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RESUMO

No periodo de dezembro de 2011 a fevereiro de 2012, avaliou-se a qualidade
bacteriolégica de 60 amostras de queijos minas frescal, de producdo artesanal,
através dos parametros estabelecidos em legislacdo (BRASIL, 2001) para contagens
de coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva, e presenca dos
microrganismos Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. As amostras foram
colhidas em feiras livres da cidade de Volta Redonda, localizada na regido sul
fluminense do estado do Rio de Janeiro. Além das pesquisas exigidas para o
julgamento do produto em préprio ao consumo, foram avaliadas as contagens de
coliformes totais, presenca e contagem de Escherichia coli, além de identificagdo de
outras espécies de Listeria spp. Em relacdo a presenca de Coliformes
termotolerantes, 34 (56,6%) amostras apresentaram-se em desacordo com
estabelecido, com contagens entre 1,2x10° e 7,5x10*° UFC/g. Dentre as matrizes
alimenticias analisadas, 58 (96,6%) foram consideradas impréprias ao consumo
humano por superarem os limites de contagens para Staphylococcus coagulase
positiva. Na pesquisa para presenca de Salmonella spp., nove (15%) amostras,
foram consideradas improprias ao consumo humano, por possuirem 0
microrganismo em 25g das amostras analisadas. A Listeria monocytogenes nao foi
isolada em nenhum dos queijos avaliados, porém constataram-se outras espécies
do género em cinco amostras. Baseado nos limites estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001), 100% das amostras avaliadas
foram consideradas impréprias ao consumo humano. Na contagem de coliformes
totais foram encontrados valores entre 1,2 x 10° e 9,4 x 10'° UFC/g em 100% das
amostras. E. coli foi encontrada em 11 (18,3%) amostras, com contagens entre
2,4x10* UFC/g e 3,7x10*° UFC/g. Dentre as col6nias de Staphylococcus coagulase
positiva isoladas, 106 (44,53%) foram consideras S. aureus (BRASIL, 2003). As
estirpes de E. coli, S. aureus, Salmonella spp. e Listeria spp. isoladas, foram
submetidas a acdo de antimicrobianos para avaliacdo da susceptibilidade aos
agentes. Nos resultados foram encontrados percentuais elevados de resisténcia das
estirpes a determinados farmacos, destacando 92% e 83% dos isolados de S.
aureus aos agentes Aztreonam e Penicilina. Os agentes, Aztreonam, Ampicilina e
Ceftazidina, foram inibidores de apenas 21,44%, 35,72% e 35,75%,
respectivamente, dos isolados de E. coli testados. A Gentamicina foi o
antimicrobiano testado em estirpes de Salmonella spp. com maior eficiéncia, inibindo
95% das estirpes. Entre as espécies de Listeria spp. destacou-se a resisténcia das
cinco estirpes isoladas ao agente Aztreonam. Interpretando-se o0s resultados
encontrados concluiu-se que as amostras das partidas analisadas podem ser
consideradas de risco em potencial a saude coletiva.

Palavras-chave: Intoxicacdo. Inocuidade. Escherichia coli. Antimicrobiano.



ABSTRACT

Between December 2011 and February 2012, 60 samples of "Minas Frescal”
farmhouse cheese were analyzed regarding to bacteriological quality. The counting
processes for thermotolerant coliforms and Staphylococcus positive coagulase, as
well as the testing for micro-organisms presence such like Salmonella spp. and
Listeria monocytogenes were made according the established parameters by the
brasilian legislation. These samples were collected at open air fairs in the city of
Volta Redonda, southern region of the state of Rio de Janeiro. Besides obligatory
researches for products consumption approval, were also evaluated the counting of
total coliforms, presence testing and counting of Escherichia coli, and also the
identification of Listeria spp. different species. Regarding the presence of
thermotolerant coliforms, 34 (56,6%) of the collected samples were not on legislation
compliance, showing values between 1,2x10°> and 7,5x10*° UFC/g. Amongst all
analyzed products, 58 (96,6%) failed regarding consumption purposes, due to
exceed the counting limits for Staphylococcus positive coagulase. On research
testing for Salmonella spp. presence, 9 (15%) samples failed. The analysis on 25g of
the product showed positive result for this micro-organism. On the other hand, the
Listeria monocytogenes was not isolated in any of the analyzed cheeses, but other
species of this kind were verified in five of the samples. Considering the limits
established by the authority “Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria” (BRAZIL,
2001), 100% of the analyzed samples were considered unfit for human consumption.
The counting of total coliforms showed high values between 1,2 x 10° and 9,4 x 10*°
UFCG/g, in 100% of the samples. E. coli micro-organism was found in 11 (18,3%)
samples, counting values between 2,4 x 10* and 3,7 x 10'° UFC/g. Among isolated
Staphylococcus positive coagulase colonies, 106 (44,53%) were considered S.
aureus (Brazil, 2003). E. Coli, S. aureus, Salmonella spp. and Listeria spp. isolated
strains, were submitted to antimicrobial agents to verify their susceptibility to these
agents. The results showed high percentuals of those strains tolerance to certain
pharmaceuticals, where we can highlight the 92% of isolated S. aureus tolerant to
Aztreonam agents and 83% of them tolerant to Penicillin agents. Aztreonam,
Ampicillin and Ceftazidin agents proved to be capable of inhibiting only 21,44%,
35,72% and 35,75% respectively, of tested isolated E. coli micro-organisms.
Gentamicin turned out to be the more efficient antimicrobial tested on Salmonella
spp. strains, inhibiting 95% of them. Among the Listeria spp. species, we can
highlight the tolerance of all 5 isolated strains to Aztreonam agent. After examing all
retrieved data, we can conclude that all samples analyzed can be considered
potential risk to public health.

Keywords: Intoxication. Innocuity. Escherichia coli. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

Todo ser humano tem direito a alimento seguro, e cabe aos 0rgaos
fiscalizadores o zelo por tal conquista. No Brasil, surtos de intoxicacoes e
contaminacdes causados por agentes patogénicos veiculados a alimentos sé&o
significativos. Gastos nas areas de saude, no pais, seriam evitados caso houvesse
uma fiscalizagdo mais eficiente e rigorosa.

Produtos de origem animal associam-se a surtos de doengas, por possuirem
condicdes propicias a adaptacdo e multiplicacdo de agentes patogénicos. A criacdo
de animais fornecedores de alimentos exige cumprimentos legais, a fim de se obter
produtos de qualidade, com elevado valor nutritivo, caracteristicas sensoriais
preservadas e auséncia de contaminagdo nociva a saude do consumidor. Ha de se
atentar a todas as fases de criacdo do animal, além das etapas de processamento
da matéria prima, para que o produto alimenticio ofertado tenha inocuidade e
gualidade asseguradas.

No Brasil, pais de grande diversidade cultural e social, a producdo animal
focada no mercado alimenticio € comum, e quando nao, ou ma, fiscalizada, pode
contribuir com a veiculagcédo de agentes causadores de doencas. As bactérias estédo
entre 0s principais agentes etiologicos de doencas humanas, veiculadas em
alimentos, e sua susceptibilidade aos antimicrobianos disponiveis influencia no
sucesso do tratamento terapéutico de determinadas patologias. O uso
indiscriminado de farmacos na medicina humana e veterinaria tem selecionado
cepas bacterianas mais resistentes, dificultando a escolha de protocolos
terapéuticos ao combate a certos agentes.

Todo manejo do animal durante sua criacdo, incluindo alimentacdo e
tratamentos terapéuticos, assim como produtos de higienizacdo e sanitizacdo de
equipamentos e utensilios utilizados no processamento da matéria prima, podem
influenciar na resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos.

Produtos de origem animal de qualidade duvidosa estdo disponiveis aos
consumidores por todo o pais, principalmente no comércio informal, desprovido de
fiscalizacdo adequada e acompanhamento profissional competente. Este tipo de
comércio pode ser pernicioso a saude coletiva, uma vez que atinge uma porcao
significativa da populacao, atraida por produtos artesanais de valor econémico mais

acessivel.
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Neste trabalho objetivou-se averiguar a qualidade higiénico-sanitaria de
gueijos minas frescal artesanais, comercializados em feiras livres da cidade Volta
Redonda- RJ, além de avaliar a susceptibilidade, a antimicrobianos, das estirpes
patogénicas isoladas. As amostras foram submetidas as analises propostas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para classificar as condi¢des do
produto ao consumo humano, e ainda a andlises necessarias para avaliacao
higiénica, fisico-quimica e ao isolamento de determinados agentes patogénicos,
para os testes de susceptibilidade a antimicrobianos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de amostras de queijo minas frescal
comercializados em feiras livres da cidade de Volta Redonda, localizada na regiédo
sul do estado do Rio de Janeiro, e averiguar a sensibilidade antimicrobiana das

estirpes bacterianas patogénicas isoladas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos foram desenvolvidos conforme se segue:

a) Contar coliformes totais.

b) Contar coliformes termotolerantes.

c) Contar e isolar Escherichia coli.

d) Contar e isolar Staphylococcus coagulase positiva.

e) Identificar cepas de S. aureus.

f) Avaliar a presenca de Salmonella spp.

g) Avaliar a presenca de Listeria spp. e L. monocytogenes.

h) Testar a suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de E. coli isoladas.

i) Testar a suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de Staphylococcus
coagulase positiva isoladas.

]) Testar a suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de Salmonella spp.
isoladas.

K) Testar a suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de Listeria spp. isoladas.

) Aferir a temperatura das amostras no momento da colheita.

m) Aferir o pH das amostras.

n) Avaliar o percentual de umidade das amostras.
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3 JUSTIFICATIVA

A qualidade dos alimentos de origem animal comercializados em feiras livres
€ questionavel, podendo apresentar riscos a salude dos consumidores. N&do ha
comprovagbes da procedéncia da matéria prima utilizada, das condi¢bes de
processamento, transporte e armazenamento dos produtos, além de, na maioria das
vezes, ser precaria a fiscalizacdo que preze pela inocuidade deste tipo alimento,
cuja qualidade é julgada pelos proprios produtores e consumidores, baseados em
parametros sensoriais.

Os derivados lacteos estdo entre os produtos de origem animal mais
comercializados informalmente devido a facilidade em seu beneficiamento e a
aceitacdo no mercado, o que atrai pequenos criadores a ofertarem suas producdes
artesanais. A falta de infraestrutura e conhecimento técnico na fabricacdo aliada a
ma fiscalizacdo em estabelecimentos e pontos de comercializagdo, fazem desses
alimentos possiveis veiculadores de patdgenos. A fim de alertar aos profissionais
gue prezam pela saude coletiva e também aos consumidores, é de suma
importancia informacdes em relacdo a qualidade desses produtos lacteos visto que
oferecem condi¢des fisico-quimicas ideais para adaptacdo e multiplicacdo de
microrganismos patogénicos, procedentes da manipulacdo humana e de animais.

Como em outras cidades brasileiras, a comercializacao informal de alimentos
de origem animal é realizada na cidade de Volta Redonda em feiras livres, onde
60% dos pontos de venda de produtos do género comercializam derivados lacteos
fabricados artesanalmente, sendo o queijo minas frescal o mais ofertado. Sendo
assim de suma importancia a avaliacio da qualidade destes produtos,
principalmente por serem de consumo imediato, isentos de qualquer processamento

entre a aquisicdo e o consumo.
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4 REVISAO DE LITERATURA

A domesticacdo dos animais mamiferos, no Periodo Neolitico da pré-historia,
cerca de 10.000 anos a.C culminou na descoberta de suas secre¢cdes mamarias
como fonte de energia. O leite oriundo da ordenha, inicialmente de cabras e bovinos,
primeiros mamiferos domesticados, supria parte das necessidades energéticas dos
homens por apresentar teores significativos de carboidratos e gordura. Altamente
perecivel, era consumido fresco e em curto periodo de tempo, sendo armazenado,
guando necessario, em visceras infladas de animais, para facilitar seu transporte.
Estima-se que essa forma de armazenamento, embora sem relatos comprovados,
tenha permitido a observacao da coagulagdo da matéria fluida, consequente da acéo
de enzimas presentes nas visceras. A massa formada era de sabor agradavel, com
durabilidade superior ao produto ordenhado, e tornou-se uma alternativa de
consumo. O sal, j& conhecido como auxiliar na conservacdo de alimentos, era
adicionado a massa garantindo, além da preservacdo, melhoria em seu sabor
(GEIGL, 2008; ZEDER; HESSE, 2000).

Embora seja relatado o consumo de queijos em passagens biblicas (Samuel
17: 17-18), a mais antiga evidéncia arqueolégica de sua fabricacdo foi encontrada
nas pinturas de uma tumba egipcia datada em 2000 a.C (TRINDADE, 2012). Os
primeiros queijos foram fabricados no Oriente Médio ou Asia Central, sendo a
atividade, posteriormente, disseminada pela Europa (HARBUTT, 2010). Durante a
Idade Média a elaboracdo dos derivados se diversificou com aromas, sabores e
consisténcias distintos. Nesse periodo as producfes concentravam-se em mosteiros,
€ eram 0S monges 0S responsaveis por inovacdes como adicdo de especiarias ao
leite para melhorar seu sabor e utilizagdo de diferentes métodos de conservacédo da
massa coagulada. Muitos dos queijos conhecidos foram registrados no final da ldade
Média. Também foram os monges o0s primeiros a valorizarem a higienizacdo e a
gualidade do leite como fatores influentes nas caracteristicas dos derivados lacteos
(LEANDRO, 2008). A presenca de bactérias no leite foi observada por Athanasius
Kircher em 1659 e ratificada em 1847 por Bondeuau, justificando as observactes
dos monges (JAY, 2005). Os religiosos foram capazes de observar que as
condicbes de preparo do produto e a qualidade da matéria submetida ao
beneficiamento influenciavam em seu rendimento, em seus aspectos sensoriais e

em sua preservacdo. Diante disso criavam recipientes especificos para o
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armazenamento do leite fluido, além de preconizarem a manutencdo das massas
coaguladas em ambientes apropriados (CHALITA, 2009). A comercializacdo dos
laticinios era realizada em feiras, nas ruas de pequenas vilas, sendo o rendimento, o
sabor e a durabilidade os Unicos fatores responsaveis pela preocupacao dos
fabricantes com a higienizacao no processamento (HARBUTT, 2010).

A Revolucéo Industrial, na Europa, alavancou as producdes, devido ao uso de
maquinarios especializados e de melhorias nas condigcbes de transporte,
possibilitando o deslocamento, em menor tempo, de quantidades maiores de leite
fresco sem comprometer sua qualidade, entre as areas rurais e as cidades. Essas
mudancas foram fundamentais para a disseminacgao da atividade, por toda a Europa,
permitindo em 1815, na Suica, a inauguracdo da primeira fabrica de queijos. O
aumento gradual do consumo desse derivado lacteo atraia investimentos de outras
culturas, como a Oriental e a Americana, que iniciavam suas produc¢des. Em 1851,
os Estados Unidos ja fabricavam queijos em larga escala (CHALITA, 2009)

Louiz Pasteur, em 1857, observou que 0s microrganismos presentes no leite
eram responsaveis pelo seu azedamento. No mesmo ano, W. Taylor incriminou o
leite como responsavel pela febre tifoide, e sua microbiota, conhecida pela influéncia
gue exercia na qualidade e conservacdo, passou a apresentar riscos a seus
consumidores (JAY, 2005). A veiculacdo de agentes patogénicos pelo leite
influenciou pesquisas que visassem a melhoria de sua qualidade e garantissem a
seguranca dos consumidores. Em 1864, apo0s observar a resposta de certos
microrganismos a acdo de temperaturas elevadas, Pasteur criou a pasteurizacao,
sugerida por Fran Von Soxhlet , em 1886, para que fosse utilizada no leite com o
objetivo de inativar a microbiota nociva aos consumidores. No ano de 1890 iniciou-
se a pasteurizacao do leite comercial nos EUA (JAY, 2005).

Embora satisfatéria, e ainda hoje utilizada, a pasteurizacdo nao foi suficiente
para que o leite deixasse de ser incriminado como veiculador de agentes
patogénicos (SILVA et al., 2001; SILVA et al., 2010). Varios fatores tém contribuido
para esta situacdo: a existéncia de grupos populacionais vulneraveis ou mais
expostos; a urbanizacdo desordenada e a producao de alimentos em grande escala,
a producédo e comercializacdo informal; a exigéncia de maiores cuidados na criacao
dos animais, além de fiscalizacdes inadequadas, dos estabelecimentos comerciais e
produtores de alimentos (BRASIL, 2010).
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4.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Doencas cujos agentes etiolégicos sdo veiculados a alimentos,
genericamente chamadas de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA), de Origem
Alimentar (DA) ou ainda Doencas Veiculadas a Alimentos (DVA), séo caracterizadas
pelo comprometimento do sistema digestério em humanos, causando dores
gastricas, nauseas, vOmitos e diarreias. Podem ocorrer também afeccbes em
meninges, rins, figado, sistema nervoso central e, em casos mais graves, diarreia
sanguinolenta, insuficiéncia respiratéria e renal agudas. A duracdo dos sintomas
varia de poucas horas a dias, sendo influenciada pelo estado imunol6gico do
paciente, quantidade de alimento, espécie do microrganismo e tipo de toxina,
ingeridos (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).

Segundo Franco e Landgraf (2003), a contaminacdo de alimentos pode ser
classificada em perigos quimico, fisico e biologico; sendo as enfermidades de
natureza biolégica subdivididas em intoxicacoes e toxinfeccbes alimentares. A
intoxicacdo alimentar € decorrente da ingestdo de toxinas presentes em alimentos e
produzidas a partir de concentracdes elevadas de microrganismos produtores da
substancia. Quando se ingere alimentos contaminados por microrganismos capazes
de aderirem a mucosa intestinal, e ou de colonizarem outras células produzindo
toxinas nocivas, tém-se as toxinfeccées. Conforme Germano e Germano (2010), as
contaminacdes de natureza biolégica sdo o principal perigo a Saude coletiva, e as
bactérias sdo os agentes mais envolvidos em surtos alimentares.

A importancia da veiculacdo das bactérias em alimentos € confirmada pelo
Ministério da Saude (MS), por meio de dados referentes a surtos alimentares
ocorridos no Brasil, entre os anos 2000 e 2011, em que constam 0S agentes
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli entre os principais
isolados. No mesmo levantamento o envolvimento de produtos de origem animal,
como veiculadores dos agentes etiologicos, foi confirmado em 2118 (61%) dos
casos identificados (BRASIL, 2011). As condi¢des fisicas, quimicas e nutricionais
oferecidas por esse tipo de alimento, favorecem a adaptacdo e multiplicacdo de
microrganismos, 0 que os classificam como um risco a saude coletiva quando
processados de maneira inadequada (RISTOW, 2007; TRONCO, 2010).
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A maioria dos casos de doencgas alimentares ndo € notificada as autoridades
sanitrias, e a omissdo por profissionais da area de saude ou mesmo pelas vitimas,
prejudica o conhecimento epidemiologico das enfermidades (FORSYTHE, 2002).
Consta, no artigo 2° da Portaria do Ministério da Saude n° 1461 de 22 de dezembro
de 1999, a obrigatoriedade de notificacdes de surtos de doencas alimentares no
Brasil (BRASIL, 1999), no entanto, muitos dos casos no pais ndo séo identificados
corretamente, limitando as informacdes em relagdo aos principais agentes
etiolégicos e alimentos veiculadores (BRASIL, 2011).

As concentracfes de agentes patogénicos em alimentos, responsaveis por
alteracbes patolégicas em humanos, na maioria dos casos sdo inferiores as
necessarias para o inicio das alteracdes sensoriais e essa condicao interfere na
conscientizagcdo dos consumidores, que associam contaminacdo a alimentos
degradados (ALMEIDA, 2011). Para ser considerado apto ao consumo humano, o
alimento deve atender a padrdes de identidade e qualidade pré-estabelecidos em
relacéo aos aspectos higiénico-sanitarios e nutricionais (BRASIL, 1997).

Em relac&o aos produtos de origem animal, deve-se preconizar condi¢cfes de
processamentos em conformidade com os padrdes de boas praticas de fabricacao,
assim como armazenamento e conservacdo adequados (PRATES, 2010;
SANGALETTI et al., 2009). Também €é essencial que se tenha assisténcia técnica,
realizada por profissionais capacitados, durante toda a vida do animal com manejo
nutricional e terapéutico ideais para garantia de matéria prima de boa qualidade
(GERMANO; GERMANO, 2010). Nao é possivel a eliminacdo completa dos
microrganismos contaminantes presentes nos produtos de origem animal, no
entanto a adocéo de praticas adequadas de fabricacdo e de recursos tecnolégicos
auxilia no controle desses agentes a niveis mais seguros (ANDRADE, 2008).
Entende-se por boas praticas os procedimentos utilizados para atingir padrdes de
identidade e qualidade de produtos, ou servicos na area de alimentos, cuja eficacia e
efetividade sejam avaliadas por inspecdo e ou investigacdo (BRASIL, 1993). Os
seguimentos comerciais que desrespeitam essas exigéncias oferecem aos
consumidores produtos de menor qualidade e comprometida inocuidade, como
ocorre em producbes e comercializacbes informais, desprovidas de
acompanhamento profissional (ALMEIDA, 2011). Duarte et al. (2005) confirmaram
gue alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de se

apresentarem contaminados devido ao uso de matérias primas de fontes nao
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seguras e auséncia de sanificacdo nas fabricagdes. O termo artesanal empregado
aos alimentos pode ser dubiamente interpretado, podendo ser associado a uma
elaboracdo que preconize as caracteristicas originais do produto, e por isso sao
empregados métodos tradicionais de processamento, ou a uma producao realizada
por métodos rudimentares, isenta de maiores preocupac¢des com a inocuidade.

No Brasil, a comercializacdo de alimentos em vias publicas ainda é comum,
sendo as feiras-livres uma modalidade de mercado varejista ao ar livre, realizada
semanalmente, organizada como servico de utilidade publica voltado a distribuicéo
local de géneros alimenticios e outros produtos basicos (ALMEIDA, 2011). Porém,
mesmo com 0 aumento da preocupag¢ao com a seguranca dos alimentos esse tipo
de comércio ainda é precariamente fiscalizado, sendo os produtos ofertados um
risco a saude dos consumidores (AMSON, 2005; PERESI, 2001). A presenca de
microrganismos patogénicos em alimentos comercializados informalmente é
atestada em pesquisas realizadas em diferentes regibes do pais (BRANT et al.,
2007; GRANDI; ROSSI, 2007; SALOTTI et al., 2006; ZAFFARI et al., 2007).

4.2 LEITE E DERIVADOS COMO VEICULADOR DE AGENTES PATOGENICOS.

Oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de
vacas sadias bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 1952), o leite € considerado
um alimento de elevado valor biolégico para o consumo humano devido a presenca
em sua composicdo de elementos como agua, carboidratos, proteinas, gordura e
sais minerais (CORTEZ; CORTEZ, 2008). Embora seja secretado estéril nos
alvéolos mamarios, o leite é suscetivel a microrganismos contaminantes ainda no
interior do Ubere do animal. Durante o processo de ordenha o risco de contaminacao
€ ainda maior devido a presenca de agentes na parte externa do Ubere e tetos, em
equipamentos e utensilios e ainda no préprio manipulador responséavel. Esta
contaminacao pode chegar a milhdes de bactéria por mililitro do produto ordenhado,
e conter microrganismos patogénicos e deteriorantes prejudiciais a sua qualidade e
de seus derivados, assim como a saude dos consumidores (BRITO; BRITO, 2001).

Brito e Brito (2001) relataram entre os principais fatores contribuintes para
contaminacao do leite, a presenca de doencgas no rebanho, a higienizacdo precéaria

de instalacbes e equipamentos nas propriedades, a ma qualidade da agua e o
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acondicionamento e transporte em condi¢cbes improprias. A agua utilizada em
propriedades leiteiras, quando n&o potavel, pode ser considerada fonte de
contaminacao para o produto ordenhado visto que € utilizada para a higienizacéo de
equipamentos e utensilios, hidratacdo e higiene dos animais (AMARAL et al., 2003;
AMARAL et al., 2004). Os microrganismos patogénicos veiculados pelo leite e seus
derivados, atingem por via oral o organismo dos consumidores (TRABULSI, 2008).
Entre surtos alimentares ocorridos e identificados no Brasil entre os anos 2000 e
2011, apresentados pela Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude,
350 (16,5%) foram associados ao leite e a seus derivados (BRASIL, 2011).

O sistema circulatério dos mamiferos é o responséavel pela irrigacdo das
glandulas mamarias, logo as altera¢des recorrentes no organismos dos animais
influenciam diretamente no produto secretado. Elevadas concentracbes de
proteinas, quando fornecidos a rebanhos leiteiros para o aumento da producéao,
predispdem as glandulas mamarias a processos inflamatérios. Além disso,
tratamentos terapéuticos aos quais 0s animais sao submetidos podem acarretar na
presenca de agentes quimicos no leite fluido e também na resisténcia dos
microrganismos veiculados, dificultando o controle das inflamagGes das glandulas
mamarias (NASCIMENTO, 2001; VAN SCHAIK, 2002).

A mastite € uma das enfermidades mais importantes no rebanho leiteiro,
capaz de determinar consideraveis perdas econdmicas pela reducédo da qualidade
do leite e pela possibilidade de perda da capacidade secretora (CORTEZ; CORTEZ,
2008). A enfermidade no animal também compromete a saude coletiva visto que tém
como principais agentes etiologicos bactérias patogénicas ao homem (MEDEIROS;
SOUZA, 2009). Entre aos principais agentes responsaveis por inflamacdes das
glandulas mamarias dos rebanhos leiteiros destaca-se o S. aureus, variando sua
prevaléncia entre 7 e 40% nos rebanhos afetados. Outras espécies de
microrganismos, em menor frequéncia, ja foram isoladas de leite mastitico e entre
elas E. coli e Pasteurella multocida (GERMANO; GERMANO, 2010).

Para minimizar as contaminacfes presentes no leite cru, a industria dispde de
recursos tecnoldgicos que permitem producbes seguras aos consumidores. A
pasteurizacdo, embora insuficiente para garantir a inocuidade dos derivados lacteos,
segundo Oliver et al. (2005), minimiza a carga microbiana no material fluido. Porém,
em determinadas produc¢fes artesanais o tratamento térmico ndo € realizado, seja

para manter a originalidade do produto, seja pela precariedade em infraestrutura
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(FEITOSA et al.,, 2003). Quando em elevadas concentragcfes no leite, certos
microrganismos produzem substancias toxicas e deteriorantes que por serem
termoestaveis, ndo sdo destruidas na pasteurizacdo. Quando o tratamento térmico
ndo é realizado, ou 0 é de maneira inadequada, as substancias toxicas apresentam-
se em maiores concentracdes visto que ha uma relacao direta entre sua producao e
as concentragbes dos microrganismos, mais elevadas em leite cru (FORSYTHE,
2002).

4.3 QUEIJOS

O queijo, além de preservar o valor nutricional do leite aumentando o prazo
comercial, € um produto mais estavel, palatavel e adaptado as necessidades do
mercado, sendo recomendado em dietas de todas as faixas etarias (CORTEZ,
CORTEZ, 2008). Esse derivado lacteo é o mais difundido em todo o mundo, e
embora tenha um conceito de fabricagdo comum, a origem da matéria fluida e
diferentes técnicas aplicadas em seu processamento, possibilitaram o surgimento de
aproximadamente 2.000 tipos de variacées (JUNQUEIRA, 2008).

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado obtido por separacao
parcial do soro do leite ou leite reconstituido, ou de soros lacteos, coagulados pela
acao fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos
organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar,
com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e
matérias corantes (BRASIL, 1952).

Durante o processo de fabricagdo de queijos tém-se varios pontos
considerados criticos para a garantia da inocuidade do produto final. Para o preparo
desses derivados, a matéria prima deve ser obtida em condi¢des higiénico-sanitarias
ideais e conservada em local apropriado até o seu beneficiamento, as instalacfes e
equipamentos devem ser higienizados corretamente além de se ter comprovada a
salde dos manipuladores (ANDRE, 2006).

Nas producdes de queijos, consideram-se as duas denominacdes para
artesanal uma vez que se tém elaboragbes cuja finalidade é assegurar as

caracteristicas originais do produto, e para tal é realizada em conformidade com as
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legislagbes vigentes e comercializada formalmente, e produgbes cujas
preocupacdes com higiene e inocuidade s&o desprezadas, sendo realizadas de
maneira rudimentar e na informalidade (SEBRAE, 2008). Embora haja divergéncias
entre os fabricantes, os consumidores tém esses produtos como sendo de qualidade
e de maior valor nutritivo, 0 que garante a comercializacdo informal consumidores
fiéis e descrentes do risco envolvido (ALMEIDA, 2011).

4.4 QUEIJOS NO BRASIL

Foi em Salvador, em 1581, que jesuitas fabricaram o primeiro queijo no Brasil,
utilizando como principais ingredientes, leite ordenhado de animais trazidos de Cabo
Verde e o coalho oriundo de visceras de animais abatidos. Porém foi no Estado de
Minas Gerais, no século XIX que surgiram as primeiras queijarias, em consequéncia
do desenvolvimento local e migragéo durante o ciclo do ouro, que atraia aventureiros
de todo o territorio nacional e da Europa. O primeiro movimento industrial do pais,
influenciado pelo médico Carlos Sa, proporcionou modernizacédo das queijarias, com
maquinarios modernos e técnicos europeus. Também foi Carlos o responsavel, em
1888, pelo registro do primeiro rétulo de queijo no arquivo nacional (LEANDRO,
2008).

Entre os anos 2000 e 2008 o consumo per capita de queijos, no Brasil,
cresceu 30,8%, passando de 2,6 kg para 4,4 kg/habitante/ano, com aumento gradual
nos anos de 2009 e 2010 (FILHO; POMBO, 2010). No entanto, os dados sobre o
consumo de queijos no pais sdo contestaveis devido a pulverizacdo do setor. Os
valores em relagcdo ao consumo e producdo poderiam ser mais representativos,
porém o numero de pequenos e micro laticinios que atuam regionalmente e fora do
ambito do Servico de Inspecdo do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), dificulta a obtencdo de informacfes oficiais, ndo sendo
possivel um registro do que € produzido informalmente (SEBRAE, 2008). Conforme
especialistas da Associacdo Brasileira das Industrias de Queijos (ABIQ) as
producfes industriais representam aproximadamente 60% do total de queijos
fabricados no pais, sendo o restante atribuido ao mercado informal com pequenos
produtores e empresas nao cadastradas, cujas producbes s&o basicamente

artesanais.
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Em 2009, produziu-se no Brasil, que tem a elaboragao de queijos como uma
das mais importantes atividades na industria de laticinios, cerca de 700 mil
toneladas do produto, sendo as variedades mais fabricadas: mucarela, prato,
requeijao e queijo minas frescal (FILHO;POMBO, 2010).

4.5 QUEIJO MINAS FRESCAL

Considerado o Unico genuinamente brasileiro, o queijo minas frescal € um
produto de grande aceitacdo no mercado, elaboracdo simples e alto rendimento, o
gue atrai o interesse de industrias e pequenos produtores (CHALITA, 2009).
Caracterizado pela producédo artesanal, com leite cru, em propriedades mineiras, foi
adaptado a industria com utilizacdo de leite pasteurizado e partir de 1980, sua
producéo no pais aumentou significativamente, atraida por investidores que visavam
retorno econémico acelerado, tornando o produto um dos derivados mais fabricados,
superando outros lacteos (GERMANO; GREMANO, 2010).

Definido como fresco, obtido por coagulacédo parcial enzimatica do leite com
coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com a
acao de bactérias lacticas especificas, 0 queijo minas frescal é classificado como
semi-gordo e de muita alta umidade (55%), sendo uma variedade ndo maturada e de
reduzida validade comercial (BRASIL, 1996; BRASIL, 2001; BRASIL, 2004). Os
principais constituintes do queijo minas frescal (agua, gordura, proteinas, lactose,
acido latico, cloreto de sédio e sais) influenciam nas caracteristicas organolépticas
do produto, como a coloracdo, maciez, sabor e odor (ORDONEZ, 2005).
Comercializado na forma cilindrica, com peso entre 0,5 e 3 Kg, esse derivado lacteo
apresenta massa crua, de coloracdo esbranquicada, teor de sal entre 1,4% e 1,6%
(SILVA; SILVA, 2005). Em relacdo ao pH, Furtado (2005) considerou uma variacao
normal entre 5,1 e 6,6.

As mesmas propriedades que classificam os queijos minas frescal como um
alimento nutritivo, colaboram na adaptacdo e multiplicacdo de microrganismos
contaminantes, sejam deteriorantes ou patogénicos (CAMARA et al., 2002). Embora
seja obrigatéria a pasteurizacdo do leite para a elaboracdo de queijos cuja
maturacdo ndo exceda 60 dias, € comum em producdes informais de queijos minas

frescal a coagulacao do leite sem tratamento térmico prévio (FEITOSA et al., 2003).
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Vasconcelos (2006) revelou que a contaminagéo de queijos fabricados com leite cru
€ agravada principalmente quando ordenhado precariamente, na auséncia de
higienizagdo adequada.

Quando fabricado artesanalmente, por pessoas nao treinadas o queijo minas
frescal é exposto a contaminacdo por microrganismos, comprometendo sua
gualidade e a seguranca de seus consumidores. As producdes e comercializacdes
informais sdo encontradas em todo o pais e, na maioria dos casos, em condi¢cdes
precéarias de higiene e veiculando agentes patogénicos (ROCHA et al.2006). As
embalagens utilizadas para o isolamento do produto quando n&do apropriadas,
influenciam na concentragcédo de agentes contaminantes (TEMELLI, 2006).

Assumpcao et al. (2003) afirmaram que a manipulacéo, necessaria durante a
fabricacdo de derivados lacteos, quando realizada por profissionais ndo saudaveis
ou de forma inadequada pode acarretar em elevadas contaminacdes dos produtos,
mesmo apods o tratamento térmico da matéria fluida. Segundo Andrade (2008), a
higienizacdo completa, principalmente de méaos e antebracos dos manipuladores,
evita recontaminacdo do leite pasteurizado ou elevacdo da concentracdo de
microrganismos presentes no leite cru.

Salotti et al. (2006) comprovaram a suscetibilidade dos queijo minas frescal a
contaminacdo, em estudo realizado em Jaboticabal- SP, apds confirmarem a
presenca de agentes patogénicos em 100% das amostras analisadas. Para Soto
(2009) uma fiscalizacdo orientada aos produtores e comerciantes pode garantir a
gualidade dos alimentos.

Constam na RDC N°12 (BRASIL, 2001), os limites de contagem e presenca
dos principais microrganismos associados ao queijo minas frescal, exigidos para que
0 produto seja considerado préprio ao consumo humano. Em relacdo aos
microrganismos coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva
exige-se contagens inferiores a 5,0x10° UFC/g para exemplares sem a acdo de
bactérias lacticas e 5,0x10° UFC/g, quando estas estdo presentes em abundancia.
Em relacdo a Listeria monocytogenes e Salmonella spp., é exigido a auséncia dos

agentes em 25¢g da amostra.

4 5.1 Coliformes
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Identificadas na familia Enterobacteriaceae, as bactérias dos grupos dos
coliformes totais e termotolerantes, considerados coliformes 35°C e 45°C, séo
comumente associadas a deterioracao de queijos causando fermentacBes anormais
e estufamento precoce. A contaminagdo de queijos por estes microrganismos em
pesquisas nacionais merece destaque, por revelarem precariedade nas condi¢bes
higiénicas e a possivel presenca de agentes patogénicos (ALMEIDA FILHO; NADER
FILHO, 2002).

Os coliformes termotolerantes sao microrganismos presentes no ambiente, no
trato gastrointestinal de homens e animais e sdo diferenciados das demais bactérias
do grupo coliformes por apresentarem a capacidade de fermentar a lactose a 44,5°C
+ 0,5°C, produzindo &acido e gas. Embora algumas cepas de Klebsiella spp. e
Enterobacter spp. apresentem esta caracteristica, E. coli € a espécie do grupo
considerada o melhor indicador de contaminacdo fecal, por ser a uUnica que
apresenta o trato gastrointestinal como habitat primario (SOUSA, 2006.).

Diversos relatos indicaram que queijos minas frescal comercializados no
Brasil sdo amplamente contaminados, confirmando a auséncia de boas praticas e
utilizacdo de matéria prima de baixa qualidade na fabricacdo dos derivados seja ha
industria ou em producdes artesanais (ARAUJO et al. 2002; VILELA et al., 2001).
Quando avaliada a qualidade microbiolégica de queijos comercializados no estado
do Rio Grande do Sul, Zaffari et al. (2007) constataram a presenca de coliformes
termotolerantes acima dos padrdes preconizados em legislacdo, em 84% dos

produtos analisados.

4.5.1.1 Escherichia coli.

E. coli foi reconhecida como patégeno alimentar, em 1971, apds ser
encontrada em queijos comercializados em estados norte americanos, provocando
gastroenterites entre os consumidores do produto (JAY, 2005). A presenca da
bactéria estd associada a contaminacao do alimento por conteudo fecal e representa
um risco, pois causa infeccdes graves, podendo levar o paciente a 6bito. Embora
seja uma Unica espécie, possui inUmeros tipos antigénicos, cuja colonizacdo das
células intestinais tem como consequéncia a producao de toxinas responsaveis por

comprometer a salde dos individuos infectados. A intensidade da injuria provocada
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por esse microrganismo depende da estirpe infectante, da quantidade ingerida, e
das condi¢bes imunoldgicas do infectado (GERMANO; GERMANO, 2010).

E. coli pode ser classificada como comensal ou patogénica. As estirpes dos
grupos denominados comensais adaptam-se passivamente no intestino de humanos
sem causar doencas, sendo a maioria deficientes de fatores de viruléncia
(TRABULSI, 2008). Em relacdo as E. coli patogénicas, que apresentam riscos a
salde humana, tém-se a distincdo dos grupos baseada na sintomatologia
apresentada por vitimas do microrganismo, sendo os de maior importancia
patogénica classificados como: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasoras (EIEC), E. coli enteropatogenica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli enteroagregativas (EAggEC)
(JAY, 2005).

A possibilidade dos individuos infectados eliminarem nas fezes a E. coli,
aumenta o risco de contaminacdo de materiais, solo, agua e, consequentemente,
dos alimentos, durante ou ap0s o processamento, caso haja algum descuido em
relacdo a higiene durante a manipulacdo (BARRETO et al., 2012; CAMPOS et al.,
2006). Carneiro (2008) relatou elevadas concentracdes do patdgeno E. coli em
manipuladores de alimentos mesmo apo0s a higienizacdo das maos, enquanto
Amaral et al. (2004) isolaram a bactéria em amostras de agua utilizadas na
higienizacdo de instalagdes de uma propriedade leiteira.

O leite cru € uma via de transmissao importante do patdgeno, principalmente
guando recebe tratamento térmico inadequado. E. coli ndo apresenta resisténcia a
temperaturas elevadas, sendo sensivel a faixa de 60°C em poucos segundos, porém
pode resistir por longos periodos quando em temperatura de refrigeracao (SILVA et
al., 2010). A confirmacéo da bactéria em queijos tem sido relatada em pesquisas em
diferentes regides do pais confirmando ser este tipo de derivado lacteo um possivel
veiculador do patégeno. Quando avaliada a qualidade bacteridlogica de queijos
artesanais no Estado do Rio Grande do Sul, Feitosa et al. (2003) isoloram a E. coli
em 7,7% das amostras pesquisadas, enquanto que na regido centro oeste do pais
Paneto et al. (2007) isolaram a bactéria em 48 (96%) amostras dentre as 50

analisadas, fabricadas com leite ndo pasteurizado.

4.5.2 Staphylococcus coagulase positiva
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O género Staphylococcus € constituido por bactérias do tipo cocos, que
podem apresentar-se individualmente, em pares ou em tétrades, formando
grupamentos irregulares semelhantes a cachos de uva. S&o bactérias Gram-
positivas imdveis, catalase positivo, anaerdbios facultativos e resistem a altas
concentracfes salinas (10% - 20%). As espécies Staphylococcus intermedius, S.
hydicus e S. aureus sdo as principais espécies do género capazes de produzir
enzimas coagulase e enterotoxinas termorresistentes, sendo consideradas agentes
etiolégicos de interesse para a industria alimenticia (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Algumas espécies de Staphylococcus coagulase negativa também produzem
enterotoxinas (CUNHA et al., 2007; VERAS et al., 2008), e embora tenha aumentado
a veiculacdo dessa espécie em alimentos, sdo menos relatadas em casos de surtos
alimentares (JAY, 2005). Na legislacdo brasileira ainda é exigida a pesquisa de
Staphylococcus coagulase negativa para condenar ou ndo um alimento ao consumo
humano.

A intoxicacdo alimentar causada por Staphylococcus coagulase positiva
ocorre apoés a ingestdo do alimento com a toxina pré-formada e a producdo desta
sustancia nociva aos humanos esta associada a concentracdo da bactéria presente
no alimento. Embora a producédo de toxina ocorra em todas as fases de crescimento
do microrganismo, quantidade da substancia suficiente para intoxicacdo de humanos
estdo presentes segundo Forsythe (2002), em concentracdes maiores da bactéria
como partir de 10°UFC/g, porém alguns autores ja associaram surtos alimentares a
concentracfes menores do agente (VERAS, 2003).

Entre as espécies do género, a mais isolada em casos de surtos alimentares
€ S. aureus, classificado como a mais patogénica entre as espécies coagulase
positiva. Os seres humanos e 0S animais S80 0s principais reservatorios de S.
aureus, sendo a cavidade nasal seu principal habitat, podendo ser encontrado em
individuos saudaveis (MENEGOTTO; PICOLI, 2007; WONG; BERGDOLL, 2002). E
a partir da cavidade nasal que o microrganismo atinge a epiderme, ar, agua, solo,
alimentos ou qualquer outro objeto que entre em contato com o individuo (FRANCO;
LANDGRAF, 2003; GRANDO et al., 2008).

Staphylococcus sdo os principais agentes causadores de mastite, sendo 0s
patdégenos mais isolados em leite cru ordenhado de animais com essa enfermidade
(MEDEIROS; SOUZA, 2009; OLIVEIRA et al, 2002). Esta contaminacdo do leite

pode comprometer a inocuidade dos produtos derivados, uma vez que as toxinas
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resistem a tratamentos térmicos aos quais a matéria prima é submetida (PINTO et
al., 2011; SILVA et al., 2000).

Loguercio e Aleixo, (2001), ao avaliarem a qualidade microbiol6gica de
queijos minas frescal produzidos artesanalmente na cidade de Cuiaba MT,
constataram que 96,6% das 30 amostras analisadas estavam em desacordo com a
legislacdo vigente. Destacam-se também as avaliacdes realizadas por Salotti et al.,
(2006) onde confirmaram 30% das 60 amostras avaliadas, positivas para
Staphylococcus coagulase positiva.

Amaral et al. (2004) relataram o possivel envolvimento da éagua de
propriedades leiteiras como fonte de contaminacdo por S. aureus podendo ser
responsabilizada tanto pelo processo inflamatério das glandulas mamarias dos
animais a mastite quanto pela contaminacao direta do leite. Langoni et. al (2006)
constataram os Staphylococcus coagulase positivas como 0s principais agentes
causadores de mastite subclinica, destacando os S. epidermidis e S. aureus entre 0s
mais isolados entre 124 amostras de leite analisadas em propriedades destinadas a

caprinocultura.

4.5.3 Salmonella spp.

Microrganismo da familia Enterobacteriaceae, Salmonella spp. € um dos
principais agentes de doencas de origem alimentar no mundo, inclusive no Brasil
(BRASIL, 2011; TRABULSI, 2008). Entre os agentes patogénicos identificados em
surtos alimentares no pais entre os anos de 2000 e 2011, foram relatados 1660
(42,2%) casos de Salmonella spp.(BRASIL, 2011). A bactéria se apresenta como
bastonetes Gram-negativos, geralmente moéveis, e crescem a temperaturas entre
5°C e 47°C (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Segundo Oliveira (2003), a salmonelose é uma das doencas infecciosas mais
problematicas a saude coletiva em funcédo de sua endemicidade, morbidade e dificil
controle. Salmonella spp. estdo distribuidas na natureza, porém tém o trato
gastrointestinal dos humanos e dos animais como habitat primario. Agente da febre
tifoide, a Salmonella Thyphy € um dos sorovares mais importantes, além de
Salmonella Typhimurium, responsavel por inimeros relatos de surto alimentares
relatados na literatura (ALVES; PINHEIRO, 2007).
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O envolvimento de bactérias do género em derivados lacteos tem sido
relatado em diferentes estados do pais, principalmente em alimentos de producéo
artesanal, nos a quais presenca do agente patogénico € associada a precariedade
na higienizagdo durante a fabricacdo do produto (PEREIRA et al. 1999). Feitosa et
al. (2003), ao avaliarem a qualidade microbiolégica de 23 amostras de derivados
lacteos no estado do Rio Grande do Norte constataram a presenca de Salmonella
spp. em 3 % dos exemplares, enquanto Duarte et al. (2005) isolaram, no estado de
Pernambuco, o microrganismo em 5,5% das 127 amostras testadas.

4.5.4 Listeria spp.

Embora isolado desde 1926, o microrganismo Listeria spp. foi considerado um
agente etiolégico veiculado a alimentos na década de 80. A ingestao dos alimentos
contaminados pode causar em humanos a listeriose, doenca caracterizada por
gastroenterite, porém em casos mais graves pode provocar meningite,
meningoencefalite e sepse. Em grupos de risco, como imunossuprimidos, neonatos,
idosos e gestantes, a listeriose pode ser letal e, apesar de atingir um grupo reduzido
de pessoas, pode apresentar taxa de mortalidade entre 20 e 40% (MCLAUCHLIN et
al., 2004).

Este microrganismo se apresenta como pequenos bastonetes Gram-positivos
nao esporogénicos e sdo considerados psicrotroficos, devido sua capacidade de
multiplicacdo em temperaturas de refrigeracdo, podendo também resistir ao
congelamento (GASANOV, 2005; JAY, 2005). As espécies desse género sao
imoveis quando crescem em temperaturas de 35°C, mas apresentam motilidade
caracteristica a temperaturas de 25°C, e possuem a capacidade de fermentar
glicose e outros carboidratos com producédo de acido, mas sem producdo de gas
(RYSER; DONNELLY, 2001).

O Género Listeria € constituido por seis espécies, sendo L. monocytogenes a
mais importante em saude coletiva, devido seu alto risco patogénico ao ser humano.
As espécies L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L. ivanovii podem também
apresentar efeitos patogénicos, porém os relatos sdo raros (GERMANO;
GERMANO, 2010). Listeria spp. sao distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em vegetacao deteriorada, solos, fezes de animais, silagem, esgotos e

aguas (JAY, 2005). Segundo Germano e Germano (2010), 1 a 10% dos seres
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humanos séo portadores assintomaticos de L. monocytogenes no intestino, também
encontradas em 37 espécies de mamiferos e 17 espécies de aves.

Os alimentos frescos de origem animal podem apresentar numeros variados
deste microrganismo e, embora a dose infectante seja desconhecida, tem-se que
100 organismos presentes em leite cru ou pasteurizado sejam o suficiente para
causar a doenca em grupos de risco. A presenca do microrganismo em silagens e
como causador de mastite confirma a possivel veiculacdo deste agente pelo leite
(GERMANO; GERMANO, 2010).

As bactérias do género Listeria spp. sdo sensiveis e pouco competitivas
sendo sua adaptacdo ao meio prejudicada pela presenca de outros microrganismos,
assim como das condicdes fisico-quimicas do alimento (JANTZEN et al. 2006;
VLAEMYNCK; MOERMANS, 1996). Embora a presenca de Listeria spp. possa ser
limitada por bactérias naturais do leite, casos de listeriose envolvendo queijos e
outros derivados lacteos como principais veiculadores do microrganismo evidencia a
importancia desses alimentos na cadeia epidemiologica da doenca (BORGES et al.,
2003; CARVALHO et al., 2005; CATAO; CEBALLOS, 2001; GUERRA; BERNARDO,
2005). Silva et al. (1998) ao avaliarem a presenca de Listeria spp. em diferentes
tipos de queijos, relataram 11(11,68%) exemplares positivos para L. mococytogenes,
13 (12,62%) por L. innocua e 6 (5,83%) e 1(0,97%) contaminados por L. gravi e L.

welshimeri, respectivamente.

4.6 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos € conhecida desde
gue foram utilizadas as primeiras substancias quimioterapicas, antes mesmo do
inicio do uso clinico de sulfonamidas e penicilinas nos anos de 1933 e 1941,
respectivamente (TRABULSI, 2008). Ao descobrir a penicilina, em 1929, Fleming
observou a ineficiéncia da substancia em alguns microrganismos, 0 que esta
relacionado as carateristicas naturais de algumas bactérias (FLEMING, 1929).

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos € natural, considerada
um fendbmeno genético, devido a presenca de genes capazes de codificar diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo dos farmacos (LI et al., 2007). Os

microrganismos produtores de antimicrobianos apresentam mecanismos de
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autoprotecdo em relacdo as suas substancias. H4 também a resisténcia adquirida,
devido & mutacdo e a capacidade de certas estirpes transferirem, por meio de
mecanismos de transducéo, transformacao e conjugacao, envolvendo plasmideos e
transposons, 0s genes responsaveis pela resisténcia, que pode se estabelecer entre
microrganismos de diferentes populacbes, como da microbiota animal para a
humana ou ao contrario (NIJESTEN, 1993; TRABULSI, 2008).

A partir de 1950 os antimicrobianos foram amplamente distribuidos e
indiscriminadamente utilizados em clinicas humana e veterinéria, em industrias,
como conservantes de alimentos ou ainda comercialmente, como promotores de
crescimento na criacdo de animais (TRABULSI, 2008). Essa utilizagdo teve como
consequéncia o aumento da resisténcia antimicrobiana, que desde entédo representa
importancia consideravel para saude publica (APPELBAUM, 2007; BARRETO, 2007;
DROPA, 2006; HARAKEN et al., 2009; HOF, 2003). O uso de antimicrobianos
seleciona 0s microrganismos mais resistentes e a transferéncia dessa informagéo
garante a resisténcia das estirpes bacterianas, mesmo sem exposi¢cdo prévia a
substancia (NAWAZ, 2002; TAVARES, 2000).

A ingestdo de alimentos contaminados pode acarretar, também, em uma
maior resisténcia das bactérias naturais da microbiota intestinal do infectado, uma
vez que 0S microrganismos resistentes presentes no alimento, ao atingirem o trato
gastrointestinal, terdo a possibilidade de transferirem genes responsaveis por
determinada caracteristica (BYARUGABA, 2004). A resisténcia de bactérias
presentes no alimento € influenciada pelo seu processamento (PERESI et al, 2006).
Em produtos de origem animal, todo o manejo ao qual o individuo fornecedor de
alimento é submetido, como alimentacdo e tratamentos quimioterapicos é
importante, assim como a higienizagdo, sanitizacdo, e manipulacdo durante o
processamento da matéria prima.

O leite e seus derivados possuem algumas substancias antimicrobianas como
lactoferrina, conglutinina e lactoperoxidade. Durante a sintese do leite, condi¢cdes
como a utilizacdo de promotores de crescimento e quimioterapicos casuais, podem
influenciar na resisténcia dos agentes veiculados, porém a utilizacdo de
antimicrobianos em tratamentos de mastite é a principal causa dessa resisténcia
(ANDREOTTI; NICODEMO, 2004).

Ao avaliar a sensibilidade antimicrobiana de cepas de S. aureus isoladas de

amostras de leite oriundas de animais mastiticos Freitas et al. (2005), constataram
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qgue seis dos nove antibioticos testados ndo foram eficientes. Langoni et al., (2006),
avalioram a susceptibilidade dos principais agentes responsaveis pela mastite e
constatou que todas as estirpes eram resistentes a no minimo um dos farmacos,
destacando a resisténcia de 75% dos S. aureus isolados a penicilina e a acéo
eficiente da gentamicina em 93, 7% das estirpes. Estudos que tratam da
susceptibilidade de patdgenos responséaveis pela mastite bovina, no Brasil, apontam
0 aumento crescente no padrao de resisténcia (BRITO; BRITO, 2001)

O desenvolvimento da resisténcia por certas bactérias € mais rapido que a
capacidade da industria para producao de novos farmacos, sendo importante que
analises de sensibilidade antimicrobiana in vitro sejam consideradas pelos
proprietarios antes da escolha do tratamento, para que esse seja mais eficiente.
Estes estudos também auxiliam as industrias na fabricagdo de medicamentos mais
eficazes para o tratamento de doencas nos seres humanos (MADIGAN, 2010;

McCALLUM,2010).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL

O material utilizado durante a realizacdo das andlises foi descrito durante a
abordagem das metodologias aplicadas.

5.2 METODOS

5.2.1 Colheita e Identificacdo das amostras

Adquiriram-se 60 amostras de queijo em 10 pontos (boxes) de
comercializacdo, situados na feria livre dominical da cidade de Volta Redonda.
Foram realizadas, quinzenalmente, entre os meses de dezembro de 2011 e fevereiro
de 2012, seis colheitas compostas por 10 queijos inteiros cada, sendo um de cada
boxe (Figura 1).

Figura 1: Boxes de comercializacdo de produtos de origem animal em feiras livres
na cidade de Volta Redonda- RJ.

O numero de amostras analisadas foi baseado nas exigéncias de
representatividade do método descrito por Di Giacomo e Koespsell (1986) com base
na prevaléncia estimada entre 5% e 10%, encontrada em trabalhos semelhantes,

para o microrganismo L. monocytoges, cujo percentual de isolamento € o menor

entre 0s agentes pesquisados (SILVA et al, 1998)
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Embora apresentassem embalagens proprias, os exemplares foram alocados
em embalagens secundarias de plastico de polietileno ap6s a afericdo da
temperatura, e lacradas com abracadeiras de plastico. As embalagens secundarias
tinham como finalidade evitar a contaminacao cruzada, durante o transporte ao local
de andlise. A identificacdo das amostras foi realizada com uma letra seguida de um

namero, representando o dia e o ponto de colheita, respectivamente.

5.2.2 Transporte

ApoOs a identificacdo, as amostras foram armazenadas em caixas isotérmicas
em cujo interior continha gelo industrializado, tipo gel, além de termdémetro de
ambiente para avaliagdo da temperatura. Devidamente lacrada, a caixa de
transporte foi encaminhada ao Laboratorio de Controle Microbiologico de Produtos
de Origem Animal do Departamento de Alimentos da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense, localizado no municipio de Niter6i RJ.

As amostras eram mantidas em temperatura inferior a 4°C até o momento das
analises, realizadas em um periodo inferior a 24 horas, respeitando os limites

estabelecidos por Midura e Bryant (2001).

5.2.3 Preparo das subamostras para procedimento analitico

As amostras foram preparadas conforme consta no anexo V da IN N°62
(BRASIL, 2003). As analises foram realizadas no interior de camara asséptica, sobre
bancada de material inoxidavel devidamente higienizada e sanitizada, com alcool
70%, e apds ser submetida a acédo de luz ultravioleta por no minimo de 15 minutos
(Figura 2).
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Figura 2: Camara asséptica preparada para as analises bacteriolégicas.

Material como tesoura, pingas e bisturi, e as amostras foram manipuladas na
zona de protecao fornecida pela chama do bico de Bunsen, presente na bancada.
As aliquotas necessarias para as analises foram compostas por fragmentos de
areas distintas das amostras, a fim de se obter maior representatividade do produto.
Para a pesagem e homogeneizacao foram utilizados, respectivamente, balanca de
precisao digital (Martec® LC1) e homogeneizador “Stomacher’( Seward® 80).

As amostras foram submetidas as seguintes analises bacterioldgicas:
contagem de coliformes totais, contagem de coliformes termotolerantes com
pesquisa de E. coli, contagem de E. coli, contagem e isolamento de Staphylococcus
coagulase positiva, Pesquisa de Salmonella spp. e Pesquisa de Listeria spp. com
identificacdo de espécies. Para as analise de coliformes e Staphylococcus spp.,
eram adicionados 25 g da amostra em 225ml de Solucdo Salina Peptonada
0,1%(SSP 0,1%), obtendo-se a diluicdo 10 * da amostra. Com auxilio de um
pipetador automatico, coletava-se, a partir da diluicdo preparada, 1 ml para ser
adicionado em tubo contendo 9ml da mesma solucéo, garantindo a diluicdo 10 Fez
0 mesmo procedimento para o preparo das demais diluicGes necessarias, sempre a
partir de 1 ml da diluicdo antecedente.

Todo o material de cultivo utilizado durante a pesquisa foi preparado de
acordo com as recomendacdes dos fabricantes, sendo esterilizados em autoclave,
guando necessario, assim como os tubos de vidro. Os instrumentos como agulha,
alca de platina, bisturi, entre outros, antes de utilizados, foram sanitizados e

flambados ao rubro em bico de Bunsen.
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5.3 ANALISES

5.3.1 Andlises Fisico-Quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Controle
Fisico-quimico da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense,

localizada em Niter6i-RJ.

5.3.1.1 Umidade

Para as afericdbes de umidade realizou-se a metodologia por radiacéo de luz
infravermelha, e para tal utilizou-se o equipamento de secagem por Radiacao
Infravermelha (LJ16 METTLER TOLEDO®). Ap0s macerar aproximadamente cinco
gramas da amostra, essa foi adicionada de forma homogénea sobre a superficie de
uma pequena bandeja de aluminio, que era alocada no aparelho sob a acdo da
radiacdo. O valor da umidade era apresentado no display, na regido frontal do

aparelho, aproximadamente apos 30 minutos.

5.3.1.2 pH

As afericbes de pH seguiram os procedimentos presentes na Instrucéo
Normativa N°68 (BRASIL, 2006). Ap6s pesados aproximados 10g da amostra,
adicionava-se agua destilada até formar uma massa homogénea, na qual era
submersa o eletrodo do peagdmetro digital (CapLab® modelo PG1800). Os
resultados de cada amostra foram obtidos com a média de trés subsequentes

afericdes.

5.3.1.3 Temperatura

As afericGes de temperatura foram realizadas com termémetro digital tipo

espeto, proprio para alimentos, no momento da aquisicdo das amostras.
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5.3.2 Andlises Bacterioldgicas

5.3.2.1 Contagem de coliformes totais e coliformes termotolerantes.

As andlises para contagem de coliforme totais e coliformes termotolerantes
foram realizadas conforme a IN N°62 (BRASIL, 2003). Para todas as amostras
prepararam-se diluicdes entre 10" e 10°. Aliquotas de 1 ml de cada diluicdo foram
adicionadas em placas de Petri descartaveis, estéreis e devidamente identificadas,
de acordo com a amostra e diluicdo avaliadas. Sobre a aliquota era adicionado
Violeta Red Bile Agar- VRBA (HIMEDIA M049), cobrindo o fundo da placa, que em
seguida era movimentada para a homogeneizacdo da amostra ao meio.
Preconizava-se que a temperatura do meio fosse de aproximadamente 45°C, para
evitar injurias aos microrganismos. Aproximadamente 20 segundos apods a
homogeneizagdo, uma nova camada de VRBA era acrescentada sobre a primeira
camada solidificada. A dupla camada do meio garante a anaerobiose parcial além de
prevenir o crescimento de coldnias na superficie do agar. Para a manutencdo do
meio em estado liquido, este era mantido em banho-maria, durante as analises.

Depois de solidificada a segunda camada, as placas foram armazenadas em
estufas a 36°C +1°C por um periodo de 24h para entdo serem observados o
crescimento e caracteristicas das colonias. O resultado final foi dado pela contagem
das col6nias na placa de maior diluicdo que apresentasse numero de col6nias entre
15 e 150. O meio VRBA apresenta, em sua composicdo, sais biliares e cristal
violeta, que inibem o crescimento de microrganismos Gram-positivos, além de conter
o vermelho neutro, responsavel por indicar a fermentacdo da lactose. As coldnias
caracteristicas de coliformes apresentam, no VRBA, coloracdo rosa e tamanhos

entre 0,5-2,0 mm podendo ter, ou ndo, halo de precipitacédo (Figura 3).
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Figura 3: Colbnias com crescimento caracteristico de Coliformes em meio VRBA.

A confirmacé&o de coliformes totais e termotolerantes foram realizadas a partir
de colbnias caracteristicas inoculadas em caldos seletivos. Cinco coldnias
caracteristicas, presentes na placa escolhida para a contagem, foram selecionadas
com o auxilio de uma agulha, e em seguida repicadas em caldos presentes em
tubos 16X160 mm com tampas de baquelite. Uma mesma colbnia foi repicada em
Caldo Verde Brilhante Bile 2% Lactose-VBBL (HIMEDIA, M121) e em seguida em
Caldo Escherichia Coli-EC (FLUKA, 44635). Os tubos, além de conter 10 ml dos
respectivos caldos, apresentavam em seu interior um tubo de Durham invertido, para
auxiliar na visualizacdo da formacdo do gas. Depois de repicadas as colbnias, 0s
tubos com Caldo VBBL foram incubados em estufa a 36°C +1°C por 48h, enquanto
gue os tubos contendo Caldo EC foram incubados, em banho-maria, com agitacéo
constante de agua, regulada a 44,5°C + 0,5°C, pelo mesmo periodo. A presenca de
bile bovina e do corante verde brilhante, presentes no Caldo VBBL, assim como 0s
sais biliares na composicdo do Caldo EC, inibem o crescimento de microrganismos
Gram-positivos. Apos o periodo de incubacéo, foi observada a producédo de gas no
interior dos tubos. Os coliformes produzem gas como resultado da fermentacdo da
lactose (Figura 4). A visualizacdo de gas no interior dos tubos de Durham, ou
mesmo nos Caldos de cultivo, ap0s agitagdo dos tubos, indicam a prova como

positiva.
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Figura 4: Resultado positivo para Coliformes totais em Caldo VBBL, confirmado pela
presenca de gas no interior do tubo de Durham.

Os coliformes termotolerantes sao 0s Unicos, dentre os coliformes, a
apresentarem atividade metabdllica com consequente producdo de gas em
temperatura de 44,5°C + 0,5°C. (Figura 5).

Figura 5: Resultado positivo para Coliformes termotolerantes em Caldo EC,
confirmado pela presenca de gas no interior do tubo de Durham.

Para obter o resultado final da contagem utilizou-se a férmula presente nos
anexos da IN N°62 (Quadro 2, ANEXOS). Foram consideradas positivas, colbnias

cujo cultivo apresentava formagéo de gas nitida.
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5.3.2.2 Avaliagéo e Contagem de E. col..

Para a verificacdo da presenca e contagem de E. coli considerou-se a
metodologia descrita por Kornacki e Johnson (2001). Os cultivos de cada tubo
considerado positivo no Caldo EC foram estriados em Agar Eozina Azul de Metileno-
“‘Eosin Metilen Blue’-EMB, (HIMEDIA, 317), presente em placas de Petri. Ap6s o
estriamento, feito com o auxilio de alca de platina, as placas foram incubadas em
estufa com temperatura a 36°C+1°C, por 24h. O meio EMB ¢é seletivo e diferencial,
no isolamento e deteccdo de enterobactérias, apresentando em sua composi¢ao 0s
corantes eosina e azul de metileno, que inibem o crescimento de bactérias Gram-
positivas e proporcionam coloracbes tipicas as col6nias de microrganismos
fermentadores de lactose: carboidrato presente na composicdo do meio. A
acidificacdo do meio, consequente da fermentacdo da lactose, provoca uma reacao
da eosina proporcionando coloracao tipica a E. coli, que no meio EMB, apresenta
crescimento plano, com centro escuro, podendo ou ndo apresentar brilho metalico
esverdeado, caracteristica usada para diferencia-la dos outros coliformes
(HAJDENWURCEL, 1998) (Figura 6).

Figura 6: Col6nias com crescimento caracteristico de E. coli em Agar Eozina Azul
de Metileno.

As coldnias suspeitas foram selecionadas com agulha e estriadas em Agar
Nutriente (HIMEDIA, M091), presente em tubos 10x100 mm com tampa de baquelite,

gue foram incubados por 24h a temperatura de 36°C+1°C. O cultivo, apdés a
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incubacao, foi utilizado em provas bioquimicas confirmatérias, assim como para o
preparo de esfregacos.

Como etapas para a confirmacéo das coldnias foram realizados esfregacos a
partir do cultivo em Agar Nutriente (HIMEDIA, M091). Feito o esfregaco, em lamina
de vidro descartavel, foi realizada a coloracéo pelo método de Gram, para avaliacao
morfotintorial das colonias. A E. coli apresenta-se como bastonete Gram-negativo.
Ainda a partir do crescimento em Agar Nutriente foram realizadas além da avaliacio
da motilidade, as provas bioquimicas: Producdo do Indol, Teste de Vermelho de

Metila e Voges-Proskauer e Citrato.

5.3.2.2.1 Avaliagéo da producéo do Indol e da Motilidade

O meio de cultura utilizado para realizacdo das provas de motilidade e
producéo do indol foi o Motilidade Indol Lisina- MILI, (HIMEDIA, M847), que permite
também a avaliacdo da Desaminacao e Descarboxilacdo da Lisina. O MILI, presente
em tubos, foi semeado com o cultivo das coldnias suspeitas, em linha vertical, com o
auxilio de uma agulha, e em seguida incubados a 36°C+1°C por 24h. Apds a
incubacdo do meio, foram avaliados o crescimento e coloracdo caracteristicos ou
nao de E. coli. Inicialmente foram observadas as linhas de repique do cultivo,
considerando motilidade positiva os cultivos com crescimento difuso, e motilidade
negativa quando limitado a linha central de repique. A avaliacdo de desaminacéo e
descarboxilacdo foi observada por meio da coloracdo do meio. Considerava-se
positivo para lisina descarboxilase os cultivos cujo meio permaneciam com coloracéo
purpura apés incubacdo. Meios com coloracdo avermelhada na porcdo superior
foram considerados positivos para desaminacdo da lisina. ApGs as avaliacbes
iniciais realizavam-se os testes de producéo do indol, acrescentando cinco gotas de
reativo de Kovac’s sobre o meio. O teste do indol é considerado positivo quando
surge um anel de coloragcédo vermelha na superficie do meio apds a adi¢ao do reativo
(Figura 7). Estirpes de E. coli apresentam reacdes positivas para as provas de lisina
descarboxilase e motilidade, e negativa para a prova de desaminacéo da lisina. Em

relacédo as provas de indol podem se apresentar positivas ou negativas.
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Figura 7: Resultado positivo para a prova do indol, apés adicdo de reativo de
Kovac’s, confirmado pela coloragdo avermelhada do halo na superficie do meio MILI.

5.3.2.2.2 Teste de Vermelho de Metila e Voges-Proskauer

Para avaliar a via fermentativa do microrganismo utilizou-se o Caldo MR/VP
(HIMEDIA, M070). A partir do cultivo em Agar Nutriente semeavam-se dois tubos
contendo 3 ml, cada, de meio MR/VP. Os tubos foram incubados a 36°C+1°C, sendo
um por 48h, para a prova de Vermelho de Metila- VM e o segundo por 96h, para o
teste de Voges-Proskauer- (VP).

Apo6s 48h de incubacao analisava-se a prova de VM, homogeneizando o meio
apos a adicdo de quatro gotas de vermelho de metila 0.06%. Caso a coloracédo do
meio, originalmente amarelo, alterasse para avermelhado, a prova era considerada
positiva. Nesta prova avalia-se a capacidade do microrganismo de oxidar a glicose
do meio produzindo e mantendo elevada a acidez final. Alguns microrganismos
intestinais, como a E. coli, conseguem manter o pH em aproximadamente 4,0 até o
final do periodo da incubacdo, enquanto outros tém os metabdlitos &cidos de
oxidacdo convertidos em residuos ndo acidos antes do término da incubacédo. O
indicador vermelho de fenol, presente no meio, altera a cor do meio quando ha
presenca elevada de residuos finais acidos, pois o pH do seu ponto de viragem é
baixo.

Para a realizacdo da prova de VP foram adicionadas ao cultivo, que
permaneceu incubado por 96h, duas gotas de alfa-naftol 5% e 0,2 ml de hidroxido de
potassio 40%. Apos a adicdo das substancias, o tubo foi mantido em repouso por
aproximadamente duas horas antes da leitura. Esta prova tem por objetivo detectar
a capacidade dos microrganismos produzirem produtos finais ndo neutros apés a
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incubacdo. O acréscimo de determinados reagentes permite identificar, através da
mudanca de coloragdo do meio, o residuo ndo acido denominado acetilmetilcarbinol
(acetoina). Na presenca do residuo ocorre alteracdo na coloracdo do meio, para
vermelha, que caracteriza a prova como positiva (Figura 8). A E.coli tem como
resultados: positivo para VM e negativo para VP.

Figura 8: Resultado positivo para as provas de VM/VP, confirmado pela coloracéao
avermelhada do meio e do halo de superficie, respectivamente, apds a adicao das
substancias de reacéao.

5.3.2.2.3 Prova do Citrato

A capacidade do microrganismo suspeito em utilizar o citrato como fonte de
carbono foi avaliada em Agar Citrato Simmons- ACS (HIMEDIA, M099), estriado com
o cultivo do Agar Nutriente e incubado a 36°C+1°C por um periodo de 48h. Apds
este periodo, observava-se a coloracdo do meio. O meio ACS apresenta coloracdo
verde, que pode ser alterada a azul, se cultivado com microrganismos que utilizam o
citrato presente em sua composicdo como fonte de energia. O meio ACS é
composto por citrato de sédio, uUnica fonte de carbono, e azul de bromotimol,
indicador de pH. Neste meio ndo ha lactose ou glicose, e na auséncia dos
carboidratos alguns microrganismos utilizam o citrato como fonte energética.

Durante o preparo dos meios, 0s tubos que os contém séo inclinados
enquanto ainda estéo liquidos para que ao solidificar, permaneg¢am inclinados. Deve-
se inclinar os meios uma vez que o O, & necessario para a utilizagdo do citrato.

Quando h& oxidacéo do citrato pelo microrganismo, apés esse ter sido removido do
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meio, ocorre a liberacdo de CO,, que reage com o Sddio (Na) do Citrato de Sédio
(Na3CeHs07) produzindo o Carbonato de Sdédio (NaHCOgs), produto alcalino. A
alcalinidade do meio promove a viragem do indicador de pH de verde para azul.
Essa prova € considerada positiva quando ocorre alteracdo na cor do meio, ou seja,
se ap6s 48h de incubagdo o meio apresentar coloragdo azul (Figura 9). Alguns
microrganismos tém a entrada do citrato facilitada pela enzima citrato-permease,
sendo capaz de utilizad-lo como fonte energética. E.coli ndo utiliza o citrato como

fonte energética.

Figura 9: Resultado da prova do Citrato em meio Agar Citrato Simmons. A colorag&o
azulada do meio confirma a presenca de microrganismos que utilizam o citrato como
Unica fonte de energia.

O cultivo das estirpes suspeitas confirmadas ap0s as provas bioquimicas
foram armazenados em Agar Nutriente para posterior utilizacdo nas provas

soroldgicas e de sensibilidade aos antimicrobianos.

5.3.2.2.4 Sorologia das estirpes confirmadas de E. coli.

Para a realizacdo das provas soroldgicas, as culturas positivas para E. coli
foram inoculadas em Agar Tripticase de Soja- (ATS), e os cultivos, apés 24h de
incubacdo a 36°C + 1°C, foram submetidos a testes com os soros polivalentes
(PROBAC BRASIL®). O ATS é composto por Caldo Triptona de Soja (MICROMED,
2093) e Agar Base(HIMEDA, RM026),

Foram utilizados soros polivalentes e monovalentes (PROBAC BRASIL®)

para a identificacdo de E. coli Enteropatogénica Classica (EPEC), E. coli
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Enteroinvasiva (EIEC) e E. coli Enterohemorrdgica (EHEC). Todos os soros
continham anticorpos contra antigenos O e antigenos superficiais do tipo K,
aglutinando em culturas homadlogas vivas e aquecidas.

As provas de aglutinacao foram realizadas em placa de vidro sanitizada. Aos
cultivos em ATS foram adicionados aproximadamente 1,0 ml de solugcdo salina
esterilizada, para o preparo de suspensdes, das quais foram coletadas as gotas para
homogeneizacdo com os antigenos e posterior observacdo da aglutinacdo. Cada
estirpe foi testada com os soros polivalentes, para posterior analise com 0s soros
monovalentes correspondentes.

Os soros polivalentes utilizados foram: EPEC (POLI A; POLI B; POLI C), EIEC
(POLI A; POLI B), e 0 soro ANTI E. coli O157.

Os soros monovalentes disponiveis para utilizagdo eram: EPEC POLI A (011,
026, 055) EPEC POLI B (0125, 0158, 0114, 0142) EPEC POLI C (086, 0126,
0127, 0128); EIEC POLI A (0144, 0136, 029, 0152) EIEC POLI B ( 0143, 0167,
0164, 0124); EHEC O157.

5.3.2.3 Isolamento e contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Adotou-se para contagem de Staphylococcus coagulase positiva a
metodologia de cultivo em “spread plate”, utilizando o meio de cultura Agar Baird-
Parker- ABP (HIMEDIA, M043), preconizada pela IN N°62(BRASIL, 2003).

Placas contendo o ABP foram inoculadas com 0,1ml de cada diluicao
preparada a partir da amostra. Trabalhou-se para este microrganismo com diluicbes
até 10° A aliquota da diluicilo homogeneizada era retirada com pipetador
automatico e ponteiras descartaveis. Com auxilio de alca de Drigalski as aliquotas
foram espalhadas sobre a superficie do meio, para a obtencdo de um crescimento
homogéneo e apds 20 segundos, tempo necessario para a sua absorcao, as placas
foram incubadas, invertidas, em aerobiose, em estufas com temperatura a 36°C+
1°C por 48h. Transcorrido o periodo de incubacao, realizou-se a contagem das
colénias utilizando aparelho conta colénias. Ap6s a contagem selecionava-se a
placa de maior diluicAo que apresentasse numero de colénias entre 20 e 200. As
col6nias da placa selecionada foram utilizadas em provas confirmatérias e o namero

obtido na contagem foi utilizado para o calculo do resultado.
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Para a confirmacédo de cepas de Staphylococcus coagulase positiva foram
transferidas cinco coldnias suspeitas para tubos contendo “Infusion Hearth Breain” —
BHI (OXOID M0375), com o auxilio de agulha de platina. Os tubos foram incubados
por 24h a 36°C + 1°C. Ap0s o periodo de incubacdo, retirou-se com alga de platina,
uma aliquota, de cada um dos tubos para o preparo de esfregaco. Uma vez corados
os esfregacos, pelo método da coloracdo de Gram, foram observadas as
caracteristicas morfotintoriais dos isolados. Staphylococcus spp. apresentam-se na
forma de cocos Gram-positivos, agrupados ou ndo de uma forma semelhante a

cachos de uva.

5.3.2.3.1 Prova da coagulase

Como segunda etapa da confirmacdo foi realizada a prova da coagulase,
acrescentando em tubos esterilizados, 0,2ml dos cultivos em BHI e em seguida
0,3mL de plasma liofilizado de coelho (NEWPROV). As aliquotas foram adquiridas
com o uso de pipetador automatico e ponteiras descartaveis, sendo utilizada uma
ponteira para cada amostra. Ap6s homogeneizacdo do cultivo com o plasma, os
tubos foram incubados por 24h a 36°C + 1°C. Apdés o periodo de incubacéo
realizava-se a leitura dos tubos e classificagdo dos coagulos de acordo com a IN
N°62 (BRASIL, 2003), onde consta a classificacdo dos coagulos em escala
crescente: 1+, 2+, 3+ e 4+, variando segundo a forma. Os coagulos de grau 4+ séo
os de maior consisténcia. A coagulase, proteina dos Staphylococcus coagulase
positiva, no plasma, converte fibrinogénio em fibrina, resultando na formacédo de

codagulo visivel.

5.3.2.3.2 Prova da catalase

Em paralelo a prova da coagulase foram realizadas as provas da catalase,
também a partir do cultivo em caldo BHI. Aliquotas dos cultivos foram estriadas
sobre o Agar Padrdo para Contagem- (APC) (HIMEDIA, M091), previamente
inclinados, presente em tubos, que foram incubados a temperatura de 36°C + 1°C
por 24h. Ap6s o periodo de incubacdo, foram acrescentadas em cada tubo com
crescimento de trés e cinco gotas de peréxido de hidrogénio 3% e observado as

reacoes. As provas foram consideradas positivas quando observado borbulhamento.
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A catalase € uma enzima que decomp®e o peroxido de hidrogénio (H.O;) em 4gua e
oxigénio. Os Stahylococcus coagulase positiva apresentam esta enzima, sendo a

prova positiva para o cultivo desses microrganismos.

A contagem dos Staphylococcus coagulase positiva € realizada através da
férmula que consta na IN N°62 (BRASIL, 2003) (Quadro 2, ANEXOS).

5.3.2.3.3 Identificacédo de S. aureus

Consta na IN N°62 (BRASIL, 2003) que coldnias Staphylococcus coagulase
positivas, quando apresentarem na prova de coagulacdo formagdo grau 3+ ou 4+
sdo consideradas S. aureus, agente de alta patogenicidade. Quando o coagulo
apresentar grau 1+ ou 2+, embora seja considerado coagulase positiva, devem ser
submetidas as provas de Termonuclease e DNAse para que sejam classificadas
como S. aureus.

Todas as estirpes positivas para Staphylococcus coagulase positiva cujo
coagulo tenha apresentado grau 1+ ou 2+, foram submetidas as determinadas

provas para identificacdo de S. aureus.

> Prova DNase

A partir do cultivo presente em BHI estriou-se, com linhas horizontais, o0 meio
Agar DNase (HIMEDIA, M482), o qual foi submetido & incubacdo por 24h, a
temperatura de 36°C + 1°C. Ap0s o periodo de incubacéo acrescentava-se sobre a
linha de crescimento solucdo de azul de toluidina 0,1%. O crescimento do
microrganismo provoca a despolimerizacdo do DNA do meio, que quando
precipitado e em contato com o azul de toluidina, determina o aparecimento de um

halo r6seo ao redor da linha de cultivo (Figura 10). O S. aureus é DNAse positiva.
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Figura 10: Prova de DNAse. A presenca de halo réseo ao redor da linha de
crescimento, apds a adi¢do de azul de toluidina, classifica a prova como positiva.

> Prova da Termonuclease

Para determinada prova, tubos com os cultivos em BHI, em fase log de
crescimento, ou seja, aproximadamente 24h de incubacdo a 36°C + 1°C, foram
submersos em banho-maria fervente durante 15 minutos, e em seguida resfriados
em agua a temperatura ambiente. Apés o choque térmico, inoculava-se 20 ul de
cada cultivo em lacunas arredondadas produzidas em Agar DNase (HIMEDIA,
M482) adicionado de azul de toluidina 1%. As placas eram incubadas em estufa com
temperatura a 36°C + 1°C, no interior de uma camara umida, improvisada, para
garantir a umidade do meio durante o periodo de 24h de incubacdo. Para elaborar
um ambiente Umido, foi utilizada uma bandeja forrada com papel umedecido, que

apos a acomodacao das placas, era embalada em plastico filme (Figura 11).

Figura 11: Recipiente improvisado, utilizado como camara umida nas provas de
DNAse para classificacdo das estirpes de Staphylococcus coagulase positiva.
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A prova baseia-se na capacidade do S. aureus de produzir a enzima DNAse.
Embora outros microrganismos possam fazé-lo, a estabilidade da enzima produzida
pelo S. aureus € diferenciada, ndo perdendo a atividade mesmo quando submetida a
ebulicdo por 15 minutos (SIQUEIRA, 1995). A formagcao de um halo esbranquicado
ao redor do orificio de inoculacao indica a agdo da enzima sobre o DNA presente no

meio, sendo a prova considerada positiva (Figura 12).

Figura 12: Reacado positiva nas provas de termonuclease para classificagcdo das
estirpes de Staphylococcus coagulase positiva. Os halos claros ao redor dos poc¢os
de cultivo confirmam a presenca da enzima.

5.3.2.4 Isolamento de Listeria monocytogenes.

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada em conformidade com a IN
N°62 (BRASIL, 2003), por meio de enriquecimento seletivo (primario e secundario),
plagueamento e isolamento. Para confirmagcdo da bactéria foram realizadas provas
bioquimicas.

O enriquecimento primario consiste na recuperacao das bactérias injuriadas e
na inibicdo de microbiota acompanhante, durante a incubacao, por 24h a 30°C +
1°C, de 25 g da amostra analisada homogeneizada a 225 ml do meio de cultura
“Modified Listeria Enrichment Broth”- UVM (DIFCO, 222330). A partir desse cultivo
fez-se o enriguecimento secundario transferindo 0,1 ml para o 10ml de Caldo Fraser
CF (ACUMEDIA, 7502 A) adicionado de 0,1 ml do suplemento SR 156E (OXOID,
X4196B), que foi incubado a 30°C + 1°C, por 48h.

O Caldo Fraser, utilizado no enriquecimento secundario, contém em sua

formulacdo a esculina, que € hidrolisada pela enzima B-glucosidase produzida pela
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Listeria spp., reduzindo a glicose e esculetina. A reagdo entre os ions férricos,
presentes do caldo, e a esculetina promove o escurecimento da cor do caldo. Os
caldos enegrecidos apds o periodo de incubacdo do enriqguecimento secundario

foram considerados suspeitos para Listeria spp. (Figura 13).

Figura 13: Coloracdo do Caldo Fraser ap6s 24H de incubacdo. A coloragéo
enegrecida confirma a suspeita para presenca de Listeria spp., consequente da
reacao entre a esculetina e ions férricos do meio.

O suplemento SR 156 € composto por acido nalidixico (10 mg), acriflavina
(12,5 mg) e citrato férrico amoniacal (250 mg), substancias responsaveis pela
seletividade do meio, inibindo os microrganismos acompanhantes. As bactérias do
género Enterococcus spp. apresentam a mesma acao sobre a esculina, porém sao
inibidas pela elevada concentracdo de sal presente no caldo, possivel devido a
tolerancia da Listeria spp. a substancia.

Os cultivos suspeitos foram estriados em trés diferentes meios seletivos: Agar
Oxford- AO (HIMEDIA, M1145), suplementado com Oxford Listeria Supplement
SR0140E (OXOID, 3813B), Agar Triptose com Acido Nalidixico (ATN) suplementado
com SR143E (OXOID) e MC Bride Listeria Agar- MMA (BACTO, 0922176)
adicionado de 0,2 g/L de cicloeximide (SPECTRUM, C1470). Para o preparo do ATN
foi utilizado o Caldo Triptose (HIMEDIA, M177) adicionado de Agar Base (HIMEDIA,
RM201). Os meios estriados incubados a 30°C + 1°C por 48h, para posterior
avaliacdo das caracteristicas morfocoloniais, distintas em cada meio seletivo. O

suplemento SR0140E é composto por cicloeximide (200mg), acriflavina ( 2,5 mg),
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colistina sulfato (10 mg) e fosfomicia (5,0 mg), enquanto que na composi¢cado do SR
143 encontram-se acido nalidixico (10 mg) e acriflavina ( 12,5 mg).

No meio AO, consideram-se tipicas as colbnias com coloracdo preta,
rodeadas por halo enegrecido, devido a hidrélise da esculina (Figura 14).

Figura 14: Colbnias com crescimento caracteristico de Listeria spp. em meio Oxford.

As colbnias suspeitas em MMA apresentam coloracdo azul-acinzentada,
enquanto o crescimento caracteristico em ATN é representado por colbnias
azuladas. ApGs o periodo de incubacéo foram selecionadas colbnias suspeitas, em
cada meio seletivo, que foram estriadas em Agar Estoque inclinado, preparado a
partir de Caldo Triptose (HIMEDIA, M177) adicionado de 0,6% de Extrato de
Levedura (VETEC, 3033). Ap6s a incubacdo a 30°C + 1°C por 24h os cultivos em
Agar Estoque foram utilizados para a realizacdo das provas bioquimicas de
confirmacéao.

A confirmacdo das colonias foi realizada através de esfregaco seguido de
coloracéo pelo método de Gram, prova da motilidade, catalase, reducéo de nitrato e
VM-VP.

A partir do cultivo suspeito foi preparada uma suspensao, com solucéo salina
esterilizada, para ser utilizada no preparo do esfregaco, que apés ser corado pelo
método de Gram, foram analisados. A Listeria spp. apresenta-se na forma de
bastonetes Gram-positivos, pequenos e curtos.

A prova de motilidade foi realizada a partir da inoculacdo em linha vertical de
uma aliquota do cultivo do Agar Estoque em Agar Motilidade para Listeria spp
(Bacto® 0105-175). Apoés incubado por 48h a 30°C + 1°C por 48h, foi observado o
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crescimento no meio. Listeria spp. apresenta motilidade positiva, com crescimento

em formato semelhante a um guarda chuva (Figura 15).

Figura 15: Resultado positivo para a prova de motilidade de Listeria spp.,
confirmado pelo crescimento caracteristico em formato de guarda-chuva.

Com o auxilio de uma alca de platina, foi realizada a prova da catalase
homogeneizando uma aliquota do cultivo em Agar estoque com cinco gotas de
peroxido de hidrogénio 3%. A Listeria spp. apresenta reacao positiva nesta prova
com consequente fermentacdo do homogeneizado.

A avaliacdo da reducdo do nitrato foi observada a partir da inoculacdo do
cultivo suspeito em Caldo Nitratado, apds incubacdo por 48h a 30°C + 1°C. Para
confirmacdo da reacdo foram adicionadas ao caldo incubado, duas gotas de alfa-
naftilamina 0,5% e duas gotas de acido sulfanilico 0,8%. Cultivos em que o0s
microrganismos utilizam o nitrato como Unica fonte de energia ocorre alteracdo da
coloracdo amarelada para résea. A Listeria spp. hdo reduz o nitrato.

As provas de VM-VP consistiram na inoculagdo do caldo MR-VP, presentes
em dois tubos, com o cultivo do Agar Estoque. Apds a incubac&o dos tubos por 96h
a 36°C + 1°C, foram adicionadas trés gotas de solucdo de vermelho de metila
0,06%, para avaliagdo da prova VM. Enquanto que no segundo tubo, foram
adicionados 0,6 ml de alfa-naftol 5% e 0,2 ml de hidréxido de potassio 40%,

deixando-o em repouso por 2h. Os resultados das provas foram baseados na
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coloracéo dos caldos apoés a adicdo das substancias. A alteracao da cor do caldo de
amarelo para vermelho indica a positividade das provas. Listeria spp. apresenta
reacdes positivas em ambas as provas.

As amostras que apresentaram resultados caracteristicos nas provas de
confirmacdo foram consideradas positivas para a presenca de Listeria spp., e
submetidas as provas de identificacdo das espécies: produgcdo de a-hemolise,
CAMP-teste e fermentacgéo de carboidratos, conforme descrito na IN N° 62 (BRASIL,
2003).

A producdo de a-hemdlise foi avaliada apés a incubacao, a 36°C + 1°C por
48h, do Agar Sangue Desfibrinado de Carneiro (ASDC) estriado com o cultivo do
Agar Estoque. Foram considerados positivos 0s semeados que se apresentaram
contornados por uma zona clara. Para diferenciar a L. monocytogenes das demais
espécies do género, que também produzem a-hemodlise, foi realizada a prova de
CAMP-teste, que consiste em estriar em Agar Columbia (HIMEDIA, 144) adicionado
de 5% de sangue de carneiro desfibrinado, duas linhas verticais afastadas entre si:
uma com semeado de S. aureus (ATCC 25923), outra com semeado de
Rhodococcus equi (ATCC 6939) e entre essas, duas linhas horizontais paralelas
entre si, com a bactéria em teste. Apds incubacao por 72 horas a 36°C + 1°C foram
observados os crescimentos dos cultivos testados em relacdo ao S.aureus e ao R.
equi. Diferente de outras espécies do género, a L. monocytogenes apresenta
atividade hemolitica aumentada proximo as linhas dos semeados de S. aureus e

atividade discreta em relacdo ao R. equi (Figura 16).

y. 5Py

Figura 16: Prova do CAMP teste, realizada em Agar Columbia com 5% de Sangue
de carneiro. A observagéo de zona clara de hemolise proxima a linha de crescimento
confere a positividade da prova.
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As amostras puras de S. aureus e R. equi utilizadas foram adquiridas no
Laboratorio de Bacteriologia da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIO CRUZ), localizado na
cidade do Rio de Janeiro. O sangue de carneiro utilizado no preparo do meio de
cultura foi coletado, com o auxilio de pesquisadores do Instituto Vital Brazil, de
animais criados para fins académicos na fazenda Vital Brazil, localizada em
Cachoeira de Macacu, RJ.

As provas de fermentagdo de carboidratos foram realizadas em tubos
contendo Caldo de Fenol Base, com concentracbes de 5% de diferentes
carboidratos: Xilose, Ramnose, Manitol. Nos caldos foram inoculados os cultivos
avaliados, incubando-os a temperatura de 30°C + 1°C por 48h, para na sequéncia
serem avaliadas as coloracdes dos meios, que eram alteradas quando em reacgdes
positivas.

A avaliacdo dos resultados obtidos nas provas de identificacéo foi realizada a
partir dos dados presentes na IN N° 62 (BRASIL, 2003).

5.3.2.5 Isolamento de Salmonella spp.

A uma temperatura de 36°C + 1°C, foram incubados os homogeneizados de
225 ml de Solucéo Salina Peptonada 1%(SPP1%) adicionado de 25g das amostras,
previamente pesadas em condi¢cdes asseépticas. Este etapa, denominada de pré-
enriquecimento, visa recuperar a viabilidade do microrganismo. Passadas 20 horas
de incubacao foi realizado o enriquecimento seletivo, que consiste em transferir, com
0 auxilio de um pipetador automatico, uma aliquota de 1ml da amostra pre-
enriquecida para um tubo contendo 10ml de Caldo Selenito Cistina- (CSS)
(HIMEDIA, M1079), e de maneira semelhante inocular 0,1 ml em um tubo contendo
10 ml de Caldo Rapapport Vassiliadis (RV)(HIMEDIA, 880). Os tubos uma vez
inoculados foram mantidos em banho-maria com agitacdo continua de agua a uma
temperatura de 41°C + 0,5°C durante 20 horas.

Apés este periodo em banho-maria, uma aliquota de cada um dos caldos
cultivados foi estriada, com o auxilio de uma alca de platina, em placas descartaveis
contendo trés divisérias, uma para cada meio seletivo diferente para o isolamento de
Salmonella spp.: “Salmonella Differential Agar’- (HIMEDIA, 1078), Agar Verde
Brilhante, AVB (VETEC, 5054) e Agar Hecktoen (HIMEDIA, M467). Foram estriados

0s meios de duas placas para cada amostra, uma placa com o cultivo em CSS e
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outra com o cultivo em RV. Depois de estriados os meios foram incubados a
temperatura de 36°C + 1°C, por 24h, para observacdo das -caracteristicas
morfotintoriais do crescimento. Foram selecionadas colbnias tipicas, duas ou trés,
com o auxilio de uma alca de platina e repicadas em tubos contendo caldo BHI para
manutenc¢ao, que foram incubados por 24h a 36°C + 1°C, para realizacao das provas

bioquimicas.

5.3.2.5.1 Provas confirmatodrias

O cultivo em caldo BHI foi picado e estriado nos meios Triple Sugar Iron- TSI
(HIMEDIA, M021) e Lysina Iron Agar-LIA (HIMEDIA, M377) que em seguida foram
incubados por 48h a 36°C + 1°C. Ap0s o periodo de incubacgéo foram observadas as
alteragbes, nos meio, caracteristicas de crescimento de Salmonella spp.

Quando ha o crescimento de Salmonella spp., o TSI apresenta-se amarelado
no porc¢ao inferior do tubo. Essa alteracéo indicada pelo vermelho de fenol, presente
no meio, em decorréncia da acidificacdo consequente do desdobramento da glicose.
Na porcdo meédia do tubo observa-se uma coloracdo preta, consequente da
producdo de H,S, enquanto que a por¢cao superior, em contato com o oxigénio,
apresenta-se avermelhado, devido a utilizacdo da peptona e extrato de carne como
fonte de energia, sendo o metabolito alcalino.

O meio LIA apresenta coloracdo résea, em casos positivos de Salmonella
spp., consequente da alcalinizacdo do meio apds a descarboxilacdo da lisina. O
indicador purpura de bromocresol, presente no meio, confere essa coloragcdo em
meio alcalino.

Ainda como prova confirmatdria foram inoculados os cultivos suspeitos, em
linha vertical, em tubos contendo meio SIM (FLUKA, 85438), para avaliacdo de
motilidade, e producdo de H,S e Indol. Apo6s incubacédo dos tubos cultivados por 24
horas a 36°C + 1°C foram avaliadas a motilidade dos cultivos. A maioria das
salmonelas apresenta motilidade positiva, com crescimento difuso. A producédo do
H,S foi avaliada através da coloracdo enegrecida, quando positiva, na linha de
inoculacdo. A prova do indol foi realizada apds a avaliacdo da motilidade e
producdo do H,S, acrescentando ao meio algumas gotas de reativo de Kovac’s. A

presenca de um anel vermelho no meio apos a adicdo do reativo caracterizava a
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prova como positiva. Salmonella spp. em sua maioria sdo negativas para esta
reacao.

Para cultivos com resultados positivos nas provas supracitadas foi realizada a
prova da desaminagéo da fenilalanina, que consisti em estriar o cultivo confirmado
nas outras provas em Agar Fenilalanina (HIMEDIA- M281) inclinado por 24h a 36°C
+ 1°C. Apo6s o periodo de incubacdo foi acrescentado sobre o crescimento
bacteriano trés gotas de cloreto férrico 10%. Em reacfes positivas ocorre alteracéo
na coloragédo do meio adquirindo uma cor esverdeada. A Salmonella spp. ndo possui
a enzima fenilalanina-desaminase, ndo sendo capaz de desaminar a fenilalanina no

meio.logo a prova é negativa em crescimentos se Salmonella spp.

5.3.2.5.2 Sorologia

Como prova confirmatéria definitiva realizou-se a reacao soroldgica frente ao
antissoro polivalente “O”. Essa prova consiste em suspender em 2 ml de solucéo
salina o cultivo em agar estoque previamente preparado e incubado. Em uma lamina
de vidro foram depositadas separadamente uma gota de solucédo salina 2% e uma
gota do soro anti-salmonella polivalente “O” (PROBAC BRASIL®), e em cada uma
delas acrescentada uma gota da suspenséo em teste. Apdés a homogeneizagao por
dois minutos da solucdo com os antigenos, foram consideradas positivas as

col6nias cujo homogeneizado apresentava fermentacao.

5.3.3 Avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana

A avaliacdo da suscetibilidade das estirpes isolados a antimicrobianos foi
baseada na metodologia proposta por Kiery-Bauer (BAUER et al., 1996) com a
utilizacao de discos (Polisensidisc® 4x6 DME) comercializados em caixas com 25
unidades, compostas de 12 agentes especificos cada.

Para essa avaliacdo, os cultivos a serem testados devem ser recentes, com
crescimento na fase log, e devido essa exigéncia os cultivos a serem testados foram
estriados em meios nutrientes esterilizados, que foram incubados a 36°C + 1°C por
24h. ApoOs a incubacdo foi acrescentada, aos tubos com os cultivos recentes,
Solucdo Salina fisiolégica 0,9% suficientes para a obtencdo de uma turvacdo

semelhante a escala de 0,5 de Mac Farland, correspondendo a uma concentracao
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bacteriana final de aproximadamente 10%. Essa solucdo foi semeada na superficie
do Agar Muller Hilton- (AMH) (MERK, 10545.7), e em seguida sobreposta pelo disco
com os agentes antimicrobianos. Ap6s a adicdo dos farmacos, as placas foram
incubadas por 24h a 36°C + 1°C (Figura 17).

Figura 17: Metodologia para avaliacdo da susceptibilidade das estirpes aos
antimicrobianos testados. As reacfes sdo avaliadas em conformidade com o
comprimento do halo formado ao redor dos discos, com os farmacos.

O comportamento das estirpes em relacdo aos antimicrobianos foi avaliado a
partir do diametro do halo formado ao redor de cada um dos discos, conforme

indicado pelo fabricante (Figura 18).

Figura 18: Halbmetro para afericdo dos comprimentos dos halos na avaliagdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos.

A partir das recomendacfes do fabricante, baseada nas caracteristicas de

cada microrganismo, 0s agentes antimicrobianos testados foram: Clindamicina,
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Eritromicina, Oxacilina, Penicilina G, Teicoplamina, Aztreonam, Cefoxitina,
Ceftriaxona, Gentamicina, Cloranfenicol, Tetraciclina, Amicacina, Ampicilina,

Cefalotina, Cefoxitina, Ceftazidina e Sulfazotrim.

5.3.4 Avaliacéo estatistica

Os resultados foram avaliados através do programa SPP Statistics 17®
(Windows). Para a comparacdo entre os boxes de comercializacdo quanto as
contagens de Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais e
termotolerantes, E. coli e aos parametros fisico-quimicos pH, temperatura e
umidade, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para as
comparacdes multiplas (entre os boxes, 2 a 2) foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney. A associagéo entre as variaveis quantitativas foi avaliada através
do coeficiente de correlacdo linear de Person. Em todas as analises foi adotado um

nivel de significancia de 5%.



66

6 RESULTADOS

Os valores encontrados nas andlises exigidas em legislacdo, além dos
obtidos em avalia¢des fisico-quimicas, para cada amostra analisada, constam nas
tabelas de 1 a 10 (APENDICES), cuja numeracdo correspondente a identificacio
dos pontos de comercializagdo, presentes na feira livre do estudo. Em relacéo as
analises fisico-quimicas observou-se grande variacdo nas afericbes de temperatura
com valores entre 1,8°C a 24,2°C, e média de 13,4°C. Elevada variagdo também foi
constatada nos percentuais de umidade das amostras, sendo 47,81% e 64,7% o0s
valores minimo e maximo encontrados. A média para as afericbes de pH foi de 5,79,
variando entre 4,79 a 6,85.

Quanto as contagens dos microrganismos, Staphylococcus coagulase
positiva foram encontradas em elevadas concentracdes em todas as 58 (96,6%)
amostras nas quais foram confirmadas sua presenca, variando entre 2,9x10* a
4,5x10'° UFC/g (4,6~10,6 log UFC/g). Somente duas (3,3%) amostras nao
apresentaram contaminacéo por este agente etiologico. Dentre as 238 col6nias de
Staphylococcus coagulase positiva confirmadas, 106 (44,5%) foram identificadas
como S. aureus, conforme parametros estabelecidos na IN N°62 (BRASIL, 2003).

O comportamento dos 106 isolados testados aos antimicrobianos foi:
97(92%), 88(83%), 82(77%) e 70(66%) apresentaram resisténcia, respectivamente,
a Aztreonam, Penicilina G, Ampicilina e Clindamicina. 60(57%), 51(48%), 46(56%)
apresentaram resisténcia a Eritromicina, Oxaciclina e Cefoxitina. Os agentes
Ceftriaxona, Tetraciclina, Gentamicina Teicoplamina e Clorafenicol inibiram 37(35%),
55(52%), 60(57%), 61(58%) e 96(90%) cepas entres as testadas.

Nas contagens do grupo dos coliformes, foram constatados valores entre
1,2x10° e 9,4x10%* UFC/g (5,07~10,9 log UFC/g) para as concentragdes de coliforme
totais, presentes em 60 (100%) das amostras analisadas, enquanto que a
contaminacao por coliformes 45°C foi confirmada em 34 (56,6%) amostras, com
contagens entre 1,2x10° e 7,5x10%*° UFC/g (4,6~10,8 log UFCI/g).

Dentre as 34 amostras contaminadas por coliformes 45°C, a E. coli foi isolada
em 11(26,4%), com contagens entre 2,4x10* UFC/g e 3,7x10'° UFC/g (4,38~10,56
log UFC/g). Isolaram-se 27 estirpes de E.coli, que apds as provas de sorologia foram
identificadas como 20 (71,4%) EPEC e uma (3,6%) EIEC. Sete (25%) estirpes nao

aglutinaram quando submetidas a ac¢do dos antigenos analisados. Entre as estirpes
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classificadas como EPEC, 10(50%) foram identificadas como sorogrupo 0125,
guatro (20%) como sorogrupo 0158, e outras quatro (20%) e duas (10%) como O55
e 0119, respectivamente. A estirpe considerada EIEC foi identificada como sendo
do sorogrupo O29.

Quanto ao comportamento das estirpes de E. coli em relacdo aos agentes
antimicrobianos constataram-se 0s seguintes perfis de suscetibilidade:
Aztreoan(78%), Ceftazidima (63%), Ampicilina (63%),Gentamicina(45%), Cefotaxima
(44%), Cefalotina (22%) e Sulfazotrim (22%), enquanto que os farmacos mais
eficientes foram Clorafenicol com inibicdo de 89% as estirpes, seguido de cefoxitina
(67%) e Tetraciclina (63%).

A presenca de Salmonella spp. foi confirmada em nove (15%) amostras,
sendo isoladas 18 estirpes da bactéria. Quando avaliada a susceptibilidade aos
antimicrobianos observou-se que Amicacina, Ceftriaxona e Gentamicina inibiram
95% dos isolados. No entanto 95% foram resistentes a Ampicilina e Cefalotina, 77%
a Ceftriaxona, 39% ao Clorafenicol e 33% aos agentes Ceftazidima, Sulfazotrim e
Aztreonam (Grafico 4). O comportamento intermediario foi apresentado por 33% e
39% das cepas aos farmacos Tetraciclina e Cefotaxima, sendo esses também
considerados de baixa eficiéncia.

L. monocytogenes nao foi confirmada em nenhuma das 60 amostras do
estudo, porém outras espécies do género foram isoladas em cinco (8,3%) amostras,
sendo duas identificadas como L. welshimeri, e trés nao identificadas. Quando
avaliado o comportamento dos isolados de Listeria spp. constatou-se a resisténcia
das cinco (100%) estirpes ao Aztreonam, trés (60%) aos agentes Gentamicina,
Cefoxitima e Cefotaxima. Os antimicrobianos de maior eficiéncia foram Clorafenicol,
Tetraciclina e Ceftazidima inibindo trés (60%), quatro (80%) e quatro (80%) estirpes,
respectivamente.

Baseado em limites estabelecidos pela ANVISA, através da RDC N°12
(BRASIL, 2003), para avaliacdo de queijos minas frescal em préprios ou impréprios
ao consumo humano, observou-se que 60 (100%) amostras apresentavam risco a

saude dos consumidores (Tabela 1).
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Tabela 1: Avaliagdo das amostras analisadas baseada nos parametros
estabelecidos na RDC N°12 (BRASIL, 2001).

. . Amotras
Microrganismo Limites estabelecidos Impréprias ao Proprias ao
(BRASIL, 2001) prop P
consumo consumo
Coliformes termotolerantes 5 x 10? UFC/g 34 (56,6%) 26 (44,4%)
Staphylococcus coagulase positiva 5 x 10° UFC/g 58 (96,7%) 2 (3,3%)
Salmonella spp. Auséncia em 25¢ 9 (15%) 51 (85%)

Listeria monocytogenes Auséncia em 25¢g 0 (0%) 60 (100%)




69

7 DISCUSSAO

Constam na RDC N°12 (BRASIL, 2001) os parametros utilizados, pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o julgamento de queijos,
como proprios, ou ndo, ao consumo humano. Os valores variam em conformidade
com os diferentes percentuais de umidade de cada tipo do derivado lacteo. Queijos
minas frescal, classificados como de muita alta umidade (BRASIL, 2004), séo
considerados préprios ao consumo quando em suas andlises bacterioldgicas
constarem contagens para Staphylococcus coagulase positiva e coliformes
termotolerantes inferiores a 5,0x10° UFC/g, além de auséncia, em 25g, para 0s
microrganismos Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Para avaliagdo dos
parametros fisico-quimicos, pH, umidade e temperatura, foram considerados os
padrbes estabelecidos por Furtado (2005), Brasil (2004) e Brasil (1997),

respectivamente.

7.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS.

Consta na Portaria N°352 (BRASIL, 1997), que aprova o regulamento técnico
para fixacdo de identidade e qualidade do queijo minas frescal o limite de 8°C para a
temperatura de conservacdo do produto durante sua comercializacdo. Com base
nesse parametro, apenas nove (15%) amostras estavam em conformidade com o
estabelecido. No Grafico 1 observa-se o nimero de amostras com temperatura
superior a 8°C, no momento da colheita, em cada um dos boxes analisados.

Observa-se que o comerciante de numero trés apresentou melhores
condicBes de temperatura para a conservacdo das amostras na maioria dos dias
pesquisados, estando apenas a amostra do terceiro dia de colheita com valores
superiores a 8°C (TABELA 13, APENDICES). No entanto nos boxes de
comercializacdo um, quatro, seis, sete e dez ndo foram encontradas amostras em

condicBes satisfatdrias de conservacao.
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Grafico 1: Avaliacdo do numero de amostras de queijos minas frescal em
conformidade com o limite estabelecido para temperatura de conservacao.

Numero de amostras em relagao a temperaturade
armazenamento em cada boxe de comercializagao.
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Os valores aferidos em amostras do boxe trés podem ser confirmados atraves
da observacdo da representacdo grafica, em quartis, para a variavel temperatura,
nos distintos boxes pesquisados, na qual observam- se também elevadas e variadas
afericdes nos exemplares de todos os boxes de venda, com excecdo do boxe trés
(Gréfico 2). Contam na Tabela 21 (APENDICES) os valores médios aferidos em

cada boxe de comercializagao.

Grafico 2. Representacdo, em quartis, da variavel temperatura nas amostras dos
diferentes boxes de comercializacéo.
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Quando comparadas afericbes de temperaturas das amostras de cada boxe

pesquisado nota-se que trés (50%) amostras colhidas no boxe dez apresentaram
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afericdes acima de 20 °C, o que também foi avaliado em mais de 25% das amostras
do boxe dois (Gréafico 2). A mediana encontrada para as afericdes de temperatura
foram préximas nos boxes de nimeros quatro, cinco, seis e sete, sendo que ambas
encontravam-se acima de 8°C. A variedade nas afericbes pode ser atribuida aos
valores de temperatura do dia da colheita, uma vez que na maioria dos dias os
produtos foram expostos a temperatura ambiente.

Quando comparados os valores de temperaturas aferidos em relacdo aos
boxes de comercializacdo observou-se variacdo estatistica significativa (p<0,05),
porém seria necessario um numero superior de amostras para identificar os boxes
com essa relagdo. Em relac@o as outras variaveis analisadas neste estudo néo foi
observada correlacdo estatistica (p> 0,05) com as temperaturas aferidas.

Em relacdo ao percentual de agua, o queijo minas frescal é considerado de
muita alta umidade devendo apresentar valores acima de 55% (BRASIL, 2004).
Entre as amostras analisadas, 17(28,3%) estavam em desacordo com os padrdes
estabelecidos.

Consta no Grafico 3 a representacdo grafica, em quartis, para a variavel
umidade nos diferentes boxes de comercializacdo, na qual nota-se quase que a
totalidade das amostras com valores acima de 50% de umidade. Observam-se
também menores variagcdes nas amostras do boxe quatro e nove, porém 75% das
amostras do boxe quatro apresentaram valores abaixo de exigido em legislacédo. Os
Unicos comerciantes que apresentaram 100% das amostras acima de 55% de

umidade foram os de nimero cinco, sete, oito e nove.

Gréafico 3: Representacdo, em quartis, da variavel umidade nas amostras dos
diferentes boxes de comercializacéo.
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N&o foi observada correlacdo estatistica (p> 0,05) entre os percentuais de
umidade das amostras e as outras variaveis analisadas nesse estudo. Porém
guando comparados os percentuais de umidade por boxe de comercializacao foi
observada variacao estatistica significativa (p=0,04). A identificagcdo dos grupos de
comerciantes que apresentaram variacdo ndo foi possivel devido ao baixo numero
de amostras. As médias dos valores encontrados para os percentuais de umidade
em cada boxe de comercializacdo podem ser constatadas na Tabela 21
(APENDICES).

Em relac&o aos valores de pH ndo ha padrdes exatos estabelecidos. Furtado
(2005) considera variacdes entre 5,1 e 6,6 normais para os derivados estudados
enquanto que Germano e Germano (2010) relataram valores entre 6,2 e 6,6. A
acidez dos queijos é preconizada durante fabricacdo pois influencia no processo de
coagulacao das proteinas do leite, porém Sangaletti et al. (2009) afirmou que valores
elevados de acidez podem estar associados a multiplicacdo de microrganismos..

A média dos valores de pH das amostras analisadas foi de 5,79 (Tabela 22,
APENDICES), acima da média encontrada em estudos na mesma matriz alimenticia,
por Machado et al.(2004), porém abaixo dos valores relatados por Sangaletti et al.
(2009) no dia 30, ultimo dia de avaliagdo no estudo da validade comercial do queijo
minas frescal. Esses autores relataram variacao de 6,6 e 5,85 entre os dias 1 e 30
em queijos mantidos a 4°C, e constataram correlacdo linear entre 0 aumento da
acidez e a multiplicacdo da populacdo de microrganismos mesdofilos.

Nas amostras estudadas ndo houve correlacdo estatistica significativa (p>
0,05) entre os valores pH e as outras variaveis pesquisadas, porém foi observada

variagdo significativa (p<0,05) entre os valores de pH quando comparado as



73

afericbes em cada boxe de comercializagdo. Para identificacdo dos comerciantes
com essa relacao seria necessario um numero superior de amostras.

No Grafico 4 consta a representacao grafica, em quartis, para a variavel pH
nos diferentes boxes de comercializacdo, e é possivel perceber que 50% das
amostras dos boxes de namero um, dois, quatro, seis e dez apresentaram pH abaixo

de 5,5, valor considerado alterado por Germano e Germano, 2010.
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Gréafico 4: Representacdo, em quartis, da variavel pH nas amostras dos diferentes
boxes de comercializagéo.
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7.2 PRESENCA E CONTAGENS DE MICRORGANISMOS.

Durante a aquisicdo das amostras observou-se a precariedade na
conservacao na maioria dos boxes de comercializagdo. A exposi¢cdo dos produtos
era realizada em bancadas e passiveis de serem manipuladas pelos consumidores
e, em alguns boxes, em contato com outros produtos. Alguns comerciantes faziam
uso de caixas isotérmicas para a manutencdo da temperatura dos queijos, porém
era utilizado gelo comum, que durante o periodo de comercializacdo fundia,
deixando as amostras submersas em agua, que além de possivel veiculadora de
agentes patogénicos, comprometia o percentual de umidade das amostras, devido a

gualidade das embalagens.

7.2.1 Staphylococcus coagulase positiva

Considerando os padrbes estabelecidos para Staphylococcus coagulase
positiva notam-se altos valores para contagens do patégeno, nos diferentes pontos
de comercializacdo nas tabelas de um a 10 (APENDICES). Dentre as 58 amostras

confirmadas com a presenca do microrganismo, 100% apresentaram contagens
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superiores ao limite de 5x10? UFC/g estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 2001).
Somente duas (3,3%) amostras dentre as 60 avaliadas, ndo estavam contaminadas.

Contagens expressivas do microrganismo também foram relatadas por Brant
et al. (2007) ao considerarem impréprias ao consumo 82,5% das amostras de
gueijos minas frescal do Serro- MG. Loguercio e Aleixo (2001) julgaram ndo aptas
ao consumo humano, por apresentarem contagens superiores a 10° UFC/g, 96,67%
dos queijos artesanais, avaliados em Cuiaba-MT, confirmando, ainda, serem da
espécie S. aureus os isolados. Em menor percentual, porém ainda significativo,
Peresi et al. (2001), encontraram 60% dos queijos analisados, comercializados em
Sao José do Rio Preto- SP, em ndo conformidade com a legislagdo brasileira.

A linha de producéo de queijos minas frescal é simples quando comparada a
de outros derivados lacteos, porém exige monitoramento constante da qualidade da
matéria prima e da higiene dos manipuladores e utensilios utilizados. Mesmo em
producbes industriais, cujas condicbes sdo mais apropriadas a atividade, a
inocuidade do produto é comprometida. Salotti et al. (2006), confirmaram essa
vulnerabilidade apos avaliarem a presenca de Staphylococcus coagulase positiva,
em queijos produzidos industrial e artesanalmente, condenando 10% e 20% das
amostras, respectivamente. A julgamento desfavoravel de amostras previamente
inspecionadas por 6rgao federal, também foi relatado por Vilela et al. (2001), ao
confirmarem a nado conformidade com os limites exigidos em 15,7% dos 70
exemplares de queijos minas frescal analisados. Raros sdo os relatos como os de
Grandi e Rossi (2007) que ndo encontraram 0 microrganismo em nenhuma das
amostras comercializadas em mercados da cidade de Uberlandia- MG.

A susceptibilidade a contaminacdo de queijos minas frescal produzidos
industrialmente, mesmo em menores percentuais, permite o questionamento da
inocuidade de fabricacbes artesanais, cujos recursos sao mais limitados e a
higienizacdo néo € preconizada. A presenca de patégenos em queijos industriais, ha
fase final de fabricacdo ou durante a comercializacdo, comprova que um tratamento
térmico adequado, embora importante, ndo € suficiente para garantir a seguranca do
alimento, Conforme Soto (2009), cuidados na fabricacdo de derivados lacteos como
higienizacdo, manipulacdo e conservacdo adequadas influenciam diretamente na
inocuidade dos produtos.

Staphylococcus spp., além de encontrados normalmente no ambiente, sdo

simbidticos a pele dos humanos, podendo o material de fossas nasais, boca e maos
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de portadores dessa bactéria causar contaminacdo aos alimentos, segundo Grando
et al. (2008). Nas amostras avaliadas, a precariedade da higienizacdo, além da
exposicdo a manipulacao dos consumidores podem ser fontes de contaminacao.

Assumpcao et al. (2003), constataram a presenca de S. aureus em queijos
prato, apds tratamento térmico da matéria fluida, e em amostras coletadas de bragos
e maos dos manipuladores. Em trabalho semelhante, apds analisarem 92 amostras,
coletadas em manipuladores de um laticinio em Goias, André et al.(2006) isolaram
31 cepas do mesmo agente, sendo 16 de suabes da nasofaringe e 15 de suabes
das maos, confirmando a manipulacdo como possivel fonte de contaminagdo. E
importante que se avalie frequentemente o estado de saude de manipuladores de
alimento, garantindo que néo sejam fontes de contaminacao do produto.

Além da presenca do microrganismo, deve-se atentar para sua concentracao

no alimento, uma vez que, segundo Forsythe (2002), contagens superiores a 105
células/g de Staphylococcus coagulase positiva propiciam a producdo de
substancias responsaveis por intoxicagbes humanas. A concentracdo minima de
Staphylococcus coagulase positiva necessaria para a producdo de toxina é
guestionada por alguns autores. Veras (2003) relatou contagens dos agentes
inferiores a 6.10° UFC/g, como responsaveis por sintomas de intoxicacédo. Com base
nesses parametros, € alto o risco de intoxicacdo dos consumidores das amostras
estudadas, uma vez que em 56 amostras dentre as 58 confirmadas para presenca
do agente, foram encontradas concentracdes suficientes, segundo Forsythe (2002),
para a producdo de toxina, e em duas (3,5%), embora com contagens abaixo de 10°
UFCl/g, foram encontradas concentracbes acima das relatadas por Veras (2003)
(Tabelas um a 10, APENDICES). A presenca da toxina ndo foi pesquisada neste
estudo, contudo foram observadas condi¢des favoraveis a sua producéo.

Nao foi observada correlacdo estatistica (p> 0,05) entre as contagens de
Staphylococcus coagulase positiva e as outras variaveis analisadas nesse estudo.
Quando comparados os valores encontrados para contagens de coliformes totais em
cada um dos boxes de comercializagdo ndo foi observada variacdo estatistica
significativa (p>0,05).

No grafico 5 observam-se as variacdes de concentracfes dos microrganismos

encontradas nas amostras dos diferentes comerciantes. Destaca-se o0 comerciante



77

de numero 6 com 50% das amostras com concentracdes de Staphylococcus
coagulase positiva acima de 8 log UFC/g.

Grafico 5. Representacdo, em quartis, da variavel Staphylococcus coagulase
positiva nas amostras dos diferentes boxes de comercializagao.
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Concentracbes elevadas do microrganismo Staphylococcus coagulase
positiva em alimentos, sdo suficientes para considera-los de risco a saude do
consumidor. Porém, em suspeitas de surtos alimentares causados por bactérias do
grupo coagulase positiva pesquisam-se espécies especificas, visto que a viruléncia
dos agentes pode ser diferenciada por algumas caracteristicas. Entre as espécies do
género Staphylococcus capazes de coagularem o plasma, S. aureus € a mais
relatada em casos de surtos de intoxicacéo, e avaliada como a de maior risco.

Nesse estudo, para a identificacdo de S. aureus entre as 238 cepas de
Staphylococcus coagulase positivas isoladas, utilizou-se os padrées contidos na IN
N°62 (BRASIL, 2003), que utilizam os resultados das provas de coagulase para essa
finalidade. Consta na IN N°62 (BRASIL, 2003) que isolados confirmados de
Staphylococcus coagulase positiva que apresentam na prova da coagulase, graus
de coagulacdo 3+ e 4+, sdo considerados S. aureus. Para classificar os isolados que
apresentam grau de coagulase 1+ e 2+ € necessaria a realizacdo das provas de
DNAse e Termonuclease. Consideram-se S. aureus cepas com grau de coagulacao

1+ e 2+ com resultados positivos a ambas as provas.
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Apés a realizacdo da prova da coagulase nas 238 cepas isoladas, 22 (9,2%),
e 50 (21%), foram classificadas como grau de coagulase 3+ e 4+, respectivamente.
Enquanto que 74 (31%) foram classificadas como 1+ e 92 (38,6%), como 2+ (Gréafico
6).

Grafico 6: Classificacdo das cepas de Staphylococcus coagulase positiva em
gueijos minas frescal em relagéo ao grau de coagulacao.

Numeros de cepas classificadas por grau de coagulagdo apos analise
de 238 cepas de Staphylococcus coagulase positiva.

Apoés serem submetidas as provas de DNAse e Termonuclease, 34 cepas,
dentre as 166 com grau de coagulase 1+ e 2+, apresentaram resultados positivos a
ambas, e foram classificas como S. aureus. Somadas as 72 cepas de grau de
coagulase 3+ e 4+, foram isoladas 106 (45,38%) cepas de S. aureus dentre as 238
de Staphylococcus coagulase positiva, previamente isoladas.

A metodologia para a identificacdo de S. aureus proposta pela IN N°62
(BRASIL, 2003), pode ser questionada, uma vez que em 22 (30,5%) cepas com grau
de coagulase 3+ e 4+, quando submetidas as provas de DNAse e Termonuclease,
nao foram encontrados resultados positivos, 0 que sugere a presenca de outra

espécie com elevada capacidade de coagulacéo (Grafico 7).
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Grafico 7: Resultado das provas de DNAse e Termonuclease das cepas de
Staphylococcus coagulase positivas isoladas.
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Devido a esse questionamento, nesse trabalho, as cepas cujo grau de
coagulase foram 3+ e 4+ e as cepas com grau de coagulase 2+ e 1+, positivas a
ambas as provas de DNAse e Termocuclease, foram consideradas de alto risco

patogénico e submetidas a agdo dos antimicrobianos.
7.2.2 Coliformes totais, termotolerantes e E. coli.

Embora nao influencie no julgamento de queijos minas frescal em apto ou nao
ao consumo humano, a pesquisa de coliformes totais permite uma avaliacdo das
condicBes de higiene das amostras. A presenca em elevadas concentracdes dos
microrganismos comprometem as caracteristicas sensoriais do queijo, pois
competem com a microbiota natural do leite, prejudicando o processo de coagulacéo
e conservacao.

Os valores encontrados para contagens de coliformes totais em cada amostra
analisada constam nas tabelas de um a 10 (APENDICES), onde observam- se
elevadas concentragcbes em 100% dos exemplares avaliados, com valores
superiores a 1,2 x 10° UFC/g (5,079 log UFC/g), sendo a média 3,2x10° UFC/g (7,7
log UFC/g) (tabela 22, APENDICES). O Grafico 8 representa as concentracées,
minima e maxima, em log UFC/g, além da mediana 7,63 log UFC/g encontrada nas

contagens de coliformes totais nas amostras analisadas. Observa-se no gréafico que
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em 25 % dos exemplares analisados foram encontradas contagens acima de 9 log
UFC/g.

Grafico 8: Diagramas de extremos e quartis (Box-plot) da variavel coliformes totais.
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O numero de amostras encontradas com coliformes totais nesse trabalho
superaram aos encontrados por Brant et al. (2007), que confirmaram a presenca de
bactérias do grupo em 33 (80%) amostras de queijos minas artesanais do Serro,
MG. Zaffari et al. (2007) relataram o mesmo percentual de contaminacdo, ao
confirmarem a presenca de coliformes totais em 80 (100%) amostras de queijos
artesanais comercializados no estado do rio grande do Sul.

Segundo Brant et al. (2007), a presenca de coliformes totais pode ser
associada a praticas inadequadas de higienizagcdo durante o processamento,
conservacao e transporte dos derivados lacteos. A exposicdo das amostras durante
a comercializacdo ao contato com utensilios possivelmente contaminados, também
pode influenciar nessa contaminacdo. O tratamento térmico, se empregado
adequadamente ao leite durante o processamento de queijos elimina a limites
aceitaveis as concentracdes do grupo coliformes. Porém, produtos produzidos com
leite cru, isentos de tratamento térmico, apresentam elevada contaminacédo devido
as condi¢cbes da matriz alimenticia para a multiplicacéo das bactérias.

Nao foi observada correlacdo estatistica (p> 0,05) entre as contagens de
coliformes totais e as outras variaveis analisadas nesse estudo. Quando
comparados os valores encontrados para contagens de coliformes totais em cada

um dos boxes de comercializagdo foi observada variacdo estatistica significativa
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(p=0,04), porém seria necessario um numero superior de amostras para
identificacdo dos boxes que apresentaram essa variacao.

No Grafico 9 constam as representacdes em quartis da variavel coliformes
totais para cada boxe de comercializacdo. Destacam-se o boxe de nimero seis, em
cujas amostras foram encontradas maiores contagens, com valor minimo de 8,65 log
UFC/g e mediana 9,67 log UFC/g, e 0 boxe trés cujas concentracdes encontradas
nas foram as com menor variacao.

Grafico 9: Representacdo em quartis da variavel coliformes totais nos diferentes
boxes de comercializagéo.
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Em relacdo a contagem de coliformes termotolerantes, a presenca dos
microrganismos foi confirmada em 34(56,6%) amostras dentre as analisadas, sendo
gue 100% dessas foram consideradas ndo aptas ao consumo humano por
apresentarem contagens superiores a estabelecidas como limite pela ANVISA
(BRASIL, 2001).

Quando avaliada a representacdo em quartis da variavel coliformes
termotolerantes, no Grafico 10 notam-se as elevadas e variadas concentracdes das
bactérias do grupo nas amostras do estudo, porém todas com contagens acima de
4,3 log UFC/g, que corresponde a 2,4 x 10* UFC/g, superior ao limite de 5
x10°UFC/g (2,69 log UFC/g) estabelecido por meio da RDC N°12, pela ANVISA(
BRASIL, 2001).
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Grafico 10: Diagramas de extremos e quartis (Box-plot) da variavel coliformes
termotolerantes.
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Ao pesquisarem a presenca de coliformes termotolerantes em 80 amostras de
gueijos artesanais, no Rio Grande do Sul, Zaffari et al.(2007), relataram menor
percentual de condenacéao, estando 52 (84%) amostras em desacordo com o padrao
da ANVISA, assim como Loguercio e Aleixo et al. (2001), que consideraram
improprias ao consumo humano 28 (93,3%) amostras de queijos artesanais
comercializados em Cuiaba-MT.

Salloti et al. (2006), apdés analisarem, em Jaboticabal-SP, queijos minas
frescal industriais e artesanais, constataram a presenca de coliformes 45°C em
100% das amostras, sendo 83,3% das artesanais e 66,7% das industriais
condenadas como impréprios ao consumo. Embora em menor percentual,
decorrente da eliminacdo de concentracbes iniciais na pasteurizacdo, a
contaminacdo dos produtos industrializados confirma a susceptibilidade da matéria
fluida durante outras etapas do processamento. Silva et al. (2010) apds avaliarem
120 amostras de leite pasteurizado, no Rio de Janeiro- RJ, relataram que 57,5%
estavam fora dos padrbes estabelecidos em relacdo ao grupo dos termotolerantes.

Grandi e Rossi (2007), ao relatarem a presenca de coliformes termotolerantes
acima dos limites aceitaveis em 60% das amostras de queijos industriais,
comercializadas em Uberlandia-MG, confirmaram que mesmo produtos fiscalizados
séo suscetiveis a contaminag¢do. Além da qualidade higiénica sanitaria, a avaliagdo

de microrganismos do grupo coliformes pode auxiliar na avaliacdo da eficiéncia dos
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tratamentos térmicos, aos quais o0s alimentos sdo submetidos. Sousa (2006)
esclareceu que a presenca de bactérias Gram-negativas sugere tratamentos
térmicos inadequados ou de uma provavel contaminacao posterior. As fabricacfes
artesanais por pequenos produtores, sem estrutura adequada e acompanhamento
profissional capacitado, ficam mais expostas a contaminacdo por estes
microrganismos.

A presencga de coliformes termotolerantes foi confirmada em amostras de
todos os boxes de comercializacdo pesquisados neste estudo, destacando a
condenacdo de cinco das seis amostras dos comerciantes de numeros dois, quatro
e seis. Entre as amostras analisadas no boxe de ndamero um, apenas uma

apresentou contagens para 0s microrganismos (Grafico 11).

BN

Grafico 11: Avaliacdo das amostras contaminadas em relacdo a presenca de
coliformes termotolerantes em cada boxe de comercializago.

Avaliagdo das amostras de queijos em relagao a coliformes
termotolerantes em cada boxe de comercializagao.

Numero de Amostras
w
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As variacbes de concentracbes dos microrganismos encontradas nesse
trabalho podem ser consequéncia de diferentes metodologias de fabricacdo, e
cuidados na conservagdo, transporte e na comercializacdo dos distintos
comerciantes. No Gréfico 12 é possivel verificar a representacdo, em quartis, da

variavel coliformes 45 °C em cada um dos boxes de comercializacao.
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Grafico 12: Representagdo em quartis da variavel coliformes termotolerantes nos
diferentes boxes de comercializag&o.
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Para avaliacdo do Grafico 12, deve-se considerar o numero de amostras
contaminadas em cada boxe, presente no Grafico 11. Quando comparados os boxes
com mais de uma amostra contaminadas, percebe-se percentual maior de amostras
com valores menores para as contagens de coliformes termotolerantes no boxe dois
em relacdo aos boxes de numero quatro e seis, ambos com cinco amostras
improprias ao consumo humano. Porém, mesmo baixas, 100% das amostras no
boxe dois apresentaram contagens acima de 4 log UFC/g. O estudo de um numero
maior de amostras, em cada boxe de comercializacdo, aliado ao de procedimentos
na fabricacdo dos derivados lacteos, talvez permitisse associar a taxas de
contaminacdo aos cuidados higiénicos, métodos de conservacao e transporte das
amostras de cada comerciante.

Nao foi observada correlacdo estatistica (p> 0,05) entre as contagens de
coliformes termotolerantes e as outras variaveis analisadas nesse estudo. Também
nao foi observada variacédo estatistica significativa (p>0,05) quando comparados 0s
valores encontrados em cada um dos boxes de comercializagéo.

Dentre o0s microrganismos que compdem o grupo dos coliformes
termotolerantes, a E. coli é o melhor indicador de contaminacdo fecal, que em
alimentos pode ser ocasionada pela manipulacédo de operarios, utilizacdo de matéria
prima de ma qualidade, quando ndo submetida a tratamento térmico, além de

precéria higienizacdo de equipamentos e outros fomites. Em Franca- SP, Amaral et
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al. (2004), relataram a contaminacao, por coliformes termotolerantes, de aguas
utilizadas em propriedades leiteiras, confirmando também serem de E. coli os
isolados. A E. coli, foi confirmada em 11(18,3%) amostras analisadas nesse estudo.

Na tabela 2 constam as amostras condenadas assim como as contagens

encontradas em cada exemplar.

Tabela 2: Amostras cuja presenca de E.coli foi confirmada. Valores das contagens
do microrganismo, caracteristicas sensoriais das amostras positivas e respectivas
estirpes isoladas.

AMOSTRAS | CONTAGEM CONTAGEM TEMTERATURA UMIDADE COLONIAS
POSITVAS | (UFClg)  (log UFC/g) ¢0) @)  PM isoLapas PATOTIPO SOROGRUPO

A5(3) EPEC 0125

A5 2.7 x107 9,43 18,1 56,8 5,21 A5(4) NC
A5(5) NC

B6 6X 10° 8.77 18 51,1 5,17 B6(5) EPEC 0125
C2(2) EPEC 0125
c2(3

c2 2.1X10° 5,32 24,1 52,52 4,79 @) EPEC 0125
C2(4) EPEC 0125
C2(5) EPEC 0125
C6(3 EPEC 0125

C6 3.7X10% 10,56 13,5 50,54 5,07 ®)
C6(4) EPEC 0125

D2 2.4X107 7,38 20,8 57,51 4,98 D2(4) EPEC 055
D5(2) NC

D5 7.7X10° 9,88 19,2 56,01 5,45 D5(4) EPEC 055
D5(5) EPEC 0158
D7(3) EPEC 055

D7 2.7X10° 5,43 16,3 56,7 5,6 D7(4) EPEC 055
D7(5) EPEC 0119
D8(2

D8 4.8X107 8,7 58,4 5,66 ) EPEC 0119

7,68 D8(4) EIEC 29AC

D10(1) NC
D10(2 0158

D10 3.1x10° 6,49 22,5 58,29 5,58 @ EPEC
D10(4) EPEC 0158
D10(5) EPEC 0158

F7 1.3x10° 6,11 12,2 61,29 5,73 F7(2) EPEC 0125
F10(1) NC

F10 4.7X10° 5,67 22,5 54,9 5,27 F10(5) NC
F10(4) NC

NC: Colbnias cujas reagées com o antigeno ndo apresentaram aglutinagao.

E possivel observar as elevadas concentracbes da bactéria nas amostras,
gue podem ser confirmadas na representacdo em quartis presente no Grafico 13. Os
valores encontrados nas contagens de E. coli variaram entre 5,32 e 10,56 log

UFC/g, com medianaigual a 7,43 log UFC/g.
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Grafico 13 Diagramas de extremos e quartis (Box-plot) da varidvel E. coli,
representado em log UFC/g.

A presenca da bactéria também foi detectada em amostras de derivados
latcteos pesquisadas por Loguercio e Aleixo (2001), em Cuiaba — MT, e Feitosa et
al.(2003), no Rio Grande do Norte RN. Almeida Filho e Nader Filho (2002) relataram
a presenca de E. coliem 24 (30%) amostras de queijo minas frescal artesanal dentre
as 80 pesquisadas em Pocos de Caldas — MG, e afirmaram que este tipo de produto
compromete a saude dos consumidores. O valor médio de 9,3 X 10°® UFC/g
encontrado por Ameida Filho e Nader Filho (2002) é inferior a média de 8,0X 10°
UFC/g encontrada neste trabalho.

Ao avaliarem a presenca de E. coli na linha de processamento de queijos
minas frescal, Rocha et al. (2006) constataram o aumento de 2 log UFC/g, quando
os derivados eram originados de leite fluido pasteurizada e de 4 log UFC/g quando
na producdo era utilizado leite cru, confirmando a influéncia da pasteurizacdo na
concentracdo final do microrganismos no produto. O leite cru pode apresentar-se
contaminado pela bactéria assim como por outros agentes patogénicos em
decorréncia da ordenha de animais ndo sadios, como relatado por Langoni et al.
(2006), apos confirmaram a presenca da E. coli em 1,8% das amostras de leite
caprino avaliados.

N&o foi observada correlagdo estatistica (p> 0,05) entre as contagens de E.

coli e as outras variaveis analisadas. Assim como também ndo foi observada
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variacdo estatistica significativa (p>0,05) quando comparados os valores
encontrados para contagens do agente em cada um dos boxes de comercializacao.
Embora ndo tenha sido significativa estatisticamente, a variacdo das
concentragbes nas amostras, em cada boxe de comercializacdo, pode ser avaliada
no Grafico 14, que consta a representacdo em quartis da variavel E. coli nas
amostras separadas por boxes de origem. Nota-se amostras com menor contagens
no boxe de nimero dois, enquanto que nos boxes cinco e seis, 100% das amostras

apresentaram contagens acima de 8 log UFC/g para o agente.

Grafico 14 Representagdo em quartis da variavel E. coli nos diferentes boxes de
comercializagao.
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Na legislacdo ndo ha citacdo da obrigatoriedade da pesquisa e contagem de
E.coli para avaliacdo da qualidade dos exemplares avaliados, uma vez que sao
estabelecidos limites para a contagem de coliformes termotolerantes. Porém,
segundo Trabulsi (2008) a identificacdo da bactéria é importante cientificamente
porque embora faca parte da microbiota normal do intestino humano, pode

apresentar linhagens com risco patogénico comprovado a saude coletiva.

As estirpes de E. coli foram submetidas as provas sorolégicas e classificadas

conforme consta no Gréafico 15.
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Grafico 15: Percentuais das cepas de E. coli encontrados para cada patotipo apos
as provas sorolégicas.

Resultado da sorologia das 27
estirpes de E. coli.
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Ao avaliar as estirpes isoladas de E. coli foram identificadas 19 (71%) como
patotipo E. coli Enteropatogénica. Em menor percentual, Silva et al. (2001) também
confirmaram serem do grupo EPEC, 46 (22,1%), dentre as 208 cepas de E. coli
isoladas em 90 amostras de leite pasteurizados, comercializados no Rio de janeiro,
identificando 15,2% sorogrupo O55 (15,2%). Pereira et al. (1998) pesquisaram E.
coli em 168 amostras de queijo, relatando a presenca de EPEC em 21 (11,09%).
Araujo et al. (2002) identificou como EPEC 32 cepas , dentre as 161, isoladas em 44
gueijos comercializados na cidade do Rio de janeiro.

No Grafico 16 constam a identificacdo das estirpes em cada sorogrupo dos
patotipos encontrados. Quando identificados os sorogrupos de 32 cepas de E. coli
isoladas por Araujo et al. (2002), a partir de gueijos comercializados no Rio de
Janeiro, foram encontrados trés (9,3%) cepas do sorogrupo 0125 e seis (18,7%)
O55. O numero de cepas identificadas nesse trabalho como sorogrupo 055 foi
menor que a relatada por Araujo et al. (2002), porém maior em relacdo aos

sorogrupos 0125 e também 0119, que nao foram identificados pelos outros autores.
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Grafico 16: Identificacdo dos sorogrupos das estirpes de E. coli isoladas.
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Paneto et al.(2007) ao identificarem os sorogrupos de cepas de EPEC,
isoladas em queijos minas frescal artesanais, produzidos na regido centro oeste do
Brasil, relataram 6%, 2% e 2% das estirpes como 0125, O55 e 0119,
respectivamente, valores percentuais menores que 0s encontrados neste trabalho.

A presenca de EPEC nas amostras pesquisadas pode oferecer risco quando
consumida por individuos sensiveis a esse grupo de bactérias, normalmente
criancas, segundo Jay (2005). Embora limitado o grupo considerado de risco, a
possibilidade de infeccao existe, devido a falta de conhecimento dos consumidores,
além da possibilidade de contamina¢@es cruzadas no ambiente residencial, por meio
de utensilios comuns ao fracionamento de alimentos e do contato entre o alimento
contaminado e alimento in6cuo. As residéncias no Brasil sdo apontadas, conforme
dados apresentados pela Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011), como os principais ambientes relacionados a surtos alimentares
entre os anos de 2000 e 2011.

A presenca de um isolado de EIEC de sorotipo O29 é preocupante uma vez
gue, segundo Trabulsi (2008), bactérias desse grupo provocam infeccdes intestinais
semelhantes a shigelose, com inflamacdo e necrose da mucosa do colon, e ao

contrario da EPEC é nociva a todas as faixas etarias.
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7.2.3 Salmonella spp.

Na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria € preconizada a auséncia de
Salmonella spp. em 25 g do produto para considera-lo apto ao consumo humano.
Com base nesse parametro, nove (15%) dos queijos analisados foram considerados
impréprios ao consumo, devido a confirmacdo da presenca do microrganismo.
Resultados expressivos em matriz alimenticia semelhante originada do tipo de
processamento, foram descritos por Grandi e Rossi (2007), em Uberlandia- MG, e
por Peresi et al. (2001), em Séo José do Rio Preto, que condenaram uma (5%) e
duas (6,7%) amostras, respectivamente.

Os resultados obtidos opdem-se aos relatados por diversos autores, como
Brant et. al (2007), Salotti et. al (2006), Pinto (2011), que n&o isolaram o
microrganismo em nenhuma das amostras de queijos minas analisadas em suas
pesquisas nos municipios de Serro- MG, Jaboticabal- SP e Santa Helena- PR,
respectivamente.

Conforme relatado por Temelli et al. (2006), existem diversas possiveis fontes
de contaminagcdo para as amostras condenadas. Segundo Pereira et al. (1999), a
deteccdo de Salmonella spp. em queijos € consequéncia da utilizacdo de matéria
prima contaminada n&do pasteurizada, oriunda de animais ndo sadios ou da
manipulacdo do leite, por portadores da bactéria, durante seu beneficiamento. A
agua, utilizada na higienizacdo de equipamentos e utensilios, quando néo potavel,
também pode comprometer a inocuidade do produto.

Consta no Gréfico 17 o nimero de amostras positivas para a presenca de
Salmonella spp. em cada um dos boxes de comercializacdo, sendo possivel
observar que ao menos uma amostra de cada ponto de venda, excetuando os de
namero quatro, seis e oito, foram condenadas para o microrganismo.

A elevada microbiota encontrada nas contagens de outros microrganismos
evidenciam a precariedade na higiene dos produtos. As condicdes de
comercializacdo, em recipientes e embalagens inapropriados, além da exposicédo a
contaminacao cruzada, devido a proximidade a outros tipos de alimentos, possiveis
veiculadores da bactéria, sdo possiveis responsaveis pela contaminacdo das

amostras analisadas. A auséncia de pasteurizagdo da matéria fluida, também deve
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ser levada em consideragéo, como origem da contaminagcédo das amostras, uma vez
que, segundo Feitosa et al. (2003), esse tratamento térmico ndo € realizado na
maioria das fabricacdes de queijo minas frescal produzidos artesanalmente, contudo

nao obteve-se informagdes com relacdo a esse aspecto nas amostras analisadas..

Grafico 17: Numero de amostras confirmadas para presenca de Salmonella spp. em
cada ponto de comercializagao.

Presenca de Salmonella spp. nos
pontos de comercializagao.
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Embora seja possivel o crescimento de Salmonella spp. em pH entre 4,4 e
9,0, os valores 6timos para a adaptacdo das bactérias estdo entre 6,5 e 7,5 (Jay,
2005). Se considerados esses valores, em 48 (80%) amostras dentre as analisadas
foram encontradas afericdbes abaixo da considerada o6tima ao crescimento do
agente. Conforme observado na tabela 3, das nove amostras improprias ao
consumo neste estudo, seis possuiam valores de pH a partir de 5,9, proximo a faixa
ideal. A acidez dos queijos pode ser creditada as bactérias lacticas, porém agentes
contaminantes acidificantes, quando em elevadas concentracdes aceleram essa
acidificacdo garantindo afericbes ainda menores que as consideradas normais ao
produto (MACHADO et al., 2004).
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TABELA 3: Parametros fisico-quimicos das amostras positivas para presenca de
Salmonella spp. e condi¢gBes de isolamento das estirpes.

RASTREABILIDADE DOS MEIOS DE ISOLAMENTO

AMOSTRAS  TEMPERATURA UMIDADE HESTIRPES
POSITIVAS (°Q) (%) P ENRIQUECIEMNTO E MEIO PROVA
SELECAO SELETIVO  BIOQUIMICA

Al 21,3 47,80 4,88  Al(1) RAPPAPORT AVB IN
A3 6,7 57,79 662 A3(1) SELENITO DIFERENCIAL LIA/TSI

A5(1) RAPPAPORT AVB LIA

A5(1) SELENITO AVB LIA

A5 18,1 568 521  A5(1) SELENITO DIFERENCIAL TSI

A5(1) RAPPAPORT DIFERENCIAL LIA

A5(2) SELENITO AVB LIA

A8(1) SELENITO DIFERENCIAL TSI

A8(1) RAPPAPORT AVB LIA

A8 103 6421 651 A8(2) RAPPAPORT DIFERENCIAL LIA

Ag(2) SELENITO DIFERENCIAL TSI

A8(2) RAPPAPORT AVB LIA

A8(3) RAPPAPORT DIFERENCIAL LIA

B2 15,4 55,1 59  B2(1) SELENITO DIFERENCIAL LIA

B5 13,1 61,69 644  B5(2) RAPPAPORT DIFERENCIAL LIA

B9 10,4 55,8 63  BY(1) SELENITO DIFERENCIAL TSI

E9 84 57,29 659  E9(1) SELENITO DIFERENCIAL LIA
E10 19,1 551 531 E10(3) SELENITO DIFERENCIAL LIA/TSI

Diferencial: Agar Salmonella diferencial

Rappaport: Caldo Rappaport Vassiliadis
Slenito: Caldo Selenito Cistina

7.2.4 Listeria monocytogenes

Em nenhuma das 60 amostras analisadas foi confirmada a presenca de

Listeria monocytogenes, resultado semelhante aos relatados por Peresi (2001) ao

avaliar queijos minas frescal comercializados em feiras livre da cidade de Sao José
do Rio Preto- SP, e por Salotti et al. (2006) e Brant et al. (2007), que também néo

isolaram a bactéria ao avaliarem a mesma matriz alimenticia nas cidades de

Jabotical- SP e Serro-MG, respectivamente.



93

Os resultados deste trabalho ndo corroboram com os apresentados por Silva
et al. (1998), que isolaram a bactéria em 7(41,2%) das 17 amostras avaliadas.
Também ndo se assemelham aos relatos de Carvalho et al. (2005) que ao
analisarem 93 queijos minas frescal, submetidos a diferentes métodos de
processamento e comercializados na cidade de Campinas-SP, relataram a presenca
de Listeria spp. em 11(11,8%) amostras, sendo que em trés (3,2%) o isolado foi
identificado como L. monocytogenes.

Outros derivados lacteos produzidos artesanalmente foram considerados
impréprios ao consumo, por Zaffari (2007), devido a confirmacdo da presenca de
Listeria spp. em 16% das amostras analisadas, comercializadas no Rio Grande do
Sul- RS, sendo dessas 3,7% identificadas como Listeria monocytogenes. Em
pesquisa realizada em queijos coalhos artesanais, no estado do Ceara, Borges et al.
(2003) observaram a prevaléncia de Listeria spp. em 6,9% das amostras confirmado
2,3% dos isolados como L. monocytogenes. Duarte et al. (2005) ao analisarem
gueijos coalhos de fabricacdo artesanal no estado do Pernambuco, isolaram Listeria
spp. em 12 (9,5%) amostras e dentre essas sete foram confirmadas com L.
monocytogenes.

Mesmo ndo detectada, a presenca de Listeria monocytogenes pode ser
guestionada uma vez que, segundo Gasanov et al. (2005) a presenca de qualquer
espécie de Listeria spp. pode ser um indicativo da presenca de Listeria
monocytogenes por essa ser menos competitiva que as outras espécies do género,
especialmente na presenca de substancias seletivas ou de altas contagens de
outros microrganismos. Conforme consta na tabela 5, neste trabalho foram isoladas
cinco cepas de Listeria spp. em 5 (8,3%) diferentes amostras sendo duas
identificadas como L. welshimeri e trés ndo identificada por ndo apresentarem
resultados compativeis com os estabelecidos na IN N°62 (BRASIL, 2003), para a
identificacdo. A L. welshimeri ndo € considerada um risco aos consumidores por nao
estarem associadas a surtos alimentares em humanos, porém sua deteccdo €
importante devido a possivel associacdo a outras espécies do género com potencial
patogénico. Os resultados obtidos nas provas de identificacdo das cepas isoladas
podem ser constatados na tabela 4 e comparados aos padrbes estabelecidos em
legislacao (BRASIL, 2003) (QUADRO 1, ANEXOS).
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Tabela 4: Resultados obtidos nals provas para identificagéo da Listeria spp.

Provas de ldentificagdo

Fermentacao carboidrato

Amostra  a-hemdlise  CAMPtest-St CAMPtest-Re Manitol Ramnose  Xlose Red-NO3| Identificagéo
A3(1) () () () ) (*) (*) () | L. welshimeri
F3(1) (+) (*) () (+) (+) (+) () indefinido
B9 (1) (*) () () (*) (+) (+) () indefinido
Co1) () () () (+) (+) (+) () indefinido
D1(1) () () () () () (+) () | L. welshimeri

Em trés boxes de comercializacdo foram encontrados produtos confirmados

para a presenca de Listeria spp., como pode ser observado no Gréafico 18.

Grafico 18: Representacdo do numero de amostras contaminadas por Listeria spp.
em cada um dos boxes de comercializagéo.
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A Listeria spp. no presente estudo poderia ter sido isolada em um numero

maior de amostras se considerada condi¢des de processamento e contaminagao

das amostras analisadas uma vez que , segundo Gasanov et al. (2005), as espécies

do género podem tornar-se injuriadas quando expostas a adversidades térmicas,

osmoéticas, quimicas e a competicdo pela microbiota acompanhante e conforme

Jantzen et al. (2006) células injuriadas apresentam maior sensibilidade aos

componentes seletivos do meio, podendo haver dano a sua membrana, interferindo

em sua permeabilidade e prejudicando sua multiplicacdo. Vlaemynck e Moermans
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(1996) relataram ainda que niveis de Listeria spp. abaixo de 10° UFC/g dificilmente
séo detectados pela metodologia tradicional.

As amostras analisadas possuiam valores de temperatura que podem ter sido
limitante a presenca e ao isolamento do patdégeno, que segundo Gasanov, (2005) se
adaptam melhor em alimentos submetidos a refrigeracdo. As afericbes de
temperaturas encontradas nas amostras com presenca confirmada de Listeria spp.
variaram entre 4,3°C e 10,4°C, compativeis com a ideal para a bactéria, porém a
maioria das amostras apresentaram temperaturas acima da média que foi de
13,4°C. Outro possivel fator limitante ao isolamento do agente, nas amostras
analisadas, é sua baixa competitividade, caracteristica do género e principalmente
de Listeria monocytogenes, uma vez que elevadas concentracbes de outros
microrganismos contaminantes como coliformes totais e Staphylococcus coagulase

positiva foram encontradas nas amostras analisadas (Tabela 5).

Tabela 5: Resultados encontrados nas afericdes dos parametros fisico-quimicos e
nas contagens dos microrganismos contaminantes nas amostras com presenca
confirmada de Listeria spp.

AMOSTRAS CONTAGEM COLIFORMES CONTAGEM Staphylococcus TEMTERATURA UMIDADE
POSITVAS 35°C (UFC/g) COAGULASE POSITVA (UFClg) (°0) (%) pH
A3 1.0x10° 3.5x10° 6,7 57,79 6,62
B9 9.0x10° 2.3x10° 10,4 55,8 6,3
C9 5.2x10° 2.5x10° 5,7 57,1 6,44
D1 3.3x10° 2.6x10° 10,3 57,39 541
F3 9.0x10° 1.6x10° 4.3 59,01 6,6

Nos Graficos 19 e 20 observa-se que embora presente, a contaminagcao por
Staphylococcus coagulase positiva e coliformes totais foram encontradas em
menores concentracdes nas amostras em que foram confirmadas a presenca de

Listeria spp.
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Grafico 19: Representacdo em quartis das concentragfes de coliformes totais nas
amostras analisadas em relacdo a presenca e auséncia de Listeria spp.
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Grafico 20: Representacdo em quartis das concentracdes de Staphylococcus
coagulase positiva nas amostras analisadas em relacdo a presenca e auséncia de
Listeria spp.
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7.3 SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

7.3.1 Staphylococcus considerados de alto risco patogénico

Constam nas tabelas 13, 14 e 15 (APENDICES), os comportamentos das

estirpes a cada antimicrobiano testado. O percentual de resisténcia e sensibilidade
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encontrado para cada antimicrobiano pode ser observado na tabela 6 e confirmados

no Gréfico 21.

Tabela 6: Valores percentuais do comportamento de 106 cepas de Staphylococcus
coagulase positiva aos antimicrobianos testados.

COMPORTAMENTO DAS ESTIRPES DE Staphylococcus coagulase positiva

ANTIMICROBIANO SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
CLINDAMICINA 20 (19%) 16 (15%) 70 (66%)
ERITROMICINA 20 (19%) 26 (24%) 60 (57%)
OXACICLINA 48 (45%) 7 (7%) 51 (48%)
PENICILINA G 18 (17%) 0 (0%) 88 (83%)
TEICOPLAMINA 61 (58%) 14 (13%) 31 (29%)
AMPICILINA 24 (23%) 0 (0%) 82 (77%)
CEFALOTINA 69 (65%) 0 (0%) 37(35%)
AZTREONAM 9 (8%) 0 (0%) 97 (92%)
CEFOXITINA 60 (57%) 0 (0%) 46 (43%)
CEFTRIAXONA 37(35%) 48 (45%) 21 (20%)
CLORAFENICOL 96 (90%) 3 (3%) 7 (7%)
GENTAMICINA 60 (57%) 9 (8%) 37(35%)
TETRACICLINA 55 (52%) 22 (21%) 29 (27%)

Conforme observado no Grafico 21 os antimicrobianos menos eficientes ao
combate das estirpes estudadas foram Aztreonam, Penicilina, Ampicilina,

Eritromicina e Clindamicina.

Grafico 21. Relacdo percentual das reacfes das estirpes isoladas de
Staphylococcus de alto risco patogénico a acdo dos antimicrobianos.

Valores percentuais das reacdes de 106 estirpes de
Sthaphylococcus coagulase positiva aos
antimicrobianos.
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98

A resisténcia a Penicilina de 88 (83%) cepas, entre as analisadas, assemelha-
se a apresentada por 80% dos Staphylococcus aureus, isolados em agua de
propriedades leiteiras de Franca SP, relatada por Amaral et al. (2004). O autor
associou o comportamento dos isolados a utilizagdo macica do antimicrobiano ao
tratamento de mastite nas propriedades. A ineficiéncia do farmaco também foi
observada, em estudo, por Langoni et al.(2006), que descreveram a resisténcia de
87,5% das cepas de S. aureus, isolados de leite caprino mastitico. Apos avaliarem a
suscetibilidade aos antimicrobianos de 19 cepas de Staphylococcus aureus, 11 da
cavidade nasal e oito das maos de manipuladores de uma industria de laticinios em
Santa Catarina, Grando et al. (2008) observaram a resisténcia de 82% e 75%,
respectivamente, dos isolados a Penicilina.

A resisténcia de 82 (77%) cepas analisadas, nesse estudo, a Ampicilina,
superou a encontrada por Langoni et al.(2006), que relataram 75% dos S. aureus,
isolados de leite caprino mastitico, resistentes ao farmaco. A resisténcia a Penicilina
e Ampicilina, bem como a outros agentes B-Lactamicos (Aztreonam, Oxaciclina,
Ceftriaxona, Cefoxitima e Cefalotina), pode esta associada, segundo Li et al.(2007),
a producéo de B-lactamase, decorrente do uso indiscriminado ou em sub dosagens
dos antimicrobianos do grupo.

Conforme observado na tabela 6, 51 (48%) cepas testadas foram resistentes
a Oxaciclina, e se considerados o comportamento intermediario apresentado por 7
(7%) cepas, tem-se que a maioria dos agentes isolados apresentaram certa
resisténcia a acado do farmaco. Percentual maior que o relatado por Freitas et
al.(2005), que confirmaram a resisténcia ao farmaco de 21(35%) das 59 cepas de
Staphylococcus coagulase positiva isoladas de amostras de leite de animais
mastiticos, em Pernambuco. Rampini et al.(2004) encontraram 18 (81,8%) cepas de
S aureus, dentre as 22 isoladas de queijos coalho artesanais resistentes a
Oxaciclina.

Os Staphylococcus Oxaciclina resistentes sdo importantes causas de infec¢cao
nosocomial em humanos, se disseminam facilmente em ambientes hospitalares e
apresentam multirresisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados. Em estudos
recentes tém sido confirmado que a resisténcia a Oxaciclina dos Staphylococcus
nao se restringe a areas internas de hospitais, podendo ser isolados também em
individuos saudaveis, como comprovado por Menegotto e Picoli (2007), que isolaram

S. aureus resistentes em amostras da cavidade nasal de individuos sadios. O
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elevado percentual de resisténcia ao farmaco apresentado pelas cepas testadas
admite o isolamento dos agentes em ambientes extra-hospitalares, além da possivel
veiculagdo por manipuladores infectados, durante a fabricagédo dos derivados.

Em relagdo a Eritromicina, a resisténcia de 57% das estirpes estudadas
supera o percentual de 45% de cepas resistentes, apresentados por Menegotto e
Picoli (2007) ao testarem S. aureus isolados de suabes nasal de individuos sadios.
Porém se avaliado percentual de estirpes cujo comportamento foi intermediario,
considerado resistente em testes para escolha do farmaco, a resisténcia a
Eritromicina passa a ser apresentada por 86% das estirpes estudadas,
assemelhando-se ao comportamento de 86,4%, dos isolados de queijos coalhos,
testados por Rampini et al (2004).

O comportamento das cepas isoladas a acdo da gentamicina opdem-se ao
relatado por Oliveira et al. (2002), que confirmaram a eficiéncia do farmaco em 100%
das cepas de S. aureus isoladas de amostras de leite mastitico. Também néao
corrobora com a eficiéncia do farmaco relatada por Langoni et al. (2001), Brito et al.
(2001) e Byarugaba, (2004). Dentre as estirpes isoladas, neste trabalho, 60 (57%)
apresentaram-se sensiveis ao farmaco.

A Tetraciclina também né&o foi eficiente, inibindo 55 (52%) cepas isoladas,
percentual abaixo dos relatados por Costa (2002), que confirmaram a resisténcia de
60% dentre as cepas de Staphylococcus coagulase positivos, isoladas em queijos
comercializados no Maranh&o. A eficiéncia do farmaco também néo foi confirmada
por Rampini et al.(2004), que relataram 81,8% das cepas testadas resistentes ao
antimicrobiano.

O agente antimicrobiano Clorafenicol € apresentado como um dos mais
eficientes ao combate dos Staphylococcus, como comprovado por Rampini et
al.(2004), que relatou a inibicdo de 77,3% dos isolados de S.aureus testados. Freitas
et al.(2005), relataram 83% das cepas de Staphylococcus coagulase positiva
sensiveis ao farmaco. A eficiéncia do farmaco foi ainda maior no presente estudo,

com inibicdo de 96 (90%) cepas testadas.
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7.3.2 E coli

A percentual de suscetibilidade das estirpes de E.coli, isoladas neste estudo,
aos antimicrobianos testados pode ser avaliada na tabela 7 e confirmada no Gréfico
22. Na tabela 16 (APENDICES) observa-se o comportamento de cada estirpe aos
farmacos testados.

Tabela 7: Valores percentuais do comportamento de 27 cepas de E. coli aos
antimicrobianos testados.

COMPORTAMENTO DAS ESTIRPES DE E. coli

ANTIMICROBIANO

SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
AMICACINA 14 (52%) 7 (26%0) 6(22%)
AMPICILINA 9 (33%) 1 (4%) 17 (63%)
CEFALOTINA 12 (45%) 9 (33%) 6 (22%)
CEFOTAXIMA 8 (30%) 7 (26%) 12 (44%)
CEFTAZIDIMA 7 (26%) 3 (11%) 17 (63%)
SULFAZOTRIM 17 (63%) 4 (15%) 6 (22%)
AZTREONAM 3 (11%) 3 (11%) 21 (78%)
CEFOXITINA 18 (67%) 2 (7%) 7 (26%)
CEFTRIAXONA 11 (41%) 5 (18%) 11 (41%)
CLORAFENICOL 24 (89%) 0 (0%) 3 (11%)
GENTAMICINA 10 (37%) 5 (18%) 12 (45%)
TETRACICLINA 17 (63%) 7 (26%0) 3 (11%)

Grafico 22: Relacao percentual das reacdes das estirpes isoladas de E. coli a acdo
dos antimicrobianos.

Valores percentuais das reagoes de 27 estirpes de
Escherichia coli aos antimicrobianos.
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Nota-se a resisténcia superior a 50% das cepas testadas aos antimicrobianos
Ampicilina, Ceftazidima e Aztreonam. Se considerado 0 comportamento
intermediario como cepas possivelmente resistentes, os antimicrobianos Cefatonina,
Cefotaxima, Ceftriaxona e Gentamicina, também foram ineficientes no combate da
maioria das estirpes testadas. Os B-lactamicos foram os antimicrobianos de menor
eficiéncia ao combate das estirpes de E. coli isoladas neste estudo, o que pode ser
consequéncia do uso indiscriminado desses farmacos nos tratamentos terapéuticos
de animais e humanos.

O presente trabalho encontrou resultados distintos dos apresentados por
Barreto et al.(2012), ao avaliarem o comportamento de cepas E.coli isoladas de leite
‘in natura”, em relacdo a acdo dos antimicrobianos. Os autores relataram a
resisténcia de 57,9% das estirpes a Tetraciclina, e a eficiéncia da Ampicilina em 89%
dos isolados, enquanto que neste estudo a Penicilina foi um dos farmacos menos
eficientes inibindo 30% apenas dos isolados, e somente 11% das cepas foram
resistentes a tetraciclina.

A eficiéncia da Tetraciclina também foi confirmada por Campos et al. (2006)
gue confirmaram a sensibilidade de 23 (69,7%) e 23 (92%) dentre as estirpes
isoladas de leite cru e queijos, respectivamente. Os autores observaram ainda a
inibicdo pelo antimicrobiano de duas (66,7%) das estirpes E coli isoladas de
cavidade nasal de manipuladores.

Quando avaliados o comportamento dos isolados a Gentamicina, o percentual
de resisténcia encontrado neste estudo opfe-se aos relatados por Campos et al.
(2006) que encontraram 33 (100%), 24(96%) e 7(87,5%) cepas isoladas de leite,
gueijo e de suabes das mado dos manipuladores, sensiveis ao farmaco. Barreto et
al.(2012) também confirmaram a eficiéncia da Gentamicina em 63,2% das cepas de
E. coli testadas.

O antimicrobiano mais eficiente no combate as cepas isoladas nesse estudo
foi o Clorafenicol com inibicdo de 24(89%) cepas, seguido de Tetraciclina e
Sulfazotrim, ambos com inibicdo de 17(63%) isolados. A eficiéncia do Clorafenicol
também foram confirmadas por Barreto et al.(2012) para 89,5% das cepas testadas,
enquanto que o Sulfazotrim inibiu 81% das cepas estudadas por Campos et al.
(2006). Segundo Campos et al. (2006) a resisténcia aos antimicrobianos

apresentada pelas estirpes de E. coli pode ser avaliada como resposta ao
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tratamento de mastites se observadas as condicbes de susceptibilidades aos

farmacos.

7.3.3 Salmonella spp.

A partir das nove amostras positivas para 0 microrganismo isolou-se 18
estirpes, as quais foram submetidas a testes de sensibilidade aos principais
antimicrobianos utilizados para bactérias Gram-negativas. Na Tabela 9 e no Gréfico
23 podem ser avaliados os percentuais de amostras resistentes, sensiveis e com
comportamento intermediario relacdo aos antimicrobianos. O comportamento de

cada estirpe analisada pode ser observado na tabela 27 (APENDICES).

TABELA 8: Avaliacdo do comportamento das estirpes isoladas de Salmonella spp.
em relacdo aos antimicrobianos testados.

COMPORTAMENTO DAS ESTIRPES DE Salmonella spp.

ANTIMICROBIANOS

SENSIVEL INTREMEDIARIO RESISTENTE
AMICACINA(AMI 30) 17 (94%) 0 (0%) 1(6%)
AMPICILINA(AMP10) 1(6%) 0(0%) 17 (94%)
CEFALOTINA (CFL30) 1(6%) 0(0%) 17 (94%)
CEFOTAXIMA (CTX30) 8 (44%) 7 (39%) 3(17%)
CEFTAZIDIMA (CAZ30) 11(61%) 1(6%) 6 (33%)
SULFAZOTRIM (SUT25) 8 (44%) 4( 23%) 6 (33%)
AZTREONAM (ATM30) 10 (56%) 2 (11%) 6 (33%)
CEFOXITINA (CFO30) 4( 23%) 0 (0%) 14 (77%)
CEFTRIAXONA(CRO30) 17 (94%) 0 (0%) 1(6%)
CLORAFENICOL (CLO30) 11(61%) 0(0%) 7 (39%)
GENTAMICINA (GEN10) 17 (94%) 0 (0%) 1(6%)
TERTACICLINA (TET30) 10 (56%) 6 (33%) 2 (11%)
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Grafico 23: Relagdo percentual das reacdes das estirpes isoladas de Salmonella
spp. em relacéo a acdo dos antimicrobianos.

Valores percentuais do comportamento das
estirpes de Salmonella spp. a agdao dos
antimicrobianos.
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Em relacdo a Ampicilina o comportamento das cepas estudadas opdem-se
aos relatados por Peresi et al. (2006) que confirmaram a sensibilidade de 100% das
30 cepas de Salmonella spp. isoladas de alimentos envolvidos em surtos
alimentares no Estado de Sdo Paulo. No entanto o comportamento verificado para a
acao da Tetraciclina foi semelhante, com aproximadamente 50% das cepas
sensiveis ao farmaco.

A suscetibilidade das cepas isoladas aos antimicrobianos Amicacina e
Gentamicina assemelham-se aos relatados por Cortez et al. (2006), que avaliaram a
suscetibilidade de cepas da bactéria isoladas em abatedouros de aves e
confirmaram a eficiéncia do farmaco sobre 93% e 96% dos isolados. Cortez et
al.(2006) também relataram a resisténcia de 25 (86,2%) cepas ao Azetreonam, O
gue nao foi comprovado neste estudo.

Nenhuma das cepas isoladas neste estudo foi 100% sensivel aos principios
antimicrobianos testados, sendo 94% das cepas, submetidas a acao dos farmacos,
apresentaram resisténcia a trés ou mais farmacos, o que dificulta as escolhas
terapéuticas para o controle das infeccbes causadas pelo microrganismo,
principalmente quando os afetados forem individuos mais susceptiveis conforme

relatado por Franco e Landgraf (2003).
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Andreotti e Nicodemo (2004) descreveram que a resisténcia das estirpes de
Salmonella spp. tem influéncia de tratamentos terapéuticos utilizados no controle de
infeccbes mamarias dos animais leiteiros, além do uso indiscriminado de farmacos
de amplo espectro em infecgbes humanas. De acordo com os resultados do
presente trabalho apenas Amicacina, Ceftriaxona e Gentamicina obteriam sucesso
em tratamentos de patologias ocasionadas por esse microrganismo, uma vez que
foram os Unicos antimicrobianos entre os testados eficientes no combate as cepas
analisadas.

Os principios ativos testados nos isolados sédo os utilizados, com certa
frequéncia, na terapéutica humana. Esses resultados servem de alerta, pois 0 uso
indiscriminado de antibiéticos em tratamentos de infec¢des e sua adicdo em ragdes
animais, como promotores de crescimento, tém contribuido para a emergéncia de
bactérias patogénicas resistentes, como Salmonella spp., que podem ser veiculadas

em alimentos de origem animal e causar infecgbes em seres humanos.

7.3.4 Listeria spp.

Na tabela 28 (APENDICES) pode ser observada a susceptibilidade de cada
estirpes isoladas aos antimicrobianos, destacando o comportamento multirresistente
de 100% das estirpes. Os farmacos Penicilina, Aztreonam, Cefoxitina e
Gentamicina, foram o0s menos eficientes dentre os testados, enquanto que
Tetraciclina, Clorafenicol apresentaram melhor acédo antibacteriana (Tabela 9;
Grafico 24).

Quando avaliado o percentual de isolados resistentes a Penicilina, o valor
encontrado neste trabalho foi inferior ao relatado por Prates (2010) apés testarem a
acao do mesmo farmaco sobre cepas de Listeria spp. isoladas de laticinios do Rio
Grande do Sul- RS. Esses autores também relataram resisténcia de 70%, 90% e
100% das cepas aos farmacos Gentamicina, Tetraciclina e Clorafenicol,
respectivamente, enquanto que neste trabalho foram encontrados para os mesmos
farmacos percentuais de resisténcia iguais a 60%, 0% e 40%.

Os resultados deste estudo em relacdo a Tetraciclina e Penicilia corroboram
com os relatados por Haraken et al. (2009) que ao testarem a suscetibilidade de
cepas Listeria spp. isoladas de produtos lacteos observou a sensibilidade de 93%

dos isolados a Tetraciclina enquanto que 90% foram resistentes a Penicilina.
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Embora o nimero de isolados submetidos & acdo dos farmacos tenha sido
baixo, a avaliagédo dos resultados serve como um parametro para estudos da doenca
e do agente, na regido onde foram coletadas as amostras. Dados da resisténcia das
estirpes a Penicilina, por exemplo, sdo importantes, segundo Hof (2003), devido a

utilizacdo desse farmaco, como primeira escolha, ao combate a listeriose.

Tabela 9: Avaliagdo do comportamento das estirpes isoladas de Listeria spp. em
relacdo aos antimicrobianos testados.

Comportamento das estirpes de Listeria spp.

ANTIMICROBIANOS p <
SENSIVEL INTERMEDIARIO  RESISTENTE

PENICILIA (PEN10) 2(40%) 0(0%) 3(60%)
TEICOPLAMINA (TEC30) 4(80%) 0(0%) 1(20%)
AZTREONAM (ATM30) 0(0%) 0(0%) 5(100%)
CEFOXITINA (CFO30) 2(40%) 0(0%) 3(60%)
CLORAFENICOL (CLO30) 3(60%) 0(0%) 2(40%)
GENTAMICINA (GEN10) 2(40%) 0(0%) 3(60%)
TERTACICLINA (TET30) 4(80%) 1(20%) 0(0%)

Grafico 24: Relacao das estirpes isoladas de Listeria spp. em relacdo a acao dos
antimicrobianos.

Reacoes das estirpes de Listeria spp. aos antimicrobianos.
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E importante avaliar a multirresisténcia aos farmacos apresentada pelas
cepas das bactérias patogénicas avaliadas devido a correlacdo desta com a
viruléncia dos agentes. Baseando-se nos resultados encontrados nesta pesquisa
(Tabela 10), o perfil de resisténcia aos antimicrobianos apresentados pelas estirpes

testadas € considerado, conforme Dropa (2006), um desafio a Saude publica, e tem
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sido amplamente estudada, sendo que o0 monitoramento desta caracteristica
bacteriana serve de suporte para politicas publicas e colaboram com a escolha de
medicamentos mais propicios ao tratamento de enfermidade tanto na medicina
humana como na medicina veterinaria. A multirresisténcia aos antimicrobianos
testados dificulta o tratamento de possiveis infec¢des que estas bactérias possam vir

a causar.

Tabela 10: Multirresisténcia das estirpes isoladas.

E. coli Staphylococcus spp.  Salmonella spp.  Listeria spp.

Sensivel a todos os Farmacos 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Resistente a um ou dois farmacos 4 (14%) 14 (13%) 1(6%) 0(0%)
Multirresistencia* 24 (86%) 92 (87%) 17 (94%) 5(100%)

*Resistente a trés ou mais antimicrobianos.



107

8 CONCLUSOES

v' As elevadas concentracbes de bactérias do grupo coliformes evidenciam as
condi¢Bes improprias de higiene das amostras analisadas, assim como as
temperaturas aferidas no momento da colheita comprovam as inadequadas
condicdes de conservacgéo do produto.

v' Com base nos resultados encontrados conclui-se que a comercializacdo de
gueijos minas frescal informais, em vias publicas da cidade de Volta
Redonda-RJ, é motivo de preocupacdo para as autoridades sanitarias e de
salde da regido por representar risco a saude dos consumidores, devido a
presenca de bactérias patogénicas capazes de causar graves enfermidades
em humanos.

v O comportamento multirresistente das estirpes patogénicas avaliadas aos
antimicrobianos testados é preocupante, uma vez que o controle de possiveis
enfermidades causadas por estes agentes etiologicos seria comprometido
pela ineficiéncia dos principais farmacos disponiveis.
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10 APENDICES

Tabela 11: Valores

comercializacéo identificado como Box 1.

referentes as amostras adquiridas

no ponto de
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BOX 1
. Coliformes Coliformes Staphylococcus
Amostra Tem;()fé;itura pH Urrz;/do ;\de 35°C 45°C coagulase positiva
(UFC/g- log) (UFC/g- log) (UFC/g- log)
Al 21,3 488 47,81 1.010"-10,1 2.010%9,30 4.8 10° 6,68
B1 15,5 578 5491 1.410%-8,14 0 3.8 10%- 8,57
C1 17,0 557 5540 1.310%-10,1 0 3.2 10%- 8,50
D1 10,3 541 57,39 3.310°%6,51 0 2.6 10°% 6,41
El 14,6 534 59,29 3.610% 8,55 0 2.2 10°% 6,34
F1 15,6 520 5550 4.110°-7,61 0 3.8 10°- 5,57

Tabela 12: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de comercializacéo
identificado como Box 2.

BOX 2
Temperatura Umidade Coliformes Colifclrmes Staphylococc?u.s
Amostra (°C) %) 35°C 45°C coagulase positiva
(UFClg*log) (UFC/g*log) (UFC/g*log)

A2 21,9 542 50,49 2.510°8,39 0 5.0 10°-6,69
B2 15,4 590 55,10 4.7 10°6,67 3.810°6,57 7.110°5,85
C2 24,1 4,79 5252 2.610°541 2.110%5,32 8.1 10°5,90
D2 20,8 498 5751 1.210%5,07 2.410%4,38 1.0 10°-9,00
E2 15,8 536 60,10 6.110°5,78 1.2 10°-5,07 4.0 10*-4,60
F2 6,8 596 59,50 9.610°8,98 1.910°%8,27 4.2 10°-5,62

Tabela 13: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de comercializacéo
identificado como Box 3.

BOX 3

. Coliformes Coliformes Staphylococcus

Amostra Tem?Oeé?tura pH Unz;:;;lde 35°C 45°C coagulase positiva
(UFClg*log) (UFC/g*log) (UFC/g*log)

All 6,7 6,62 57,79 1.010%6,00 0 3.510°-5,54
B11 4,1 6,78 56,79 1.2 10%6,07 0 1.310%5,11
Cl1 15,6 5,34 52,70 1.110%8,04 1.110%8,04 7.1 10%6,85
D11 1,8 6,60 59,70 1.010-6,00 2.0 10°6,30 1.110°-7,04
E11l 3,4 6,58 62,19 5.110°%6,70 0 2.9 10*4,46
F11 4,3 6,60 59,01 9.010°5,95 0 1.6 10%-6,20




Tabela 14: Valores

comercializagéo identificado como Box 4.

123

referentes as amostras adquiridas no ponto de

BOX 4

. Coliformes Coliformes Staphylococcus

Amostra Tem;()fé;itura pH Unz(:/(: ;‘ de 35°C 45°C coagulase positiva
(UFC/g*log) (UFC/g*log) (UFC/g*log)

A4 14,5 5,15 54,80 5.010°%6,69 5.010°6,69 4.0 10-7,60
B4 22,1 5,16 52,59 4.210%8,62 1.7108%-8,23 1.110°-7,04
C4 11,3 520 55,00 8510°-7,92 5.110-7,70 3.110°-7,49
D4 11,9 533 5290 3.410%9,53 1.410°9,14 4.7 10%-6,67
E4 13,1 552 54,70 2.110°%9,32 0 1.6 10%-6,20
F4 12,6 534 5599 9.310%8,96 5.6108%-8,74 9.5 10%-6,97

Tabela 15: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de
comercializacéo identificado como Box 5.

BOX 5
. Coliformes Coliformes Staphylococcus
Amostra Tempoe (r:atura pH Um;dade 35°C 45°C coagulase positiva
°C) (%) (UFC/g*log) (UFC/g*log) (UFC/g*log)

A5 15,1 6,21 61,10 4.510%9,65 3.6 10°9,55 0
B5 13,1 6,44 6169 1.710’-7,23 0 1.4 10%6,14
C5 12,6 6,02 60,67 6.810°%6,83 0 3.110°-7,49
D5 19,2 545 56,01 1.310%-10,1 7.710%9,88 3.4 10%-8,53
E5 19,2 545 56,01 2.110-7,32 4.210%6,62 0
F5 7,7 6,23 62,70 5.610%-8,74 0 5.6 10%-6,74

Tabela 16: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de comercializacéo
identificado como Box 6.

BOX 6
Temperatura Umidade Coliformes 35°C Collfcirmes Staphylococ:(?u_s
Amostra °C) pH %) (UFC/g*log) 45°C coagulase gositiva
° g-log (UFC/g*log) (UFC/g*log)
A6 18,1 521 56,80 4.510°9,65 0 2.9 10%-8,46
B6 18,0 517 51,10 2.910°9,46 6.010%8,77 3.4 108-8,53
C6 13,5 5,07 5054 9.410%-10,9 7.510%°-10,8 4.5 10%°-10,6
D6 12,0 565 52,19 1.310Y-10,1 1.010%-10 2.510°-7,39
E6 8,4 6,43 5430 4.910%9,69 1.0 10%-8 5.510°-7,74
F6 10,5 569 5399 4510%8,65 9.010°-7,95 2.0 10°-7,30




Tabela 17: Valores referentes as amostras adquiridas
comercializagéo identificado como Box 7.

124

no ponto de

BOX 7
. Coliformes Coliformes Staphylococcus
Amostra Tempoe Cratura pH Um(:/d ade 35°C 45°C coagulase gositiva
C) (%) (UFClg*log)  (UFClg*log) (UFC/g*log)
A7 15,9 6,57 64,70 6.9 10°-7,83 0 9.7 10°-7,98
B7 12,2 6,56 60,09 3.310°-7,51 0 6.2 10°-5,79
c7 18,7 6,02 60,29 1.310%-10,1 7.910%9,89 8.210°5,91
D7 16,3 5,60 56,70 4510°-7,65 2.710°-7,43 3.1 10%-6,49
E7 11,9 589 59,19 1.7 10°6,23 3.010°-5,47 3.7 10°6,56
F7 12,2 573 61,29 6.510°6,81 1.310%6,11 1.0 10%-6,0

Tabela 18: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de
comercializacéo identificado como Box 8.

BOX 8

. Coliformes Coliformes Staphylococcus

Amostra Tempoe (r:atura pH Um(:/d ade 35°C 45°C coagulase gositiva
°C) (%) (UFClg*log)  (UFC/g*log) (UFC/g*log)

A8 10,3 6,51 64,21 1510°9,17 5.810°8,76  1.410°5,14
B8 7,5 6,45 6050 7.310°6,86 0 2.6 10°%-6,41
c8 9,9 6,22 63,19 4.010%6,60 0 9.0 10°-5,95
D8 8,7 566 58,40 1.210%8,07 9.710°-7,98  6.410"-7,80
ES 13,3 568 61,41 1910°%6,27 3.810°5,57 1.610"-7,20
F8 9,1 6,12 61,69 1.110-7,07 0 8.3 10°%-6,91

Tabela 19: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de comercializacéo
identificado como Box 9.

BOX 9

. Coliformes Coliformes Staphylococcus
Amostra Tem(poe (;r;uura Unz(l)/d ?de 35°C 45°C coagulase gositiva

° (UFC/g*log)  (UFClg*log) (UFC/g*log)
A9 8,7 6,05 5800 6.910°8,83 2.810%8,44 2.210%8,34
B9 10,4 6,3 5580 9.010°5,95 5.010°5,69 2.3 10°-5,36
C9 5,7 6,44 57,10 5.21056,71 0 2.5 10°5,39
D9 10,3 6,25 5540 4.7 10%-8,67 0 3.1 108-8,49
E9 8,4 6,59 57,29 2.01056,30 0 5.2 105-6,71
F9 9,2 6,85 58,49 9.610°5,98 0 1.1 10%-5,04
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Tabela 20: Valores referentes as amostras adquiridas no ponto de comercializagéo
identificado como Box 10.

BOX 10

. Coliformes Coliformes Staphylococcus

Amostra Tem;()oe Cr;)itura Urrz;/do ;\de 35°C 45°C coagulase gositiva
(UFC/g*log) (UFC/g*log) (UFC/g*log)

Al10 19,8 535 51,80 1.310%9,11 5.210%8,71 4.6 10°6,66
B10 21,2 535 5539 2.110°-7,32 0 5.8 10°-5,76
Cc10 22.0 497 4960 6.210°-7,79 0 50.10°-6,69
D10 22,5 558 5829 3.910%6,59 3.110°6,49 4.310-7,63
E10 19,1 531 55,10 2.010%6,30 1.210°6,07 3.310%6,51
F10 22,5 527 5490 7.910°5,89 4.710°5,67 1.2 10°-5,07

Tabela 21: Médias dos valores encontrados nos boxes de comercializagéo.

Analises
BOX DE . . Coliformes Staphylococcus
COMERCIALIZAGAO Tem(poeCr;atura pH Umidade (%) C(()llgorﬁlizt/ot?s termobolerantes  coagulase positva

Chahes (log UFCIg) (log UFC/g)

BOX 1 15,7 + 3,56 a 5,63 +0,30 55,04 +3,9 8,49 +1,39 9.3 7,01+1,23
(103-213)b  (488-578)  (47.8-592)  (6,65-10,11) ' (5,57-8,57)

BOX 2 17,4 +6,25 540 +0,47 55,87 + 3,86 6,72 +1,62 592+1,53 6,28 +1,49
(68-2410) (479-596) (5049-6001)  (507-898)  (438-827) (4,60 - 9,00)

BOX 3 59+4,97 6,43+0,54 58,03 +3,19 6,46 + 0,82 7174123 5,86 +1,01
(1,8-15,6) (5,34-6,78) (52,70 - 62,19) (5,95 - 8,04) (6,30 - 8,04) (4,46 - 7,04)

BOX 4 14,2 + 3,99 528 +0,14 54,33 +1,31 8,51+1,05 8,10+ 0,95 6,99 + 0,51
(113-221)  (515-552) (5259-5599)  (6,69-953)  (6,69-9,14) (6,20-7,60)

BOX 5 13,1+3,85 6,00 +0,37 60,21 +2,37 8,31+1,38 8,68 +1,79 7,22 41,02
(77-192)  (545-644) (5601-6270) (683-10,11)  (6,62-9,88) (6,14-853)

BOX 6 13,4 +3,96 5,53 +0,50 53,15+2,33 9,75+0,76 9,12 +1,28 8,34 +1,24
(84-181  (507-643) (5054-56,80) (865-1097)  (7.95-10,87) (7:30-10,65)

BOX 7 1454283 6064041  6037+262 7694132 723195 6,45 +0,81
(119-187)  (560-657)  (567-647)  (623-1011)  (547-9,89) (5.79-7,98)

BOX 8 9,8+197 6,10 £ 0,36 61,56 + 2,04 743+1,08 7,44 +1,65 6,57 +0,94
(75-133)  (56-651)  (5840-6421)  (627-917)  (5.57-8,76) (5.14-7.80)

BOX 9 8,7+1,71 6,41+0,28 57,01 +1,20 7,07 £1,32 7,07 +1,94 6,55 +1,55
(57-104)  (605-685) (5540-5849) (5.95-883)  (5.69-844) (5,05 - 8,49)

BOX 10 21,1+1,44 5,30 +0,19 54,18 + 3,04 716 £1,17 6,73+1,35 6,39 +0,87
(19.10-22,50) (4.97-558) (49,60-5829)  (589-9.11)  (5,67-871) (507 -7,63)

@ Média + desvio padrdo
® Valor minimo — méaximo



Tabela 22: Média dos valores encontrados nas 60 amostras avaliadas.

Andlises
Temperatura , Coliformes totais Colformes Staphylococcus
(°C) pH Umidade (%) (log UFCIg) termofolerantes  coagulase positiva
9ure (log UFC/g) (log UFC/g)
13,42 +5,43a 5,79+0,563 56,97 +3,78 7,75+1,48 7,58 +1,66 6,75+ 1,22

(1,8-24,1)b (4,79-6,85) (47,8-64,7) (507-10,97) (4,38-10,87) (4,46- 10,65)

Z Média + desvio padrdo
Valor minimo - maximo
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Tabela 23: Reacéo das estirpes, de Staphylococcus coagulase positiva, isoladas
nos 1°e 2° dias, aos antimicrobianos testados.

ESTIRPE ATM30 |CFO30|CRO30|CLO30|GEN10
A1(2)
AL(4)
A2(1)
A2(2)
A2(3)
A2/4
A2(5)
A4/3
A6/1
A6/2
A6/3
A6/4
B6/4
A7/1
A7/3
A10/4
A10/5
A11/1
A11/2
B2/2
B2/4
B4/1
B6/2
B6/3
A6/5
B6/5
B7/4
B7/5
B8/1
B8/2
B8/3
B10/1
B10/2
B10/3
B10/4

CLI 02: Clindamicina; ERI 15: Eritromicina; OXA 01: Oxaciclina; PEN 10: Penicilina G;TEC 30: Teicoplamina ;
AMP 10: Ampicilina; CFL 30: Cefalotina; ATM 30: Aztreonam; CFO 30: Cefoxitina ; CRO 30: Ceftriaxona ;
CLO 30: Clorafenicol ; GEN 10: Gentamicina; TET 30: Tetraciclina.

Susceptibilidade da estirpe frente ao antimicrobiano testado: R: Resistente; I: Intrmediério;

S:Sensivel.




Tabela 24: Reacéo das estirpes, de Staphylococcus coagulase positiva, isoladas
nos 3°e 4°dias de colheita, aos antimicrobianos testados.

128

ESTIRPE [CLI 02|ERI15

OXA01 |PEN10|TEC30

c1(1) R R

R

| R

C1(2) R

C1(3) R

R

C1(4)
C1(5)

R
|
|

R

c2(1)

C2/3

C2/4

C2/5

C4a/1

(0|0 |D

Py)

C4a/2

O (0|00

|
|
R

R

Py

AMP10 |CFL30[|ATM30 [CFO30|CRO30{CLO30(GEN10|TET30

C4/3

C4/4

C4/5

(0|0 (T|(0 |0 |[DT|D

C6/2

C6/4

C6/5

C8/2

C8/4

C8/5

C9/1

C9/2

C9/3

;U;UI;U;U;UI;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U ;U;U[

D(D|V|[OV(V|D[DV(D|DV|[DV|V|D(DV|W|W[(D|O|W|XW|O|(T|0|0
V|V |V|DV|V|(D(DV(DV|[OV|DV|V|V|0V|DV(D[(D[DV|[O|[V|O| ||

Co/5

C1i1

C11/2

Py)
Py)

——;U——;U;U;UI;U;UWI;U;U;U;U;UW;U

C11/3

|0 |0 (3D

Al—|— |

D[(—|D|[— ||

— ||
Py)
Py)

Cl1/4

D2/1

Py)
Py)

D2/2 R R

— |0 |3

D4/4

D4/5
D6/1
D6/3
D6/4
D6/5 R R R

V(DD [(D|OV|D(V|DV|DV[(D|DV|DV|V|D[(D|(V|D[D|D|[D(D|D|0[(DV|D|0|(V|0|0

|— |0

R R
|
|
|

D|(OV|V|[OV|DV|DV|DV|(DV(D(DV[O[(D|[OV|V|0V|D|(D[(D(OV(DV|[OV|D|V|0|TV|(D|(D|(O[D|20|0
py)

R
R R

|V |V|DV|V|(D(D[(DV[(OV[(OV|O|0|0|D|D|(D|(O[(0|70O|

|0 |X0|V| (D

|0 |03

Py)

R

— == |m|o|[=|=|=

R

|— |0 (=D

R

R

CLI 02: Clindamicina; ERI 15: Eritromicina; OXA 01: Oxaciclina; PEN 10: Penicilina G;TEC 30: Teicoplamina ;
AMP 10: Ampicilina; CFL 30: Cefalotina; ATM 30: Aztreonam; CFO 30: Cefoxitina ; CRO 30: Ceftriaxona ;

CLO 30: Clorafenicol ; GEN 10: Gentamicina;

Susceptibilidade da estirpe frente ao antimicrobiano testado: R: Resistente; I: Intrmediério;

S:Sensivel.

TET 30: Tetraciclina.



Tabela 25: Reacéo das estirpes, de Staphylococcus coagulase positiva, isoladas
nos 5°e 6° dias de colheita, aos antimicrobianos testados.
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ESTIRPE |CLI 02

ERI15

OXA01

PEN10|TEC30|AMP10 |CFL30|ATM30 |CFO30{CRO30|CLO30{GEN10|TET30

E4/1
E4/2
E6/2
E6/3
E7/2
E7/5
F1(1)
F1(3)
F1(5)
F2(1)
F2(3)
F2(4)
Fa/1

—|=|—|=

Fa/2

F4/3

F4/4
F4/5
F5/1

|0 |03

R

R

py)

|0 |0 (D0

Py

py)

Py

Py

F5/2

Py

F5/3

Py)

F5/4
F6/1
F6/2

|0 |0

D|(O|O|—=|—|D|T|T|—

|0 |0

|V |0[(V|O|O|(0 |00 |0

F6/3

(O |DV|V|D |V |WV|(D|(W[(D|D|0|0 |0

F6/5

Py

F7/1

F7/2

F7/4

F7/5

F8/1

|00 || (D

Py

R

|V |V|XWV|XWV|(D(D|(DV|[O|W|0|V|D0|D|(D (D

R

F8/3

Py)

F10/1
F10/2
F10/3
F10/5

|V |V|D|0 |||

R

DOV |V |V |—=(D[(D[O[—|0O |0

R

|0 |0[(DV|O|0|(V |00 |0

R
R

R

Py)

Py)

|0 |0 (3D

R
R R

V|V |XWV|XWV|(D|(DV|(DV|[D|O|0 |||

|0 |0 (3D

— |0 |0 ||

CLI 02: Clindamicina; ERI 15: Eritromicina; OXA 01: Oxaciclina; PEN 10: Penicilina G;TEC 30: Teicoplamina ;
AMP 10: Ampicilina; CFL 30: Cefalotina; ATM 30: Aztreonam; CFO 30: Cefoxitina ; CRO 30: Ceftriaxona ;
CLO 30: Clorafenicol ; GEN 10: Gentamicina;

Susceptibilidade da estirpe frente ao antimicrobiano testado: R: Resistente; I: Intrmediario;

S:Sensivel.

TET 30: Tetraciclina.
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Tabela 26: Reacéo das estirpes de Escherichia coli aos antimicrobianos testados.

ESTIRPES |AMI 30 |AMP10 |CFL 30 [CTX 30 [CAZ 30 |SUT25 [ATM30 | CFO30 | CRO 30 |CLO30 |GEN 10 |TET 30
A5(3)
A5(4)
A5(5)
B6(5)
C2(2)
C2(3)
C2(4)
C2(5)
C6(3)
C6(4)
D2(4)
D5(2)
D5(4)
D5(5)
D7(3)
D7(4)
D7(5)
D8(2)
D8(4)
D10(1)
D10(2)
D10(4)
D10(5)
F7(2)
F10(1)
F10(4)
F10(5)
AMI 30: Amicacina; AMP 10: Ampicilina; CFL 30: Cefalotina; CTX 30: Cefotaxima; CAZ 30: Ceftazidima:

SUT 25: Sulfazotrim; ATM 30: Aztreonam; CFO 30: Cefoxitina; CRO 30: Ceftriaxona ; CLO 30: Clorafenicol ;
GEN 10: Gentamicina; TET 30: Tetraciclina.

Susceptibilidade da estirpe frente ao antimicrobiano testado: R: Resistente; I: Intermediario;
S:Sensivel.
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Tabela 27: Comportamento das estirpes de Salmonella spp. em relagdo aos
antimicrobianos testados.

ESTIRPES ANTIMICROBIANOS
AMI30 |AMP10 |CFL30 |CTX30 [CAZ30 [SUT25 |ATM30 |CFO30 | CRO30 | CLO30 [GEN10 | TET30

A1(1) AVB-RAPPAPORT-TSI R R R
A3(1) RAM-SELENITO-TSI R R R R
A5(1) AVB-RAPPAPORT-LIA R R [ R |
A5(1) AVB-SELENITO-LIA R R R R | R R |
A5(1) RAM-SELENITO-TSI R R R | R R R
A5(2) AVB-SELENITO-LIA R R | R
A5(1) RAM-RAPPAPORT-LIA R R R R R
A8(2) RAM-RAPPAPORT-LIA R R R | R R |
A8(3) RAM-RAPPAPORT-LIA R | | R
A8(1) RAM-SELENITO-TSI R R
A8(2) RAM-SELENITO-TSI R R | R R |
A8(1) AVB-RAPPAPORT-LIA R R R
A8(2) AVB-RAPPAPORT-LIA R R R |
B2(1) RAM-SELENITO-LIA R R R R R R R
B5(2) RAM-RAPPAPORT-LIA R R | R R R R R R
E9(1) RAM-SELENITO-LIA R R | | R R R
B9(1) RAM-SELENITO-TSI R R [ R R R |
E10(3) RAM-SELENITO-LIA R R | R R R R R |

AMI 30: Amicacina; AMP 10: Ampicilina; CFL 30: Cefalotina; CTX 30: Cefotaxima; CAZ 30: Ceftazidima:
SUT 25: Sulfazotrim; ATM 30: Aztreonam; CFO 30: Cefoxitina; CRO 30: Ceftriaxona ; CLO 30: Clorafenicol ;
GEN 10: Gentamicina; TET 30: Tetraciclina.

Susceptibilidade da estirpe frente ao antimicrobiano testado: R: Resistente; I: Intermediario;
S:Sensivel.

Tabela 28: Comportamento das estirpes de Listeria spp. em relacdo aos
antimicrobianos testados.

ESTIRPES |PEN10|TEC30{ ATM30 | CFO30| CLO30|GEN10| TET30
A11(1)
B9 (1)
co()
D1(1)
F11(1)

PEN 10: Penicilina G;TEC 30: Teicoplamina ; ATM 30: Aztreonam; CFO 30: Cefoxitina ; CLO 30: Clorafenicol ;
GEN 10: Gentamicina; TET 30: Tetraciclina.

Susceptibilidade da estirpe frente ao antimicrobiano testado: R: Resistente; I: Intrmediério;
S:Sensivel.
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11 ANEXO

Quadro 1: Resultados das provas bioquimicas para identificacéo das estirpes de
Listeria spp.

Prova | L.Monocytogenes | L.ivanovii | L.innocua | L. welshimeri | L. seeligeri | L. grayi
a-hemolise + + - - + -
Red- NO4 - - - - - -
CAMPtest-
S. aureus " i i i " i
CAMPteste; i + i i i i
R. equi
Manitol - - - - - +
Ramnose + + Variavel Variavel - -
Xilose - + - + + -
VM + + + + + +
Gram + + + + + +

FONTE: IN N°62. ADAPTADO RYSER E DONNELY.

Quadro 2: Formula utilizada para contagens dos microrganismos quantitativos

pesquisados nesse trabalho conforme consta na IN N°62 (BRASIL, 2003).

R=Cxcxd
r

R = Resultado

C = nimero de colbnias contadas

¢ = nimero de colbnias confirmadas
r = nimero de col6nias repicadas

d = diluicao utilizada




