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Resumo: Este trabalho avaliou a presenca de bactérias mesofilas cultivaveis (BMC), fungos
filamentosos e leveduras, coliformes a 35 °C e a 45 °C, Escherichia coli, Salmonella e estafilococos
coagulase positiva, bem como o perfil de resisténcia antimicrobiana entre os isolados bacterianos em
queijos artesanais (n = 28) produzidos e comercializados em Cruz das Almas, Bahia. O nimero de
microrganismos patogénicos diferiu estatisticamente (p > 0,05) entre os queijos avaliados. O queijo de
coalho apresentou as maiores contagens de microrganismos, com 80% de contaminagdo por
estafilococos coagulase positiva. Escherichia coli foi encontrada em 50% das amostras de queijo de
coalho e em 7% no queijo de manteiga. Nao foi observada a presenca de Salmonella. Escherichia coli
apresentou resisténcia a ampicilina (16,7%) e imipenem (16,7%). Estafilococos coagulase positiva foi
resistente a nitrofurantoina (55,6%), tetraciclina (88,9%) e vancomicina (77,7%), apresentando
multirresisténcia. A qualidade microbiol6gica dos queijos artesanais comercializados em Cruz das
Almas é insatisfatdria para o consumo, além de veicular patégenos multiresistentes.

Palavras-chave: queijo de coalho, queijo de manteiga, antimicrobianos.

Abstract: This study evaluated the presence of cultivable mesophilic bacteria (CMB),

filamentous fungi, yeasts and coliforms at 35 °C and at 45 °C, Escherichia coli, Salmonella and
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coagulase-positive staphylococci, and to verify the profile of antimicrobial resistance of bacterial
isolates in artisan cheeses (n = 28) produced and marketed in Cruz das Almas, Bahia. The number of
microorganisms differed statistically (p> 0.05) among the handmade cheeses assessed. The curd
cheese presented the highest microorganism counts, with 80% contamination by coagulase-positive
staphylococci. Escherichia coli were found in 50% of the curd cheese samples and in 7% of the butter
cheese samples. The presence of Salmonella was not observed. Escherichia coli presented resistance
to ampycilin (16.7%) and imipenem (16.7%), while coagulase-positive staphylococci was resistant to
nitrofurantoin (55.6%), tetracycline (88.9%) and vancomycin (77.7%), presenting a multi-resistance
profile. The microbiological quality of the artisan cheeses sold in Cruz das Almas is improper for
consumption and vehicle multiresistant pathogens.
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Introducéo

No Brasil, a producdo artesanal de
queijos é tradicional, sendo o queijo de
coalho e 0 queijo manteiga os principais
queijos de fabricacdo artesanal no
Nordeste, fazendo parte do habito
alimentar da populacdo (NASSU et al.,
2009; OLIVEIRA et al.,, 2010a). Na
regido Nordeste dos 2,2 milhdes de
pequenos e médios produtores de
alimentos lacteos, cerca de 85%
trabalnham com a producdo de queijo-
coalho (SEBRAE, 2008).

Por ser um dos principais produtos
derivados do leite, 0s queijos servem de
substrato para 0 crescimento e

desenvolvimento de microrganismos, que
podem sem potenciais causadores de
doencas ou intoxicagOes alimentares
(Ruthes; Goularte, 2013) produgéo de

queijos em condicOes insalubres, em

geral, associados a falhas no controle da
matéria  prima, higienizacdo  dos
utensilios, estocagem e processamento
permitem que produtos de baixa
qualidade mercado
consumidor (FAVA et al., 2012).

A contaminacdo microbiana dos

cheguem ao

queijos artesanais é um grave problema de
salide publica, sendo considerado um dos
principais veiculos capazes de causar
doencas veiculadas por alimentos (DVA)
(Tozzo et al, 2015), relacionados
principalmente a presenca de patdgenos
como Escherichia coli, Salmonella sp. e
Sthaphylococcus (DORES et al., 2013).

O aumento das DVA associado ao
crescente  fendbmeno da  resisténcia
microbiana tem trazido consequéncias
graves a saude publica, ao restringir as
opcoes terapéuticas (GUIMARAES et al.,

2012). Os alimentos podem contribuir
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para a disseminacdo de cepas resistentes
aos agentes microbianos, ndo apenas "as
cepas patogénicas, mas também aquelas
comensais (Cardoso; Marin, 2014). Esta é
uma situacao preocupante, haja vista que,
na produgdo animal, sdo utilizados
muitos antimicrobianos que exercem
pressdo seletiva sobre 0os microrganismos,
principalmente o queijo-coalho que é
produzido com leite ndo pasteurizado
(GUIMARAES et al., 2012).

A fabricagdo de queijos artesanais
realizada em pequenas propriedades
rurais ou em pequenas industrias, sem a
adocdo de boas praticas de fabricagio,
ndo apresentando seguranca
microbiologica e  padronizacdo  de
qualidade (Santana et al., 2008), bem
como a escassa fiscalizacdo e controle
sanitario na producdo e comercializacdo
desses alimentos em Cruz das Almas,
Bahia, este estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica do
queijo-coalho e queijo-manteiga,
comercializados no municipio; bem
como, determinar o perfil de resisténcia
dos isolados a farmacos de uso comercial.
Material e Métodos

Foram analisados um total de 28
amostras de gueijos, 14 de queijo-coalho
e 14 de queijo-manteiga, obtidos em
feiras, padarias e minimercados da cidade

de Cruz das Almas, Bahia para a

quantificacdo de bactérias mesofilas
cultivaveis (BMC), fungos filamentosos e
leveduras, coliformes a 35 °C e a 45 °C,
Staphylococcus  spp.,  estafilococos
coagulase positiva, presenga de E. coli e
Salmonella spp. (SILVA et al., 2010). As
amostras  foram  encaminhadas ao
Laboratério de  Microbiologia de
Alimentos e Ambiental -

LABMAA/UFRB, campus de Cruz das
Almas, Bahia.

A susceptibilidade antimicrobiana foi
realizada pelo método de difusdo de disco
(CLSI, 2010) usando discos contendo
antimicrobianos comercialmente
disponiveis: B-lactamicos (ampicilina 10
pg, cefalotina 30 pg, imipenem 10 g e
ceftazidime 30  pg);  nitrofuranos
(nitrofurantoina 300 pg); quinolonas
(4cido nalidixico 30 ug e ciprofloxacino 5
pg); tetraciclina (tetraciclina 30 pQ);
fenicois (cloranfenicol 30 MO);
glicopeptideos (vancomicina 30 pg) e
sulfonamidas  (sulfazotrim 25 Q)
(LABORCLIN®, Brasil). As cepas
bacterianas de Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC
25923) foram usadas como controles de
referéncia.

O indice de multipla resisténcia
(indice MAR) foi determinado a partir da
relagdo a/b, ou seja, 0 numero de

antimicrobianos ao qual determinado

57



Evangelista-Barreto et al., Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal (v.10, n.1) p. 55 — 67, jan - marc¢ (2016)

isolado foi resistente (a), sobre o nimero
total de antimicrobianos testados (b),
multiplicando-se o valor final por 100 para
obtencdo dos resultados em percentual
(HIRSCH et al., 2006).

A presenca de plasmideos-R foi
testada nas cepas com perfil de resisténcia
antimicrobiana.

Utilizou-se o acridine de oranje (AO)
a uma concentracdo de 100 pg.mL™ como
agente de cura em caldo a 37 °C por 24h.
Transcorrido o periodo de incubacgéo, uma
aliquota de 200 pL da cultura foi
transferida para caldo Luria Bertani (LB) e
incubados a 37 °C por 24h. Estas culturas
foram  novamente  submetidas  ao
antibiograma (MOLINA-AJA et al., 2002).

Os resultados das analises foram

submetidos ao teste ANOVA por meio do

programa SAEG 5.1, usando o teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.
Resultados e discussao
Foi  verificada elevada carga
microbiana em todas as amostras de
queijos. As contagens médias para 0 grupo
BMC, fungos filamentosos e leveduras,
coliformes a 35 °C e a 45 °C diferiram
estatisticamente, mostrando que o queijo-
coalho apresentou uma carga microbiana
maior do que a encontrada no queijo-
manteiga (Tabela 1). A elevada presenca
desses microrganismos no queijo-coalho
pode estd associada ao uso de matéria
prima de fontes ndo seguras, utensilios mal
higienizados ou contaminados, elaboracao
em condicBes imprdprias, armazenamento
e comercializagdo em
abusivas (OLIVEIRA et al., 2010a).

temperaturas

Tabela 1. Contagem média dos diferentes microrganismos isolados em queijos artesanais

comercializados no mercado varejista de Cruz das Almas, Bahia.

Microrganismos

Queijo-coalho Queijo-manteiga

BMC (UFC.g™) 5,90 x 10°4 1,06 x 10°°
Fungos filamentosos e leveduras (UFC.g™) 2,20 x 10" 1,07 x 10*®
Coliformes (35° C)(NMP.g™) 8,17 x 10°* 1,12 x 10*®
Coliformes (45° C) (NMP.g™) 4,13 x 10" 1,43x10°
Staphylococcus sp. (UFC.g™) 8,40 x 10"4 1,28 x 10°®
Staphylococcus coagulase positiva (NMP.g™) 8,20 x 10°* 3,30 x 10°®
Salmonella sp. Auséncia Auséncia

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (p<0,05). BMC (Bactérias mesofilas

cultivaveis).
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A presenga de fungos filamentosos é
preocupante devido a rapida deterioracéo
que causam nos alimentos, como é o caso
do  fungo  Penicillium  discolor,
comumente encontrado em alimentos de
origem lactea (DALSGAARD et al,
2012).

Os fungos causam DVA devido a
producdo de micotoxinas (SANTOS et
al., 2008). Apesar da Resolugdo RDC N°
12 (BRASIL, 2001) n&o estabelecer
limites para os coliformes a 35 °C,
elevadas contagens indicam a presenca de
bactérias da familia Enterobacteriaceae,
potencialmente patogénicas.

A presenca de coliformes no queijo-
coalho sugere a utilizacdo de leite in
natura sem tratamento térmico durante a
producdo, enquanto a contaminacdo do
queijo-manteiga evidéncia contaminacao
pds-processamento, uma vez que ao Sser
elaborado, este € submetido a
temperaturas elevadas, que eliminam
bactérias  termolabeis  como 0S
coliformes.

Capibaribe et al. (2010), analisando
83 amostras de queijo-coalno em
estabelecimentos comerciais de Salvador,
BA, relataram que 78 (94%) das amostras
apresentavam contaminagdo por
coliformes a 35 °C e a 45 °C, com a
confirmacgdo de E. coli em 65 (78,3%)

das amostras.

Apenas as amostras de queijo-coalho
(70%) estavam fora dos padrbes (5x102
NMP g?) estabelecidos pela legislacdo
vigente (BRASIL, 2001) para oS
coliformes a 45 °C com a confirmacéo de
Escherichia coli em 50% das amostras de
queijo-coalho e em 7% do queijo-
manteiga.

A presenca de E. coli indica
contaminagéo fecal recente. Seu elevado
percentual no queijo-coalho é um risco
para os consumidores, devido algumas
cepas serem potencialmente patogénicas.

A producdo do queijo-manteiga
demonstra a eficiéncia da coccdo na
reducdo da carga microbiana, associando
a contaminagdo presente a manipulacao
incorreta ou contaminagdo cruzada.
Semelhante aos demais bioindicadores as
contagens de Staphylococcus spp. no
queijo-coalho também foram
significativamente maiores em relacdo ao
queijo-manteiga (Tabela 1).

O uso de leite cru usado na producao
do queijo-coalho, tem sido a principal
fonte de contaminacdo advinda da mastite
bovina, no qual Staphylococcus aureus é
o principal agente etioldgico (SOUSA et
al., 2014).

A elevada carga microbiana de
estafilococos coagulase positiva > 5x10°
UFC g* (BRASIL, 2001) em 86% das

amostras de queijo-coalho e em 7,2%

59



Evangelista-Barreto et al., Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal (v.10, n.1) p. 55 — 67, jan - marc¢ (2016)

das amostras de queijo-manteiga, reforga o
perigo que envolve a comercializagédo
desse produto, principalmente porque
Staphylococcus aureus tem sido o segundo
agente etiolégico mais isolado em
intoxicacbes  alimentares  devido a
producdo de enterotoxinas termoestaveis
(OLIVEIRA et al., 2010Db).

Oliveira et al. (2010a) também
relataram a presenca de estafilococos
coagulase positiva em 76,19% de amostras
de queijo-coalno no Estado de
Pernambuco. A qualidade microbioldgica
do leite, seja ele pasteurizado ou cru, €
fundamental para a preparacdo de bons
queijos. Isto pressupde um gado saudavel,
boas préaticas de higiene na ordenha e no
manuseio do leite, higienizacdo eficiente
dos equipamentos e o resfriamento do leite
- 4 °C. Essas

praticas permitem que o leite mantenha sua

a temperaturas entre 0° e

qualidade microbiologica por até 72 horas
(PERRY, 2004).

Néo foi verificada a presenca de
Salmonella spp. nas amostras, atendendo a
normativa brasileira (BRASIL, 2001),
(Tabela 1). Salmonella apresenta baixa
capacidade de competicdo quando
comparada aos coliformes e
Staphylococcus spp. Estes resultados
corroboram com os dados de Pinto et al.

(2011), embora Oliveira et al. (2010a)

tenham relatado Salmonella spp. em
9,52% dos queijos-coalho analisados em
Cabo de Santo Agostinho, PE.

O perfil de

antimicrobianos em seis cepas de E. coli e

suscetibilidade  aos

nove de estafilococos coagulase positiva
encontra-se nas Figuras 1 e 2. O queijo
artesanal € um produto altamente
manipulado, sendo importante ressaltar
que as cepas de E. coli e estafilococos
coagulase positiva resistentes, podem ser
oriundos tanto da matéria prima, quanto
dos manipuladores, ndo sendo possivel
afirmar que as cepas tenham vindo do
rebanho leiteiro tratado com
antimicrobianos.

As cepas de E. coli apresentaram
suscetibilidade (83,3%) a trés grupos de
antimicrobianos: nitrofuranos
(nitrofurantoina), quinolonas  (acido
nalidixico e ciprofloxacino) e sulfonamidas
(sulfazotrim), o que é satisfatorio, visto
estes grupos de farmacos séo utilizados na
medicina humana e animal no combate a
doencas. Cepas com resisténcia foram
observadas aos antimicrobianos do grupo
dos pB-lactdmicos para o0 imipenem,
ampicilina e cefalotina (Figura 1).

Os carbapenémicos, como o0
imipinem, constituem a terapia
antimicrobiana de escolha para o

tratamento de infec¢des hospitalares graves
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por Gram negativos, no entanto, 0 USO
exagerado de antibidticos, principalmente
cefalosporinas de espectro ampliado,
associado as falhas no controle da
infeccdo, tem favorecido o aparecimento
da resisténcia (POSSEBON; CAMARGO,
2003).

Cepas de E. coli resistentes aos -
lactdmicos (Figura 1) e veiculadas em
queijos € preocupante, uma vez que a
maioria dos genes para a producdo de
enzimas [-lactamases, residem em regides
moveis do DNA bacteriano, tornando-os
facilmente transferiveis para outras
bactérias (SPINDLER et al., 2012).

Escherichia coli que € uma bactéria
comensal comum que vive no trato
intestinal de animais de sangue quente, tem
um papel importante no estudo de
monitoramento quanto a prevaléncia de
bactérias resistentes aos antimicrobianos.

As cepas de estafilococos coagulase
positiva foram sensiveis a quatro grupos de
antimicrobianos: B-lactamicos (imipenem),
fenicdis (cloranfenicol), quinolonas (acido
nalidixico e ciprofloxacino) e sulfonamidas
(sulfazotrim).

Aproximadamente, 89%, 78% e 56%
das cepas de estafilococos coagulase
positiva apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos tetraciclina, vancomicina
e nitrofurantoina, respectivamente. Cerca

de 23% dos isolados apresentaram

resisténcia intermedidria a vancomicina,
nitrofurantoina e cefalotina (Figura 2).

Resisténcia a tetraciclina também foi
verificada por CUNHA et al. (2006), em
58,6% dos isolados provenientes de
animais com mastite subclinica. As
tetraciclinas compdem a classe de
antimicrobianos quantitativamente mais
usados na terapia animal, seguida pelos
macrolideos, lincosamidas, penicilinas,
sulfonamidas, aminoglicosideos, entre
outros (SCHWARZ; CHASLUS-
DANCLA, 2001).

Os principais mecanismos, descritos
na literatura, atribuidos a resisténcia
bacteriana a tetraciclina séo o efluxo ativo,
comumente encontrado em  bactérias
Gram-negativas e a protecdo ribossomal
(PEREIRA-MAIA et al., 2010).

A eficicia antimicrobiana do acido
nalidixico e ciprofloxacina (Figuras 1 e 2),
quinolonas de 1* e 2% geracdo,
respectivamente, para ambas as espécies
bacterianas, foi satisfatoria, visto que a
resisténcia as quinolonas tem emergido
como um importante problema de saude
publica, resultante de sua livre utilizacdo
na producdo animal (JACOBY, 2005).

Por outro lado o &cido nalidixico é
muito utilizado no combate as doencas

urinarias em humanos e animais, devido a
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sua eficiéncia contra a maioria das HOLLENBACH, 2010).
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Figura 1. Percentual de suscetibilidade antimicrobiana de Escherichia coli isoladas em

amostras de queijos artesanais, comercializados em Cruz das Almas, Bahia.
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Figura 2. Percentual de suscetibilidade antimicrobiana de estafilococos coagulase positiva

isolados em amostras de queijos artesanais, comercializados em Cruz das Almas, Bahia.
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Menegotto E Picolli (2007) também
verificaram resisténcia em S. aureus a
vancomicina, embora, ao estudarem o
perfil de sensibilidade do grupo J-
lactdmico, os autores observaram maior
tendéncia a resisténcia. O aumento da
resisténcia a vancomicina e a
nitrofurantoina é relevante, visto que
estes antimicrobianos séo de uso proibido
na medicina veterinaria (HOEFEL,;
LAUTERT, 2006).

Perfil  de

observado apenas nos isolados de

multiresisténcia  foi

estafilococos coagulase positiva, sendo a
maior frequéncia para o0s isolados
originarios do queijo-coalho (Tabela 2).
O caréater fenotipo de resisténcia em E.
coli foi mediada por plasmideos (Tabela

2). Nas cepas de estafilococos coagulase

positiva essa caracteristica foi observada
em 44,4%. Nesses isolados o indice
MAR variou de 11,1% a 33,3%, ou seja,
resisténcia até trés antimicrobianos.

A resisténcia cromossémica depende
de mutacdo, evento dirigido quase sempre
a uma sO droga, sendo que esta alteracdo
ocorre com frequéncia relativamente baixa
e o impacto clinico & menor quando
comparado & resisténcia  plasmidial
(ALTERTHUM, 2008). A presenca de
plasmideos-R torna possivel a troca de
genes de resisténcia entre bactérias. O
aumento na multiplaresisténcia bacteriana
eleva 0 risco de transferéncia de
plasmideos e a codificacdo de resisténcia a
antimicrobianos entre 0s microrganismos
da microbiota animal para a humana e
vice-versa (MOTA et al., 2005).

Tabela 2. Perfil de resisténcia antimicrobiana, indice de multipla resisténcia (MAR) e resisténcia

plasmidial em Escherichia coli e estafilococos coagulase positiva isolados em amostras de queijos

artesanais, comercializados em Cruz das Almas, Bahia.

Isolados Resisténcia antimicrobiana MAR (%) Resisténcia plasmidial
Ec C08 IMP 14,3 IMP

Ec C09 AMP 14,3 AMP
Sc+ C1 TET 11,1 -

Sc+ C2 NIT - TET - VAN 33,3 NIT -TET
Sc+ C3 NIT - TET - VAN 33,3 NIT -TET
Sc+ C4 TET 11,1 -

Sc+ C5 NIT - TET - VAN 33,3 -

Sc+ C7 NIT — VAN 22,2 -

Sc+ C9 VAN - TET 22,2 VAN
Sc+ C10 NIT - TET - VAN 33,3 VAN
Sc+ R05 TET - VAN 22,2 -
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Ec = E. coli; Sc+ = Staphylococcus coagulase positiva. IMP = imipenem, AMP = ampicilina, TET =
tetraciclina, NIT = nitrofurantoina, VAN = vancomicina. C = queijo de coalho. R = queijo de manteiga

Conclusdes

O queijo de coalho e queijo de
manteiga comercializados em Cruz das
Almas, BA, apresentam alta carga
microbiana, podendo ser um veiculo para
toxinfecgBes alimentares. Além disso, a
resisténcia aos antimicrobianos verificada
nos isolados, bem como o carater
multirresistente condicionado a
plasmideos bacterianos, demonstra o risco
a saude publica visto a disseminacdo de
bactérias resistentes via alimentos entre os

consumidores.
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