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RESUMO

O queijo de coalho é um produto tradicional da regido Nordeste do Brasil, produzido desde a
colonizacdo do pais. E classificado em queijo de coalho tipo A o elaborado com leite
pasteurizado, integral ou desnatado, de massa crua prensada em queijo de coalho tipo B o
produzido com leite cru. A contaminacdo do leite, inclusive por bactérias do género
Aeromonas pode acontecer na obtencdo ou durante o processamento, se ndo forem
observados procedimentos de higiene e de seguranca como a pasteurizacdo adequada e
utilizacdo de &gua de qualidade na higienizacdo de equipamentos. Objetivou-se avaliar o
perfil higiénico-sanitario de queijos de coalho tipo A, no que concerne a presenca de
aeromonas, a partir do isolamento e identificacdo das espécies obtidas nos periodos de verao e
inverno, bem como verificacdo do perfil de resisténcia dos isolados frente a antibiéticos. Foi
observada alta frequéncia de aeromonas em ambos 0s periodos. As espécies isoladas foram A.
hydrophila (54,8%), A. caviae (24,7%) e A. sobria (17,8%), espécies frequentemente
incriminadas como causadoras de diarréia aguda, e em menor freqliéncia, a A. veronii (2,7%).
Todas as espécies isoladas apresentaram multipla resisténcia a antimicrobianos, sendo
resistentes no minimo a trés dos oito antibidticos testados. Queijos de coalho tipo A podem
representar risco a salde publica devido a uma alta frequéncia de Aeromonas spp.,

apresentando multipla resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: lacteo, psicrotréficas, saude publica, gastrenterite



ABSTRACT

The coalho cheese is a traditional product of the Northeast region of Brazil, produced since
the colonization of the country. It is classified in coalho cheese type A made with the
pasteurized milk, whole or skimmed, raw pressed mass, and coalho cheese type B that
produced with raw milk. Contamination of milk by bacteria including Aeromonas can happen
in obtaining or during processing, if procedures are not complied with health and safety as
pasteurization and proper use of water quality in the cleaning of equipment. The objective was
to evaluate the hygienic-sanitary profile of coalho cheese type A, with respect to
quantification of Aeromonas, isolation and identification of species obtained in periods of
summer and rainy, and check the resistance profile of isolates against antibiotics. We obtained
mean Aeromonas counts ranging from 1.0 x 10° to 1.6 x 10™°, and the highest counts observed
during the rainy season. The species isolated were A. hydrophila (54.8%), A. caviae (24.7%)
and A. sobria (17.8%), species frequently incriminated as causes of acute diarrhea, and less
frequently, A. veronii (2.7%). All isolated strains showed resistance to multiple antimicrobial
drugs, is resistant to at least three of the eight antibiotics tested. The coalho cheese type A
may pose a risk to public health due to a high population of Aeromonas spp., presenting

resistance to multiple antibiotics.

Keywords: milk, psychrotrophic, public health, gastroenteritis



1. INTRODUCAO

Dentre os alimentos considerados de alto valor bioldgico, o leite ocupa um lugar de
destaque. Sua riqueza em constituintes nutritivos e energéticos torna-o recomendavel na dieta
para todas as faixas etarias, por ser o leite o alimento mais indicado no combate aos altos
indices de mortalidade infantil relacionada a subnutricdo de lactentes, principalmente nos
paises em desenvolvimento.

A producdo e o consumo de leite e de seus derivados crescem em todo mundo, e tem
cada dia mais impacto na economia mundial. De acordo com dados da embrapa gado de leite,
a produgdo mundial, em 2010 se aproximou de 600 milhdes de tonelada. Neste cenério, 0
Brasil ocupa o 5° lugar no ranking dos principais paises produtores de leite no mundo, com
volume produzido de 31.667.600 toneladas no mesmo periodo.

Entretanto, no Brasil, o leite cru nem sempre é obtido em condi¢cdes de higiene
adequadas. Neste contexto, interfere bastante a qualidade da &gua utilizada na lavagem do
Ubere e limpeza dos equipamentos é fundamental, especialmente em termos microbioldgicos,
pois pode influenciar na qualidade final do leite e dos derivados. Este € um ponto importante
na cadeia de producdo de leite, pois a obtencdo da matéria-prima é o ponto inicial da cadeia
produtiva.

Um leite de qualidade deve atender uma série de caracteristicas, incluindo o
atendimento aos padrdes microbioldgicos estabelecidos na legislacdo brasileira. Esta
qualidade esta relacionada a fontes de contaminacdo como higidez do animal, microbiota
exterior, contaminacdo dos equipamentos, qualidade da &gua e a taxa de multiplicacdo dos
microrganismos infectantes, levando-se em consideracdo o tempo e a temperatura de
estocagem do leite até o processamento.

Por se tratar de produtos geralmente elaborados de forma artesanal e, muitas vezes,
comercializados de forma irregular em feiras livres ou mercados publicos, os queijos de
coalho podem facilmente se tornar veiculos de varios microrganismos patdégenos para o
humano. O comércio informal desses produtos agrava este problema, por tratar-se de um
produto que ndo foi inspecionado. Desta forma, podem estar frequentemente associados a
casos de doencas veiculadas por alimentos.

Diversos sdo os agentes de toxinfecgfes veiculadas por alimentos e o leite pode
proporcionar o desenvolvimento de dois grandes grupos: os mesofilos e os psicrotréfcos. Por
sua vez, grande parte das toxinfeccGes alimentares pode ser causada por espécies de bactérias

que ndo sdo comumente pesquisadas durante as investigacbes de surtos, incluindo as
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aeromonas maveis, que se enquadram no grupo das meséfilas, porém possuem caracteristicas
psicrotroficas devido a capacidade de sobreviver e multiplicar-se em baixas temperaturas. As
principais caracteristicas das infeccGes causadas por essas bactérias sdo: diarréia aguda,
especialmente em criancas e idosos, alguns casos de celulite ou infeccdo de feridas em
manipuladores de alimentos.

Em varios estudos sobre a qualidade microbioldgica dos queijos é relatada a
ocorréncia de microrganismos patogénicos em nameros que excedem os limites estabelecidos
pela legislacdo. A presenca de aeromonas nestes produtos representa um risco para saude do
consumidor, especialmente por sua capacidade de sobreviver e se multiplicar em alimentos
mantidos sob refrigeracdo, além da capacidade, apresentada por algumas cepas, de produzir
toxinas.

As bactérias psicrotréficas produzem grandes quantidades de enzimas que resistem ao
processo de pasteurizacao, até mesmo ao processo de UHT (ultra-high-temperature), em que o
leite passa por uma temperatura de 140 a 145°C, por 2 a 4 segundos, e podem causar
alteracdes sensoriais nos derivados lacteos. Entre os problemas causados pelas enzimas
proteoliticas produzidas por estes microrganismos estdo: reducdo do rendimento, textura
anormal, geleificacdo do leite UHT, desenvolvimento de sabores e odores indesejaveis. Todos
estes defeitos provocam perdas econémicas e/ou rejei¢do do produto pelo consumidor.

Por se tratar de uma bactéria distribuida universalmente e ser considerada um agente
emergente em enfermidades de origem alimentar, a sua presenca em alimentos pode ser
considerada uma ameaca especialmente para individuos imunocomprometidos. No entanto,
até o momento, ndo consta na legislacdo em vigor, a Resolu¢do-RDC n° 12/2001 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, na qual sdo estabelecidos critérios e padrdes
microbioldgicos para alimentos, referéncia ao género Aeromonas. Neste caso, a conformidade
do produto analisado deve ser estabelecida baseando-se na presenca ou a quantificacdo de
microrganismos patogénicos ou toxinas que representem risco a saude do consumidor. Desta
forma, torna-se importante as analises do leite e seus derivados de forma a estabelecer um
monitoramento constante e um alerta para as autoridades fiscalizadoras quanto a qualidade do

produto a ser colocado para consumo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

Determinar o perfil higiénico-sanitario qualitativo de queijos de coalho tipo A, no

tocante as Aeromonas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Isolar Aeromonas de queijos de coalho tipo A;

2.2.2 ldentificar as espécies de Aeromonas isoladas de queijos de coalho tipo A;

2.2.3 Comparar a frequéncia de isolamento de Aeromonas nos periodos de estio e chuvoso;
2.2.4 \Verificar o perfil de sensibilidade in vitro das espécies de Aeromonas isoladas frente a

antibiotico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Producéo e consumo de leite e queijo de coalho

O Brasil tem sido um dos paises com maior aumento anual na producdo de leite nos
ultimos anos. No panorama mundial, o Brasil tem aumentado sua importancia, passando a
exportar leite fluido e derivados em 2005 e mostrando representatividade na producao
mundial (NOGUEIRA et al., 2006). A producdo leiteira brasileira estd em continua expansao,
sendo o Brasil o 6° pais em producdo mundial de leite (Tabela 1). Dados do International
Farm Comparison Group (IFCN), utilizando informac6es oficiais dos diversos paises, indicam
que, no periodo entre 2006 e 2010, o Brasil foi 0 segundo pais em aumento absoluto na

producéo de leite, ficando atras apenas da India.

Tabela 1. Classificacdo dos principais paises produtores de leite no mundo em 2010.

Paises Volume produzido % do total

(toneladas)

1° Estados Unidos da América 87.461.300 14,6
20 india 50.300.000 8,4
3° China 36.022.650 6,0
40 Russia 31.895.100 53
50 Brasil 31.667.600 53
6° Alemanha 29.628.900 4,9
7° Franca 23.301.200 3,9
8° Nova Zelandia 17.010.500 2,8
9o Reino Unido 13.960.000 2,3
10° Turquia 12.480.100 2,1
Fonte: Embrapa Gado de Leite (2012)

http://www.cnpgl.embrapa.br/nova/informacoes/estatisticas/producao/tabela0212.php

Apesar do forte crescimento da produgdo, o pais ndo tem o mesmo vigor quando se
analisa o desempenho da industria. A producdo de leite € alta no pais, embora a producéo por
rebanho leiteiro seja baixa. Essa baixa produtividade esta relacionada com o0s manejos
nutricional, sanitario e reprodutivo inadequados. A industria cresceu em termos absolutos,

mas ndo quando se compara com o crescimento de outros paises (CARVALHO, 2011).
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A expansdo da producéo de leite no Nordeste foi motivada pelas alteragdes no uso da
terra, caracterizada pelo expressivo nimero de estabelecimentos agricolas minifundiarios.
Essa producéo de leite é beneficiada por indudstrias e informalmente pelas pequenas unidades
artesanais. Contribuem ainda para o crescimento da regido a implantacdo de programas
oficiais de fomento a producdo, investimentos para utilizacdo de tecnologias capazes de
melhorar a eficiéncia dos fatores de producdo, como padrdo genético do gado, alimentacédo e
sanidade dos animais (ALMEIDA, 2001; MENEZES, 2011).

Em Pernambuco, a bacia leiteira abrange 32 municipios e fica localizada na regido
chamada de Agreste Seco. E responsavel por mais de 85% da producéo destinada as indUstrias
inspecionadas (SIF e SIE) e do comércio informal (VALENCA, 2005). De acordo com as
informac@es censitarias, observou-se nos ultimos anos o crescimento da producédo de leite em

todos os estados da regido (Tabela 2).

Tabela 2 - Regido Nordeste - Producdo de leite (mil litros) 1985-1995/1996-2007.

Estados Anos
1985 1995/1996 2007

Bahia 666.718 633. 339 965.799
Sergipe 42.800 134. 392 251.624
Alagoas 102.815 188. 172 242.740
Pernambuco 239.118 406. 606 662.078
Paraiba 118.031 154. 923 170.396
Rio Grande do Norte 72.683 158. 815 214.044
Ceara 207.892 384. 836 416.453

Piaui 32.957 73. 459 76.409
Maranhéo 91.989 139. 451 335.744
Total 1.575.003 2.273.993 3.335.286

Fonte: Menezes (2011)

As caracteristicas do leite quanto a sua composicédo e seu valor nutritivo fazem do leite,
assim como seus derivados, alimentos importantes para o ser humano em diversas fases da
vida. Por ser considerada uma bebida saudavel e ter seu consumo associado a uma dieta de

qualidade, sempre foi um produto utilizado na alimentacdo humana. Possui papel importante
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como fonte de proteinas, lactose e de gordura, além de serem fontes de microrganismos
probioticos e de ingredientes prebioticos, por isso, importantes para o suporte de um bom
funcionamento do organismo (RENHE, 2008).

Além do consumo do leite fluido, a grande variedade de produtos derivados possibilita o
fornecimento de uma variedade de fonte de nutrientes. Entre estes produtos, encontra-se o
queijo de coalho, tipico do Nordeste do Brasil. Culturalmente apreciado e bastante consumido
na regido, participa consideravelmente na economia local, contribuindo significativamente na
formacéo de renda dos produtores de leite, inclusive daqueles que ndo tém acesso as usinas de
beneficiamento.

A produgdo de queijo existe desde 6000 anos a.C, na Mesopotamia. Entretanto, acredita-
se que seu surgimento aconteceu ao acaso, na Pré-historia, quando o homem comecou a
domesticar os animais e observaram que o leite coalhava mais rapidamente no calor. Outra
linha de pensamento admite que a descoberta tenha acontecido ap6s um viajante arabe
conduzir uma porcao de leite em um recipiente feito com a pele seca do estdmago de carneiro,
fazendo o leite coagular, iniciando a utilizacdo dos “coalhos” retirados de pequenos
ruminantes. Apesar de seu surgimento ter acontecido em varios lugares ao mesmo tempo, 0s
gregos desenvolveram a arte de degustar 0 queijo e produzir em quantidade. Eles
consideravam o queijo “uma dadiva dos Deuses” (PERRY, 2004; VALENCA, 2005).

O Brasil produziu, em 2005, o equivalente a 480 mil toneladas de queijo sob inspecéo
federal, ocupando o 3° lugar no ranking mundial da producéo inspecionada, porém ficando
muito abaixo do 2° colocado, os Estados Unidos, com 6,3 milhdes de toneladas. Apesar
desses numeros, no Brasil, a maior parte da producdo é feita em pequenas queijarias, 0 que
demonstram a importancia econémica e social do setor (CONEJERO et al., 2006).

A producdo de queijo de coalho no estado teve inicio no século XIX, mas como
producdo em pequenas quantidades, usando o coalho de carneiro e curado ao sol.
Inicialmente, com uma producdo de carater secundario e de subsisténcia, o Brasil tem
aumentado sua importancia em relagdo a producdo mundial, passando a exportador e
mostrando representatividade (MARTINS; FARIA, 2006; NOGUEIRA et al., 2006).

A industrializacdo ocorreu em conseqiéncia do aumento do consumo e gerou a
necessidade de estabelecer medidas, como a pasteurizagdo, para garantir a seguranca sanitaria.
A partir de 1946, a atividade comecou a ser regulamentada e sdo estabelecidos critérios de
processamento sanitério e distribuigdo do leite e dos derivados, garantindo um produto seguro
(MARTINS; FARIA, 2006; MENEZES, 2011).
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Assim como a pecudria € uma heranga cultural que permeia a identidade nordestina e
persiste como primordial atividade econdmica em determinados territorios, o queijo de coalho
é tido como um alimento identitario da regido, produzido e consumido no espaco geografico
nordestino, ultrapassando fronteiras demandado pelos migrantes que buscam no consumo
desse produto uma aproximacéo ao seu territério (MENEZES, 2011).

O processo basico de producdo de queijos € comum a quase todos 0s tipos, entretanto,
a variedade conhecida esta condicionada as técnicas do processamento e ao tempo de
maturacdo. Estima-se que existam cerca de 1000 tipos de queijo, 400 destes com origem na
Franca (PERRY, 2004). O queijo de coalho é fabricado com massa semi-cozida e tra-
dicionalmente consumido fresco ou maturado. E produzido ha mais de 150 anos, em varios
estados da regido Nordeste do Brasil a partir de leite de vaca cru ou leite pasteurizado. Trata-
se de produto popular e que faz parte da cultura da regido Nordeste, mas que apesar disso, ndo
tem um processo de elaboracdo padronizado, sendo comum o emprego de leite cru, o que
coloca em risco a saude do consumidor (CAVALCANTE et al., 2007).

Entende-se por queijo coalho, artesanal ou ndo, o queijo fresco obtido de leite cru (tipo
B), integral ou desnatado, de massa crua prensada ou ndo, ou produzido com leite
pasteurizado (tipo A), integral ou desnatado, de massa crua prensada (PERNAMBUCO,
1999). Fica excluido da obrigacdo de ser submetido a pasteurizagdo ou outro tratamento
térmico o leite higienizado que se destine a elaboracdo de queijos, desde que siga uma
maturacdo por um tempo ndo inferior a 60 dias, apdés o qual o produto podera ser
comercializado (BRASIL, 1996).

O queijo de coalho é obtido por coagulacdo do leite com coalho ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo por acdo de bactérias laticas selecionadas,
sendo comercializado com até dez dias de fabricacdo. E classificado como queijo de média a
alta umidade, com teor de gordura nos solidos totais entre 35,0% e 60,0%. Sensorialmente
devera apresentar consisténcia semi-dura, elastica; textura macia, compacta ou aberta com
olhaduras mecanicas pequenas; cor branca, amarelada e uniforme; sabor brando, ligeiramente
acido, podendo ser salgado; odor ligeiramente acido de coalhada fresca; casca fina, sem
trinca, ndo bem definida; formato e peso variaveis (BRASIL, 2001).

Com o crescimento e a modernizacdo do setor leiteiro no Brasil, foi necessaria a
padronizacdo da qualidade da matéria-prima, bem como a unificagdo dos sistemas de
controle. Com isso, foi instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) o Regulamento de Inspecdo Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA),

pelo Decreto n°30.691, em 29 de mar¢o de 1952, abrangendo estabelecimentos que recebem
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leite e seus derivados para beneficiamento ou industrializagdo (BRASIL, 1952). No ambito
estadual, a fiscalizagdo de estabelecimentos produtores de leite e derivados destinados a
comercializacdo local fica a cargo da Agéncia de Defesa Agropecuaria de Pernambuco
(ADAGRO), regida pelo Decreto 15.839 de 15 de junho de 1992 (PERNAMBUCO, 1992).
Neste sentido, as industrias sdo submetidas a inspecdo periodica ou permanente com o
objetivo de evitar ou diminuir a disseminacdo de doencgas ou o0 aparecimentos de transtornos
que venham afetar a saude dos individuos ou dos consumidores, bem como a aplicacdo de

medidas que possam reduzir ou eliminar os fatores determinantes de agravos.

3.2.  Caracterizagdo do género Aeromonas

Antes incluidas na familia Vibrionaceae, atualmente, as aeromonas estdo denominadas em
uma familia separada, Aeromonadaceae, pois foram determinadas diferencas entre estas e 0s
vibrios, por meio de técnicas moleculares. Inclui um grande nimero de diferentes grupos
taxonémicos que contem ao menos 12 espécies legitimadas e 13 grupos de hibridizacdo de
DNA dentro do género. O género Aeromonas é composto por 10 espécies nominadas,
agrupadas em duas subdivisdes (KONEMAN et al., 2001).

Estes micro-organismos séo bacilos gram-negativos curtos, podem aparecer isolados, aos
pares ou em cadeias curtas, anaerdbios facultativos, com temperatura étima de multiplicacéo
entre 22°C e 28°C, porém algumas espécies podem desenvolver até 37°C. Geralmente sdo
moveis por um flagelo polar, produtoras de catalase e oxidade, e como o préprio nome sugere,
sdo produtoras de grande quantidade de gas a partir do acucar que fermentam (HOLT et al.,
1993; JAY, 2005; GHENGHESH et al., 2008; SPICER, 2009).

De acordo com a temperatura 6tima de multiplicacdo e motilidade, as aeromonas se
dividem em dois grandes grupos. O primeiro grupo, da A. hydrophila, é amplo e heterogéneo
geneticamente, estd formado por espécies mesofilas e moveis, sendo 28°C a temperatura
6tima de multiplicacdo, porém podem se multiplicar em temperaturas que variam de 1 a 42° C
(ISONHOOD; DRAKE, 2002). O segundo grupo é mais reduzido e homogéneo
geneticamente, é designado como grupo psicrotrofilo, cuja temperatura Otima de
multiplicacdo estd entre 22-25°C, sendo constituido por duas espécies A. media e A.
salmonicida, com quatro subespécies salmonicida, masoucida, achromogenes e smithia
(CASTRO-ESCARPULLI et al., 2002).
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As espécies mdveis possuem um flagelo polar monotriquio, geralmente, o qual é
responsavel pela motilidade em ambientes aquaticos. Esta propriedade é importante tanto para
a abordagem inicial, como para a fixacdo em superficies (SANTOS et al., 2010).

Provas bioquimicas, como ornitina-lisina-arginina, podem ser realizadas para
diferenciar isolados de Pseudomonas, Plesiomonas, Vibrio, entre outros patdgenos intestinais
(SPICER, 2009).

3.3. Veiculagao hidrica

O processo de desenvolvimento mundial como um todo tem diminuido a
disponibilidade da agua potavel e a intervencdo do homem nos ambientes urbano e rural é
outro fator que contribui para esta condicdo. Um grande numero de agentes bioldgicos
patogénicos para 0 homem, como bactérias, virus, protozoarios, parasitas e toxinas, podem ser
veiculados pela agua e alimentos, podendo provocar um quadro agudo de gastroenterocolite
(BALBANI; BUTUGAN, 2001). E comum a utilizacdo de agua fora dos padrdes
microbiologicos e fisico-quimicos exigidos para ser considerada agua potavel em
estabelecimentos que produzem alimentos de origem animal. Em geral, a 4gua é de origem
subterranea, captada por poco artesiano, na qual a contaminacéo é facilitada devido a fatores
como tipo, idade, altura, manutencéo e localiza¢do do poco (MELO; PICININ, 2010).

A 4gua é uma importante via de transmissdo de agentes patogénicos para seres
humanos e animais, pois cada vez mais as atividades humanas (como a deposicéo de residuo
organico animal no solo) tém contaminado os lengois d’agua utilizados para o abastecimento
em geral (KAMIYAMA,; OTENIO, 2011). Desta forma, o leite cru, que no Brasil nem sempre
é obtido em situacdo de higiene adequada, pode representar sério risco a saude publica por
utilizar agua ndo tratada na higienizacéo do Ubere e dos equipamentos.

Na cadeia de producdo do leite, pode-se afirmar que a dgua utilizada na inddstria deve
ter dois importantes requisitos: quantidade e qualidade. A quantidade deve ser suficiente para
0 desempenho de todas as atividades na industria. A qualidade refere-se a inocuidade, bem
como caracteristicas fisico-quimicas, que irdo influenciar na qualidade higiénico-sanitaria do
produto final, pois esta agua ¢ utilizada em muitas etapas da producéo, como processamento,
higiene pessoal, limpeza e sanitizacdo, preparo de formulagbes, cozimento, caldeiras,
salmoura, entre outros (AMARAL et al., 2006; KAMIYAMA,; OTENIO, 2011) e pode servir

de veiculo para 0 microrganismo.
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Encontradas distribuidas no meio ambiente, o habitat natural das aeromonas é
primariamente a 4gua doce ou do mar, podendo causar doencas em animais aquaticos de
sangue frio que vive neste ambiente, como sapos e peixes (HOLT, 1993; MARTINS, et al.,
2002; GHENGHESH et al., 2008). Também podem ser isoladas de amostras de agua corrente
e até de depositos de agua destilada, que podem se tornar fontes de diversos micro-
organismos envolvidos em infecgfes nosocomiais (KONEMAN et al., 2001).

A maioria dos estudos referentes as gastrenterites causadas por Aeromonas spp.
estabelece a dgua como principal veiculo de transmissdo do agente (MESQUITA, 1995;
MONTOTO MAYOR et al., 2004; PABLOS et al., 2009; COELHO et al., 2010),
considerando-a como importante via de contaminagéo dos alimentos, entre eles o leite e seus
derivados (MELAS et al., 1999; AMARAL et al., 2006; OTAVIANI et al., 2011; PABLOS
et al., 2011). O isolamento de aeromonas enteropatogénica em aguas nao tratadas, incluindo
aquelas usadas para beber, € comum em paises em desenvolvimento. A grande maioria dos
isolados clinicos sdo causados por Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar
sobria (GHENGHESH et al., 2008).

O alto teor de cloro residual é fator limitante a sobrevivéncia e multiplicacdo de
Aeromonas na agua, podendo a contaminacdo ocorrer por outras vias, que ndo a agua
(COSTA; ROSSI JUNIOR, 2002). A maioria dos sistemas de tratamento de agua é capaz de
reduzir a populacdo de Aeromonas até 1 UFC/mL, porém algumas cepas apresentam
resisténcia a cloracdo (MESQUITA, et al., 1995). Quando os niveis de matéria organica
aumentam, o cloro é inativado e a bactéria pode entdo se multiplicar e inclusive colonizar os
sistemas de tratamento formando biofilmes, chegando a concentragdes de 103 UFC/mL
(CASTRO-ESCAPULLI et al. 2002).

Por outro lado, a 4gua pode ser caracterizada como de boa qualidade e, ainda assim,
conter bactérias patogénicas, como as do género Aeromonas, tornando inadequada a sua
utilizagdo (ROSSI JUNIOR et al., 2000).

3.4.  Alimentos de origem animal envolvidos na veiculacdo de aeromonas

A contaminacdo bioldgica com potencial de causar agravos a saude se intensifica na
medida em que a demanda por alimento aumenta (BALBANI; BUTUGAN, 2001). A
contaminacdo dos alimentos pode ter origem em diversas fontes como solo e &gua, plantas,
utensilios, trato gastrintestinal, manipuladores de alimentos, ragdes e estoques de animais, ar e
poeira (JAY, 2005).
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Alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de serem contami-
nados, devido ao uso de matérias-primas de fontes ndo seguras, utensilios mal higienizados ou
contaminados, elaboracdo em condi¢fes improprias e armazenamento e comercializacdo em
temperaturas inadequadas, fatores que contribuem para aumentar o risco de causarem
enfermidades (OLIVEIRA et al., 2010). Muitos estudos tem sido realizados para avaliar a
qualidade do leite cru quantificando estes micro-organismos (BERSOT et al., 2009;
MAZIERO et al., 2010; ARCURI, 2008, CARNEIRO; ROSSI JUNIOR, 2006), indicando, no
geral, que hd uma deficiéncia nas préaticas higiénicas durante a obtencdo do leite nas
propriedades, bem como tratamento térmico deficiente, comprometendo a qualidade do
produto final.

O leite e seus derivados tem merecido especial atencdo dos 6rgdos de fiscalizacdo
sanitaria por serem produtos altamente pereciveis e consumidos por toda a populacdo, desde
crianga a idosos, além de serem 6timos meios de cultura para micro-organismos, devido a sua
constituicdo rica em nutrientes. A contaminacédo do leite pode acontecer durante a ordenha ou
no processamento, seja enquanto leite fluido ou derivado como, por exemplo, o queijo.
Muitas fazendas apresentam condi¢des de higiene precaria, realizam anti-sepsia deficiente do
Ubere e do ordenhador, pois em muitos casos a ordenha ainda é realizada de forma manual, e
ainda ha falha no sistema de refrigeracdo no transporte € no armazenamento da industria
(BALBANI; BUTUGAN, 2001).

Produtos derivados do leite, em especial o queijo de coalho, devem ser conservados
em refrigeracdo. Na Instrucdo Normativa n® 51, publicada em 2002 pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA, é relatada a exigéncia de refrigeracdo do
leite na propriedade rural em refrigeracdo a uma temperatura maxima de 4°C em tanques de
expansdo ou 7°C em tanques de imersdo, por um periodo de no maximo trés horas apos a
ordenha (BRASIL, 2002). Com esta medida, objetiva-se impedir o desenvolvimento de
micro-organismos mesofilos, causadores de defeitos tecnolégicos ou de doencas pelo seu
consumo acidental.

Entretanto, o ambiente a uma temperatura baixa pode favorecer o desenvolvimento de
outro grupo de micro-organismos, os psicrotroficos, podendo provocar novos problemas de
qualidade, defeitos indesejaveis no leite e nos derivados. No controle dos micro-organismos
psicrotroficos, a refrigeracdo do leite cru em tanques de expansdo mostra-se mais eficientes
que quando realizado em tanques de imersdo, entretanto, somente a refrigeragdo nédo é
suficiente para controlar a multiplicacdo de psicrotréficos, pois a multiplicagdo microbiana

deste grupo ndo cessa totalmente mesmo a temperaturas baixas (BERSOT et al., 2009).
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Durante a ordenha, ou mesmo apds ela, diversos microrganismos podem contaminar o
leite. O processo de pasteurizacdo é necessario e eficiente, e tem por finalidade reduzir o
numero de microrganismos presentes no leite e eliminar os agentes patogénicos (LEITE et al.,
2002). Quando aplicada de forma correta, possibilita a destruicdo da maioria dos
microrganismos presentes inicialmente. Entretanto, quando ndo € realizada de forma correta, é
possivel que haja sobrevivéncia de microrganismos ou de enzimas produzidas por estes. A
recontaminacdo durante a o processamento na linha de producéo é possivel se houver falha na
limpeza e/ou mautencdo dos equipamentos, ou se ndo forem observados 0s requisitos basicos
de boas préticas de producao.

A presenga de micro-organismos e suas toxinas constituem causas mais frequientes de
problemas sanitarios relacionados aos produtos lacteos. Os microrganismos presentes no leite
cru sdo 0os mesmos encontrados no Ubere e na pele do animal ordenhado, nos utensilios
utilizados ou nas tubulagbes dos equipamentos da coleta (JAY, 2005). A higiene do
ordenhador ou dos equipamentos utlizados, antes e ap6s a ordenha, tem como objetivo basico
assegurar a inocuidade da matéria-prima, dos produtos derivados e, consequentemente, a
salde dos consumidores. A qualidade da agua utilizada na lavagem do Ubere e dos
equipamentos é importante e pode influenciar na qualidade do produto final, seja ele leite
fluido ou derivados (AMARAL et al., 2006).

Os queijos sdo os derivados mais suscetiveis a contaminacdo, devido ao método de
fabricacdo, com varios processos envolvidos. Por isso mesmo, o leite que serd utilizado na
fabricacdo de queijos deve ser de boa qualidade e, tanto quanto possivel, livre de
contaminacgdo por bactéria ou por agentes quimicos como antibi6ticos, por exemplo. No caso
de queijos frescos, o leite tem, obrigatoriamente, que ser pasteurizado. Na Resolugéo n° 2 da
Secretaria de Producdo Rural e Reforma Agréaria do Estado de Pernambuco sdo relatados os
requisitos minimos de identidade e qualidade que devera ser obedecido na producédo do queijo
de coalho, artesanal ou néo, produzido no estado e destinado ao consumo humano, como a
utilizacdo de leite ordenhado em condic¢es higiénico-sanitarias satisfatérias e de animais
saudaveis, assim como requisitos minimos de instalacdes e equipamentos do local onde se
realiza o fabrico (PERNAMBUCO, 1999).

A pasteurizacdo do leite na producéo de queijos tem como objetivo destruir os patdgenos
e reduzir o nimero de micro-organismos presentes da origem, uma vez que a utilizacdo das
boas préaticas desde a obtencdo do leite ndo significa, necessariamente, auséncia de bactérias.
Entre os micro-organismos de maior importancia na industria de laticinios, encontram-se 0s

psicrotroficos, capazes de sobreviver sob refrigeracdo, embora a maioria tenha seu
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desenvolvimento 6timo em temperaturas acima de 20°C. E um grupo importante para aqueles
produtos que sdo conservados sob refrigeracdo por longos periodos, pois 0 uso intensivo e
prolongado de baixas temperaturas pode favorecer uma adaptacdo seletiva de espécies
mesofilicas, tornando-se psicrotréficas (PERRY, 2004). A presenca desses microrganismos
indica a baixa qualidade da matéria-prima e condi¢cBes sanitarias de processamento
insatisfatorias.

Micro-organismos psicrotréficos sdo aqueles que se multiplicam bem sob temperaturas
entre 0°C e 7°C e entre 20°C e 30°C e podem causar deterioracao de varios tipos de alimentos
como carnes, peixes, aves, ovos, leite e derivados, entre outros alimentos normalmente
armazenados sob temperatura de refrigeracdo (JAY, 2005). Este grupo € importante, tanto na
industria como no comeércio, principalmente para aqueles produtos que necessitam de
conservacdo em temperatura de refrigeracdo e podem ser armazenados nestas condi¢Bes por
periodos relativamente longos (SILVEIRA et al., 1998).

Na industria, a presenca de micro-organismos psicrotroficos no leite pode provocar
sérios problemas econémicos na producdo de queijos, devido a atuacdo destas bactérias sobre
a proteina do leite, diminuindo o rendimento final (SILVEIRA et al., 1998). Entretanto, ja se
sabe que mesmo que estes micro-organismos esteja presentes em baixas contagens e dentro
dos padr@es legais, ainda assim é possivel ocorrer este tipo de defeito (RAVANIS; LEWIS,
1995).

A acdo deterioradora das bactérias psicrotroficas deve-se principalmente a producdo de
proteases, lipases e fosfolipases, que hidrolisam a proteina e a gordura do leite (ARCURI, et
al., 2008), limitando a vida de prateleira dos produtos lacteos. Quando se realiza o
processamento térmico adequado e suficiente para destruir 0s micro-organismos
psicrotréficos, o resultado é um produto de boa qualidade microbioldgica, sem atuacdo destas
enzimas causando oxidacao lipidica (MAZIERO et al., 2010).

Atualmente, vem sendo reportada uma importancia a estes micro-organismos no tocante a
sua capacidade de deterioracdo de alimentos, e formacdo de biofilmes, causando prejuizos
para a industria de alimentos. Os biofilmes ocorrem naturalmente em variados tipos de
ambiente, biodticos ou abiodticos e uma vez constituidos, agem como ponto de contaminagéao
constante. As cepas que possuem maior habilidade de formar biofilmes sdo aquelas que
possuem flagelos lateral e polar (SANTOS et al., 2010).

A formacdo de biofilmes inclui as seguintes etapas: ades&o inicial, em seguida, os
micro-organismos passam do estilo de vida plancténico ao séssil; na superficie, ocorre a

formacdo de microcol6nias, maturagdo e destacamento de células, culminando a volta ao
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estilo de vida plancténico. Em seu estilo de vida séssil, sdo mais resistentes aos agentes
comumente empregados em procedimentos de higienizacdo e um dos responsaveis por esta
protecdo € a rede de EPS (exopolissacarideos), que age como barreira fisica, impedindo que
0S agentes sanitizantes cheguem a seus sitios de acdo. Além disso, adsorvem céations, metais e
toxinas e conferem protecdo contra radiacdes UV, alteracdes de pH, choques osmoticos e
dessecagéo (BOARI et al., 2009)

A diversidade da microbiota de leites crus contribui para grandes diferencas nas
caracteristicas sensoriais dos queijos elaborados (LAFARGE et al., 2004). A qualidade de um
produto estd diretamente ligada a qualidade da matéria-prima utilizada (SILVEIRA et al.,
1998), ¢é importante observar a qualidade da obtencdo, do tratamento térmico e da
conservacao do leite utilizado na producao de queijos.

Os surtos de gastrenterites podem ser causados pela ingestdo de diversos agentes.
Quando investigados, na maioria dos casos, a etiologia é atribuida aos coliformes, a salmonela
ou aos estafilococos. Entretanto, cada vez mais, a busca por micro-organismos que nao séo
rotineiramente pesquisados tem possibilitado uma expansdo nos potenciais patdgenos
causadores de toxinfeccGes alimentares, alguns com patogenia e epidemiologia pouco
conhecidas, como Aeromonas spp.

Em muitos estudos tem sido detectada a presenca desta bactéria em diversos alimentos
de origem animal, vegetal, em aguas cloradas e ndo cloradas e em fezes de pacientes com
diarréia aguda, levando a uma relacdo entre a presenca do micro-organismo e o
desenvolvimento da gastrenterite (OTAVIANI et al., 2011; PABLOS et al., 2011). Em paises
em desenvolvimento, Aeromonas spp. sao espécies comuns em leite cru, e a presenca deste
microrganismo em leite pasteurizado e queijo indicam que o produto sofreu contaminacao
apos o processamento, resultante de falha na higiene durante a producdo (GHENGHESH et
al., 2008).

Dois fatores contribuem para que a Aeromonas spp. seja considerada um patdgeno
emergente. O primeiro esta relacionado ao aumento do consumo de alimentos que séo
mantidos refrigerados, visto que o género pode se multiplicar em temperaturas de refrigeracéo
e até mesmo produzir fatores de viruléncia nestas condi¢Bes. O segundo ponto relaciona-se
com o aumento do numero de isolados da &gua durante as estacbes mais quentes, que em

alguns casos estao associados ao aumento dos casos de gastrenterites (MERINO et al., 1995).
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3.5.  Fatores de patogenicidade de Aeromonas spp.

Dentre as especies do género Aeromonas que apresentam motilidade, as espécies
Aeromonas hydrophila e Aeromonas sobria sdo as principais espécies consideradas
patogénicas para 0 humano e mais frequentemente isoladas (MERINO et al., 1995). J& foi
isolada em diversos paises, principalmente de ambientes aquéaticos e em diferentes tipos de
alimentos, especialmente os de origem animal (KROVACEK et al., 1995; KANAN et al.,
2001; BRAVO et al., 2003; PEREIRA et al., 2004; HATA et al., 2005; URAZ et al., 2008 )

Apesar de ser isolado de fezes de pacientes com diarréia, os fatores de viruléncia
produzidos pelas espécies de aeromonas e seu envolvimento como agente etioldgico ainda
ndo é totalmente claro (ALBERT et al., 2000).

Vaérias propriedades de viruléncia tem sido descritas, procurando explicar em especial
a enteropatogénese, entre elas: enterotoxinas, citotoxinas, hemolisinas e adesinas. O principal
fator de viruléncia em infeccOes intestinais de A. hydrophila e A. sobria é “aerolisina”, uma [3-
hemolisina com atividade enterotoxica. No entanto, ainda ndo se conhece o principal
determinante de viruléncia da A. caviae (LOPES, 2009).

3.6. Riscos a saude do consumidor: associacdo de Aeromonas spp com patologias em

humanos e animais

A doenca diarréica aguda é definida pela Organizacdo Mundial de Gastroenterologia
(WORLD GASTRONTEROLOGY ORGANIZATION — WGO) como 0 aumento no nimero
de evacuacdes (de trés vezes ou mais), com consisténcia diminuida, aquosas em um periodo
de 24 horas, com a passagem de uma maior quantidade de fezes e duracdo menos que 14 dias
(WGO, 2008). As doencas diarréicas estdo entre as principais causas de mortalidade infantil
nos paises em desenvolvimento. Os agentes predominantes de doencas sdo as bactérias e
parasitas entéricos, que habitualmente atingem o ponto méximo durante 0os meses de verao, e
por Gltimo os virus (GHENGHESH et al., 2008).

Diferentes espécies de Aeromonas se encontram difundidas nos alimentos e algumas
destas representam risco para a saude publica, principalmente para grupos considerados de
risco (MESQUITA et al., 1995; AMARAL et al., 2006; CARNEIRO; ROSSI JUNIOR,
2006). Admite-se que 0 micro-organismo possa estar envolvido na sindrome da “diarréia dos
viajantes”, com sintomas que podem durar até 10 dias (HOBBS; ROBERTS, 1999)
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Em muitos estudos foi demonstrada a importancia das aeromonas como fontes de
diversas enfermidades para o ser humano, as quais podem variar de infecc¢des intestinais leve
a severas (MONTOTO MAYOR et al., 2004; PEREIRA et al., 2004; HOFER et al., 2006).
Infeccbes extra-intestinais também séo possiveis, como por exemplo infeccdo pulmonar e
lesdo de tecidos moles ap06s exposicdo a agua poluida (BRAVO et al., 2003; TENA, 2006),
acometendo mais frequentemente pacientes imunocomprometidos. A real responsabilidade
das aeromonas como agente etioldgico de doencas veiculadas por alimentos ainda é bastante
questionada, mesmo que esta bactéria seja isolada de fezes de individuos acometidos por
diarréia aguda (GHENGHESH et al., 2008).

As enfermidades associadas pela ingestdo de bactérias do género Aeromonas engloba
uma variedade de sindromes e estas podem ser incriminadas como patdgeno primario ou
como agente oportunista. A maioria dos casos em individuos saudaveis e imunocompetentes
possui evolucdo autolimitada, podendo apresentar-se na forma de uma diarréia aguda, ou seja,
uma sindrome de mé absorcédo e secre¢do intestinal ou como infec¢des cutaneas. Entretanto,
individuos imunodeprimidos ou portadores de disturbios hepatobiliares podem desenvolver
um quadro severo, com septicemia, podendo levar a oObito (MESQUITA et al.,, 1995;
PEREIRA et al., 2004).

A variacdo sazonal influencia o nivel de prevaléncia em animais aquéticos (peixes e
camardes), com aumento no periodo de chuva. Porém, em paises em desenvolvimento, o
isolamento de aeromonas de fezes de pacientes com diarréia € maior durante o verdo e a
associacdo entre estes dois eventos também costuma ser maior nos meses de verdo
(GHENGHESH et al., 2008). Na cidade de Sao Bento do Una-PE, foi diagnosticado um surto
de diarréia aguda no ano de 2004, registrando-se 2.170 casos, no qual detectou-se Aeromonas
como agente causador em 114 (19,5%) dos 582 casos investigados, enquanto que outros
agentes classicos tiveram incidéncia de 31 (5,1%) casos (HOFER et al. 2006). Segundo dados
divulgados pela Secretaria de Saude do Estado, 0 aumento de casos nos primeiros meses dos
anos 2003 e 2004 foi atribuida ao excesso de chuva no periodo, demonstrando a importancia
da veiculacdo hidrica deste micro-organismo.

A diarréia devido a aeromonas apresenta manifestacées clinicas variadas. S& comuns
diarréia liquida e auto-limitada. Alguns pacientes podem desenvolver febre, dor abdominal e
diarréia sanguinolenta. Em casos severos pode acompanhar desidratacdo. A infeccdo em
imunocomprometidos é frequentemente mais severa, podendo apresentar a forma cronica,
desenvolver infeccdo pulmonar ou bacteremia, resultando em producdo e disseminacdo
intravascular de gas (GHENGHESH et al., 2008).
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A incidéncia da doenca diarréica aguda causada por Aeromonas pode ser subestimada
por ndo haver uma legislacdo que defina métodos de pesquisa e limites estabelecidos para a
presenca deste micro-organismo. Além disso, testes laboratoriais podem facilmente levar a
resultados divergentes e as coldnias serem confundidas com Pseudomonas ou coliformes
(HOBBS; ROBERTS, 1999). Desta forma, como sdo patdgenos potenciais nas gastroenterites
humanas, devem ser consideradas nas suspeitas de toxinfecgdes de origem alimentar.

Para controlar os casos de diarréia aguda, devem-se tomar medidas preventivas como
acOes da Vigilancia Epidemioldgica, como investigacdo e notificacdo, educacdo em saude
com orientacdo da populacdo e capacitacdo de profissionais, assisténcia a salde para
tratamento dos novos casos diagnosticados, além de agdes das Vigilancias Sanitéria e
Ambiental quanto a recuperacdo e limpeza dos reservatérios, bem como monitoramento do

cloro da &gua de distribuicéo.

3.7. Resisténcia a antimicrobianos

O uso indiscriminado de antibioticos, seja como tratamento de humanos e animais, seja
como agente profilatico ou até mesmo como adjuvantes do crescimento e melhor rendimento
dos animais de producdo tem gerado como conseqiiéncia indesejavel o desenvolvimento de
resisténcia das cepas as drogas mais utilizadas. Este fato é indesejavel e tem gerado
preocupacdo na comunidade cientifica e aos 6rgdos e salde publica, causando gastos em
pesquisas e no desenvolvimento de novas drogas.

Cepas de aeromonas com multipla resisténcia a antimicrobianos tém sido relatadas em
todo mundo (VIVEKANANDHAN et al., 2002). Segundo diferentes autores, as aeromonas
podem adaptar-se rapidamente as novas drogas empregadas como antimicrobianos na
medicina e atividades agropecuarias (BIZANI; BRANDELLI, 2001). A resisténcia das
aeromonas a mdultiplas drogas de uso clinico € fato de grande importancia, visto que pode
dificultar a cura da doenca provocada por estas bactérias, tanto em animais, especialmente
peixes, quanto nos humanos (DASKALOV, 2006).

As aeromonas possuem resisténcia inerente a penicilina (HATA et al., 2005) e, na
aquicultura, ja tem sido observada uma crescente resisténcia aos beta-lactamicos (SANTANA
et al., 2008). Essa resisténcia a antibioticos é caracterizada pela existéncia da p-lactamase e
plasmideos conjugados, além dos fatores ambientais e clinicos terem a capacidade de

aumentar mais a resisténcia dos microrganismos ao antibidtico. Os antibidticos atualmente
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mais ativos contra as aeromonas sdo as cefalosporinas de 22 (cefuroxime) e 32 (cafotaxime)
geracdo (BRAVO et al., 2003).

O National Committee for Clinical Laborarory Standards (NCCLS) reconhece trés
categorias de sensibililidade a antibioticos. Sensivel indica que o microrganismo deve
responder as doses habituais do agente antimicrobiano administradas por via adequada,
inclusive via oral. Sensibilidade intermedidria significa que o desenvolvimento pode ser
inibido quando sdo administradas doses maximas do antibidtico por via parenteral, sendo
possivel sua utilizacdo terapéutica, porém devendo ser consideradas outras opg¢des que
possam otimizar o tratamento. Resistente indica que a bactéria ndo é inibida por
concentragOes alcangaveis do antimicrobiano, logo este ndo deve ser eleito para tratamento
(KONEMAM et al, 2001).

Nesse sentido, a resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos usados em producao
animal poderé afetar a salde humana. Se as cepas de microrganismos resistentes presentes em
animais de producédo atingirem o humano, as infeccOes causadas por agentes patogénicos
terdo opc¢des limitadas de tratamento, especialmente quando da ocorréncia de toxinfeccGes
alimentares (GHENGHESCH et al., 2001).
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5. ARTIGO

“Identificacdo, perfil de resisténcia a antimicrobianos e caracterizagdo molecular de
Aeromonas spp isoladas de Queijo de Coalho tipo A” sera submetido para publicagdo na

Revista Brasileira de Medicina Veterinaria.
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|DENT|F|CACAO MOLECULAR E PERFIL DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS DE Aeromonas spp ISOLADAS DE QUEIJO DE
COALHO TIPO A
IDENTIFICATION AND MOLECULAR PROFILE OF RESISTANCE TO
ANTIMICROBIAL Aeromonas spp ISOLATED FROM COALHO CHEESE TYPE A
Rejane de Oliveira Luna', Suely Santos Bezerra®?, Juliana Nunes Carvalho,
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ABSTRACT

The coalho cheese is a traditional product of the Northeast region of Brazil. Its
production culturally handmade favors microbial contamination. Contamination by
Aeromonas bacteria can occur in getting the milk during processing or, if no observed
safety procedures such as pasteurization and proper use of good quality water in the
cleaning of equipment. The objective was to detect Aeromonas in coalho cheese type A
sold in Recife, a city in northeastern Brazil in the summer (summer period) and winter
(rainy season), with identification of isolated species and resistance testing of isolates
against antimicrobial . There was no difference between the frequency of isolation of
Aeromonas in both periods. Were isolated A. hydrophila (54.8%), A. caviae (24.7%)
and A. sobria (17.8%), species frequently incriminated as causes of acute diarrhea and
less frequently, A. veronii (2.7%). All Aeromonas strains were resistant to multiple
antibiotics and were resistant to at least three of the eight antibiotics tested. The coalho

cheese type A may present a risk to consumers because it contains the genus Aeromonas

' Programa de Pds Graduagdo em Ciéncia Veterinaria — Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos. Recife/PE. Brasil - CEP:

52171-900. rejaneluna@agmail.com, jucarvalho87 @gmail.com,

javasilva2@hotmail.com, andreabarretto9@hotmail.com

2 Professora do Instituto Federal de Ciéncia, Ensino e Tecnologia — IFPE. Rua Manoel
de Medeiros, s/n, Dois Irmé&os, Recife,PE. Brasil. CEP52171-900.

susbezerra@gmail.com

¥ Discente do curso Gastronomia e Seguranca Alimentar — UFRPE.

* Professora Associada do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Rua Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmé&os, Recife, PE.
Brasil. CEP52171-900.



35

in high frequency, which are resistant to several antibiotics of choice in outbreaks of
gastroenteritis.
Keywords: cheese, psychrotrophic bacteria emerging, public health

RESUMO

O queijo de coalho é um produto tradicional da regido Nordeste do Brasil. Sua
producgéo culturalmente artesanal favorece a contaminagdo microbiana. A contaminagao
por bactérias do género Aeromonas pode acontecer na obtencdo do leite ou durante o
processamento, se ndo forem observados procedimentos de seguranga, COMO
pasteurizacdo adequada ou utilizagdo de agua de boa qualidade na higienizacdo de
equipamentos. Objetivou-se detectar Aeromonas em queijos de coalho tipo A
comercializados em Recife, cidade da regido Nordeste do Brasil, no verdo (periodo de
estio) e inverno (periodo chuvoso), com identificacdo das espécies isoladas e testes de
resisténcia dos isolados frente aos antibioticos. Ndo houve diferenca entre a freqiéncia
de isolamento de Aeromonas nos dois periodos. Foram isoladas A. hydrophila (54,8%),
A. caviae (24,7%) e A. sobria (17,8%), espécies frequentemente incriminadas como
causadoras de diarréia aguda e em menor frequéncia, a A. veronii (2,7%). Todas as
aeromonas isoladas apresentaram mdltipla resisténcia aos antimicrobianos, sendo
resistentes no minimo a trés dos oito antibidticos testados. Queijos de coalho tipo A
podem apresentar risco aos consumidores por conter bactérias do género Aeromonas em
alta frequéncia, as quais apresentam resisténcia a varios antibioticos de escolha em
surtos de gastrenterites.
Palavras-chave: queijo, psicrotréficos, bactéria emergente, satde publica

INTRODUCAO

O leite é considerado um alimento rico e complexo fornecedor de vitaminas,
minerais e proteinas de fécil digestdo, podendo ser consumido na sua forma fluida ou
como derivado. A producdo e o consumo de leite e de seus derivados crescem em todo
mundo e tem cada dia mais impacto na economia mundial. O Brasil € um dos maiores
produtores de leite, ocupando o sexto lugar no ranking mundial (Zocal 2007), mas a
obtencgdo deste produto nem sempre ocorre em condicdes de higiene adequadas, o que
pode comprometer toda a cadeia produtiva.
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Entre os derivados do leite mais consumidos encontra-se 0 queijo e dentre 0s mais
variados tipos, o queijo de coalho é um produto tradicional da regido Nordeste do
Brasil, obtido por coagulacdo do leite com coalho ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo por acao de bactérias laticas selecionadas, sendo
comercializado com até 10 dias de fabricagfo (Brasil 2001). E classificado em tipo A
quando produzido com leite pasteurizado, integral ou desnatado, e tipo B o queijo fresco
obtido de leite cru, integral ou desnatado (Pernambuco 1999).

A agua utilizada nas propriedades leiteiras e nas industrias pode se constituir num
veiculo para varios microrganismos, inclusive as aeromonas, as quais podem interferir
na qualidade do produto final. Por se tratar de um microrganismo ubiquo, a
contaminagdo pode ocorrer na higienizacdo do Ubere, das mdos do ordenhador e na
limpeza dos equipamentos, quando nado realizada adequadamente, inclusive através de
biofilmes que as aeromonas podem formar (Amaral et al. 2006, Santos et al. 2010).

As aeromonas sdo bacilos Gram-negativos curtos, anaerdbios facultativos, com
temperatura 6tima de multiplicacdo entre 22°C e 28°C, podendo algumas espécies se
desenvolver a 37°C, geralmente mdveis por um flagelo polar, produtoras de catalase,
oxidase e de grande quantidade de gas a partir do agUcar que fermentam (Holt et al.
1993, Jay 2005, Ghenghesh et al. 2008, Spicer 2009). De acordo com a temperatura
6tima de multiplicacdo, se dividem no grupo da A. hydrophila, formado por espécies
mesofilas e moveis, podendo se multiplicar em temperaturas que variam de 1 a 42°C e
temperatura 6tima de multiplicacdo de 28°C, e em um segundo grupo, mais reduzido e
homogéneo geneticamente, designado como grupo psicrotréfilo, constituido pelas
espécies A. media e A. salmonicida, com temperatura 6tima de multiplicacdo entre 22-
25°C (Castro-Escarpulli et al. 2002, Isonhood & Drake 2002).

As aeromonas ja foram incriminadas como agente etioldgico de diversas
infeccOes intestinais, seja pela ingestdo direta da dgua ou de alimentos contaminados
(Longa et al. 1998, Montoto Mayor et al 2004, Hofer et al. 2006.) e infec¢des extra-
intestinais como, por exemplo, lesdo de tecidos moles, acomentendo pacientes
imunodeprimidos ou ndo (Bravo et al 2003, Tena et al. 2006, Ghenghesh et al. 2008).
As espécies mais patogénicas, responsaveis pela grande maioria dos isolados clinicos
sdo Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria (Ghenghesh et al.
2008).
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E importante ressaltar o potencial zoon6tico das aeromonas, tendo sido isoladas
de peixes de cultivo (Meirelles 2010, Barretto 2011) e de abatedouro de frango e
bovino, podendo contaminar trabalhadores que lidam diretamente com estes produtos
(Abeyeta Junior et al. 1990, Rossi junior et al. 2000, Costa & Rossi junior 2002). A
presenca do microrganismo foi verificada em &agua tratada e ndo tratada, em leite e
derivados (Melas et al. 1999, Amaral et al. 2006, Carneiro & Rossi junior 2006,
Otaviani et al. 2011, Pablos et al. 2011 ).

Atualmente, vem sendo reportada uma importancia aos psicrotroficos no tocante
a sua capacidade de deterioracdo de alimentos e formacdo de biofilmes, causando
prejuizos para a inddstria de alimentos, mesmo que estejam presentes em baixas
contagens (Ravanis & Lewis 1995). Esta acdo deterioradora deve-se principalmente a
producdo de proteases, lipases e fosfolipases, que hidrolisam a proteina e a gordura do
leite (Arcuri, et al. 2008), limitando a vida de prateleira dos produtos lacteos.

Cepas de aeromonas com multipla resisténcia a antimicrobianos tém sido relatadas
em todo mundo (Vivekanandhan et al. 2002), sendo um fato de grande importancia visto
que pode dificultar a cura da doenca provocada por estas bactérias, tanto em animais,
especialmente peixes, quanto nos humanos (Daskalov 2006). Nesse sentido, a
resisténcia aos antibidticos usados em producdo animal podera afetar a salde humana,
limitando as opgdes de tratamento, especialmente quando da ocorréncia de toxinfeccoes
alimentares (Ghenghesch et al. 2001).

Levando em considera¢do que o queijo de coalho € um produto culturalmente
presente na alimentacdo do nordestino e o0s problemas potenciais que bactérias
Aeromonas representam para a industria de laticinios e para o consumidor, objetivou-se
investigar a participacdo do queijo de coalho tipo A como importante veiculador de

aeromonas.

MATERIAL E METODOS
A cidade de Recife, capital do estado de Pernambuco, situa-se no litoral
nordestino do Brasil. Possui clima quente e imido, com temperatura média de 25,5°C,
sendo os meses de marco a agosto considerado inverno e de setembro a fevereiro
correspondente ao verdo, segundo o Instituto Nacional de Meteorologia — INMET
(2011).
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Por se tratar de um pais de grande extensdo territorial, o Brasil possui regimes
de precipitacdo e temperatura diferenciados, de acordo com cada regido. No pais, 0
verdo engloba os meses de janeiro a margo, época do ano em que ocorrem mudangas
rapidas nas condigdes diarias do tempo, levando a ocorréncia de chuvas de curta
duracdo e forte intensidade.

Foram coletas 130 amostras no ver&o (janeiro, fevereiro e margo) e 101 amostras
no inverno (junho, julho e agosto) de 2011 em supermercados situados na cidade do
Recife. Todas as amostras estavam dentro do prazo de validade, com a embalagem a
vacuo intacta e a escolha das marcas foi ao acaso.

As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e
transportadas ao Laboratério de Inspecdo de Carne e Leite do Departamento de
Medicina Veterinaria, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde
foram realizadas as analises.

Inicialmente, foi realizado o enriquecimento seletivo de 25 g do queijo em 225
mL de caldo tripticase-soja (TSB) adicionado de 30 mg por litro de ampicilina (Abeyta
Junior et al. 1990), seguindo de incubacdo a 28°C por 24 horas. A partir dos tubos
positivos, foi semeado em agar seletivo vermelho de fenol-amido adicionado 10 mg por
litro de ampicilina incubacdo a 28°C por 24 horas (Palumbo 1985).

Das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram escolhidas cinco col6nias
tipicas (amareladas, com formacdo de halo transparente devido a hidrolise do amido) e
cinco atipicas (réseas, pequenas, com ou sem halo), semeadas em tubos com agar
tripticase-soja (TSA) inclinado e ap6s incubagdo de 24 horas a 28° C foram submetidas
aos testes preliminares: coloragdo de Gram, reagdo em agar triplice-agUcar-ferro (TSI),
producdo de oxidase e catalase, seguindo esquema de caracterizacdo adotado em Popoff
(1984), para confirmacao de coldnias sugestivas do género Aeromonas.

A determinacdo das espécies foi feita seguindo testes bioquimicos recomendados
por Holt et al. (1993): motilidade, indol, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer
(VP), uréia, citrato, lisina, arginina e ornitina e crescimento em diferentes concentracfes
de NaCl (0, 1%, 3% e 6%).

Analises moleculares foram realizadas para confirmacdo final do género, por
meio da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), a partir do &cido

desoxirribonucléico (DNA) extraido dos isolados identificados nos testes bioquimicos,
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segundo o protocolo do fabricante do Wizard Genomic DNA Purification. Apds a
extracdo estes foram armazenados a -20° C para posterior analise.

A amplificacdo do DNA extraido foi realizada mediante a Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) em termociclador seguindo protocolo recomendado por Borrel et al.
(1997), utilizando os primers AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’ (forward) e 5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ (reverse). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% acrescido do tampédo 1x TAE (tris-acetato-EDTA)
por 30 minutos a 70V, para verificacdo da amplificacdo para bactérias do género
Aeromonas.

A susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos Tetraciclina, Amoxicilina,
Sulfametoxazol-Trimetoprim, Cloranfenicol, Penicilina, Ampicilina, Eritromicina e
Gentamicina foi avaliada pelo método de difusdo de discos em &gar, utilizando-se o
Agar Mueller-Hinton e discos impregnados com antibiéticos (NCCLS 2003). As zonas
de inibicdo foram medidas em milimetros e o isolado classificado como resistente,
intermediario (sensibilidade parcial) ou sensivel ao antimicrobiano testado, conforme
tabela fornecida pelo laboratério fabricante dos discos.

Os dados referentes a quantificacdo de Aeromonas foram analisados de forma
descritiva, comparando-se o percentual de amostras positivas por estagédo do ano (verdo
e inverno), bem como a frequéncia das espécies. Os resultados obtidos foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Qui-quadrado, ao nivel de significancia de 5%,
para avaliar a associacdo existente entre as varidveis qualitativas. Foi utilizado o
programa SysEAPRO - versao 2.0 para analise dos dados.

O indice de Multipla Resisténcia a Antibioticos (MAR) foi calculado como o
namero de antimicrobianos ao qual determinado isolado foi resistente sobre o nimero
total testado, sendo o valor final multiplicado por 100 para obtencéo dos resultados em
percentuais. indice MAR acima de 0,2 (20%) indica multipla resisténcia (Krumperman
1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 231 amostras de queijo de coalho tipo A analisadas, 73 (31,6%) amostras
foram positivas para presenca de aeromonas, sendo 38 (29,2%) amostras analisadas no

verdo e 35 (34,7%) no inverno. Os resultados da freqliéncia de amostras positivas por
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estacdo do ano podem ser visualizados na Tabela 1, bem como a igualdade estatistica
entre as estagoes.

Obteve-se alta freqliéncia de queijos positivos quanto as aeromonas. A presenca
deste microrganismo é sugestiva de contaminacdo durante e/ou apds o processamento
devido ao uso de agua contaminada ou superficies mal higienizadas, 0 que pode
favorecer a formacdo de biofilmes. Este resultado é preocupante uma vez que estas
bactérias podem provocar casos severos de diarréia aguda, principalmente nos
imunocomprometidos. Cereser (2009) destacou que a grande maioria das propriedades
rurais emprega a agua de pocgos profundos ou rasos, sem cloracdo ou avaliacdo de
potabilidade.

Por se tratar de um produto elaborado com leite pasteurizado, espera-se que 0
queijo de coalho tipo A esteja livre de aeromonas, entre outras bactérias. Entretanto,
apesar do tratamento térmico e de serem sensiveis a pasteurizacdo, ja foram isoladas de
leite pasteurizado (Carneiro & Rossi Junior 2006, Cereser, 2009). A alta frequéncia
deste microrganismo nos queijos analisados podeser indicativo de falha no tratamento
térmico empregado na matéria-prima.

Melas et al. (1999) encontraram altas contagens de aeromonas em leite cru de
vaca e de ovelha e em queijos tradicionais da Grécia. Em Minas Gerais/ Brasile em S&o
Paulo/ Brasil, foram analisadas 160 amostras de queijo de minas frescal artesanal, tendo
sido encontradas 51,2% contaminadas por aeromonas (Bulhdes & Rossi Janior 2002).
Em ambos os estudos os resultados levaram os autores a indicar o risco da
contaminacdo pela aeromonas durante 0 processamento, na producdo do queijo, ja que
as analises foram realizadas com queijos elaborados com leite cru.

Atencdo especial aos produtos lacteos deve ser dada pelos érgdos de fiscalizacao
sanitaria, por serem alimentos altamente pereciveis e consumidos por pessoas
imunologicamente mais vulneraveis, além de serem 6timos meios de cultura devido a
sua constitui¢do rica em nutrientes (Balbani & Butugan 2001). Na Holanda, Itdlia e no
Canada, foi estabelecido o valor maximo de aeromonas em aguas para consumo de 200
UFC/100 mL pelas autoridades de saude publica (Martin-Carnahan & Joseph 2005).

No Brasil, a incidéncia da doenga diarréica aguda causada por Aeromonas pode
ser subestimada por ndo haver uma legislacdo com definicdo de métodos de pesquisa e
limites estabelecidos para a presenca deste microrganismo. Todavia, esta determinado
na resolucdo RDC de n.12 de 02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria -
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ANVISA que os produtos, “cujos resultados analiticos demonstram a presenga ou a
quantificacdo de microrganismos patogénicos ou toxinas que representem risco a salde
do consumidor” sdo produtos em condic¢des sanitarias insatisfatdrias ao consumo.

Por se tratar de um importante veiculo de microrganismos do género
Aeromonas, a agua contaminada pode comprometer a producgédo de queijos, provocando
defeitos e perdas econdmicas devido a atuacdo deteriorante destas bactérias sobre a
proteina do leite, diminuindo o rendimento final (Silveira et al. 1998). Além disso, em
muitos estudos referentes as gastrenterites causadas por Aeromonas spp., a agua €
estabelecida como principal fonte de transmissdo do agente (Mesquita 1995, Montoto
Mayor et al. 2004, Pablos et al. 2009, Coelho et al. 2010). Desta forma, como sdo
patdgenos potenciais, devem ser consideradas nas suspeitas de toxinfec¢BGes de origem
alimentar. Nas amostras analisadas, a utilizacdo de agua de qualidade microbiol6gica
deficiente pode ter originado a contaminacdo dos queijos.

Diversos autores relacionaram o nivel de contaminagdo por aeromonas com 0
aumento da precipitacdo pluviométrica, por serem microrganismos amplamente
distribuidos no ambiente aquatico. Entretanto, quando comparada a presenca de
aeromonas nos queijos de coalho analisados em relacdo as estacGes do ano atraves do
teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (o = 0,05), ndo se observou diferenga estatistica
entre os periodos. Em grande parte da regido Nordeste, as chuvas estiveram acima da
média no verdo de 2011 no norte e leste do Nordeste, especialmente durante o més de
fevereiro, o que pode ter influenciado no resultado quanto a influéncia da estacdo do
ano na presenca do microrganismo (Quadro et al. 2011).

A influéncia da sazonalidade também ndo foi observada por Coelho et al.
(2010), quando analisaram microbiologicamente aguas minerais, tendo encontrado
contaminacdo por A. caviae e A. hydrophila. Amaral et al. (2006) analisaram agua do
sistema de distribuicdo nas propriedades rurais do estado de S&o Paulo/Brasil, no
inverno e verdo, obtendo maiores resultados de isolamento de Aeromonas no primeiro
periodo. Ao contrério, Pereira et al. (2004) observaram um pico de isolamento destes
microrganismos em mexilhdes in natura coletados no Rio de Janeiro/Brasil entre agosto
e outubro, época de verdo nessa regiao.

Em S&o Bento do Una — PE/Brasil, ao serem analisadas fezes de pacientes com
diarréia aguda, foi confirmado o envolvimento de Aeromonas spp. em 114 (19,5%) dos

582 casos investigados (Hofer et al. 2006). Neste caso, também houve um excesso de
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chuvas nos primeiros meses do ano de 2004 que, aliado as condigdes de saneamento
precarias, provocaram um aumento do numero de pacientes com diarréia aguda no
periodo, demonstrando a importancia da veiculagao hidrica deste microrganismo.

As espeécies isoladas foram A. hydrophila, A. caviae, A. sobria e A. veronii,
como pode ser observado na Tabela 2. A espécie mais isolada foi A. hydrophila
(54,8%), seguida de A. caviae (24,7%), A. sobria (17,8%) e, em menor frequéncia, A.
veronii (2,7%). Nao houve diferenca estatistica entre a frequéncia de espécies de
acromonas isoladas e a esta¢do do ano (P>0,05). Os resultados do presente estudo séo
semelhantes com os das pesquisas realizadas em agua, leite e produtos lacteos na
Grécia, Turquia e Espanha (Melas et al. 1999, Uraz et al. 2008, Pablos et al. 2011), que
também encontraram as especies citadas, mais incriminadas como causadoras de doenca
diarréica em humanos (Chopra et al. 2009, Hofer et al. 2006, Ottaviani et al. 2011).

Por se tratar de espécies com caracteristicas mesofilas, a ndo manutencdo dos
produtos armazenados sob baixas temperaturas, bem como falhas nos equipamentos
utilizados para este fim podem ter favorecido o desenvolvimento destas espécies.

Os 73 isolados obtidos foram analisados quanto ao perfil de resisténcia a oito
antimicrobianos, cujos resultados sao apresentados na Tabela 3. Verifica-se que todas as
espécies foram resistentes a amoxicilina, ampicilina e penicilina. Estes resultados sao
semelhantes aos obtidos por Bravo et al. (2003), que isolaram aeromonas de fezes de
pacientes acometidos de diarréia aguda e as cepas apresentaram resisténcia a
ampicilina, penicilina, cabernicilina e colistina. E comum encontrar um alto percentual
de resisténcia a estes antimicrobianos devido a resisténcia natural aos beta-lactamicos
que as aeromonas possuem, apesar de algumas cepas de A. caviae e A. trota poderem
apresentar sensibilidade as penicilinas, segundo Awan et al. (2009).

Os antibioticos que apresentaram melhor atividade contra aeromonas foram a
gentamicina, em que 91,8% dos isolados foram sensiveis e o cloranfenicol, ao qual
100% dos isolados apresentaram sensibilidade. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Carneiro & Rossi Janior (2006), que ao testarem diversos antimicrobianos
as aeromonas isoladas de diferentes pontos do fluxograma de beneficiamento de leite
tipo A, verificaram maior sensibilidade ao cloranfenicol e a gentamicina. Este resultado
¢ importante para estabelecer um protocolo de antibioticoterapia eficiente para o
paciente acometido de gastroenterite causada pela ingestdo de alimentos contaminados

com bactérias do género Aeromonas.
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Krumperman (1983) determinou que indice de Multipla Resisténcia a
Antibidticos (MAR) maior que 0,2 caracteriza mutirresisténcia. Todos os isolados
submetidos ao antibiograma apresentaram indice MAR entre 0,37 e 0,87, demonstrando
alto indice de multirresistencia. Este resultado demonstra que estes isolados podem
determinar a difusdo de genes de resisténcia a outros microrganismos, 0 que pode
limitar as opcOes de tratamento de um paciente acometido por infeccdo intra ou extra-
intestinal, uma vez que se trata de antibioticos administrados com freqiiéncia.

As espécies isoladas foram submetidas a identificacdo molecular pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e eletroferese em gel de agarose para confirmagdo do
género. Dos 73 isolados testados, 68 foram confirmados pertecendo ao género
Aeromonas (93,1%). Os cinco isolados que foram negativos na PCR tiveram origem de
colbnias com caracteristicas morfologicas e bioquimicas tipicas de aeromonas. Segundo
Nawaz et al (2006) pode ocorrer erroneamente a identificacdo de membros de
Vibrionaceae como sendo aeromonas devido a rea¢des bioquimicas semelhantes, o que
demonstra necessidade de atualizar e melhorar os métodos bioquimicos para
diferenciacdo de Aeromonas spp. (JRMEN et al. 2005).

Os resultados obtidos sdo importantes do ponto de vista da satde publica, uma
vez que o queijo de coalho tipo A, por se tratar de um produto elaborado com leite
pasteurizado, leva o consumidor a acreditar que estd adquirindo um produto
microbiologicamente seguro. Apesar de ser atualmente referido como microrganismo
emergente devido ao potencial patogénico, as aeromonas ainda nao sao referidos como
agentes etioldgicos de surtos de diarréia com freqliéncia, seja por falha no processo de
notificagdo destes eventos, seja pela falta da pesquisa dos mesmaos.

CONCLUSAO
Queijos de coalho tipo A representam risco a salde publica devido a elevada

frequéncia de Aeromonas spp., com mdaltipla resisténcia a diversos antimicrobianos.
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Tabela 1. Frequéncia de isolamento de Aeromonas spp. em queijo de coalho tipo A nos
periodos de verdo e inverno de 2011.

Periodo do ano n Positivas %
Verao 130 38° 29,22
Inverno 101 35° 34,7°
Total 231 73 31,6

Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de

probabilidade.
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Tabela 2. Frequéncia e espécies de Aeromonas spp. isoladas de queijo de coalho tipo A

no verao e inverno.

Espécie/ Estacdo doano  verdo inverno Total
A. hydrophila 21% 19 40
A. caviae 9 o 18
A. sobria 8 5 13
A. veronii** 0 2 2

*Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade.

**Nao utilizada no teste, em virtude dos dados ndo atenderem as especificacbes do Qui-
guadrado.

Tabela 3. Perfil de resisténcia das cepas de Aeromonas spp. isoladas de queijos de

coalho tipo A frente a antimicrobianos.

Espécie/Antibiotico AMO AMP CLO ERI GEN PEN SULT TET

A. hydrophila 40 40 0 36 1 40 14 17
A. caviae 18 18 0 17 1 18 8 9
A. sobria 13 13 0 13 4 13 7 9
A. veronii 2 2 0 0 0 2 0 0
Total / % 73/100 73/100 0 66/90,4 6/8,2 73/100 29/39,7 35/47,9

AMO — Amoxicilina; AMP — Ampicilina; CLO — Cloranfenicol; ERI — Eritromicina; GEN —

Gentamicina; PEN — Penicilina; SULT — Sulfametoxazol-trimetoprim; TET — Tetraciclina.



