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RESUMO

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica de queijos tipo coalho artesanais comercializados nas feiras
permanentes do Distrito Federal, assim como, avaliar a resisténcia antimicrobiana de
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas desses queijos. As
analises microbiolégicas foram: contagem total dos microrganismos mesofilos e
psicrotréficos, determinagdo do Numero Mais Provavel de coliformes totais e de
coliformes termotolerantes, contagem de S. aureus e pesquisa de Salmonella spp. As
cepas de E. coli e S. aureus isoladas dos queijos foram submetidas ao teste de
susceptibilidade a antimicrobianos usando a técnica de disco difusdo (técnica de
Kirby-Bauer). No total, 88,9% (16/18) das amostras de queijo de coalho estavam
impréprias para o consumo de acordo com a legislagdo brasileira por exceder o
limite aceitavel para coliformes termotolerantes e/ou S. aureus, mostrando que
gueijos de coalho de producéo artesanal comercializados nas feiras permanentes do
Distrito Federal carecem de melhor qualidade sanitaria e podem oferecer riscos a
saude do consumidor. A partir das 18 amostras de queijo, foram isoladas 16 cepas
E. coli e 18 cepas de S. aureus. As cepas de E. coli apresentaram maior resisténcia
frente aosantimicrobianos sulfonamida (81,25%), cefotaxima (31,25%) e tetraciclina
(18,75%), com um total de 25,00% das cepas apresentando perfil de
multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais classes de drogas). Contudo,
apresentaram elevada sensibilidade ao cloranfenicol (87,50%). As cepas de S.
aureus apresentaram maior resisténcia a sulfonamida (77,78%), cefoxitina (66,67%)
e tetraciclina (38,89%), além de apresentar um total de 61,11% das cepas
multirresistentes. Ainda, apresentaram elevada sensibilidade ao cloranfenicol
(94,44%). Destaca-se a importancia de estudos como esse que apresentam dados
sobre a multirresisténcia de medicamentos em bactérias isoladas de alimentos de
origem animal, evidenciando o provavel uso indiscriminado de antimicrobianos em

animais como potencial risco de saude publica.

Palavras—chave: Qualidade dos alimentos; Escherichia coli ;Staphylococcus aureus;

resisténcia microbiana a medicamentos; queijo.



ABSTRACT

This research work aimed to evaluate the microbiological quality of artisanal coalho
cheese sold at food markets in the Federal District, as well as to evaluate the
antimicrobial resistance of Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria
isolated from these cheeses. The microbiological analyzes were: total count of
mesophilic and psychotropic microorganisms, determination of the Most Probable
Number of total coliforms and thermotolerant coliforms, S. aureus count and
Salmonella spp. Strains of E. coli and S. aureus isolated from cheeses were
subjected to antimicrobial susceptibility testing using the disk diffusion technique
(Kirby-Bauer technique). In total, 88.9% (16/18) of the coalho cheese samples were
unfit for consumption according to Brazilian legislation for exceeding the acceptable
limit for thermotolerant coliforms and/or S. aureus, showing that coalho cheese from
artisanal production sold in the Federal District lack better sanitary quality and may
pose risks to the health of the consumer. From the 18 cheese samples, 16 strains of
E. coli and 18 strains of S. aureus were isolated. The E. coli strains showed greater
resistance against the sulfonamide antimicrobials (81.25%), cefotaxime (31.25%) and
tetracycline (18.75%), with a total of 25.00% of the strains presenting a multidrug
resistance profile (resistance to three or more drug classes). However, they showed
high sensitivity to chloramphenicol (87.50%). The strains of S. aureus showed
greater resistance to sulfonamide (77.78%), cefoxitin (66.67%) and tetracycline
(38.89%), in addition to presenting a total of 61.11% of multiresistant strains. Still,
they showed high sensitivityto chloramphenicol (94.44%). It is important to highlight
the importance of studies suchas this one, which present data on multidrug resistance
in bacteria isolated from foodsof animal origin, evidencing the probable indiscriminate

use of antimicrobials in animalsas a potential public health risk.

Keywords: Food Quality; Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Drug resistance;

Cheese.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Antimicrobianos e concentracdes utilizadas para cepas de E. coli. ......... 21
Tabela 2 - Antimicrobianos e concentracdes utilizada para cepas de S. aureus....... 21
Tabela 3 - Analises microbiolégicas das amostras de queijos de coalho de producéo
artesanal comercializados nas feiras permanentes do Distrito Federal. ................... 22
Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli isoladas dos
gueijos de coalho de produgao artesanal. .............uueeiiiiiiiiiiiiiiiii e 25

Tabela 5 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de S. aureus............. 26



E.coli
S.aureus
UFC/g.
CLSI

Mg

LISTA DE SIGLAS

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Unidade de formacao de colbnias por grama
Clinical and Laboratory Standards Institute

Micrograma



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt s e ea e ene e enans 11

1.1 PRODUCAO E CONSUMO DE QUEIJOS ARTESANAIS E OS PROBLEMAS DE
FALTA DE QUALIDADE......ccoiittii ettt e e 12

1.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE E. COLI ISOLADAS DE
LEITE E DERIVADOS ... ..ttt e e 13

1.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE E. AUREUS ISOLADAS DE

LEITE E DERIVADOS ......oooiiiiieeteeeee et s et en et en st en s en e 15
2 OBJIETIVOS ...ttt en et n ettt n et n s e 17
2.1 OBIETIVO GERAL ......oovieieieeeeeeeee et n s n et en e e 17
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiiieieeeeeee et en s 17
B JUSTIFICATIVA ..ottt n et en et n s n s 18
4 METODOLOGIA ..ottt ee ettt ettt 19
4.1 COLETA DE AMOSTRAS . ....coouiiiieieeeeeeeeee oot et et nenen s 19
4.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS........coveueitiietietieiee sttt 19
4.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE E ANTIMICROBIANOS ........ccccovvureerennnne. 20
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cocvoveveieieieteeeeeeeeeeeeeeeeee s s s s enenes s 22

5.1 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DAS AMOSTRAS DE QUEIJOS DE COALHO
DE PRODUCAO ARTESANAL COMERCIALIZADOS EM FEIRAS PERMANENTES
DO DISTRITO FEDERAL .....cootttiiiiiiieee e 22

5.2 RESIDENCIA ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS E. COLI E S. AUREUS
ISOLADAS DOS QUEIJOS DE COALHO DE PRODUCAO ARTESANAL ............... 24

B CONGCLUSAD ..o e ettt ettt 28

REFERENCIAS .. oo ettt e et e, 29



11

1 INTRODUCAO

Um dos principais problemas do uso do leite cru na fabricagdo dos queijos
artesanais € a possibilidade da elevada presenca de microrganismos patogénicos nos
gueijos. Inumeros trabalhos detectaram S. aureus em contagens acima do permitido
pela legislagéo brasileira nos queijos artesanais brasileiros (DIAS et al., 2015;
GARCIA et al.,, 2016; SOUSA et al.,, 2014). A contaminacdo do leite cru com S.
aureuspode ser atribuida a uma higienizacéo deficiente na ordenha, ao uso de agua
ndo potavel, limpeza inadequada de utensilios e equipamentos e falta de
armazenamento do leite a baixas temperaturas (FREITAS; TRAVASSO; MACIE,
2013).

No leite cru, uma importante fonte de contaminacdo provém da mastite
bovina,na qual S. aureus é o principal agente etioldgico. A pasteurizacdo do leite &
um processo eficiente na destruicdo de estafilococos. Além do leite, outra via de
contaminacao dos queijos com S. aureus pode ser o manipulador (DIAS et al., 2015;
GARCIA et al., 2016; SOUSA et al., 2014).

S. aureus possui cepas capazes de produzir enterotoxinas que quando preé-
formadas e ingeridas com o alimento podem causar intoxicacao alimentar (ZOCCHE;
SILVA, 2012). Uma vez pré-formadas no leite cru, as enterotoxinas poderéo
permanecer ativas ap0s o0 processamento do queijo, tendo em vista sua
termorresisténcia (SOUSA et al., 2014).

Os coliformes termotolerantes constituem um subgrupo dos coliformes totais
gue fermentam a lactose em temperatura de 44,5 a 45,5°C em 24 horas, sendo o
principal representante deste grupo a espécie Escherichia coli (RODRIGUES;
FERREIRA, 2016). O grupo dos coliformes termotolerantes tem sido encontrado com
frequéncia em numeros elevados em pesquisas envolvendo queijos artesanais. A
presenca da bactéria E. coli nos alimentos indica contaminacéo direta ou indireta com
fezes humanas ou animais, revelando que as condi¢cdes higienossanitarias serao
inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento desses (DIAS
et al., 2015; GARCIA et al., 2016; SOUSA et al., 2014).

Assim, bactérias potencialmente patogénicas como S.aureus e E.coli podem
estar presentes nos queijos de ma qualidade e causar doencas transmitidas por
alimentos. Essas bactérias podem apresentar resisténcia a antimicrobianos e,

segundo Evangelista-Barreto et al. (2016), os microrganismos resistentes podem
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transferir genes de resisténcia para as bactérias presentes no trato gastrointestinal

ena microbiota humana.

1.1 Producao e consumo de queijos artesanais e 0s problemas de falta de

gualidade

A producgdo de queijos artesanais no Brasil € uma atividade classica. Por
possuir sabor e texturas caracteristicas, 0s queijos artesanais sdo cada vez mais
consumidos por quem procura alimentos nutritivos e saudaveis. O queijo de coalho é
um dos principais queijos produzidos artesanalmente em varias regiées do pais,
estando cada vez mais presente no plano alimentar da populagéo brasileira
(RODRIGUES et al., 2021).

Os alimentos artesanais sdo um produto cultural e economicamente
importante cuja tecnologia de fabricagdo advém do conhecimento transmitido de
geracdo em geracao, seguindo uma tradicdo familiar. Apesar disso, a falta de
higiene e producdo em ambientes inadequados aumenta o risco de contaminagao
por microrganismos patogénicos (ARAGAO et al., 2022). Atualmente, esses
alimentos séo fabricados principalmente por pequenos produtores, e em menor
proporcdo por grandes empresas de laticinios (MERCHAN-CASTELLANOS et al.,
2018).

O numero e os tipos de microrganismos presentes nos queijos dependem
defatores como: a sanidade geral do local de producado, a qualidade da agua para
lavaros utensilios, condi¢cdes de manuseio, temperatura e tempo de armazenamento
(MERCHAN-CASTELLANOS et al., 2018). A fabricacdo artesanal, por pessoas
sem treinamento, pode proporcionar a contaminacdo por  diversos
microrganismos,comprometendo tanto a qualidade como a seguranca da saude do
consumidor. Poreste motivo, as praticas higiénicas devem ser observadas com
rigor, para prevenir uma possivel contaminacdo ou recontaminacdo do produto.
Ainda, pelo fato do queijo de coalho ndo ser maturado, € um produto perecivel,
devendo ser consumidorapidamente apos curta estocagem em ambiente refrigerado
(FONSECA et al., 2020).

No Brasil, o leite in natura nem sempre € de boa qualidade microbioldgica, e
por esta razdo, 0s queijos artesanais deveriam ser produzidos com leite

pasteurizado.A producédo de queijo artesanal € comumente realizada a partir de leite
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cru, sem nenhum tipo de tratamento térmico prévio. A contaminagcdo microbioldgica
do leite cruppde ser atribuida a uma higienizacdo deficiente na ordenha, ao uso de
agua nao potavel, limpeza inadequada de utensilios e de equipamentos, e falta de
armazenamento do leite a baixas temperaturas (DORES; FERREIRA ,2012).

Atualmente, a falta de fiscalizacdo por érgdos oficiais acaba tornando a
producdo de alimentos artesanais um risco a salude dos consumidores, ocasionando
uma producdo que nao condiz com a legislacdo vigente. Vale ressaltar que o queijo
artesanal é uma fonte de renda para pequenos produtores que por muitas vezes nao
possuem instalacdes adequadas, sendo neste caso, importante que seja feito a
aplicacdo de tecnologia cabivel para adquirir os padrdes de qualidade exigidos pela
legislacdo vigente (CASTRO et al., 2020).

Segundo o Sistema de Informag&o de Agravos de Notificagdo (SINAN) no
ano de 2019 foram identificados 771 casos de doencas alimentares no Brasil, € 0
consumode leite e derivados foi 0 quinto maior causador desses casos. Outro dado
importante, foi que a E. coli, seguido de S. aureus e Salmonella spp. foram os
principais agentes etiologicos responsaveis pelos episodios de doencas transmitidas
por alimentos (BRASIL, 2021).

De acordo com RODRIGUES et al., (2021), os queijos artesanais estéo
fortemente inseridos na cultura brasileira, o que dificulta a conscientizacdo da
populacdo quanto o cuidado ao escolher o local de compra e o processo de
fabricacdo. A exemplo disto estdo 0s queijos artesanais vendidos em fazendas,
chacaras e feiras populares que trazem a sensagdo aos consumidores de um
produto fresco e sem riscos, desconsiderando que em sua grande maioria podem ter
sido fabricados de forma inadequada, acarretando risco .Contudo, vale destacar que
como foi abordado, alguns agricultores ndo possuem orientacdo e renda para
praticar a fabricacdo de acordo com a legislacdo vigente, tornando necessario um
incentivo do governo para obtencado das praticas corretas de fabricacao, pois se trata
de um produto que possui alta suscetibilidade a contamina¢do microbiolégica e sua
vida util estd associada com fatores como fabricacdo, refrigeracdo ao longo da
cadeia produtiva e auséncia de um namero elevado de microrganismos no leite in

natura.

1.2 Resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli isoladas de leite e

derivados
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Escherichia coli sdo bactérias comensais do trato intestinal de humanos e de
animais, e certas cepas sdo patdégenos zoondéticos. Além disso, as cepas de E.
Coli sdo frequentemente usadas para monitorar a resisténcia antimicrobiana, pois
possuem uma grande variedade de hospedeiros e podem facilmente adquirir genes
de resisténcia por meio de transferéncia horizontal de genes (JIANG et al., 2019).

Segundo a literatura, observa-se que ja existem cepas de E. coli presentes
em queijos artesanais que apresentam resisténcia frente aos principais
antimicrobianos disponiveis, e diante disso, se faz necessario o monitoramento
continuo da resisténciaantimicrobiana das cepas de E. coli isoladas dos alimentos.
Rodrigues (2021) relatouque 85,5% das cepas de E. coli isoladas de queijos minas
frescais artesanais comercializados no Distrito Federal, Brasil, apresentaram
resisténcia as sulfonamidas. Jiang et al. (2019) descreveram que a resisténcia as
sulfonamidas vem aumentando mundialmente, principalmente em bactérias Gram-
negativas, podendo esta resisténcia ser compartilhada cromossomicamente, por
plasmideos ou transposons.

Evangelista-Barreto et al. (2016) observaram que 50,0% das amostras de
gueijocoalho e 7,0% das amostras de queijo manteiga estavam contaminadas com
Escherichia coli. Também foi constatado que as cepas de E. coli apresentaram
resisténcia a ampicilina (16,7%) e imipenem (16,7%), apresentando perfil de
multirresisténcia importante. A pesquisa foi feita em Cruz das Almas, Bahia e
considerou que 0s queijos artesanais comercializados na regido tinham qualidade
insatisfatoria para o consumo, jA que poderiam facilmente veicular patdégenos
multirresistentes.

No estado de Minas Gerais foi realizado um estudo sobre a resisténcia das
cepas de E. coli encontradas no queijo do tipo mucarela artesanal, e nessa pesquisa
foram isoladas 147 cepas de E. coli, examinando a resisténcia frente a 12
antibioticos. Os antimicrobianos com maior relevancia considerando a resisténcia
foram: tetraciclina (52,4%), cefalotina (44,2%), amicacina (34,1%), ampicilina (31,3%)
e acido nalidixico (30,0%). Os autores observaram uma porcentagem elevada de
multirresisténcia, o que compds um motivo de preocupacdo devido ao risco de
disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos para a microbiota
humana(CARDOSO; MARIN, 2014).
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1.3 Resisténcia antimicrobiana de cepas de S. aureus isoladas de leite e

derivados

Segundo TESFAYE et al., (2021), as cepas de Staphylococcus séo capazes
de produzir uma camada extracelular de exopolissacarideos envolvendo a parede
celular. Essa estrutura capsular tem sido associada ao aumento de viruléncia contra
0 mecanismo de defesa do hospedeiro. Varios fatores de viruléncia atuam juntos no
processo patogénico do S. aureus. A ampla gama de infec¢cbes causadas por S.
aureus esta relacionada a uma série de fatores de viruléncia que lhe permitem aderir
a superficie, invadir ou evitar o sistema imunolégico e causar efeitos toxicos
prejudiciais ao hospedeiro. A viruléncia de S. aureus é geralmente considerada
multifatorial e devido a acdo combinada de varios determinantes de viruléncia.

Castro et al. (2019) descreveram que S. aureus € um dos principais agentes
patogénicos encontrados em queijos produzidos com leite cru no mundo. Também
descreveram que apos a analise de 76 cepas de S. aureus isoladas de queijos foi
possivel identificar um perfil de maior resisténcia para a Penicilina G (67,1%) e
Tetraciclina (27,6%). Além disso, as cepas de S. aureus apresentaram alta
diversidade genética, como a presenca de genes que codificam varios fatores de
viruléncia, especialmente exotoxinas como enterotoxinas estafilocécicas, toxina da
sindrome do choque toxico e hemolisina, e houve indicios de que a presenca desses
micro-organismos no produto final foi proveniente da contaminacao do leite cru, do
soro-fermento (pingo) e dos manipuladores assintomaticos. O soro-fermento é uma
cultura estabilizada termofilica e acido resistente, composta principalmente de
Lactobacillus.

Segundo a pesquisa de Rodrigues (2021) realizada com amostras de queijo
minas frescal comercializados no Distrito Federal, Brasil, ocorreu alta contagem de
S. aureus nos queijos artesanais. Do total de 135 cepas de S. aureus estudadas,
apenas 23 (17,0%) néo apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados, e
112 cepas (82,9%) apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos
testados. Foram identificadas 27 cepas (20,0%) multirresistentes.

Owenga et al. (2020) relataram a elevada resisténcia antimicrobiana de
cepas de S. aureus isoladas de leites de gado sem pasteurizacdo. O estudo foi
realizado na Africa Oriental e verificou que as cepas tinham maior resisténcia a
tetraciclina (79,0%), ampicilina (58,0%), e oxacilina (33,0%). Aragao et al., (2018),
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iIsolou cepas de S. aureus em amostras de queijo coalho artesanal elaborado com
leite de cabra no estado de Pernambuco, e também identificou genes de resisténcia
aos B-lactamicos e genes codificadores de enterotoxinas. O estudo demonstrou que
todas as amostras de queijocoalho tiveram valores de S. aureus acima do permitido
pela legislacdo vigente, como também, o gene blaZ, gene responsavel resisténcia a
penicilina, foi detectado em 42,6% dos isolados de S. aureus.

Varios estudos relataram a resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli e
S. aureus isoladas de alimentos. O aumento de doencgas ligadas a alimentos junto ao
fenbmeno da resisténcia antimicrobiana tém trazido consequéncias graves a saude
publica, ao restringir as op¢des terapéuticas, pois, 0s alimentos podem contribuir para
disseminacao de cepas resistentes aos agentes antimicrobianos (BRASIL, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica de queijos tipo coalho artesanais comercializados nas feiras
permanentes do Distrito Federal, assim como, avaliar a resisténcia antimicrobiana de

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas desses queijos.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar as analises microbioldgicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do Numero Mais Provavel de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes, contagem de S. aureus e pesquisa de
Salmonella spp.;

e Realizar teste de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli e S.
aureus isoladas dos queijos artesanais utilizando o método de disco-difusédo (Kirby-

Bauer).
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3 JUSTIFICATIVA

O queijo é considerado um alimento saudavel, sendo rico em calcio, gordura,
vitaminas e proteinas essenciais para o corpo humano. Por ser muito apreciado &
um alimento facilmente encontrado em todo o mundo. No Brasil, as tradicbes
regionais influenciam na forma como esse alimento é fabricado, originando os
alimentos de producao artesanal. O alto consumo de queijos de producao artesanal
e o frequente uso do leite cru na fabricacdo desses queijos pode levar a elevada
presenca de bactérias potencialmente patogénicas nesses alimentos, como € o
caso da E. coli e S. aureus. Assim, estudos como 0 nosso que se propde a avaliar a
resisténcia antimicrobiana de bactérias E. coli e S. aureus isoladas de queijos tipo
coalho artesanais comercializados no Distrito Federal s&o importantes tanto para a
saude do consumidor, quanto para a avaliacdo da qualidade do tratamento dos

animais de ordenha.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de amostras

As amostras de queijo de fabricagcdo artesanal foram coletadas em
diferentes feiras permanentes do Distrito Federal. Todas as amostras foram
transportadasresfriadas dos locais de estudo para o laboratério no tempo de 30-50
min. e no prazo maximo de 1 hora apés a coleta foram iniciadas as analises

microbiolégicas.

4.2 Anédlises microbiolégicas

Para o preparo das amostras, foram pesadas 25 g de cada amostra e
diluidas em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). O material foi homogeneizado,
obtendo- se desta forma a primeira diluicdo (101). A partir da primeira diluicdo
obtiveram-se asdemais diluicdes decimais (até 10).

Para a contagem total de bactérias mesdfilas e psicrotréficas, as diluicdes de
cada amostra foram semeadas, pelo método de superficie, em placas de Petri
contendo o meio de cultivo Agar Padrdo para Contagem (Acumedia®). As placas
foramincubadas a 37°C por 24 h para bactérias mesofilas e a 7°C + 1°C por 7 dias
para bactérias psicrotroficas. Os resultados obtidos foram expressos em log UFC/g.

Para a contagem de S. aureus, cada uma das diluicbes das amostras foi
semeada, pelo método de superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultivo
Agar Sal Manitol (Kasvi®). As placas foram incubadas a 37°C por 48 h. As colbnias
de S. aureus foram reisoladas em tubos de Agar Sal Manitol e submetidas a
coloracdo de Gram.

O método utilizado para determinar os coliformes totais e termotolerantes foi
atécnica de Numero Mais Provavel (NMP). A comparacéo de tubos com crescimento
positivo ou negativo, apds a incubacdo, permite estimar, por calculo de
probabilidade, a densidade original dos microrganismos na amostra. Para a
determinacdo do NumeroMais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes
as amostras foram analisadas conforme a técnica de tubos mdltiplos, iniciando-se
com o teste presuntivo,que consiste na inoculagéo de cada diluicdo das amostras em

caldo Lauril Sulfato Triptose (HiMedia®). Os tubos foram incubados a 37°C por 24 h.
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A positividade do teste caracterizou-se pela turvacdo do caldo com a producao de
gas nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos positivos no teste presuntivo foram
inoculadas, simultaneamente, em tubos de ensaio contendo caldo verde brilhante
bile lactose a 2,0% (Kasvi®) (para a confirmacédo de coliformes totais) e caldo
Escherichia coli (Kasvi®) (para a confirmacéo de coliformes termotolerantes). Os
tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 h para o teste de
coliformes totais e em banho- maria a 45°C por 24 h para o teste de coliformes
termotolerantes. Os resultados obtidos foram expressos em log NMP/g. Para a
pesquisa de E. coli, as cepas foram isoladas do caldo EC no meio Agar Mac
Conkey.

Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10! das amostras foi
incubada a 37°C por 24 h. Apos a incubacao, pipetou-se 1 mL das aliquotas do
caldo de enriquecimento para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo seletivo
tetrationato com iodo. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por
24 h. Apos a incubacao, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de cada
tubo, semearam-se placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Salmonella
Shigella (Kasvi®). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. As col6nias suspeitas
de Salmonella spp. foram transferidas para tubos inclinados contendo os meios
bioquimicos: Agar Trés Acucares e Ferro (Kasvi®), Agar Lisina Ferro (HiMedia®) e

Agar Fenilalanina (HiMedia®).

4.3 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica
de disco difusdo, utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2020). As zonas de inibicdo foram medidas e classificadas
como sensivel e resistente de acordo com recomendacdes do CLSI (2020). Os
antimicrobianos e as concentracdes em microgramas testados estdo descritos nas
Tabelas 1 e 2.



Tabela 1 - Antimicrobianos e concentracdes utilizadas para cepas de E. coli.
(enterobactérias).

Antimicrobianos Concentracdo
Amoxicilina* (AMC) 20 +10 pg
Cefotaxima (CTX) 30 ug
Ceftazidima (CAZ) 30 ug
Ciprofloxacina (CIP) 5 ug
Cloranfenicol (CLO) 30 ug
Gentamicina (GEN) 10 g
Imipenem (IMP) 10 ug
Sulfonamida (SUL) 300 ug
Tetraciclina (TET) 30 ug

Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; ug: micrograma.
Fonte: Autoria propria (2023).

Tabela 2 - Antimicrobianos e concentracdes utilizada para cepas de S. aureus.

Antimicrobianos Concentracédo
Amoxicilina* (AMC) 20 +10 ug
Cefoxitina (CFO) 30 ug
Ciprofloxacina (CIP) 5 ug
Cloranfenicol (CLO) 30 ug
Eritromicina (ERI) 15 ug
Gentamicina (GEN) 10 ug
Sulfonamida (SUL) 300 ug
Tetraciclina (TET) 30 ug
Vancomicina (VAN) 30 ug

Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; pug: micrograma.
Fonte: Autoria prépria (2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Qualidade microbiolégica das amostras de queijos de coalho de producéo
artesanal comercializados em feiras permanentes do Distrito Federal

A Tabela 3 apresenta os resultados das andlises microbioldgicas dos queijos
de coalho de producao artesanal comercializados nas feiras permanentes do Distrito
Federal.

Tabela 3 - Andlises microbiolégicas das amostras de queijos de coalho de producéo
artesanal comercializados nas feiras permanentes do Distrito Federal.

Amostras Bactérias Bactérias Coliformes Coliformes Salmonella  S. aureus
mesofilas*  psicrotréficas*  totaist termotolerantes spp.** ilgg UFC/g)
(log UFC/g) (log UFC/g) (log NMP/q) :(ﬁog NMP/qg)

1 5,82+ 0,08  3,69+0,24 3,04+0,00 2,91+0,21 Negativo 4,23+0,40
2 5,92 +0,05 4,68+0,17 ND ND Negativo 4,35+0,10
3 5,87+0,01 4,58+ 0,07 3,04+ 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 4,15+ 0,20
4 6,06 +0,26 6,32+ 0,48 3,04+ 0,00 2,51+ 0,46 Negativo 4,33+0,35
5 7,71+0,17 2,99+0,08 3,04+ 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 4,25+ 0,20
6 6,10+ 0,15 4,13+0,03 2,14+ 0,54 2,12+0,82 Negativo 4,25+ 0,20
7 7,47+0,02 3,46+0,31 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 1,33+2,30
8 6,62+0,16 3,31+0,45 2,59 + 0,48 2,91+0,21 Negativo ND

9 6,84+0,61 3,48+1,16 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 1,33+2,30
10 7,66+0,11 2,85+2,66 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo ND

11 6,31+1,15 4,08+0,33 2,84 +0,33 1,84+ 0,77 Negativo 1,00 + 1,70
12 7,33+0,12 6,40+0,11 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo ND

13 557+0,21 3,30+0,15 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 4,30+ 0,20
14 6,63+0,11 4,66 +0,10 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo ND

15 6,34+0,26 3,10+0,21 3,04 +0,00 2,06 + 0,60 Negativo 4,59 + 0,00
16 6,78+ 0,17 5,23+0,25 3,04 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 4,30+ 0,10
17 6,40+0,29 3,93+0,21 3,04 +0,00 3,04 + 0,00 Negativo ND

18 5,97+0,36 3,93+0,10 2,84 + 0,00 3,04 + 0,00 Negativo 4,00 + 0,00

Legenda: UFC: Unidade formadora de col6nias; NMP: Numeros mais provavel por grama; ND: ndo

detectado. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo de trés repeticdes.
*Valor de referéncia: 7,0 log UFC/g (ICMSF, 1986);
tValor de referéncia: 3,0 log NMP/g (BRASIL, 1996);
FValor de referéncia: 3,0 log NMP/g (BRASIL, 2019);
** Valor de referéncia: ausente (BRASIL, 2019);

*** Valor de referéncia 3,0 log UFC/g (BRASIL, 2019).Fonte: Autoria prépria (2023).



23

Observou-se que 22,2% (4/18) das amostras de queijos de coalho de
producdo artesanal tiveram valores de bactérias mesofilas acima do valor de
referéncia de 7,0 log UFC/g (ICMSF, 1986). As bactérias mesdfilas sdo responsaveis
por fermentar a lactose e produzir acido lactico e outros &cidos organicos, o que
reduz o pH do leite. As condicdes que favorecem o desenvolvimento dessas
bactérias estdo associadas afalta de higiene no manuseio do leite, principalmente o
uso de utensilios que ndo estdo adequadamente limpos, e o ndo-resfriamento ou o
resfriamento inadequado do leite(MARIOTO et al., 2020).

Em relacdo as bactérias psicrotroficas, apesar de todas as amostras deste
estudo apresentarem valores dentro do permitido pela ICMS (1986), € importante
destacar que esse grupo de bactérias em excesso é responsavel pela deterioracao
dos queijos, com producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas que alteram a
composicao fisica do alimento (SAMARZIJA et al., 2012).

Para os coliformes totais, 66,6% (12/18) das amostras estavam com
enumeracao acima de 3,0 log NMP/g, o que constitui um importante indicador de
condi¢Bes higiénicas insatisfatérias (DIAS et al., 2015; GARCIA et al., 2015). Em um
estudo realizado no norte de Piaui foi constatado que 75,0% dos queijos de coalho
analisados apresentaram enumeracdo elevada de coliformes totais. Tal fator
demonstrou higiene insatisfatoria nas etapas de producao e/ou armazenamento dos
gueijos (DIAS et al., 2015).

Foram encontradas 61,1% (11/18) das amostras com enumeracao de
coliformes termotolerantes acima do aceitavel neste estudo. DIAS et al. (2015)
demonstraram que em relacdo a contagem de coliformes termotolerantes, 68,7%
amostras apresentaram valores que ultrapassaram os limites estabelecidos pela
legislacdo vigente. Escherichia coli € o principal representante de grupo dos
coliformes termotolerantes (RODRIGUES & FERREIRA, 2016). A presenca elevada
de bactérias E. coli indica contaminacdo direta ou indireta dos queijos com fezes
humanas ou animais, revelando condi¢cdes sanitarias inadequadas durante o
processamento ou armazenamento dos queijos (CHAVEZ-MARTINEZ et al., 2019;
DIAS et al., 2015; GARCIA et al.,, 2016; SOUSA et al., 2014). Seu elevado
percentual no queijo de coalho € um risco para os consumidores, devido algumas
cepas serem potencialmente patogénicas (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2016).

Nao se detectou Salmonella spp. nas amostras de queijos de coalho deste

estudo. A contaminagao dos queijos por Salmonella spp. pode estar relacionada a
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diferentes fontes, porém a pasteurizacdo do leite € capaz de elimina-la, o que
aumentaa preocupacao deste patdgeno poder estar presente nos queijos artesanais
fabricadoscom leite cru (SOUSA et al., 2014).

Observou-se neste estudo que 55,0% (10/18) das amostras de queijos de
coalho de producédo artesanal estavam fora do limite estabelecido na legislacéo
brasileira para a contagem de S. aureus. Em estudos realizados com amostras de
gueijo de coalho em algumas regides do Brasil foi constatado uma elevada
contagem de S. aureus.OLIVEIRA et al. (2010) observaram que, de um total de 42
amostras de queijo de coalho comercializadas no municipio do Cabo de Santo
Agostinho (PE), 76,2% (32/42) apresentaram contagens de S. aureus acima do
aceitavel. Em outro estudo, ANDRADE et al. (2016) realizaram analises de 300
amostras de queijosde coalho comercializados em Fortaleza-CE, provenientes de 15
marcas (sete artesanais e oito industriais), e obtiveram elevada contagem de S.
aureus em 100% das amostras de producéo artesanal.

No total, 88,9% (16/18) das amostras de queijo de coalho estavam
improprias para o consumo, mostrando que queijos de coalho de producéo artesanal
comercializados em feiras permanentes do Distrito Federal carecem de melhor

gualidade sanitaria e podem oferecer riscos a saude do consumidor.

5.2 Resisténcia antimicrobiana de bactérias E. coli e S. aureus isoladas dos

gueljos de coalho de producéao artesanal

A partir da andlise de 18 amostras de queijo, foram isoladas 16 cepas de E.
colie 18 cepas de S. aureus. O perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de
E. coli isoladas dos queijos de coalho de producdo artesanal estd apresentado na
Tabela4 e mostrou maior resisténcia frente as sulfonamidas (81,3%), cefotaxima
(31,3%) e tetraciclina (18,8%).
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Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli isoladas dos
queijos de coalho de producéo artesanal.

Antimicrobianos R % (n) 1% (n) S % (n)
SUL 81,25 (13) 6,25 (1) 12,50 (2)
CLO 12,50 (2) 0,00 (0) 87,50 (14)
CTX 31,25 (5) 12,50 (2) 50,00 (8)
TET 18,75 (3) 0,00 (0) 81,25 (13)
IMP 0,00 (0) 62,50 (10) 37,50 (6)
GEN 12,50 (2) 18,75 (3) 68,75 (11)
AMC 12,50 (2) 0,00 (0) 87,50 (14)
CIP 12,50 (2) 31,25 (5) 56,25 (9)
CAZ 6,25 (1) 31,25 (5) 62,50 (10)

Legenda: R= resistente; | = intermediario; S = sensivel;

n = ndmero de cepas e % = porcentagem em relacao ao total de 16 cepas

AMC: amoxacilina e acido clavulanico (20 +10 ug); CTX: cefotaxima (30 ug) ; CAZ: ceftazidima (30
pg); CIP: ciprofloxacina (5 pg); CLO: cloranfenicol (30 pg); GEN: gentamicina (10 pg); IMP: imipenem
(10ug); SUL: sulfonamidas (300 ug); TET: tetraciclina (30 ug).

Fonte: Autoria propria (2023).

As cepas de E. coli apresentaram elevada resisténcia frente as sulfonamidas
(81,3%). Similar aos resultados obtidos no nosso estudo, RODRIGUES (2021)
relatou que 85,5% das cepas de E. coli isoladas de queijos minas frescal
apresentaram resisténcia as sulfonamidas. A resisténcia as sulfonamidas vem
aumentando mundialmente, principalmente em bactérias Gram-negativas, podendo
esta resisténcia ser compartilhada cromossomicamente, por plasmideos ou
transposons (JIANG et al., 2019).

As cepas de E. coli apresentaram 18,8% de resisténcia as tetraciclinas. O
principal mecanismo de resisténcia bacteriana as tetraciclinas ocorre pela diminuigéo
do acesso do antimicrobiano no interior da célula, podendo ocorrer através de trés
principais mecanismos: por meio das proteinas de protecédo ribossomal, pelo efluxo
das tetraciclinas para fora da célula ou pela inibicdo enzimatica das tetraciclinas. Até
o momento foram descritos 59 genes de resisténcia as tetraciclinas, os quais séo
denominados de tet e otr (MAROSEVIC et al., 2017).

As cepas de E. coli tiveram uma boa sensibilidade em relacdo ao
antimicrobiano cloranfenicol (87,5% de sensibilidade). Resultados similares foram
reportados no estudo de EVANGELISTA-BARRETO et al. (2016) com queijos
artesanais na Bahia, onde as cepas de E. coli isoladas desses queijos também
apresentaram elevada sensibilidade ao cloranfenicol.

As cepas de E. coli apresentaram 43,8% de suscetibilidade intermediéaria e
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resisténcia a ciprofloxacina. Também foi notério o perfil de 62,5% de suscetibilidade
intermediaria ao imipenem. A resisténcia de cepas de E. coli produtoras de ESBL
(Extended-spectrum beta-lactamases) as fluorquinolonas apresentam um desafio
importante quanto ao protocolo de tratamento e controle de infecgées (BHATNAGAR
et al., 2019).

Na Tabela 5 é possivel observar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana
das cepas de S. aureus isoladas dos queijos de coalho de producéo artesanal. As
cepas de S. aureus apresentaram maior resisténcia as sulfonamidas (77,8%),
cefoxitina (66,7%) e tetraciclina (38,9%).

Tabela 5 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de S. aureus
isoladas dos queijos de coalho de producédo artesanal.

Antimicrobianos R (%) n I (%) n S (%) n
SUL 77,78 (14) 00,0 (0) 22,22 (4)
CFO 66,67 (12) 00,0 (0) 33,33 (6)
CLO 00,0 (0) 5,56 (1) 94,44 (17)
ERI 16,67 (3) 22,22 (4) 61,11 (11)
VAN - - 66,67 (12)
CIP 11,11 (2) 33,33 (6) 55,56 (10)
TET 38,89 (7) 11,11 (2) 50,00 (9)
GEN 16,67 (3) 16,67 (3) 66,67 (18)

Legenda: R= resistente; | = intermediario; S = sensivel;

n = ndmero de cepas; % = porcentagem em relacdo ao total de 18 cepas;

AMC: Amoxicilina e acido clavulanico (20 +10 pg); SUL: sulfonamidas (300 ug); CFO: cefoxitina(30
pg); CLO: cloranfenicol (30 ug); ERI: eritromicina (15 ug); VAN: vancomicina (30 ug); CIP:
ciprofloxacina (5 ug); TET: tetraciclina (30 ug); GEN: gentamicina (10 ug).

Fonte: Autoria propria (2022).

As cepas de S. aureus apresentaram maior resisténcia frente as
sulfonamidas (77,8%). Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Rodrigues
(2021) que constatou 71,8% de resisténcia as sulfonamidas em cepas de S. aureus
isoladas de queijos minas frescal.

As cepas de S. aureus mostraram 66,7% de resisténcia a cefoxitina. Para S.
aureus, o teste com disco de cefoxitina € comparavel ao teste com disco de oxacilina
para predizer a resisténcia a oxacilina mecA mediada (MRSA), sendo o teste com
disco de cefoxitina mais facil de ler e, portanto, indicado pelo CLSI (CLSI, 2020). As
cepas de S. aureus que apresentam resisténcia as meticilinas devem ser
consideradas resistentes a qualquer farmaco da classe dos B-lactamicos (TESFAYE
et al., 2021).
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As cepas de S. aureus apresentaram 66,7% de sensibilidade a vancomicina.
Importante destacar que em nosso estudo nao foram relatados resultados sobre a
resisténcia das cepas a vancomicina. Segundo informagfes disponiveis pelo
BRCAST/EUCAST (2021) a resisténcia a vancomicina deve ser confirmada por meio
do método de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), j& que este teste € capaz
de diferenciar a sensibilidade reduzida a esta droga. Por hora, o método utilizado
neste estudo (teste de disco e fusdo) néo fornece resultados precisos de
sensibilidade a vancomicina.

Quanto ao cloranfenicol, 94,4% das cepas apresentaram-se sensiveis a
essa droga. Rodrigues (2021) em seu estudo com queijo minas frescal, encontrou
93,3% de sensibilidade das cepas S. aureus ao cloranfenicol. Assim, nesses estudos

o cloranfenicol se mostrou efetivo contra S. aureus.
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6 CONCLUSAO

No total, 88,9% (16/18) das amostras de queijo de coalho analisadas neste
estudo estavam improprias para 0 consumo, mostrando que esses queijos
artesanais comercializados nas feiras permanentes do Distrito Federal carecem de
melhor qualidade sanitaria e podem oferecer riscos a saude do consumidor. O perfil
de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli isoladas das amostras de
gueijo de coalho mostrou maior resisténcia frente as sulfonamidas (81,3%),
cefotaxima (31,3%) e tetraciclina (18,8%). As cepas de S. aureus apresentaram
maior resisténciaas sulfonamidas (77,8%), cefoxitina (66,7%) e tetraciclina (38,9%).
Tais resultados demonstram a importancia do uso racional de antimicrobianos em
animais, ja que ha risco de transferéncia de genes de resisténcia para as bactérias
presentes no trato gastrointestinal e na microbiota humana, o que pode ocasionar

importantes problemasde saude publica.
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