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PERFIL DE SENSIBILIDADE MICROBIANA IN VITRO DE CEPAS DE
Escherichia coli E Klebsiella pneumoniae ISOLADAS DE QUEIJO
ARTESANAL

RESUMO

No presente estudo objetivou-se avaliar a qualidade microbioldgica de queijos frescos e sua
viabilidade comercial. Para tanto, foram avaliadas 80 amostras de queijos de diferentes
produtores para confirmagdo de coliformes totais e termotolerantes. A partir das culturas
positivas foram empregadas para identificacdo por correlacdo a aparéncia colonial, coloragédo
de Gram e provas bioquimicas. Além disso, avaliou-se a sensibilidade antimicrobiana in vitro
e o indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos. Em 97,5% das amostras foi confirmada
a presenca de Escherichia coli e em 2,5% foi identificada a existéncia de Klebsiella
pneumoniae. As cepas de E. coli (84,8%) evidenciaram alta sensibilidade aos antibidticos,
enquanto que 100 % das cepas de K. pneumoniae foram multirresitentes. Pelos resultados
obtidos concluiu-se que os queijos apresentaram baixa qualidade microbiolégica, deficiéncia
das condicdes higiénico sanitarias, representando um risco potencial que este produto pode

significar para a satde publica.

Palavra-chave: coliformes termotolerantes, queijos coalho, resisténcia, antibiético, qualidade
sanitaria.



IN VITRO MICROBIAL SENSITIVITY PROFILE OF STRAINS OF
Escherichia coli AND Kilebsiella pneumoniae ISOLATED OF ARTISTICAL
CHEESE

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the microbiological quality of fresh cheeses and their
commercial viability. For that, 80 samples of cheeses from different producers were evaluated
for total and thermotolerant coliforms. From the positive cultures were used for identification
by correlation the colonial appearance, Gram staining and biochemical tests. In addition, the
in vitro antimicrobial susceptibility and multiple antimicrobial resistance index were
evaluated. In 97.5% of the samples the presence of Escherichia coli was confirmed and in
2.5% of Klebsiella pneumoniae was identified. E. coli strains (84.8%) showed high sensitivity
to antibiotics, whereas 100% of strains of K. pneumoniae were multiresistant. The results
showed that cheeses presented low microbiological quality, deficiency of hygienic sanitary
conditions, representing a potential risk that this product can mean for public health.

Key words: thermotolerant coliforms, curd cheeses, resistance, antibiotic, sanitary quality.
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1 INTRODUCAO

Os queijos artesanais sdo produzidos em pequenas propriedades, e em alguns casos a fabricacdo
dos mesmos € realizada sem a adequada higienizacao do local e sem a pasteurizacdo da matéria
prima. Devido a sua composicao nutricional e a falta dos devidos cuidados higiénico-sanitarios,
0 queijo fresco artesanal se constitui em um importante meio para a proliferacdo de
microrganismos patogénicos (SABIKHI, BHONGLE & SATHISH, 2015).

Umas das caracteristicas que torna o queijo tipo frescal artesanal um alimento que pode
oferecer riscos a salide humana, é o fato de ele ser constituido a base de leite cru e ndo passar
por um processo de maturagdo, como também o local de sua producdo, na grande maioria, ser
um estabelecimento onde as condi¢des higiénico-sanitarias sdo  insatisfatorias
(EVANGELISTA-BARRETO et al., 2016). A circulacdo dos patdgenos por meio dos
alimentos é muito comum e pode representar um risco potencial a salde do consumidor.
Portanto, a fim de evitar isso, boas préaticas de higiene sdo necessarias em toda a cadeia de
producio (RASHEED et al., 2014; MOUSSE et al., 2016).

Por isto, ha preocupacao em torno dos alimentos sobre a possibilidade de os mesmos
transmitirem a populacdo microrganismos patogénicos tais como bactérias do grupo dos
coliformes, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium, Salmonella, entre outros,
provocando o surgimento de surtos de toxinfeccdes alimentares de gravidade, causando desde
um simples mal-estar até a ocorréncia de casos fatais (RODRIGUES & FERREIRA, 2016).

E necessario compreender a importancia de promover adocdo de boas préticas na
cadeia de producéo de derivados do leite, para desta forma obter produtos manufaturados de
qualidade. No entanto, em algumas propriedades o processo de ordenha é realizado sem
higienizacdo, acondicionamento inadequado ou na demora da destinagéo do leite pode acelerar
0 aumento do numero de microrganismos patogénicos capazes de causar a deterioracdo do
produto inviabilizando para o consumo in natura ou provocando Varias doengas aos
consumidores (DANTAS et al., 2013; FONTANETTI et al., 2015).

Portanto, a populacdo em geral deve ter ao seu alcance alimentos de qualidade, que
atenda padrdes estabelecidos e condi¢des higiénicas que propiciem uma alimentacdo saudavel
para 0s consumidores e ndo um veiculo de doengas transmitidas por alimentos contaminados,
pondo em risco a salde publica (SALOTTI et al., 2006).

Com a finalidade de se evitar a contaminagdo durante o processo de producdo do

queijo, deve-se observar o indicador para a presenca de coliformes totais e termotolerantes nos
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alimentos em quantidade elevada e dentre esses patdgenos, observou — se um indicador
especifico de contaminagdo, sendo esta a Escherichia coli (GASPAROTTO, ROCHA &
GRECELLE, 2008; DORES et al., 2013).

A Escherichia coli € uma das bactérias mais estudadas, € representante do grupo dos
coliformes termotolerantes. E caracterizada por ser gram-negativa, fermentadora de lactose
com consequente producdo de gas e tem como consequéncia, além da alteracdo das
caracteristicas organolépticas do alimento, o estufamento da embalagem (TORTORA, FUNKE
& CASE, 2012). Escherichia coli é a espécie anaerdbia facultativa mais prevalente no trato
gastrointestinal de humanos e animais, geralmente um micrébio inofensivo, mas também é uma
bactéria importante do ponto de vista médico, causando uma série de doencas significativas
(RASHEED et al., 2014).

A espécie Klebsiella pneumoniae é um importante patégeno oportunista que causa
uma variedade de doencas infecciosas em humanos, incluindo septicemia, abscessos hepaticos,
diarreia e pneumonia. E um patégeno hospitalar bem conhecido e associado ao aumento da
morbidade e mortalidade dos pacientes. Além do ambiente clinico, Klebsiella pneumoniae €
frequentemente encontrada em alimentos, incluindo vegetais crus, férmulas infantis em po,
carne, peixe, laticinios, entre outros e, tem sido considerada como um importante patégeno de
origem alimentar. Nos ltimos anos, um nUmero crescente de surtos de origem alimentar
causados por Klebsiella pneumoniae foram relatados em diferentes paises (YAO et al., 2015;
DAVIS & PRICE, 2016; GUO et al., 2016; MILANOVIC et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

O surgimento de cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos sdo de grande
preocupacdo mundial na medicina humana (HU et al., 2013). Assim, a disseminagéo destas
bactérias resistentes como resultado do consumo de alimentos contaminados, como carne mal
cozida, frutos do mar crus, leite e produtos lacteos ndo pasteurizados, representa um risco a
satde publica (MILANOVIC et al., 2017). Além disso, essas bactérias podem transferir
determinantes de resisténcia a antibidticos para outras bactérias patogénicas (TORTORA,
FUNKE & CASE, 2012).

Portanto, a vigilancia e o monitoramento de bactérias resistentes a medicamentos em
alimentos sdo importantes, na implantacdo de estratégias de controle direcionadas para
selecionar antibiéticos eficazes para o tratamento de doencas infecciosas (ZHANG et al., 2018).
Os patdgenos resistentes mais comumente isolados da cadeia alimentar sdo Staphylococcus
aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli, consequéncia do uso extensivo de antibioticos na

pecuaria com a finalidade de aumentar a producao animal e, da utilizacdo indiscriminada na
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terapéutica, o qual representa pressao seletiva de genes de resisténcia nas bactérias (GUO et
al., 2016; ARENAS & MELO, 2018).

Considerando o0s aspectos descritos e, as caracteristicas de producdo e de
comercializacdo do queijo frescal artesanal, no Municipio de Guarai, Estado do Tocantins
(Brasil), é importante avaliar a qualidade microbiol6gica de queijos frescos e sua viabilidade

comercial.

1.1 Objetivos gerais

Avaliacdo do perfil de sensibilidade aos antibioticos de Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae isoladas dos queijos artesanais comercializados no municipio de Guarai - TO.

1.2 Objetivos especificos

> Determinar e quantificar pela técnica de tubos maltiplos o nimero de coliformes
totais e termotolerantes nas amostras;

» Verificar a presenca de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae;

> Analisar o perfil de resisténcia maltipla as drogas antimicrobianas.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Queijo: Historico

N&o se sabe ao certo sobre o inicio da producédo de queijos no mundo. No entanto, € uma das
maiores e Uteis conquistas do homem, pois, durante muitos séculos, o queijo foi a Unica
forma de conservacgdo dos principais constituintes do leite (ZACARCHENGO et al., 2013).

Entretanto, a histdria revela que os egipcios foram os primeiros povos a criar gado e
que no leite e no queijo, perceberam uma fonte importante de alimentacéo e nas proteinas como
um rico potencial biolégico, além de outros importantes elementos inorganicos como calcio,
fosforo, zinco, iodo, selénio, vitaminas e oligoelementos (FREITAS FILHO et al., 2009; REIS
et al, 2013). O fato € que o leite e seus derivados sdo grupos de alimentos antigos da civilizacdo
(FOX et al., 2000; ABIQ, 2014).

Por outro lado, ha indicios que o queijo foi obtido pela primeira vez acidentalmente,
pois o leite era transportado em recipientes feitos com estbmagos de animais, cujas enzimas
causavam a sua coagulagéo, devido a fermentacédo da lactose, formando dois subprodutos (Soro
e 0 Queijo). O agente que promove a coagulacdo do leite para producdo de queijos é conhecido
como coalho de bezerro, pode ser extraido do quarto estdmago de bezerros em lactacdo
(SEBRAE, 2008; ALBUQUERQUE, 2009; VISOTTO et al., 2011).

Estas enzimas conhecidas como coalho, constituidas pelas enzimas quimosina e
pepsina, que até hoje € um importante ingrediente na fabricacdo do queijo (CHALITA, et al.
2009). No entanto, a presenca destas enzimas coagulantes, podem apresentar composicoes
enzimaticas diferenciadas, podendo ser de origem animal, vegetal e/ou de microrganismos e
variar tanto em quantidade de enzimas, quanto em qualidade referente ao tipo de enzima
(NEELAKANTAN et al., 1999; SEBRAE, 2008).

Porém, com a chegada dos colonizadores portugueses no Brasil, a primeira providéncia
foi investir em gado, devido ao leite ser um derivado Util para a producdo do queijo
tipicamente artesanal (SILVA, 2010) no século XVIII em terras mineiras, os exploradores
comegaram a produzir queijo artesanal, desenvolvendo, sobretudo, o chamado queijo
frescal de Minas (REBELO, 1983; DIAS, 2010).

Por tanto, o queijo é definido como um produto fresco ou maturado que se obtém por

separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros laticos coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas,

de bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou combinados, com ou sem agregacao
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de substancias alimenticias e, ou especiarias e, ou condimentos, aditivos especificamente

indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996).

2.2 QUALIDADE DO LEITE: SEUS DERIVADOS E LEGISLACAO

2.2.1 Alimentos derivados do leite

O leite se apresenta como um alimento de origem bioldgica, um produto da secrecdo mamaria
de mamiferos, apresenta sabor leve, agradavel e ligeiramente adocicado (BRASIL, 2002;
SILVA et al.,, 2007; TRONCO, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Por isso, € um excelente
alimento, constituido de agua, gordura, proteinas, vitaminas, carboidratos, sais minerais
(NASCIMENTO et al., 2001; GRACINDO & PEREIRA, 2009; SOUZA et al., 2009) e calcio
como elementos essenciais para a formagao e manutencao dos 0ssos e um suplemento alimentar
para todas as faixas etéarias (FERREIRA et al., 2013). Assim como carnes e 0vos, representam
a maior parte da parcela proteica de origem animal consumida pela populagéo.

Entre os derivados do leite, 0 queijo que se destaca por ser um dos mais consumidos e
ao mesmo tempo considerado como um veiculo frequente de patégenos de origem alimentar e,
em especial, os produzidos artesanalmente, por serem na maioria das vezes, elaboradas a partir
de leite cru e ndo sofreram processos de maturagdo (FEITOSA et al., 2003; MELO; ALVES;
COSTA, 2009).

Para que esses produtos sejam de boa qualidade e as contamina¢Ges ndo sejam téo

comuns é necessario que a matéria prima, o leite, apresente caracteristicas fisico quimicas e
bioldgicas satisfatorias (VISOTTO et al., 2011; OLIVEIRA, 2016).

No entanto, Zoccal, Alves e Gasques (2011) salienta que a ma qualidade do leite cru e
as condigdes sanitarias dos estabelecimentos sdo dois problemas dificeis de serem resolvidos e
essa situacdo se deve a existéncia de muitos estabelecimentos que desenvolvem atividade
leiteira em condicBes precéarias. No Brasil, a qualidade dos queijos frescos pode estar
comprometida por ndo atender as normas da legislacdo, comprometendo a seguranca alimentar
(FERREIRA et al., 2013; CASTRO et al., 2014).

O controle da qualidade é de suma importancia para atividade leiteira, pois envolve
desde uma boa estrutura em laboratérios, equipamentos de processos e veiculos de transporte a
treinamentos da mao de obra empregada. Nos procedimentos de produgdo do queijo, estes
fatores sdo de extrema importancia, principalmente quando na fabricacdo é empregado leite
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cru, ha auséncia de técnicas de Boas Praticas de Higienizacdo e producdo, ou ndo existe
observancia do tempo minimo de maturacdo (PINTO et al., 2009; MARTINS et al., 2013;
TEODORO et al., 2013).

2.2.2 Queijo artesanal

Em relagdo aos produtos derivados do leite de maior consumo no Brasil, 0s queijos produzidos
de forma artesanal se destacam pelo preco e pela facilidade de produgéo, pois sdo fabricados a
partir de leite cru (FEITOSA et al., 2003; APOLINARIO, SANTOS & LAVORADTO, 2014).
Os laticinios constituem um grupo de alimentos de grande valor nutricional e rico em proteinas,
além de conterem vitaminas e sais minerais. O leite e seus derivados merecem uma atencao
especial, pois 0 consumo desses alimentos é essencial para manutenc¢éo do organismo (MUNIZ,
MADRUGA & ARAUJO, 2013).
A qualidade microbioldgica dos produtos alimenticios, esta certificada na Resolucéo

RDC n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude
(MS), editada em 2 de janeiro de 2001, que estabelece os padrdes microbioldgicos sanitarios
para alimentos. Essa resolugdo institui tolerdncia méxima e padrées minimos para os diferentes
grupos de produtos alimenticios, com a finalidade de registro e fiscalizacdo. Para queijos de
muita alta umidade (>55%), dentre eles, incluindo os queijos de coalhos e os Minas Frescal,
delimita uma tolerancia de 5,0x10?> NMP/g para coliformes termotolerantes, 5,0 x 10> NMP/g
para estafilococos coagulase-positiva e auséncia de Salmonella spp. e L. monocytogenes em 25
g do produto (BRASIL, 2001).

O queijo de coalho que é reconhecido como um produto artesanal, uma vez que, segundo
o Dicionario Larousse da Lingua Portuguesa, é aquilo que “é elaborado segundo os métodos
tradicionais, individuais”, e “o que € feito através de meios rudimentares, as vezes sem qualquer
método; que apresenta feitura grosseira” (ANDRADE, 2012).

Este queijo detém segundo Brasil (2001) as seguintes caracteristicas: massa
branda ou mole e elastica, com textura compacta e macia, podendo apresentar algumas
olhaduras, possui coloracdo branco amarelado uniforme, sabor brando, ligeiramente acido,
lembrando massa de queijo coagulado. Possui ainda de médio a muito alta umidade
(SEBRAE, 2008).
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Portanto, o queijo artesanal é um produto tradicional e produzido por pequenos
produtores, gerando renda para centenas de agricultores (DORES; FERREIRA, 2012), esta
atrelado a identidade sociocultural e gastrondmica de uma populagdo (CHALITA, 2012).

E para Menezes (2011) a producdo de queijo artesanal é importante para agricultura
familiar. Mas, ainda continua inserida no mercado informal por ndo cumprir a legislagédo
vigente elaborado em meio a industrializacdo brasileira, sendo a producao de queijos artesanais

comercializados direto ao consumidor em feiras livres.

2.2.3 Legislacéo

No que tange a legislacdo ao tema, é necessario observar que todo o procedimento de
comercializacdo do queijo necessita de uma licenga para a operacéo o empreendimento. Desse
modo, na legislacdo concernente ao objeto de estudo ha e se expressar a legislacdo pioneira no
assunto que foi o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal — RIISPOA, de 29 de mar¢o de 1952 (BRASIL, 1952).

Este decreto 30.691/52 estabelece as normas que regulam, em todo o territdrio
nacional, a inspecdo e a fiscalizacdo industrial e sanitaria de produtos de origem animal,
destinadas a preservar a inocuidade, a identidade, a qualidade e a integridade dos produtos e a
salde e os interesses do consumidor, executadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento nos estabelecimentos registrados ou relacionados no Servigo de Inspecao
Federal (BRASIL, 1952).

Sabendo que o queijo artesanal é um alimento com elevado grau de manipulacéo, além
de ser elaborado a partir de leite cru, atos normativos especificos que regulamentam sua
producédo e comercializagdo foram criados a partir de 2002 conforme a Portaria n° 146, de 07
de marco de 1996, que “aprova 0s Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos
Produtos Lacteos”, do Mistério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA. Neste
documento, a pasteurizacdo do leite estd prevista como uma etapa obrigatdria: “O leite a ser
utilizado deverd ser higienizado por meios mecanicos e submetido a pasteurizacdo ou
tratamento térmico equivalente [...]” (BRASIL, 19964, p. 4).

Em seguida, com o escopo de regulamentar a importancia da qualidade dos queijos,
objetivando melhorar a casta, foi editada, pelo Ministério da agricultura, a instrucdo normativa
51 de 2002 que trouxe a baila Regulamentos Técnicos de Producdo, Identidade e Qualidade do

Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite tipo C, do Leite Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado
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e 0 Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel, em
conformidade com a Instru¢cdo Normativa (BRASIL, 2002).

O aspecto juridico merece ainda destaque, pois essa instru¢do normativa fixa-se 0s
requisitos minimos que devem ser observados para a producdo, a identidade e a qualidade do
leite tipo A, destinado ao comércio nacional. Entretanto, para que possa atingir a eficacia
normativa, necessario se faz conceituar e diferenciar leite, de maneira genérica, e leite
pasteurizado tipo A (BRASIL, 2002).

Preleciona a instrucdo normativa 51/02:

2.1.1. Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condic@es de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que
proceda;

2.1.2. Entende-se por Leite Pasteurizado tipo A o leite classificado quanto ao teor de
gordura em integral, padronizado, semidesnatado ou desnatado, produzido,
beneficiado e envasado em estabelecimento denominado “Granja Leiteira’,
observadas as prescri¢fes contidas no presente.

A lei deixa cristalino o entendimento sobre o que vem a ser leite e 0 que o peculiariza
como pasteurizado.
Apos a criagdo das leis e normas, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
— MAPA, publicou em 16 de dezembro de 2011, a Instrugdo Normativa n2 57 (IN 57), a fim de
esclarecer questdes pertinentes a producdo do queijo elaborado a partir de leite cru. A IN 57
permite que 0S queijos artesanais tradicionalmente elaborados a partir de leite cru sejam
maturados por um periodo inferior a 60 dias (BRASIL, 2011). O texto declara que (BRASIL,
2011):

e amaturacdo num periodo inferior a 60 dias sera permitida ap6s estudos técnicos
cientificos comprovarem que a reducdo ndo compromete a qualidade e a inocuidade do produto;

e a definicdo de um novo periodo de maturacdo sera realizada por um ato
normativo especifico, apos a avaliacdo dos estudos por um comité técnico cientifico designado
pelo MAPA,;

e as propriedades rurais devem: 1) ser certificadas como livres de brucelose e
tuberculose; 2) possuir um Programa de Controle de Mastite e realizar andlises mensais do leite
em laboratério da Rede Brasileira da Qualidade do Leite; 3) possuir um Programa de Boas
Préaticas de Ordenha e Fabricacdo e 4) realizar a cloracéo e controle da potabilidade da agua

Adentrando-se ao Estado de Tocantins, onde o estudo se objetiva ha a regulamentacéo
da producéo de queijos embasada no decreto n°. 5.751, de 7 de dezembro de 2017. Este dispde
sobre o regulamento da Lei Estadual 502, de 28 de dezembro de 1992, que disciplina a
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fiscalizacdo e a inspe¢do industrial e sanitaria de produtos de origem animal no Estado do
Tocantins (TOCANTINS, 2017).

Inserido nesta normativa ha o regramento dos estabelecimentos de leite e derivados;
do registro e da transferéncia de estabelecimento; das obrigacGes dos estabelecimentos; da
inspecdo industrial e sanitaria dos produtos de origem animal; da reinspecdo industrial e
sanitaria dos produtos de origem animal; do processo, das infracGes e das sangdes.

Nesse liame, o Municipio de Guarai no Estado de Tocantins, no uso de suas
atribuigdes, editou a lei organica 221 de 06 de novembro de 2009 que reza sobre a criacdo de
inspecdo municipal (SIM) para os produtos de origem animal e vegetal. Na verdade, a lei
municipal é uma reiteracdo do decreto no 5.751 do Estado de Tocantins, prelecionando
inicialmente sobre a cria¢do do servico de inspe¢do Municipal, depois regulamentando as regras
de sangdes e, por fim, dispondo do recolhimento de taxas (GUARAI, 2009).

Com isso através dessas normativas atinentes ao queijo é possivel exercer o poder de
policia administrativa e fiscalizar a producdo de comércio desta especiaria, de forma a impor
limitagdes no interesse individualizado, em prol do interesse publico sobre o privado (BRASIL,
1952).

2.3 Bactérias que contaminam os queijos artesanais

O nivel de contaminacdo e a composi¢do da populacdo bacteriana dependem da sanidade do
rebanho, dos utensilios, dos equipamentos utilizados na ordenha e do processamento assim
como das condigdes de armazenamento do leite e do tanque de refrigeracédo. Pois se o leite cru
contém apenas uma pequena quantidade de bactérias, certamente é proveniente de uma fazenda
com boas condicGes de higiene. Mas, caso ocorra uma presenca significante de bactérias o
padrdo de qualidade ndo é satisfatorio e ndo atende a legislagdo (SILVA, 2010; BRITO et al.,
2011).

Neste sentido, varios casos de doengas transmitidas por alimentos (DTAS) irdo surgir
por meio do consumo da populacdo em relacéo a produtos de origem animal, como exemplo o
leite cru e derivados (DWIVEDI & JAYKUS, 2011; SAFE FOOD, 2014) e séo transmitidas
pela ingestdo ou consumo de alimentos contaminado por bactérias (CRUZ, 2012).

Segundo Silva Junior (2014), existem aproximadamente 250 tipos de DTAs descritas
na literatura e, dentre elas, uma parte significante é causada por microrganismos patogénicos,

pelo qual sdo responsaveis por graves problemas de salde publica e causando riscos para
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populacdo (LITTLE et al., 2012). E por ser um produto bastante consumido pela populacéo, o
queijo torna-se um veiculo frequente de patégenos de origem alimentar e, em particular 0s
artesanais (SILVA et al., 2013).

As bactérias sdo agentes etiologicos que estabelecem relacdo com as DTAs. Estudos
realizados no Brasil apontam a deteccdo de diferentes bactérias potencialmente patogénicas em
queijo fresco, com um destaque para Escherichia coli como contaminante destes produtos.
(WINK, 2012). Assim, o queijo produzido artesanalmente com leite cru tem sido apontado por
diversos trabalhos como vinculadores de microrganismos que contaminam o leite e de origem
bacteriana, por isso sdo consideradas agentes etioldgicos relacionados com a ocorréncia de
DTAs (WINK, 2012; DORES et al., 2013).

Na producdo de queijos a presenca de microrganismo patogénicos é preocupante e
merece atengdo. Pois dentre estes patogénicos, a Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aures, Salmonellas spp, Klebsiella ssp e E. coli sdo bactérias causadoras de intoxicacfes
alimentares (BRITO et al., 2011).

Por isso, é fundamental adocdo de politicas publicas como ferramenta de
conscientizacdo para melhorar a qualidade da matéria prima e a técnica de processamento para
que o queijo artesanal se classifique no mercado como um produto de boa qualidade, tanto do
ponto de vista higiénico-sanitario quanto da falta de padronizacéo e de boas praticas de ordenha
durante a obtencéo do leite (SILVA et al., 2011).

Neste sentido, a producdo do queijo artesanalmente tem sido discutido em diversos
trabalhos na literatura brasileira (BADINI et al., 1996; BARBOSA, JATOBA & BATISTA,
2009) e uma variedade de trabalhos cientificos relatam que 0s microrganismos como as
bactérias do grupo coliformes totais e os termotolerantes, sdo 0s bioindicadores mais utilizados
para a verificacdo das condigcdes de higiene dos alimentos (GASPAROTTO, ROCHA &
GRECELLE, 2008) e o indicador especifico de contaminacio é a Escherichia coli como uma
bactéria patogénica frequentemente detectada como contaminante de queijos (SILVA et al.,
2011; MENESES et al., 2012; MELO et al., 2013).

2.4 Coliformes totais e termotolerantes

A presenca de coliformes em queijos torna-se cada vez mais preocupante em relacdo ao
surgimento de surtos de infec¢bes alimentares. Os coliformes sdo microrganismos que podem

contaminar diferentes tipos de queijos. Estas bactérias se caracterizam por apresentar forma de
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bacilos, Gram negativo, aerébicos ou anaerobicos facultativos, ndo formadores de esporos e
pertencente a familia Enterobacteriaceae, capazes de fermentar a lactose com producéo de gas
a 37°C em 24-48 horas, quando coliformes totais (OLIVER et al., 2008; LISITA et al., 2009;
CHAURET, 2011; VAN ELSAS et al., 2011), e a 45°C quando coliformes termotolerantes,
também conhecidos como coliformes fecais (BRASIL, 2011; OLANIRAN et al., 2011;
TORTORA, FUNK & CASE, 2012; MARTINS & REIS, 2012).

O grupo de Coliformes totais é constituido por microrganismos do género Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella (GRECHI, 2005; BETTEGA, 2006) e responsaveis por
causar doencas (TORTORA, FUNK & CASE, 2012), e sdo encontradas no ambiente (solo,
vegetacdo e &gua) e no trato gastrointestinal de animais, inclusive no homem e estéo
amplamente difundidos e podem ser detectados em diferentes alimentos (MADIGAN et al.,
2010).

Os coliformes termotolerantes possuem caracteristicas dos coliformes totais e abrange
as bactérias originarias do trato gastrointestinal de humanos e de outros animais homeotermos,
além de representantes ndo fecais que podem ser eliminados pela pasteurizacdo. Sendo assim,
a presenca de coliformes termotolerantes em alimentos é considerado um indicador de
contaminacdo, evidenciadas pela falta de praticas de higienizacdo e sanitizacdo aquém dos
padrdes requeridos para o processamento de alimentos de qualidade (VON SPERLING, 2011)
e sua populacdo é constituida por Escherichia coli, que constitui uma grande proporcdo da
populacdo bacteriana intestinal humana (MADIGAN et al., 2010).

Entretanto, as espécies bacterianas que pertencem ao grupo dos coliformes sdo
consideradas como agentes contaminantes e estdo associados a deterioracdo de queijos,
causando fermentagdes anormais e estufamento precoce dos produtos (MORIEL et al., 2012).
A Escherichia coli é o principal representante do grupo que pertence ao coliformes
termotolerantes e ao grande grupo dos coliformes totais (VON SPERLING, 2011; GORDON,
2013; OMS 2014).

2.4.1 Escherichia coli

No ano de 1885 o alemdo Theodor Escherich isolou pela primeira vez a bactéria Eschericia coli
no célon do intestino humano, o que explica o termo “coli” e por muito tempo foi classificada

como Bacterium coli. No entanto, apds uma revisao a B. coli passou a ser chamada de E. coli
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(KONEMAN, ALLEN & JANDA, 2008; MAINIL, 2013), recebendo o primeiro nome do seu
descobridor.

As bactérias do género Escherichia sdo compostas por varias espécies patogénicas e
ndo patogénicas (TORTORA et al., 2012), que cresce em meio complexo a 44° - 45°C em 24 -
48 horas fermentando a lactose e manitol com a producdo de acido e gas, produzindo indol a
partir do aminodcido triptofano (BRITO et al., 2011; FENG, WEAGANT & JINNEMAN,
2011; ALLGAYER, SCHIRMER &CASTELAN, 2015).

Algumas linhagens de E. coli tem a capacidade de causar diarreias em criangas, colites
hemorragicas, disenterias, infecgdes de bexiga e dos rins, septicemia, pneumonia e meningite
(POLLINI et al., 2012, BAPTISTA, 2013).

A Escherichia coli € um dos microrganismos mais abundantes no trato gastrointestinal
(MOURA et al., 2012). Esta bactéria € um dos principais agentes envolvidos em doencas
infeciosas, sendo responsavel por cerca de 50% dos casos de sépsis e de mais de 70% de
infecBes do trato urinario, e de uma percentagem significativa de infecdes intestinais
(ALLGAYER et al., 2015).

As linhagens de Escherichia coli associadas a doengas transmitidas por alimentos
(DTAS) séo disseminadas como consequéncias das préaticas inadequadas de higienizacdo, por
via fecal-oral e pelas méos contaminadas por manipuladores de alimentos suscetiveis a infec¢do
como carnes, hortalicas, leite e 4gua ndo tratada. Além disso, com menor intensidade, pode
ocorrer transmissdo de pessoa para pessoa, principalmente em locais onde existe pouca
higienizacdo (FERENS & HOVDE, 2011; VAN ELSAS et al., 2011; FORSYTHE, 2013).
Segundo Clark (2010), algumas linhagens desta espécie bacteriana sdo potencialmente
resistentes a multiplos farmacos, devido a seu amplo contato com agentes quimicos.

Hauser (2010) também descreve a Escherichia coli como responsaveis por infecgdes
intra-abdominais, gastrenterite e pneumonias adquiridas em hospitais e Clark (2010) cita essa
bactéria como potencialmente resistentes a maltiplos farmacos, isso devido a seu amplo contato

com agentes quimicos.

2.5 Klebsiella pneumoniae

A bactéria do género Klebsiella foi designado por Trevisan em 1885, em
homenagem ao microbiologista alemdo Edwin Klebs. Trevisan também foi
responsavel pela descricdo da espécie K. pneumoniae (HAUSER, 2010; ALENCAR, 2017). A
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espécie Klebsiella pneumoniae é encontrada na agua, solo, plantas e esgoto. E sdo representadas
por cinco especies: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. planticola, K. terrigena e K. ornithinolytica
(MOREIRA, et. al., 2009; CHAKROBORTY et al., 2017).

A espécie K. pneumoniae uma bactéria gram-negativa, anaerdbica facultativa e
oportunista, oxidase negativa, fermenta glicose, reduz nitrato, indol negativo, triplice actcar
ferro (TSI) positivo com producédo de gés, utiliza o citrato como fonte de carbono e também
hidrolisa a uréia (HAUSER, 2010), pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo uma espécie
importante do género (VUOTTO et al., 2014).

Essa espécie diferencia-se das outras enterobactérias pois é a Unica deste grupo com
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (N2) no ambiente (HLOPE & MCKERROW, 2014).
Esse microrganismo também pode descarboxilar alguns aminoéacidos para formar aminas
(CLARK, 2010).

Klebsiella pneumoniae é um importante agente de infeccbes oportunistas,
principalmente em individuos imunossuprimidos (GARBATI & AL GODHAIR, 2013;
MOAYEDNIA et al., 2014; TSAI et al., 2014), destacando-se pela resisténcia a diversos
antimicrobianos, tornando o tratamento dificil e com altos indices de morbidade e mortalidade
(GARBATI & AL GODHAIR, 2013; TSAI et al., 2014).

2.6 Resisténcia bacteriana aos antibiéticos e satde publica

No atual cenario de adocdo de politicas publicas, surgiu um sinal de alerta em relacdo a uma
variedade de patdgenos com caracteristicas multirresistentes e causadores de infecgdes relativas
a salde. Dentre esses patdgenos encontram-se: Staphylococcus spp, Enterococcus spp, E. coli,
Klebsiella spp, sendo algumas que linagens sdo produtoras das enzimas beta lactamase e
carbapenemase (MOAYEDNIA et al., 2014).

O termo multirresistente é designado para definir 0os organismos resistentes a um
namero expressivo de antimicrobianos. (DIENSTMANN et al., 2010). Entre as espécies da
familia Enterobaceriaceae, linhagens de K. pneumoniae multirresistentes é cada vez mais
frequente (KALLEN et al., 2010; ANDRADE et al., 2011). No entanto, é necessaria uma
atencdo especial em relacdo ao uso humano de antibi6ticos, mesmo sabendo que constituem
uma das mais relevantes descobertas médicas que colaboram para a reducdo da morbidade e

mortalidade. A utilizag&o intensiva e indevida de tais medicamentos resulta no surgimento de
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resisténcia em varios patdgenos, reduzindo as possibilidades terapéuticas no combate a infec¢cdo
(BLAIR et al., 2015; OMOREGIE et al., 2010).

O aumento da multirresisténcia em cepas bacterianas tornou-se um problema para 0s
sistemas de salde, representando uma ameaca para comunidade. As infec¢des causadas por
estas bactérias provocam 25% das mortes no mundo e 45% nos paises menos desenvolvidos
(DEL PELOSO, BARROS & SANTOS, 2010; NICOLINI et al., 2013). Por isso, requer uma
atencdo especial e imediata no controle da disseminacdo dessas cepas resistentes (KOUSTA et
al., 2010; MUNIR & XAGORARAKI, 2011; DIAS et al., 2012).

A espécie Klebsiella pneumoniae expressa resisténcia a 95% dos antimicrobianos
existentes no mercado farmacéutico (GIAKKOUPI et al., 2010; CORREA et al., 2013) e, € tida
como um problema de salde publica, sendo notdria a preocupacdo em relagdo as mortes
causadas pela bactéria (CHEN et al., 2012).

Um dos principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos é a producdo de
enzimas dos tipos Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), oxacilinases (OXA), metalo-
B-lactamases (MBL), dentre estas, um destaque para a New Delhi metalo-3- lactamases (NDM),
ou a associacgdo entre outras B-lactamases (ESBL ou AmpC) e reducdo da permeabilidade aos
antimicrobianos (HUDSON et al., 2014). Desta forma, Klebsiella pneumoniae multirresistentes
representa um problema e um grande desafio para comunidade cientifica, pois confere
resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos, além de inativar penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos (DIENSTMANN et al., 2010).

O tratamento de bactérias de enzimas inibidoras de antimicrobianos é extremamente
dificil. Porém, estratégias de prevencdo de atuacdo conjunta sdo desenvolvidas globalmente
para o enfrentamento do problema (OMS, 2014). No entanto, a falta de conhecimento da
populacdo sobre os riscos a salde humana da resisténcia bacteriana agrava a situacdo
(PEIRANO et al., 2008; DEL PELOSO, BARROS & SANTOS, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de uma pesquisa quantitativa, caracterizado pelo emprego de quantificacdo nas
modalidades de coleta de informacdo e no tratamento por meio de técnicas estatisticas
utilizando o programa R, como percentual, média, desvio-padrdo, minimo e maximo,
possibilitando, consequentemente, uma margem de seguranca quanto as conclusbes
(RICHARDSON, 2010; MARCONI & LAKATOQOS, 2011).

3.2 Caracterizacdo da area de Estudo

O presente estudo trata-se de uma proposta de trabalho metodoldgico prético, que foi
desenvolvido no municipio de Guarai (Figura 1) com extenséo territorial de 2.268 km? e esta
situado na Mesorregido Ocidental do Tocantins e Microrregido de Miracema do Tocantins, sede
da 6% Regido Administrativa do Estado, distante 173 km da capital do Estado (Palmas). De
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica — IBGE (2016), possui uma
populacdo de 25.399 habitantes de acordo com o censo demografico de 2016, com coordenadas
aproximadas 08°50°03” S e 48°30’37” W. O clima da regido segundo a classificacdo é do tipo
Aw com clima tropical e inverno seco (KOPPER, 1948). O municipio é considerado como um

importante centro comercial. Além disso, sua economia baseia-se na agricultura e pecuéria.
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3.3 Obtencao das amostras

Foram adquiridas 80 amostras de queijos artesanais, provenientes de oito produtores, e
comercializados na feira livre no municipio de Guarai (Figura 2). As amostras foram adquiridas
no periodo de junho de 2017 a abril de 2018, colhidas aleatoriamente em diferentes pontos,
correspondendo a dez repeti¢fes por produtor.
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Figura 2 - Feira livre do municipio de Grai -TO, 2018
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As amostras foram dispostas em embalagem plastica individual, ndo contendo
qualquer informacé&o sobre sua origem, informacdo nutricional e data de fabricacéo (Figura 3A
e 3B). Durante o transporte, as amostras foram mantidas em caixas isotérmicas contendo gelo,
com o intuito de evitar que fatores externos interferissem no produto e nos resultados das
analises microbioldgicas.

As analises das amostras foram divididas em duas etapas: a primeira, para deteccao de
coliformes totais e termotolerantes, foi realizada no Laborat6rio de Microbiologia do Instituto
Educacional Santa Catarina, Faculdade Guarai, Campus de Guarai/TO; a segunda etapa, para
confirmac&o bioguimica dos isolados bacterianos e realizacdo dos antibiogramas, foi executada

no Laborat6rio de Microbiologia da Universidade Brasil, Fernand6polis — S&o Paulo.

Figura 3 (A, B): comercializagdo do queijo na feira livre.
Fonte: Autora.

3.4 Preparo da Amostra

De cada amostra de queijo frescal tipo artesanal, foram colhidos assepticamente 25g (Figura 4),
os quais foram triturados e transferidos para frasco Erlenmeyer com 225 mL de agua salina
peptonada estéril (0,1%). Esta diluicdo correspondeu a uma proporcdo de 1:10, ou seja, 10mL
do homogeneizado continha um mililitro da amostra. A partir da dilui¢do inicial, a diluicdo
1:100 foi feita retirando-se 1 mL da dilui¢do inicial e adicionando-se a 9,0 mL do diluente (agua
salina peptonada 0,1%) em um segundo tubo; a diluicdo 1:1000 foi preparada retirando-se 1mL
da diluicdo 1:100 e adicionado a 9,0 mL do diluente em um terceiro tubo, observando se sempre
0 uso do mesmo diluente. Estas diluicdes 107, 102 e 102 foram usadas para posterior
procedimento microbioldgico. O experimento foi conduzido em triplicata.
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Figura 4 - Amostra sendo pesada na balanca dentro do fluxo laminar

3.5 Anélise Microbioldgica

3.5.1 Técnica de Tubos Multiplos

A quantificacdo dos coliformes totais e termotolerantes foi designada pelo método do NUmero
Mais Provavel (NMP) com auxilio da tabela de Hoskins citado por Silva et al., (2007). A mesma
deu-se em duas fases: determinacdo do NMP/g de Coliformes Totais e termotolerantes (Anexo
A).

Para obter dados fidedignos sobre a pesquisa de queijos comercializados e no sentido
de evitar contaminacdo dos meios, adotaram-se medidas que evitassem contaminacao externa,
para isso todas as etapas foram executadas no interior da capela de fluxo laminar. Em relacéo
as vidrarias, foram esterilizadas em autoclaves a uma temperatura de 121° C por um periodo de
20 minutos e secas em estufas a 170° C por um periodo de 1 hora, garantindo maior condicao
asséptica do material. Sobre 0 manuseio das hastes e alcas de platinas, para garantir sua
esterilidade, foram flambadas em bico de Bunsen, durante o tempo necessario para que elas
ficassem rubras.
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Para obtencdo dos nimeros mais provaveis (NMP/g) de Coliformes Totais utilizou-se
a técnica de tubos maltiplos, na qual foram utilizados nove tubos, agrupados na sequéncia de
trés em trés, conforme a diluicdo, e posteriormente agrupados para fazer a contagem utilizando
a Tabela do NUmero Mais Provavel por grama ou mL, para séries de 3 tubos com inéculos de
0,1, 0,01 e 0,001 g ou ml, e respectivos intervalos de confianga 95% (figura 5).

i AP - Agua peptonada
( Yu‘;ﬂ Queijo LST - Caldo Lauril triptose
\\‘_Y— — VBB - Caldo Verde Brilho Brilhante
i M CE- Caldo E. coli

@ EMB - Agar Eosina Azul de Metileno

225 ml de solugdo salina(0,9%)
suplementada com peptona de
carne (0,1%)

COLIFORMES TOTAIS

€
24H/48H
METODO PRESUNTIVO PARA

A B c
,_H ’_J_ ‘_l_‘l
)
L T ]
. 24 Hf48H C.E

24H/48H veB
METODO CONFIRMATIVO DE METODO CORFIRMATIVO
S TERMOTOLERANTES

IDENTIFICA(;EO DEE. coli

Figura 5 - NMP/g ou mL de coliformes a 35°C e 45°C, e confirmagao de Escherichia coli. Fonte:
Adaptado de Silva et al., (2010).

As amostras de queijo diluidas em agua peptonada (0,1%) foram submetidas a teste
presuntivo: trés aliquotas de trés dilui¢es foram inoculadas em uma série de trés tubos de Caldo
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Lauril Sulfato Triptose (LST) por diluicdo. O LST foi usado para observacdo do crescimento
de microrganismo, e separado aqueles que produziram gas a partir da lactose, no periodo entre
24 a 48h de incubacgdo a 35°C, sendo considerado suspeita (presuntiva) de conter coliformes
(figura 6A) (SILVA et al., 2010).

Para a confirmacéo dos coliformes totais e termotolerantes, uma algada de cada tubo
considerado suspeito, foi transferida para tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo
Echerichia coli (EC), meios seletivos que contendo a lactose. A observacdo de crescimento
com producdo de gas nos tubos VB, foi verificada entre o periodo de 24 a 48h de incubacdo a
35°C, sendo considerada confirmativa de coliformes totais (figura 6B). O crescimento com
producao de gas nos tubos EC, apds 24h de incubacdo a 45,5°C, foi considerada confirmativa
da presenca de coliformes termotolerantes (Figura 6C) (SILVA et al., 2010). O Experimento

foi conduzido em triplicata.

Figura 6 - Método da presenca e auséncia em meio de cultura especifico. A: Lauril Sulfato Triptose-LST, B: Verde Bile
Brilhante-VB e C: Caldo Escherichia coli. Fonte: Autora.

Justifica-se a utilizagdo dos dois caldos (VB e CE), uma vez que ambos séo utilizados
como métodos confirmativos para coliformes totais e termotolerantes

De cada tubo de EC positivo (figura 7A) com producdo de gas, estriou-se uma alcada
em placa contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (figura 7B) sendo as mesmas
incubadas a 35° C por 24 horas, e posteriormente foi observado se houve desenvolvimento de

colbnias nucleadas com centro preto, com ou sem brilho metéalico (figura 7C).
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C [Escherichia coli

Figura7 - (A, B,C): Estriamento de amostras positivas em Caldo E. coli em meio Eosina Azul de Metileno e identificacéo
de Escherichia coli. Fonte: Autora.

Na sequéncia do procedimento observou-se o desenvolvimento de coldnias tipicas de
Escherichia coli (col6nias com brilho metalico ou pretas) e armazenadas em tubos criogénicos
(figura 8) e transportadas para o Laboratério de Microbiologia da Universidade Brasil em
Fernanddpolis — Sdo Paulo para serem feitas a confirmagdo bioquimicas e os antibiogramas.
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Figura 8 - : Armazenamento de cepas bacterianas em tubos criogénicos. Fonte: Autora.

3.6 Confirmac&o Bioquimica

As culturas positivas foram empregadas para identificacdo por correlacdo a aparéncia colonial,
coloracdo de Gram, reacdo oxidase, e reacdes bioguimicas utilizando sistema APl 20E
(BioMerieur).

3.7 Antibiograma

Para avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana in vitro, utilizou-se 0 método de Kirby Bauer
modificado, tal como recomendado pelo Clinical Laboratory Standard Institute (Clinical
laboratory).

Foram avaliados os antimicrobianos: tobramicina, tetraciclina, ciprofloxacina,
gentamicina, sulfametoxazol-trimetropim, clorafenicol, ceftazidima, ampicilina, amicacina,
aztreonam, cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, cefepime, amoxicilina/acido clavulanico e
cefazolina. Os resultados foram interpretados de acordo com os protocolos estabelecidos pelo
CLSI.
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O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi calculado pela razao
entre o nimero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente e 0 nimero de antibiéticos ao

qual o isolado foi exposto, sendo que o IRMA superior a 0,2 caracteriza multirresisténcia
(KRUMPERMAN, 1983).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das analises para coliformes totais (Tabela 1) indicaram um valor minimo de <3,0
e maximo de >1100, com variacdo média de 883,9 a 1036. Em relacdo ao desvio padrdo, ocorreu
uma variagdo entre 64 e 144,1, demonstrando uma baixa variacdo dos valores obtidos em
relagdo a média.

Os resultados obtidos evidenciaram excessiva contaminagdo microbiolégica nos
queijos frescal artesanal, verificando-se elevada contagem de coliformes totais, indicando
provavel auséncia de boas préticas de higienizacdo no processo de fabricacdo e manipulacao do
alimento. A presenca de coliformes totais esta associada a praticas inadequadas de higienizacéo
durante o processamento e a alta taxa de contaminagdo estad relacionada com auséncia de
controle higiénico sanitario na producao desse alimento, sendo que quanto maior a quantidade
de microrganismos detectada, mais precéaria € a condicao higiénica sanitaria do produto (SILVA
et al., 2007; KIRANMAYI et al., 2011).

Tabela 1 - Média dos resultados do NMP/g de coliformes totais isolados de queijos frescal artesanal produzidos no Municipio
de Guarai, Estado do Tocantins (Brasil)

PRODUTOR MEDIA DP MAXIMO MINIMO

1 941,0 108,5 >1100 150
2 933,0 111,4 >1100 240
3 912,5 126,4 >1100 35

4 1036,0 64,0 >1100 460
5 1014,0 86,0 >1100 240
6 1019,0 81,0 >1100 290
7 883,9 1441 >1100 <3,0
8 1036,0 64,0 >1100 460

DP: desvio padréo. Fonte: a autora.

A determinagdo de coliformes termotolerantes revelou uma variacdo média de 663,7 a
1036, com um valor minimo de < 3,0 e maximo >1100. Em relacdo ao desvio padréo, ocorreu
uma variagdo entre 64 e 178,1, demonstrando uma baixa variagdo dos valores obtidos em
relacdo a média dos resultados encontrados nas amostras, conforme tabela 2.

O valor da média das 80 amostras para 0 nimero mais provavel de coliformes
termotolerantes ficaram acima dos limites estabelecidos pela legislacéo brasileira, conforme a
resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro 2001 (BRASIL, 2001), que apresenta limite de tolerancia
para coliformes termotolerantes de 5 x 10> NMP/g. Com base neste limite, verificou-se que a
média obtida para NMP/g de termotolerantes encontrados nos queijos frescal artesanal estava
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fora dos padrdes da legislacdo (Tabela 2), considerados por tanto inadequados para
comercializacdo e, consequentemente, a0 consumo humano.

Os resultados obtidos na presente pesquisa sao semelhantes aos obtidos por Ferreira et
al., (2011) que constataram que 70% das amostras de queijo avaliadas apresentaram contagens
superiores a legislacao vigente de coliformes termotolerantes. Nunes, Alencar e Caldas (2013)
verificaram que 13% das amostras de leite e derivados lacteos comercializadas no Distrito
Federal foram rejeitadas pelas altas contagens de coliformes termotolerantes, encontradas
principalmente em queijos artesanais. Garcia et al., (2016) também observou que 89% dos
queijos artesanais comercializados no municipio de Montes Claros-MG estavam fora dos
padrdes da legislagédo vigente brasileira. Assim como Wolupeck et al. (2012), verificaram que
78,18% do queijo artesanal comercializado em Curitiba — PR estava com valores acima do
permitido e Santana et al., (2008) constatou que as amostras apresentaram uma presenca
significante de alta contagem de bactérias termotolerantes em 80% das amostras analisadas em
Aracaju-SE. Essa alta contagem microbiana pode ser atribuida as condi¢Bes higiénicas e
sanitarias inadequadas de producdo e da comercializacdo dos queijos produzidos de maneira
artesanal (PINTO et al., 2011).

Tabela 2 - Média de NMP/g de coliformes termotolerantes nos isolados de queijos frescal artesanal produzidos no Municipio
de Guarai, Estado do Tocantins (Brasil).

PRODUTOR MEDIA DP MAXIMO MINIMO
1 782,3 161,9 >1100 7.4
2 792,8 157,4 >1100 <3,0
3 955,0 97,5 >1100 290
4 773,3 139,3 >1100 <3,0
5 880,7 146,2 >1100 <3,0
6 663,7 178,1 >1100 <3,0
7 819,9 147,6 >1100 <3,0
8 1036,0 64,0 >1100 460

Fonte: a autora.

Das 80 amostras avaliadas, 15% estavam dentro dos padrGes
para coliformes totais e 26,25% para coliformes termotolerantes. No entanto, verificou-se, que
85% apresentaram contagens de coliformes totais e 73,75 % com coliformes termotolerantes
acima dos padrdes exigidos pela legislacdo (BRASIL, 2001). Em 97,5% das amostras foi
confirmada a presenca de Escherichia coli (Figura 9A) e em 2,5% foi identificada a presenca
de Klebsiella pneumoniae (Figura 9B). E a associacdo de Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae isoladas em queijos fabricados por trés produtores é apresentada na Figura 9C.
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Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli

o

Figura 9 - Coldnias tipicas de Escherichia coli (A), apresentando coloragio verde metéalico em Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB), Klebsiella pneumoniae (B), e associa¢do de E. coli e Klebsiella pneumoniae (C), isoladas de queijos frescal artesanal
produzidos no Municipio de Guarai, Estado do Tocantins (Brasil). Fonte: Autora.

As bactérias de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae podem eventualmente
causar doenca ao hospedeiro ou permanecer como um microrganismo residente com a
capacidade de causar infec¢des oportunistas. Além disso, 0s genes adquiridos que conferem
resisténcia aos antibioticos podem ser transferidos para a microbiota normal e induzir selecdo
por antibidticos sendo responséveis pelo desenvolvimento de um grande nimero e variedade
de infeccbes (FORSBERG et al., 2012; RASHEED et al., 2014). Além disso, algumas espécies
de enterobactérias sdo consideradas oportunistas em individuos hospitalizados e
imunodeprimidos (HLOPE & MCKERROW, 2014).

Para avaliagdo da sensibilidade/resisténcia aos antibioticos foram avaliadas todas as
cepas de E.coli (n=78) e de K. pneumoniae (n=6) isoladas (Tabela 3)Verificou-se maior
porcentagem de cepas de E. coli resistentes a Ampicilina (7,69%, n= 6) , seguidos por
tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetropim (5,12%, n= 4), e cefotaxima (2,56%
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n= 2). Entre as cepas de E. coli ndo foi observado a resisténcia aos antibiéticos aztreonam e
cefazolina. Os resultados obtidos evidenciam alta sensibilidade aos antibi6ticos das cepas de
Escherichia coli contaminantes dos queijos frescal. Este perfil de bactéria provavelmente esta
relacionado a producdo ndo extensiva do gado no municipio, implicando na exigua utilizacéo
de antibioticos. Segundo Arenas e Melo (2018) o uso extensivo de antibidticos é uma pratica
comum para aumentar a producéo animal, implicando na contaminagdo ambiental, de alimentos

com tracos do antimicrobiano e o surgimento de patdgenos resistentes.

Tabela 3 - Perfil de resisténcia aos antibi6ticos de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas de queijo fresco
artesanal comercializadas no municipio de Guarai -TO.

Porcentagem de cepas resistentes

Antibioticos Escherichia coli (n=78) Klebsiella pneumoniae

(n=6)
Aztreonam 0 0
Cefazolina 0 0
Cefepime 1,28 0
Ceftriaxona 1,28 0
Tobramicina 1,28 16,66
Ciprofloxacina 1,28 16,66
Ceftazidima 1,28 16,66
Gentamicina 1,28 50,00
Amoxicilina/acido clavulanico 1,28 50,00
Amicacina 2,56 50,00
Cefotaxima 2,56 50,00
Cefoxitina 3,84 50,00
Tetraciclina 5,12 50,00
Sulfametoxazol-trimetropim 512 33,33
Clorafenicol 5,12 83,33
Ampicilina 7,69 83,33

Fonte: Autora.

As maiores porcentagens de cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes aos
antibidticos foram verificadas para ampicilina e clorafenicol (83,33%, n =5), tetraciclina,
amicacina, cefotaxima, cefoxitina, amoxicilina/acido clavulanico (50%, n=3) e sulfametoxazol-
trimetropim (33,33%, n=2).

Todas as cepas apresentaram sensibilidade a aztreonam, ceftriaxona, cefepime e
cefazolina; resultados semelhantes obtidos por Guo et al., (2016) em cepas isoladas de
diferentes alimentos de origem animal. Os autores observaram resisténcia contra dezesseis
antibidticos, a maior taxa de resisténcia foi observada para ampicilina (92,3%), seguida por
tetraciclina (31,3%), trimetoprim-sulfametoxazol (18,2%) e cloranfenicol (10,1%). Zhang et al.

2018 verificaram que cepas de K. Pneumoniae, isoladas em alimentos comercializados na rua,
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apresentaram altos niveis de resisténcia a ampicilina (82,2%), a estreptomicina (11/62, 17,7%)
e a piperacilina (16,1%). Estes autores afirmaram que a presenca de K. pneumoniae
multirresitentes a antibidticos e virulentas nos alimentos representa um perigo potencial para a
salide dos consumidores e ressaltam a importancia da vigilancia sanitaria de K. pneumoniae em
alimentos.

Na presente pesquisa as cepas de E. coli e de K. pneumoniae foram avaliadas quanto
ao indice de multirresisténcia a antimicrobianos (IRMA > 0,20). As cepas de E. coli
evidenciaram baixa multirresisténcia (IRMA= 0,25, figura 10), correspondendo a 3,8% (n=3).
Os resultados obtidos evidenciaram que 84,8% (n=65) das cepas de E. coli foram sensiveis a
todos os antibidticos avaliados (IRMA= 0), constatando-se baixa incidéncia de resisténcia a
estes antimicrobianos.

Portanto, a vigilancia e o monitoramento de bactérias resistentes a medicamentos em
alimentos é importante para implementar as estratégias de controle direcionadas e selecionar
medicamentos eficazes para o tratamento (ZHANG et al., 2018).

Em relagéo as cepas K. pneumoniae verificou-se que 100% apresentou IRMA de 0,31
(50%) e 0,37 (50%) na figura 3. Os alimentos, principalmente os de origem animal, séo
reservatorios de K. pneumoniae resistente a antimicrobianos. Estas bactérias podem ter o
potencial de se tornar um risco para a saude publica, sendo necessarias estratégias de
monitoramento e prevencdo aprimoradas para melhorar o controle do surgimento e a

transmissdo destes microrganismos (GUO et al., 2016).

3,8% 3.8%
3.8% (IRMA=0,19) (IRMA=0,25)
IRMA=0,12)
3,8%
(IRMA=0,06)

84,8%
(IRMA=0)

Figura 10 - Frequéncia de Escherichia coli multirresistentes (IRMA > 0,20), isoladas de queijo fresco
artesanal comercializados no municipio de Guarai -TO. Fonte: a autora.
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50 % 50 %
(IRMA=0,31) (IRMA=0,37)

Figura 11 - Frequéncia de Klebsiella pneumoniae multirresistentes (IRMA > 0,20), isoladas de queijo
fresco artesanal comercializados no municipio de Guarai -TO. Fonte: a autora.

Diante dos resultados obtidos evidencia-se um problema de satde publica devido a
falta de boas praticas durante o processo de producdo, presumindo que os queijos frescal
artesanais comercializados pelos produtores na feira livre de Guarai, no periodo da presente
pesquisa, apresentaram alta contaminacgdo por coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae o que inviabiliza o seu consumo.

Portanto, é possivel questionar a qualidade da matéria prima, os métodos empregados
na fabricacdo e propor um conjunto de normas para ado¢do de boas préticas de higienizacdo
para producdo do queijo frescal artesanal no municipio. Neste contexto, a seguranca alimentar
pode ajudar a prevenir e melhorar a salude da populacdo, assim, a higiene continua a ser um
ponto-chave na luta contra doencas infecciosas, especialmente nos paises em desenvolvimento
(MOUSSE et al., 2016).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de queijos apresentaram baixa qualidade microbioldgica, indicando deficiéncia das
condi¢des higiénicas sanitarias, representando um risco potencial a satde publica.

Diversas cepas de Escherichia coli apresentaram alta sensibilidade aos antibioticos
testados e um indice de multirresisténcia baixo, enquanto que todas as cepas de Klebsiella
pneumoniae evidenciaram multirresisténcia.

Diante no exposto, percebe-se que 100% das cepas identificadas de Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae foram sensiveis aos antibidticos Cefazolina e Aztreonam.

Os resultados desta pesquisa também demonstraram que, a obtencdo de leite de
qualidade na propriedade rural esta intimamente relacionada com as praticas de higiene
sanitaria na ordenha e manipulacdo da matéria prima, o que exige a mudanca de comportamento
do produtor e de seus funcionarios.

De um modo geral, verificou-se que os produtores necessitam de um maior apoio em
relacdo assisténcia técnica, promogdo de estimulos a qualidade e formagdo continuada sobre
riscos a saude advindos da falta de qualidade do produto.

Diante destas observacdes, a adocao de acfes de boas praticas de higienizacdo é de
suma importancia aos produtores de laticinios de pequeno porte para garantir as melhorias dos
queijos comercializados no municipio de Guarai — TO como uma ferramenta de qualidade dos
produtos e seguranca dos consumidores.

Por fim, medidas devem ser adotadas para controle do uso indiscriminado de diversos
antibiéticos no tratamento terapéutico, evitando o surgimento de bactérias multirresistentes.
Além disso, permite rastrear casos de susceptibilidade aos antimicrobianos em queijos

artesanais.
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ANEXO A

Tabela 1. Numero Mais Provavel por grama ou mL, para séries de 3 tubos com
inéculos de 0,1, 0,01 e 0,001 g ou mL e respectivos intervalos de confianca 95%.

Numero de Tubos | NMP/g ou mL Intervalo Confianca (95%)
Positivos

0,1 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 -.- 9.5

0 0 1 3,0 0,15 9,6

0 1 0 3,0 0,15 11

0 1 1 6,1 1.2 18

0 2 0 6,2 1,2 18

0 3 0 9.4 3,6 38

1 0 0 3,6 0,17 18

1 0 1 Ti2 1,3 18

1 0 2 11 3,6 38

1 1 0 7.4 1,3 20

1 1 1 11 3,6 38

1 2 0 11 3,6 42

1 2 1 15 4,5 42

1 3 0 16 4,5 42

2 0 0 9.2 14 38

2 0 1 14 3,6 42

2 0 2 20 4,5 42

2 1 0 15 3,7 42

2 1 1 20 4,5 42

2 1 2 27 8,7 94

2 2 0 21 4,5 42

2 2 1 28 8,7 94

2 2 2 35 8,7 94

2 3 0 29 8,7 94

2 3 1 36 8,7 94

3 0 0 23 4,6 94

3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 18 420
3 = 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 90 1000
3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 90 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 >1100 420 -.-
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