGM, LANDGRAF M, DESTRO MT, et al. (2003) Foodborne diseases
in Southern South América. In: MILIOTIS, M, BIER. Journal International
Handbook of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker: New York, p.733-743.

FREITAS MFL, MOTA RA, LEAO AEDS, et al. (2004) Sensibilidade
antimicrobiana de cepas de Staphylococcus spp isoladas de carcacas de
frango comercializadas em Recife. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, 56: 405-407.

GERMANO PML, GERMANO MIS, (2008) Higiene e Vigilancia Sanitaria de
Alimentos. 3.ed. Sao Paulo: Manole. 986p.

GONGCALVES GAM, ANDREATTI FILHO RL, (2010) Susceptibilidade
antimicrobiana de amostras de Escherichia coli isoladas de frango industrial
(Gallus gallus domesticus - Linnaeus, 1758) com colibacilose. Arquivo do
Instituto Biolodgico, 77: 715-718.

HIRSCH D, PEREIRA JUNIOR DJ, LOGATO PVR, et al. (2006) Identificacdo e
resisténcia a antimicrobianos de espécies de Aeromonas moveis isoladas de
peixes e ambiente aquaticos. Ciéncia Agrotécnica, 30: 1211-1217.

LACERDA LM, MOTA RA, SENA MJ, (2009) Qualidade microbiol6gica da agua
utiizada em fazendas leiteiras para limpeza das tetas de vacas e
equipamentos leiteiros em trés municipios do Estado do Maranh&o. Arquivo do
Instituto Biologico, 76: 569-575.

LAMAITA HC, CERQUEIRA MMOP, CARMO LS, et al. (2005) Contagem de
Staphylococcus sp. e deteccao de enterotoxinas estafilocécicas e da toxina da
sindrome do choque toxico em amostras de leite cru refrigerado. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, 57: 702-709.

LAVEN R A, ASHMORE A, STEWART CS, (2003) Escherichia coli in the rumen
and colon of slaughter cattle, with particular reference to E. coli O157.
Veterinary Journal, 165: 78-83.

MELLO VF. Aplicacdo do sistema de gestdao de seguranca de alimentos em uma
industria de bebidas organicas. 2007, 66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
e Tecnologia dos Alimentos) — Instituto de Tecnologia - Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica.

57



MELO BA, SANTOS TMC, BARBOSA YRS, et al. (2010) Aspectos
microbiolégicos de amostras de leite cru coletadas no municipio de Major
Isidoro — Alagoas. Revista Verde, 5: 01-05,.

MITCHELL MA, (2006) Therapeutic review: enrofloxacin. Journal of Exotic Pet
Medicine. 15: 66-69.

MOLINA-AJA A, GARCIA-GASCA A, ABREU-GROBOIS A, et al. (2002) Plasmid
profiling and antibiotic resistance of Vibrio strains isolated from cultured
penaeid shrimp. FEMS Microbiology Letters, 213: 7-12.

OLIVEIRA RP. Condicdes microbiologicas e avaliagdo da pasteurizacdo em
amostras de leite comercializadas no Municipio de Piracicaba - SP. 2005, 97f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Escola
Superior de Agricultura - Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

PETRI JR WA, (2001) Penicillins, Cephalosporins, and other - Lactam Antibiotics.
In.  HARDMAN, J.G.; LIMBIRD, L.E. Goodman & Giman’s — The
Pharmacological Basis of Therapeutics. 10.ed. New York: McGraw Hill, 2148p.

PINTO CLO, MARTINS ML, VANETTI MCD, (2006) Qualidade microbiolégica de
leite cru refrigerado e isolamento de bactérias psicrotréficas proteoliticas.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 26: 645-651.

PRESCOTT JF, (2000) Aminoglycosides and aminocyclitols. In: PRESCOTT, J.F.;
BAGGOT, J.D.; WALKER, R.D. Antimicrobial Therapy in Veterinary Medicine,
3.ed., lowa State University Press, Ames, IA, p. 191-228.

RAPINI LS, TEIXEIRA JP, MARTINS NE, et al. (2003) Perfil antimicrobiano de
cepas de Staphylococcus sp. isoladas de leite cru de cabra, queijo e
manipuladores. Revista Higiene Alimentar, 17: 162.

ROBBERS JE, SPEEDIE MK, TYLER VE, (1997) Farmacognosia e
Farmacobiotecnologia. Baltimore: Editorial Premier, 372 p.

SANTANA EHW, BELOTI V, BARROS MAF, et al. (2001) Contaminacao do leite
em diferentes pontos do processo de producgdo: Microrganismos aerdbios
mesofilos e psicrotroficos. Ciéncias Agrarias, 22: 145-154,.

SANTOS MV, FONSECA LFL, (2007) Estratégias para controle da mastite e
melhoria da qualidade do leite. Barueri: Manole Ltda, 314p.

SANTOS EVAC. Controlo de residuos de substancias farmacologicamente activas
nos animais de producdo e seus derivados. Comparacdo dos diferentes

cenarios na Unido Européia. 2009, 55 p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina

58



Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinéria - Universidade Técnica de
Lisboa, Lisboa.

SILVA N, JUNQUEIRA VCA, SILVEIRA NFA, et al. (2007) Manual de métodos de
anélise microbioldgica de alimentos. 3.ed. S&o Paulo: Varela,536p.

SPINOSA HS, GORNIAK SL, BERNARDI MM, (2002) Farmacologia aplicada &
medicina veterinaria. 3.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 752p.

TAVARES W, (2001) Manual de antibioticos e quimiotergpicos antiinfecciosos.
3.ed. Sao Paulo: Atheneu, 1216p.

TAVARES W, (2009) Antibidticos e quimioterapicos para o clinico. 2. ed. Séo
Paulo: Atheneu, 599p.

TIMM CD, (2003) Avaliacdo da qualidade microbiolégica do leite Pasteurizado
integral, produzido em microusinas da regido sul do Rio Grande do Sul.
Higiene Alimentar, 17: 100-104.

TORKAR KG, VENGUST A, (2008) The presence of yeasts, moulds and aflatoxin
M-1 in raw milk and cheese in Slovenia. Food Control, 19: 570-577.

TRABULSI LR, ALTERTHUM S, GOMPERTZ OS, et al. (2005) Microbiologia.
4.ed. Sao Paulo: Atheneu, 586p.

WIKLER MA, et al. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing:
fifteenth Informational Supplement. Wayne, Pensilvania: Clicnical and
laboratory Standards Institute, 2005.

ZOCCHE F, BESORT LS, BARCELLOS VC, et al. (2002) Qualidade
microbiolégica e fisico-quimica do leite pasteurizado tipo produzido na regido
oeste do Parana. Archives of Veterinary Science, 7: 59-67.

59



CAPITULO 3

Queijo de coalho e requeijao do norte comercializados em Cruz
das Almas — Bahia: qualidade microbiologica e susceptibilidade

antimicrobiana

A ser enviado para a revista Ciéncia Agrondmica — UFC



Queijo de coalho e requeijao do norte comercializados em Cruz das Almas -
Bahia: qualidade microbiolégica e susceptibilidade antimicrobiana

Cheese curd and northern cheese sold in the north Cruz das Almas - Bahia:

microbiological and antimicrobial susceptibility

Gleyde Cordova da Franca Santos*, Jeferson dos Santos de Souza, Norma

Suely Evangelista Barreto e Marcia Luciana Cazetta

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas (CCAAB),
Rua Rui Barbosa, n° 710, Centro, CEP: 44.380-000, Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Email: gleydecordova@yahoo.com.br,

jeferson.pesca@gmail.com, nsevangelista@yahoo.com.br, malulz@yahoo.com.br.

Resumo — Com o objetivo de analisar a qualidade microbiolégica do queijo de
coalho e requeijao do norte foram coletadas 10 e 14 amostras, respectivamente e
guantificadas o numero de micro-organismos mesofilos, bolores e leveduras,
Staphylococcus coagulase positiva, coliformes a 35°C e 45°C, Escherichia coli e
presenca de Salmonella spp. Contaminacdo por Staphylococcus coagulase
positiva foi observada em 80% do queijo de coalho e 7% do requeijdo do norte,
com média de 1,5 x 10° e 8,3 x 103 UFC.g-!, respectivamente. Micro-organismos
mesdfilos apresentaram contagem média de 1,9 x 10° e 2,6 x 108 UFC.g-%, bolores
e leveduras 3,1 x 10° e 3,0 x 10°> UFC.g-}, coliformes a 35°C 1,1 x 10° e 4,4 x 10*
NMP.g?, a 45°C 1,1 x 10° e 9,5 x 102 NMP.g-! e Escherichia coli em 50 e 7% das
amostras de queijo de coalho e requeijdao do norte, respectivamente. Nao foi
observada a presenca de Salmonella. Escherichia coli apresentou resisténcia a
ampicilina (16,7%) e imipenem (16,7%), enquanto Staphylococcus coagulase
positiva foi resistente a nitrofurantoina (55,6%), tetraciclina (88,9%) e vancomicina
(77,7%). Os queijos analisados, além de apresentarem qualidade microbioldgica
insatisfatoria, podem servir de veiculo na disseminacéo de bactérias resistentes a

diferentes agentes antimicrobianos.

Palavras-chave - Micro-organismos patogénicos. Antibidticos. Multirresisténcia.

Segurancga alimentar.
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Abstract - In order to analyze the microbiological quality of cheese curd and
northern cheese were collected 10 and 14 samples, respectively, and quantified
the number of micro-organisms mesophiles, yeasts and molds, Staphylococcus
coagulase positive, coliforms at 35°C and 45°C, Escherichia coli and presence of
Salmonella spp. Contamination by Staphylococcus coagulase positive was
observed in 80% of the cheese curd and 7% of the northern cheese, with an
average of 1.5 x 10° and 8.3 x 10%® UFC.g™*, respectively. Mesophilic micro-
organisms had average count of 1.9 x 10° and 2.6 x 10® UFC.g™, molds and
yeasts 3.1 x 10° and 3.0 x 10° UFC.g}, coliforms at 35°C 1.1 x 106 and 4.4 x 10*
NMP.g?, at 45°C 1.1 x 10° and 9.5 x 102 NMP.g™ and Escherichia coli in 50 and
7% of the samples of cheese curd and northern cheese, respectively. We did not
observe the presence of Salmonella. Escherichia coli was resistant to ampicillin
(16.7%) and imipenem (16.7%), whereas Staphylococcus coagulase positive were
resistant to nitrofurantoin (55.6%), tetracycline (88.9%) and vancomycin (77.7%).
The cheeses analyzed, in addition to having poor microbiological quality can serve

as a vehicle in the spread of bacteria resistant to different antimicrobial agents.

Key words - Pathogenic microorganisms. Antibiotics. Multidrug resistance. Food

security.

Introducéo

O queijo de coalho e o requeijdo do norte ttm ampla aceitacdo comercial,
fazendo parte do habito alimentar da populacdo nordestina. De acordo com a
legislacdo brasileira € exigido o uso de leite pasteurizado na elaboracdo desses
produtos (BRASIL, 2001b; AUGUSTO, 2003), embora o que se observa na
producédo artesanal do queijo é a utilizacdo da matéria-prima in natura (BORGES
et al.,, 2003). Esse fato, aliado a outros aspectos caracteristicos da producédo
artesanal, contribuem para a obtencdo de um alimento de qualidade duvidosa e
elevada carga microbiana.

Os gueijos apresentam uma microbiota bastante diversificada, podendo ser
constituida de micro-organismos desejaveis e indesejaveis. Dentre os desejaveis
destacam-se as bactérias acido-lacticos (BAL) que compreendem 11 géneros de
bactérias  Gram-positivas:  Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,

Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
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Streptococcus, Vagococcus e Weissella (MOGENSEN et al., 2003). No entanto,
micro-organismos indesejaveis deteriorantes e/ou patogénicos, a exemplo da
Escherichia coli, Staphylococcus spp. e Salmonella spp., também podem estar
presentes em funcdo de contaminacdes resultantes do processo de producdo
(NICOLAU et al., 2001; GUEDES NETO, 2004), principalmente quando realizado
por pessoal ndo treinado.

A contaminacdo do queijo ocorre em virtude da matéria-prima de baixa
qualidade, higienizacdo inadequada dos manipuladores, equipamentos, utensilios
e ambiente, presenca de insetos, forma de armazenamento e/ou durante a
comercializacdo. Além disso, a falta de padronizacdo de qualidade também
contribui para a deterioracdo e reducdo da validade comercial do produto,
representando riscos para o consumidor.

O importante papel que os micro-organismos desempenham com relacdo a
qualidade e conservacédo do queijo faz com que estudos microbiol6gicos sejam de
grande importancia a fim de verificar se a presenca de micro-organismos
compromete a integridade do alimento, do ponto de vista microbiolégico. A partir
destas avaliagBes é possivel inferir quais sdo as condi¢ces de higiene em que o

bY

alimento foi produzido e comercializado, os riscos oferecidos a saude do
consumidor. Essa andlise é indispensavel ainda para verificar se os padrdes e
especificacbes microbioldégicos para o alimento estdo sendo atendidos
adequadamente (FORSYTHE, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Em Cruz das Almas, observa-se a escassa fiscalizacdo e controle sanitario
na comercializacdo de queijos artesanais. Falhas de producdo na elaboragéo
desses produtos e no seu armazenamento pdem em risco a saude publica por se
tratar de um alimento que é consumido sem nenhum tratamento adicional. Essa
realidade precisa ser mudada, tanto para garantir alimentos seguros do ponto de
vista microbioldgico, como o aprimorando na elaboracdo dos mesmos. Por outro
lado, os queijos podem veicular estirpes resistentes a agentes antimicrobianos,
uma vez que o leite in natura utilizado como matéria-prima do queijo, pode conter
micro-organismos resistentes a diferentes drogas em virtude da profilaxia em que
0 rebanho é submetido.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica do

gueijo de coalho e requeijdo do norte comercializados no municipio de Cruz das
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Almas, Bahia, visando verificar as condi¢des higiénico-sanitarias dos produtos, e
a susceptibilidade antimicrobiana das estirpes isoladas.

Material e Métodos

No periodo de outubro a dezembro de 2010 foram obtidas 24 amostras de
200g de queijo, sendo 10 de queijo de coalho e 14 de requeijao do norte, em feira
livre, padarias e mini-mercados. As amostra foram encaminhadas ao Laboratério
de Microbiologia de Alimentos e Ambiental, no Nucleo de Estudos em Pesca e
Aquicultura (NEPA) na Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB)
para a quantificacdo de bactérias heterotroficas mesofilas aerdbias, bolores e
leveduras, coliformes a 35°C e 45°C, Staphylococcus spp., Staphylococcus
coagulase positiva, Escherichia coli e presenca de Salmonella. Para a realizacao
das andlises foram utilizados os meios de cultura da marca Himedia.

As Figuras 1 e 2 ilustram as condicOes de estocagem das amostras de

gueijo no comércio varejista de Cruz das Almas.
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Figura 1. A - Utilizagédo de flanela para higiene das maos; B - mesma flanela (Figura A)
em cima da faca utilizada para cortar o queijo; C — flanela utilizada para limpeza da
bancada, préxima aos pedagos de queijos comercializados nos boxes do Mercado
Municipal em Cruz das Almas, Bahia.

Figura 2. Foto visualizando as condi¢des precarias da comercializagdo do queijo em um
dos boxes do Mercado Municipal de Cruz das Almas, Bahia.

Para avaliacdo dos dados obtidos consultou-se a descricdo dos padrbes
microbiolégicos para queijos contidos na Instrucdo Normativa N° 30 do
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Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) (BRASIL,
2001b) e na RDC N °12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2001a).
Contagem de bactérias heterotréficas mesoéfilas aerdbias

Para a conducdo das andlises, pesou-se 25g da amostra, que foi triturada e
diluida em 225 mL de solugdo salina estéril a 0,85% de NaCl para entdo ser
realizada diluicbes seriadas até 10 para o queijo de coalho e até 10° para o
requeijdo do norte. Em seguida, aliquotas de 1 mL foram semeadas em placas de
Petri em duplicata, contendo o meio Plate Count Agar (PCA), em profundidade.
Apos solidificagdo, as placas foram incubadas por 24 - 48 h a 35°C em estufa.
Decorrido esse periodo, as placas contendo entre 25 a 250 colbnias foram
selecionadas e contadas usando contador de colénias (Phoenix - CP 600 Plus)
(SILVA et al., 2007).
Contagem de bolores e leveduras

A partir das diluicbes, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em Agar
Sabouraud Dextrose a 4%, suplementado com cloranfenicol, pela técnica de
espalhamento em superficie, em duplicata e incubadas a 25°C+1 por cinco a sete
dias (SILVA et al., 2007).
Determinac&o do grupo dos coliformes (NMP.g™?)

A determinacao do NMP de coliformes a 35°C e a 45°C foi realizada usando
a técnica de fermentacdo dos tubos mudltiplos em trés etapas distintas: prova
presuntiva, prova confirmatéria e prova bioquimica (SILVA et al., 2007). Na prova
presuntiva aliqguotas de 1 mL da amostra foram inoculadas em Caldo Lauril
Sulfato Triptose (CLS) contendo tubos de Durhan invertidos e incubados por 48 h
a 35°C. O resultado da prova foi confirmado por meio da formacdo de gas nos
tubos de Durhan e turvacdo do meio. Em seguida, o in6culo oriundo dos tubos
positivos foi transferido com auxilio de uma alca de niquel-cromo para tubos
contendo Caldo Lactose Bile Verde Brilhante (CBVB) e caldo Escherichia coli
(EC) e incubados respectivamente, a 35°C por 48 h e 45°C, em banho-maria, por
24 h e os resultados expressos em NMP.mL™. Decorrido esse periodo, os tubos
de EC positivos foram semeados no meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e
incubados a 35°C por 24 h. O resultado positivo de cada série foi anotado, para

posterior consulta a tabela de Hoskins.
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As colbnias caracteristicas de E. coli, isto é, com diametro de 2 a 5 mm,
centro negro, com ou sem brilho metalico esverdeado, foram isoladas em tubos
de ensaio contendo Agar Triptose Soja (TSA) inclinado e incubados em estufa a
35°C por 24 h e, apds esse periodo, as estirpes isoladas foram identificadas nos
testes bioquimicos do IMVIC (Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e
Citrato de Simmons).

Contagem de Staphylococcus spp e Staphylococcus coagulase positiva

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada por meio da
técnica de espalhamento em superficie (spread plate), usando alca de Drigalski.
Inoculou-se 0,2 mL de cada diluicdo em Agar Baird-Parker, em duplicata, a 35°C
por 48 h. As placas contendo de 20 a 200 colbnias caracteristicas de
Staphylococcus, ou seja, colonias negras, circulares, brilhantes, pequenas, lisas,
convexas, com bordas perfeitas e rodeadas por uma zona opaca e/ou halo
transparente foram selecionadas para a contagem. Eventualmente colbnias
atipicas, porém suspeitas, também foram contadas (SILVA et al., 2007).

No teste de coagulase as colbnias tipicas de Staphylococcus coagulase
positiva foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de Caldo Infusdo Cérebro e
Coracao (BHI) e incubados a 35°C por 24 h. Em seguida, 0,2 mL da suspenséo foi
transferida para tubos estéreis, adicionado de 0,5 mL de Plasma de Coelho e
homogeneizado levemente com movimentos de rotacdo. Em seguida, observou-
se a formacdo (teste positivo) ou ndo (teste negativo) de coagulo durante um
intervalo de 6 h a 24 h. Para o teste de catalase, foi feito um esfregaco em uma
lamina de vidro limpa, adicionado uma gota de agua oxigenada (H.0O,) a 3% e
observado borbulhamento imediato. Neste teste a enzima catalase desdobra o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio ocorrendo liberacdo de gas (teste
positivo) ou nao (teste negativo) (LANCETTE; BENETT, 2001). Na interpretacao
dos resultados considerou-se Staphylococcus coagulase positiva todas as
culturas com reacdo de coagulase e catalase positivos. Para o calculo,
considerou-se 0 numero de UFC.g"' em funcéo do nimero de colénias tipicas
contadas, diluicdo inoculada e percentagem de colénias confirmadas (SILVA et
al., 2007).

Pesquisa de Salmonella
Inicialmente foi realizado o pré enriquecimento adicionando 25 g da amostra

em 225 mL de Caldo Lactose (CL) simples (meio nao seletivo, utilizado para
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recuperar células injuriadas) que foi incubado a 35°C por 24 h. Decorrido esse
periodo aliquotas de 1 mL e 0,1 mL eram inoculadas em 10 mL de caldo
Tetrationato (TT) e caldo Rappaport (RV), respectivamente, e incubados por 24 h,
a temperatura de 43°C e 42°C, em banho-maria. Nos tubos com crescimento
microbiano, aliquotas foram retiradas com o auxilio de uma alca de niquel-cromo
e estriadas em placas de Petri contendo os meios seletivos Agar MacConkey
(colbnias tipicas nesse meio caracterizam-se por serem incolores ou translucidas,
levemente amareladas) Agar Salmonella-Shigella (SS) (colonias tipicas nesse
meio sdo transparente com ou sem centro negro) e Agar Verde Brilhante (BGA)
(colbnias tipicas nesse meio caracterizam-se por serem rosdceas a vermelhas) e
incubadas por 24 h a 35°C. As colénias com morfologia caracteristica de
Salmonella foram entdo inoculadas em Agar Ferro Acucar Triplo (TSI) e Agar
Lisina Ferro (LIA), incubados por 24 h a 35°C. A partir do crescimento positivo nos
tubos (4cido na base e alcalino no apice no Agar TSI e alcalino com ou sem
producdo de H,S no Agar LIA), uma nova aliquota foi retirada e semeada em Agar
Triptona Soja (TSA), para posterior identificacdo bioquimica (urease, indol,
fermentacdo de dulcitol, sacarose e lactose, vermelho de metila (VM), Voges-
Proskauer (VP), utilizagdo do citrato e descarboxilacdo da lisina) e testes
sorologicos (SILVA et al., 2007).
Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusédo
em placa (CLSI, 2005). Para a padronizagéo do inoculo a ser utilizado no teste de
resisténcia a antibidticos, mediu-se a densidade Optica da cultura, em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 625 nm (WIKLER et al., 2005).
Com base na escala de MacFarland, a densidade Optica igual a 0,5 equivale a
populacdo de 10" — 108 UFC.mL™. Apés o ajuste do inéculo, mergulhou-se um
swab de algoddo estéril na salina turva, pressionando-o firmemente contra a
parede interna do tubo a fim de ser retirado qualquer excesso e semeados nas
placas contendo Agar Muller-Hinton. Apés cinco minutos, com o auxilio de uma
pingca flambada, os discos de antibittico foram fixados no meio e incubados a
37°C por 18 h. Em seguida, procedeu-se a medicdo dos halos de inibicdo em
torno dos discos, com o uso de paquimetro digital. Os antimicrobianos testados
de acordo com os grupos foram: B-lactamicos — ampicilina 10 ug (AMP), cefalotina

30 pg (CFL), imipenem 10 pg (IPM) e ceftazidime 30 pg (CFZ); nitrofuranos —
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nitrofurantoina 300 pg (NIT); quinolonas — &cido nalidixico 30 pg (NAL) e
ciprofloxacino 5 pg (CIP); tetraciclina — tetraciclina 30 pg (TET); fenicois —
cloranfenicol 30 pg (CLO); vancomicina — vancomicina 30 pg (VAN) e
sulfonamidas — sulfazotrim 25 ug (SUT). Para controle foi utilizada as estirpes de
referéncia Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Cura do plasmidio

Para avaliar a estabilidade do fendtipo do mecanismo de resisténcia, as
estirpes com caracteristicas de resisténcia foram submetidas a técnica de “cura”
de plasmidio (MOLINA-AJA et al., 2002), utilizando-se caldo Luria-Bertani (LB) e o
agente mutagénico Acridine Orange (Sigma) na concentracdo de 100 pg/mL.
Apoés incubacédo, por 24 h a 37°C as estirpes foram novamente expostas aos
discos de antimicrobianos para avaliar se houve alteracéo no perfil de resisténcia
da estirpe.
Multipla resisténcia antimicrobiana

O indice MAR (mdltipla resisténcia antimicrobiana) foi utilizado para
determinacao da multipla resisténcia dos micro-organismos. Este indice é definido
como a/b, ou seja, 0 numero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente (a),
dividido pelo numero de antibiéticos aos quais o isolado foi exposto (b),
multiplicando-se o valor final por 100 para obtencéo dos resultados em percentual
(HIRSCH et al., 2006).
Analise estatistica

Os resultados das andlises foram submetidos ao teste ANOVA por meio do
programa Sisvar 5.1 usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), utilizando os
estabelecimentos como tratamento e as amostragens como repeticdo, sendo o

estabelecimento 01 (feira livre), 02 (padarias) e 03 (mini-mercados).

Resultados e Discusséo
Qualidade microbiana

Os resultados das analises microbiologicas dos queijos de coalho e
requeijdo do norte estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

O resultado da contagem dos micro-organismos mesofilos no queijo de
coalho variou de 1,6 x 10° a 3,5 x 10° UFC.g™ (Tabela 1) sendo a média por

estabelecimento de 1,5 x 10% a 1,9 x 10° UFC.g™ (Tabela 3). Apesar das amostras

69



provenientes dos mini-mercados apresentarem maior contaminagcédo, ndo houve
diferenca significativa entre os estabelecimentos (P>0,05). O numero de mesofilos
no requeijéo do norte variou de 4,6 x 10°a 8,2 x 108 UFC.g™ (Tabela 2), sendo a
média por estabelecimento de 6,7 x 10’ a 2,6 x 10® UFC.g* (Tabela 3). Nesse
caso as amostras das padarias apresentaram maior contaminagdo, porém sem

diferenca significativa entre os estabelecimentos (P>0,05).

Tabela 1. Quantificacdo microbiana do queijo de coalho obtido em diferentes

estabelecimentos na cidade de Cruz das Almas, Bahia, 2010.

Contagem microbiana UFC.g™ ou NMP.g™

Bolores e Coliformes Coliformes Staphylococcus

Amostra Mesofilos Leveduras a 35°C a 45°C spp. Staphylococc.u.s
coagulase posmva

c1 2,4 x10" 1,8 x 10° >1,1 x 10° 1,1x10 1,1x10° 1,1x 10°
Cc2 1,8 x 10° 1,1x10° >1,1x 10° 1,1x10* 2,0x 10* 1,7 x 10*
c3 4,2 x 10° 4,4 x 10* >1,1 x 10° 4,6 x 10* 8,5 x 10° 3,1x 10°
c4 1,6 x 10° 2,5x10* 1,1 x 10° 2,9x10* 7,2 x 10° 1,3x10°
C5 3,5 x 10° 6,0 x 10* >1,1 x 10° 2,9x10° 1,5x 10° 2,0x 10"
C6 5,1 x 10° 2,9x10° >1,1 x 10° 9,3x 10° 2,0x 10°

c7 4,9x 10° 1,4 x 10° >1,1 x 10° 2,1x10° 5,1 x 10° 6,0 x 10"
c8 1,7 x 10° 1,8 x10° >1,1 x 10° 9,3x 10 1,1 x 10’

Cc9 6,9 x 10° 7 x10° >1,1 x 10° 1,5x 10 4,3x10° 1,5x 10°
c10 5,4 x 10’ 3,1x10° >1,1 x 10° 2,4x10° 8,6 x 10° 9,0 x 10°

C =coalho

As contagens de bolores e leveduras para o queijo de coalho variaram de
1,1 x 103 a 3,1 x 10® UFC.g™* (Tabela 1) e a média por estabelecimento de 1,6 x
10* a 3,1 x 10° UFC.g" (Tabela 3). As amostras da feira livre foram as que
apresentaram maior contaminacao. Para o requeijdo do norte a contagem variou
de 2,4 x 102 a 1,5 x 10° UFC.g* (Tabela 3) e a média de 1,6 x 10* a 3,0 x 10°
UFC.g-* (Tabela 3). Maior contaminacdo ocorreu na feira livre.

A pesquisa de bactérias mesofilas nos alimentos é muito importante visto
gue nesse grupo podem estar incluidas bactérias patogénicas de origem
alimentar (MELLO, 2007), enquanto elevada contagem de bolores e leveduras
ocasiona caracteristicas de deterioracdo do produto que podem levar a sua
rejeicdo, além de representar risco a saude publica devido a producédo de

micotoxinas por algumas espécies de bolores (SANTOS et al., 2008).
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Tabela 2. Quantificacdo microbiana do requeijdo do norte obtido em diferentes

estabelecimentos na cidade de Cruz das Almas, Bahia, 2010.

Contagem microbiana UFC.g™" ou NMP.g™

a 35°C a 45°C
R1 6,4x10° 1,6x10° 2,3x10 <3,0 2,8x10°
R2 6,0x10° 2,5x10° 3,6 <3,0 4,1x10°
R3 25x10" 51x10° 43x10° <3,0 3,6 x 10°
R4 53x10° 24x10° 15x10° <3,0 1,6 x 10°
R5 22x10° 22x10° 23x10 <3,0 4,6 x 10" 3,3x 10*
R6 46x10° 43x10° 9,3x10 3,6 2,8x10*
R7 72x10"  48x10° 43x10° 9,2 4,7 x 10*
R8 1,2x10° 4,0x10* 1,5x10 1,5x 10 3,0x10°
R9 82x10° 31x10* 43x10° <3,0 2,8x10°
RO 3,1x10° 2,0x10* >1,1x10° 3,6 7,9x10*
R11 19x10° 46x10* 1,5x10° 1,5x 10 5,3 x 10°
R12 2,1x10° 1,2x10* 43x10 3,6 3,4 x 10*
R13 24x10° 15x10° >1,1x10° 9,2 6,8 x 10*
R14 3,1x10® 2,4x10* >1,1x10° 2,3x10 5,7 x 10°

R = requeijéo do norte

Tabela 3. Contagem média dos micro-organismos pesquisados no queijo de coalho e

requeijdo do norte por estabelecimentos em Cruz das Almas - Bahia.

Média estatistica da contagem microbiana UFC.g™ ou NMP.g™

Coliformes Coliformes

. Lo Bolores e Staphylococcus Staphylococcus
Estabelecimentos Mesofilos Leveduras a 35°C a 45°C spp. coagulase positiva
Queijo de coalho
01 15x10% 3,1x10°a 7,0x10°a 1,0x10%a 1,8 x 10%a 4,3 x10°a
02 9,4x10% 1,9x10%a 1,1x10% 15x10‘ 1,8x10'a 1,5 x 10°a
03 1,9x10%a 1,6x10%a 1,1x10°% 1,1x10°a 7,8x10'a 4,0x 10%a
Requeijdo do norte
01 75x10'a 3,0x10°a 4,4x10%a 4,4x10%a 1,7 x 10°a Oa
02 26x10°a 19x10%a 2,2x10%a 95x10% 1,8 x 10°a Oa
03 6,7x10'a 1,6x10%a 1,6x10% 7,7a 1,6 x 10°a 8,3x 10°a

Obs: Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo
teste de Tukey (P<0,05). Estabelecimentos: 01 feira livre; 02 — padaria e 03 — mini-mercados. UFC

= Unidades Formadoras de Col6nias. NMP = Numero Mais Provavel.

As contagens obtidas para coliformes a 35°C em queijo de coalho variaram

de 1,1 x 10° a >1,1 x 10° NMP.g™ (Tabela 1) destacando-se as padarias e 0s mini-
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mercados com média superior (1,1 x 10° NMP.g™") em relacdo as amostras da
feira livre (Tabela 3). Ja o requeijdo do norte apresentou valores de 3,6 a >1,1 x
10° NMP.g* (Tabela 2) e maior média (4,4 x 10* NMP.g™) para as amostras da
feira livre (Tabela 3). A legislacéo brasileira (RDC n°® 12) também néo estabelece
limites para esse grupo de micro-organismos, embora elevadas contagens
possam representar presenca de outras bactérias do grupo das
Enterobacteriaceaes, potencialmente patogénicas.

A estimativa de coliformes a 45°C para o queijo de coalho variou de 1,1 x 10
a 2,1 x 10° UFC.g™ (Tabela 1), com média de 1,1 x 10° UFC.g*, para as amostras
oriundas dos mini-mercados (Tabela 3). Contagens inferiores para coliformes a
45°C foram obtidas em amostras de requeijao do norte que variaram entre 3,6 a
2,3 x 10 UFC.g-* (Tabela 2) e maior média (9,5 x 102 UFC.g-') nas padarias
(Tabela 3). A elevada contagem de coliformes a 45°C no queijo de coalho sugere
a utilizacdo de leite cru ou cozimento brando na sua produgcdo. Enquanto a
contaminacdo do requeijdo do norte, demonstra contaminacdo posterior ao
processamento térmico, uma vez que ao ser elaborado, é submetido a
temperatura elevada, que auxilia na eliminagdo de bactérias termoldbeis como os
coliformes.

A legislacdo determina um limite de 5 x 102 NMP.g™ para esses queijos,
assim o queijo de coalho esteve impréprio em 70% das amostras. Escherichia coli
foi encontrada em 50% das amostras de queijo de coalho e em 7% das amostras
de requeijao do norte. Os coliformes a 45°C pertencem a um grupo de bactérias
gue tém seu habitat no trato intestinal do homem e de outros animais de sangue
guente, e sua presenca no alimento indica contaminacdo do produto com material
fecal, evidenciando um risco para a saude dos consumidores devido algumas
estirpes serem altamente patogénicas (SALOTTI et al., 2006).

O queijo de coalho, apresentou contaminacdo por Staphylococcus spp. da
ordem de 2,0 x 10* a 7,2 x 10® UFC.g-* (Tabela 1), destacando-se como as mais
contaminadas as amostras provenientes da feira livre (média de 1,8 x 10® UFC.g"
! Tabela 3). No requeijéo do norte a contagem foi de 1,6 x 103 a 5,7 x 10° UFC.g™
com maior média nas padarias (1,8 x 10° UFC.g™). Staphylococcus coagulase
positiva foi isolado em 80 e 7% das amostras de queijo de coalho e requeijao do
norte, respectivamente, sendo as amostras de queijo de coalho provenientes das

padarias as mais contaminadas (1,5 x 10° UFC.g-!, Tabela 3). Essas amostras
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ultrapassaram, para esse grupo, o limite preconizado pela legislagdo brasileira
(BRASIL, 2001), que determina que a contagem maxima seja de até 5 x 102
UFC.g™. A intoxicacdo estafilocécica é a causa mais frequente de surtos de
doencas microbianas transmitidas por alimentos e casos esporadicos atribuidos
ao consumo de produtos lacteos, principalmente queijos, tém sido relatados em
muitos paises (CARMO et al, 2002). Em razdo de estafilococos serem
comumente encontrados nas fossas nasais, garganta, leito subungueal e pele de
portadores humanos, estudos epidemiolégicos de surtos de intoxicacao
estafilococica tém apontado os manipuladores como a principal fonte de
contaminacgao do alimento (PEREIRA et al., 1999).

Quanto a pesquisa de Salmonella spp., ndo foi detectado a presenca deste
micro-organismo nas amostras analisadas, atendendo ao estipulado pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2001a), ou seja, auséncia em 25¢g de alimento. A
auséncia de Salmonella spp. nas amostras pode estar relacionada a presenca de
bactérias laticas, que tornam o queijo um meio adverso a sobrevivéncia de micro-
organismos patogénicos ou pela condi¢cédo estressante advinda do processamento
e estocagem a que o alimento é submetido (ALMEIDA et al., 2003).

As amostras da feira livre destacaram-se por apresentar as piores condicdes
de comercializacdo. Este fato ocorre devido as precarias condicdes de higiene
dos boxes de comercializacdo, além da falta de sanitizacdo das facas de corte,
uso de flanelas para a retirada de residuos e limpeza das méos e o uso de
plasticos jA engordurados para embalar o produto. O ambiente apresentava-se
sujo, com presenca de gaiolas de péassaros, teias de aranha e demais insetos
voadores (Figura 2). Em alguns casos, 0s queijos ficavam amontoados ou atras
de bancadas sem serem embalados adequadamente.

Mesmo os boxes da feira apresentando todos esses problemas, ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) entre as amostras de todos os estabelecimentos
(Tabela 3), demonstrando que todos os estabelecimentos comercializam produtos
de ma qualidade microbiol6gica. A elevada incidéncia dos micro-organismos
presentes nos produtos pode estar relacionada tanto as falhas de producéo
quanto a temperatura em que os produtos eram comercializados, além da
manipulacdo excessiva pelos vendedores em virtude da venda a granel dos

produtos. A falta de conhecimentos tecnolégicos da méo-de-obra, padronizacdo
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de producdo e fiscalizacdo acentua os fatores que contribuem para a ma
qualidade microbiolégica dos queijos.

Resisténcia antimicrobiana

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de seis estirpes de E. coli e
nove de Staphylococcus coagulase positiva estdo apresentados nas Figuras 3 e
4. Escherichia coli apresentou grande percentual de sensibilidade a quatro grupos
de antimicrobianos (B-actamicos, nitrofuranos, quinolonas e sulfonamidas) e baixo
perfil de resisténcia intermediaria e resisténcia apenas para o0 grupo dos [-
lactamicos (Figura 3). As estirpes de Staphylococcus coagulase positiva
apresentaram perfil de susceptibilidade a cinco grupos de antibioticos (B-
lactamicos, tetraciclina, fenicois, quinolonas e sulfonamidas) e perfil de resisténcia
intermediaria aos antibidticos ceftazidima (11,1%), vancomicina (22,3%) e
nitrofurantoina (44,4%). Apresentaram resisténcia a nitrofurantoina (55,6%),

vancomicina (77,8%) e tetraciclina (88,8%) (Figura 4).

Sulfazotrim
Ciprofloxacino
Acido nalidixico
Nitrofurantoina
Cefalotina

Imipenem

Ampicilina

m Sensivel (%) Intermediario (%) ™ Resistente (%)

Figura 3. Percentual de susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli
isolada de amostras de queijo de coalho e requeijao do norte comercializados em
Cruz das Almas, Babhia.
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Vancomicina
Acido Nalidixico
Ciprofloxacino

Cloranfenicol

Tetraciclina
Nitrofurantoina 44,4 . 556 |
Imipenem
Ceftazidima
E Sensivel (%) Intermediario (%) ™ Resistente (%)

Figura 4. Percentual de susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli
isolada de amostras de queijo de coalho e requeijao do norte comercializados em

Cruz das Almas, Bahia.

Considerando que o queijo artesanal € um produto bastante manipulado,
deve-se salientar que as bactérias E. coli e Staphylococcus coagulase positiva,
podem ser oriundas tanto da matéria-prima, quanto dos manipuladores e por isso,
nao se pode afirmar que as cepas com resisténcia vieram apenas do rebanho
leiteiro tratado com antibidticos.

A elevada susceptibilidade (100%) para ambas as bactérias aos
antimicrobianos acido nalidixico e ciprofloxacino (grupo das quinolonas) e ao
sulfazotrim (sulfonamidas) (Figura 3 e 4) é bastante satisfatoria, visto que a
resisténcia as quinolonas tem emergido como um importante problema de saude
publica, resultante da sua livre utilizacdo na producdo animal, dentre outros
(JACOBY, 2005). A associacao das sulfas com o trimetoprim (sulfazotrim) atua
blogueando a formacdo dos &acidos que sdo necessarios a sintese das bases
purinas, metionina e timina, essenciais para o0 metabolismo da célula bacteriana
(TRABULSI et al., 1999).

Para os isolados de E. coli, constatou-se que algumas estirpes
apresentaram resisténcia intermediaria a cefalotina (16,7%) e resisténcia a
ampicilina (16,7%) e imipenem (16,7%), todos pertencentes ao grupo dos B-

lactamicos. Os bacilos Gram-negativos produzem enzimas do tipo B-lactamases
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gue sao codificadas em genes cromossOomicos e plasmidiais, capazes de destruir
a acgao antimicrobiana dos antibioticos B-lactamicos (TAVARES, 2009). Esse tipo
de resisténcia € preocupante uma vez que a maioria dos genes para a producao
das enzimas [-lactamases reside em regibes moveis do DNA bacteriano,
tornando-os transferiveis para outras bactérias (SPINDLER, 2009).

As estirpes de Staphylococcus coagulase positiva apresentaram perfil de
resisténcia a nitrofurantoina (55,6%), a vancomicina (77,7%) e a tetraciclina
(88,9%) (Figuras 4). O grau de resisténcia encontrado frente a nitrofurantoina
pode ser justificado, pelo uso inadequado que acarreta alteragdes cromossémicas
(COSTA, et al., 2002) ou devido a transferéncia de genes entre bactérias por
geracdes. Segundo a Instrucdo Normativa niumero 9, de 27 de junho de 2003 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003), é proibida a
fabricacdo, a manipulacao, o fracionamento, a comercializagdo, a importacao e a
utilizacéo desse principio ativo e produtos que os contenham para uso veterinario.
Os produtos autorizados que continham tais farmacos foram retirados do
comércio, devido aos efeitos toxicos que causariam a espécie humana caso
fossem consumidos na forma de residuos em carne, leite e derivados.

A resisténcia elevada a tetraciclina (Tabela 4) pelos isolados de
Staphylococcus coagulase positiva € um resultado presumivel, uma vez que este
antimicrobiano € um dos mais antigos, sendo usado tanto para o tratamento como
promotor de crescimento (FUZIHARA, 2001). A resisténcia adquirida a este
antimicrobiano pode ser devida a alteracbes cromossOmicas resultantes de
mutacdo ou adquirida pela transferéncia de genes de resisténcia (TAVARES,
2009). Apesar de ter sido banido no Brasil em 1998, como aditivo alimentar em
racdes de animais, ainda se faz o uso desse antibiético (ROSSI, 2005).

Sensibilidade a vancomicina pelas estirpes de Staphylococcus coagulase
positiva, (22,3% de sensibilidade intermediaria e 77,7% de resisténcia) (Tabela 4)
pode estar relacionada ao espessamento da parede celular ou ao aprisionamento
das drogas pela hiperprodugcéo de componentes da parede (TAVARES, 2009). A
reducdo da sensibilidade a vancomicina esta descrita pelo U. S. Department of
Health Care Services of the United States of America em 1997 e representa uma
grande preocupacao por se tratar de uma das ultimas opc¢des terapéuticas contra
este micro-organismo (HOEFEL; LAUTERT, 2006) sendo proibido seu uso na

medicina veterinaria.
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O perfil de multiresisténcia para os isolados de E. coli e Staphylococcus
coagulase positiva (indice MAR) mostrou que nenhum dos isolados de E. coli
apresentaram multiresisténcia diferentemente do observado para Staphylococcus
coagulase positiva (Tabela 4). Perfil de multirresisténcia representa sérios
problemas terapéuticos devido ao progressivo declinio do numero de
antimicrobianos com eficacia para o tratamento das infec¢cdes humanas e animais
(LEVY, 2002).

Quando realizado o teste de cura do plasmidio nos dois isolados observou-
se que 100% das estirpes de E. coli apresentaram fendtipo de resisténcia
mediada por plasmidios (perda do plasmidio) (Tabela 4). Enquanto nas estirpes
de Staphylococcus coagulase positiva a resisténcia mediada por plasmidio foi
observada apenas em 44,4%. Resisténcia envolvendo genes cromossomais, uma
vez que essa caracteristica nao foi perdida, foi observada em cinco estirpes para
a vancomicina e a tetraciclina, e em trés estirpes para a nitrofurantoina.
Resisténcia mediada por plasmidio em duas estirpes de Staphylococcus

coagulase positiva a vancomicina também foi observada (Tabela 4).

Tabela 4. indice de mdltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) e perfil de resisténcia
plasmidial de E. coli e Staphylococcus coagulase positiva isolados de amostras de queijo,

em Cruz das Almas — Ba.

Cepa  Resisténcia aos Antimicrobianos MAR (%) Re5|st§n.c|a
Plasmidial
Ec C8 IMP 14,3 IMP
Ec C9 AMP 14,3 AMP
Sc+ C1 TET 111 -
Sc+ C2 NIT — TET — VAN 33,3 NIT - TET
Sc+ C3 NIT — TET — VAN 33,3 NIT - TET
Sc+ C4 TET 111 -
Sc+ C5 NIT — TET — VAN 33,3 -
Sc+ C7 NIT — VAN 22,2 -
Sc+ C9 VAN - TET 22,2 VAN
Sc+ C10 NIT — TET — VAN 33,3 VAN
Sc+ R5 TET — VAN 22,2 -

Ec = E. coli; Sc+ = Staphylococcus coag. +. IMP = imipenem, AMP = ampicilina, TET =

Tetraciclina, NIT = nitrofurantoina, VAN = vancomicina.
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A resisténcia cromossomica depende de mutacdo espontanea, um evento
raro, sendo dirigida quase sempre a uma s6 droga e os genes transferidos com
frequéncia relativamente baixa. Por isso, seu impacto clinico € menor que o da
resisténcia plasmidial (ALTERTHUM, 2008). Por outro lado, a presenca de
plasmidios-R torna possivel a troca de genes de resisténcia entre as bactérias.
Este fendbmeno de sele¢do cruzada contribui para o aumento dramatico do
namero de mudiltipla resisténcia bacteriana, aumentando assim o risco de
transferéncia de plasmidios e codificacdo de resisténcia para microrganismos
patégenos (MIRANDA; ZEMELMAN, 2002).

Conclusdes

O queijo de coalho e requeijao do norte comercializados em Cruz das Almas
apresentam elevada carga microbiana, podendo servir de veiculos para surtos de
toxiinfeccdes alimentares. Adicionalmente, a identificagcdo de estirpes resistentes
de E. coli e Staphylococcus coagulase positiva multirresistentes demonstra o risco
na disseminacdo de bactérias resistentes a diversas drogas a populacao usuaria

desses alimentos.
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