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Aeromonas NO PROCESSAMENTO DE QUEIJOS TIPOS MINAS FRESCAL E
COLONIAL DA REGIAO NOROESTE DO RIO GRANDE DO SUL

RESUMO- Com o objetivo de estabelecer, durante o processamento do queijo
Minas Frescal e Colonial os possiveis pontos de contaminacédo e a forma de disseminacéo
de bactérias do género Aeromonas, foram analisados, quanto a presenca do
microrganismo, diferentes produtos e pontos do fluxograma de producéo. Para o Queijo
Minas Frescal, aeromonas foram isoladas no leite cru, leite pasteurizado, ambiente e
nas maos dos manipuladores. A. caviae foi a espécie mais frequentemente identificada,
sendo também isoladas A. sobria e A. schubertii. Durante o processamento do queijo
Colonial, as espécies A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii e A. jandaei foram
isoladas a partir da agua, maos dos manipuladores, utensilios, leite cru e apoés
tratamento térmico e de massa coagulada. Os resultados demonstram que o género
Aeromonas encontra-se disseminado nas diferentes etapas do processamento de
queijos, destacando-se o leite cru como principal fonte de contaminacdo para o
processamento industrial e artesanal. Ressalta-se o perfil de resisténcia dos isolados de
Aeromonas sp. que revelaram resisténcia mdultipla aos antimicrobianos de uso na

medicina humana e animal, caracterizando assim, risco a saude publica.

Palavras-chave: Aeromonas, Qualidade Microbioldgica, Queijo, Saude Publica.
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Aeromonas IN PROCESSING LINE OF MINAS FRESCAL CHEESE AND COLONIAL
CHEESE IN NORTHWEST OF RIO GRANDE DO SUL

ABSTRACT - With the purpose to establish the possible points of
contamination and the form of disseminating of Aeromonas bacteria genus during Minas
Frescal cheese processing and Colonial cheese, different products and points of the
production process were analyzed, as for the presence of the microorganism. In Minas
Frescal cheese, Aeromonas were isolated in raw milk, pasteurized milk, in the ambient
and in the manipulators' hands. A. caviae was the most frequently identified species,
being also isolated A. sobria and A. schubertii. During the processing of Colonial
cheese, the species A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii and A. jandaei were
isolated from the water, the manipulators' hands, utensils, raw milk and after thermal
treatment and coagulated mass. The results showed that the genus Aeromonas is
disseminated in the different stages of cheeses processing, standing out the raw milk as
main source of contamination for the industrial and handmade processing. The profile of
resistance of the isolated of Aeromonas sp. is pointed out that they revealed multiple
resistance to the antibiotics used in human and animal medicine, characterizing,

therefore, risk for public health.

Key —Words: Aeromonas, Microbiology quality, Cheese, Public health.



1 INTRODUCAO

E reconhecido que a maioria dos casos de toxinfeccéo alimentar é atribuida ao
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. ou Clostridium perfringens. Porém, parte desses
casos € provocada por microrganismos nao rotineiramente avaliados nos alimentos ou
durante os surtos. Nos ultimos anos, com o avango das técnicas de isolamento e
identificacdo bacterianos, vem ocorrendo uma expansdo da lista das bactérias
caracterizadas como potenciais causadores de toxinfeccoes alimentares e entre elas
estdo as aeromonas.

O género Aeromonas esta distribuido universalmente e pode ser isolado de
amostras clinicas, ambientais e alimentares. Atualmente a Aeromonas sp.,
principalmente A. hydrophila, € considerada um agente emergente em enfermidades de
origem alimentar, e tem recebido atencao especial pela capacidade de se multiplicar em
temperaturas de refrigeragao, sendo também importante deteriorante.

Diferentes estudos tém demonstrado a presenca deste género em alimentos de
origem animal, vegetal e também nas aguas cloradas e nao cloradas. Muitos destes
isolados apresentam producéao de fatores de viruléncia como enterotoxinas, citotoxinas,
hemolisinas e capacidade para se aderir e invadir células epiteliais. Assim, alimentos
contaminados e a agua sao importantes veiculos de transmissdo do agente e estdo
constantemente associados a casos de gastrenterite ou mesmo de doengas mais
graves.

Ressalta-se a natureza psicrotrofica das aeromonas, permitindo que grande
numero de microrganismos e/ou toxinas pré-formadas possam ser ingeridas junto com
o alimento conservado sob refrigeragéo, tornando-o um potencial patégeno de origem
alimentar. O leite e seus derivados representam importantes veiculos de transmissao, ja
que sdo armazenados sob refrigeracdo e rotineiramente consumidos sem tratamento
térmico.

Entretanto, apesar da sua importancia como agente de doenca de origem

alimentar, muito pouco se conhece sobre o significado dessa bactéria em alimentos,



principalmente sobre as fontes de contaminacdo e sua disseminagdo durante a
producao, especialmente para o leite e seus derivados. Desta forma, até que as
questdes relacionadas a patogenicidade e ao comportamento das aeromonas sejam
totalmente esclarecidas, a sua presengca em alimentos pode ser considerada uma
ameaca para a saude publica, especialmente para individuos imunocomprometidos.

Diante do exposto e levando em consideragao a importancia das Aeromonas sp.
como microrganismos emergentes de doencgas de origem alimentar; a escassez de
informagdes quanto a sua presenga em produtos de origem animal, particularmente em
nosso meio; as duvidas relativas a sua possivel origem para os alimentos,
especialmente para o leite e derivados; a sua capacidade de se multiplicar em
alimentos refrigerados e o papel fundamental que o leite e seus derivados representam
na alimentagdo humana, idealizou-se o presente estudo que tem por objetivos:

- Determinar, durante o processamento do Queijo Minas Frescal, em laticinio
submetido a controle higiénico-sanitario permanente, pelo Servico de Inspecao Federal,
e do queijo Colonial, produzido de forma artesanal, portanto sem estar registrado em
orgao oficial de inspegdo, as possiveis fontes de contaminagdo e pontos de
disseminagao de bactérias méveis do género Aeromonas;

- Verificar a populacdo de bactérias do género Aeromonas nas amostras
estudadas e consequente potencial de risco que o Queijo Minas Frescal e o queijo
Colonial podem representar ao consumidor;

- Verificar o comportamento dos isolados frente a agao in vitro de antimicrobianos

de uso comum.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacdo do género Aeromonas

Aeromonas sp. sdo bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, na sua
maioria moveis, que se encontram distribuidas no meio ambiente (MARTINS et al.,
2002).

O género estava incluido na familia Vibrionaceae, porém estudos realizados em
1986 por Colwell e colaboradores, demonstraram que o género Aeromonas apresenta
uma evolucdo filogenética distinta das familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, e
propuseram elevar o género a categoria de familia Aeromonadaceae, e como tal
aparece nas publicagcdes mais recentes (GARRITY, BOONE & CASTENHOLZ, 2001,
CASTRO-ESCARPULLI et al., 2002).

Estudos moleculares sugerem a existéncia de 14 espécies: A. hydrophila, A.
bestiarum, A. popoffii, A. salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A.
veronii, A. jandaei, A.encheleia, A. schubertii, A. trota e A. allosaccharophila (CASTRO-
ESCARPULLI et al., 2002, DASKALQV, 2006). Pela tipificacdo baseada em métodos

bioquimicos, € possivel dividir o género em sete espécies (GRANNUM et al., 1998,

ISONHOOD & DRAKE, 2002).

Diferentes espécies encontram-se difundidas nos alimentos e algumas destas
representam risco para a saude publica (KIROV, 1993, TROWER et al., 2000). Entre as
associadas a infecgdes humanas, A. hydrophyla, A. caviae e A. sobria sao
predominantes (GHENGHESCH et al. 2001, SZCZUKA & KAZNOWSKI, 2004).

Pesquisas tém mostrado que espécies A. hydrophila e A. sobria, sdo as de maior
incidéncia nas toxinfecgdes alimentares. A. hydrophila, A. caviae e A. sobria constituem
85% de todos os isolamentos clinicos envolvidos com infecgdes gastrointestinais e
extraintestinal (BIZANI & BRANDELLI, 2001).



Dentre as espécies A. hydrophila € a que mais preocupa em termos de
patogenicidade e a mais frequentemente isolada, sendo potencialmente patogénica
para o ser humano. Ja foi isolada em diversos paises, principalmente de ambientes
aquaticos, e em diferentes tipos de alimentos, especialmente os de origem animal
(PALUMBO, 1985, IBRAHIM & Mac RAE, 1991, DASKALOV, 2006).

Foi demonstrado que A. hydrophila adere e invade as células epiteliais da
mucosa do intestino e inicia sua multiplicagcdo. Mas sabe-se que esta situagdo somente
ocorre com a expresséo de certos fatores de viruléncia (BIZANI & BRANDELLI, 2001).
Entretanto, ndo se deve esquecer a espécie A. caviae que, mesmo em menor grau,
também produz fatores de viruléncia.

As aeromonas se dividem em dois grandes grupos de acordo com a temperatura
otima de multiplicagdo e motilidade. O primeiro grupo é amplo e heterogéneo
geneticamente, esta formado por espécies mesodfilas e modbveis, sendo 28°C a
temperatura 6tima de multiplicagdo. O segundo grupo é mais reduzido e homogéneo
geneticamente, é designado como grupo psicrofilo, cuja temperatura otima de
multiplicagdo esta entre 22-25°C, sendo constituido por duas espécies A. salmonicida,
com quatro subespécies salmolicida, masoucida, achromogenes e smithia e A. media
(CASTRO-ESCARPULLI et al., 2002).

A maioria das bactérias do género Aeromonas € caracterizada como mesofila
(MAYKOT, 2002). Entretanto, boa parte dos isolados pode multiplicar-se e até produzir
fatores de viruléncia (citotoxinas, hemolisinas e enterotoxinas) em temperatura de
refrigeracao (KNOCHEL & JEPPESEN, 1990, KIROV, 1993, MERINO et al. 1995,
MELAS, PAPAGEORGIOU & MANTIS, 1999, MARTINS et al. 2002, DASKALOV,
2006). A. hydrophila, que apresenta temperatura étima de multiplicagdo de 28°C, pode
se multiplicar em temperaturas que variam de 1 a 42°C (ISONHOOD & DRAKE, 2002).

Ressaltando essa informacao, PALUMBO (1985) relata a ocorréncia de A.
hydrophila em leite cru, isolada imediatamente apds a aquisicdo do produto no
comeércio. O autor verificou também que o numero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) aumentou de 2,2 x 10 para 2,2 x 10°/mL apds uma semana de estocagem a

temperatura de 5°C, sugerindo que o microrganismo € capaz de se multiplicar,



competitivamente com psicrotréficos, em diferentes tipos de alimentos prontos para
consumo durante o seu armazenamento sob refrigeracdo. Portanto, este método de
conservagao, isoladamente, ndo é capaz de impedir a multiplicagdo do agente nos
alimentos, evidenciando risco para a populagdo consumidora.

Por outro lado, as aeromonas sido sensiveis ao processo de pasteurizagao.
Dubey & Sanyal (1978), citados por COSTA & ROSSI JUNIOR (2002), verificaram que
25,0% das aeromonas foram inativadas em temperatura de 56°C em dez minutos e
100% a temperatura de 60°C em 20 minutos.

Tem sido identificado um grande numero de fatores de viruléncia que parecem
ter um papel importante na patogenicidade das infecgbes intestinais e sistémicas por
Aeromonas sp. (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2002). Estes incluem endotoxinas,
enterotoxinas, adesinas, citotoxinas, hemolisinas (FREITAS, 1993, AGUILERA-
ARREOLA et al., 2005), lipases e proteases (KIROV, 1993, MARTINS et al., 2002).

Algumas cepas apresentam também a capacidade de invadir células epiteliais
(GRANUM et al., 1998), desencadeando uma série de afecgbes, revelando-se de
grande importancia para a saude publica (MAYKOT, 2002, COSTA & ROSSI JUNIOR,
2002), sendo a gastrenterite a mais comum infeccédo causada pelo género (PALU et al.,
2006).

BURKE et al. (1984) isolaram aeromonas de pacientes com diarréia e de
amostras de agua clorada e nao clorada, na Australia. Os autores verificaram que
91,0% dos isolados de diarréia, 70,0% dos isolados de agua de abastecimento e 64,0%
dos de agua nao clorada eram enterotoxigénicos e hemoliticos. Ressalta-se que as
enterotoxinas sio estaveis em pH entre 4,5 e 10,0 durante uma hora.

HANDFIELD et al. (1996) investigaram a patogenicidade de isolados de A.
hydrophila provenientes de alimentos e de agua de abastecimento pelos efeitos de
hemolise, hemoaglutinagdo e citotoxicidade. Atividade hemolitica foi mais
frequentemente observada nos isolados provenientes da agua (64%), hemoaglutinagéao
em isolados de alimentos (92%), e citotoxicidade em isolados de alimentos (92%) e
agua (73%). Tratamento térmico a 56°C por 10 minutos inibiu a toxicidade de alguns

isolados.



MARTINS et al. (2002) verificaram a ocorréncia de Aeromonas sp. produtoras de
toxinas dentre os isolados de diferentes alimentos (leite, carne e vegetais), bem como
de infecgdes humanas no Estado de S&do Paulo. Dos isolados de alimentos, 18,2%
eram enterotoxigénicos, 17,1% eram hemoliticos e 72,7% tinham efeito citotoxigénico.
A. sobria foi a mais comumente isolada (35%) e A. hydrophila representou 27% dos
isolados de alimentos.

As aeromonas, patdgenos emergentes de origem alimentar, também podem ser
isoladas como agente etioldgico de diversos processos infecciosos (FALGAS, 2003), e
vém recebendo maior atencdo, apesar dos poucos surtos relatados na literatura. Para
KROVACEK et al. (1995), o baixo numero de relatos pode ser explicado pelo fato que
boa parte dos casos de doengas de origem alimentar é provocada por agentes nao
pesquisados rotineiramente.

Para MERINO et al. (1995) dois fatores contribuem para que a Aeromonas sp.
seja considerado um patégeno emergente. O primeiro esta relacionado ao aumento do
consumo de alimentos que sdo mantidos refrigerados, visto que o género pode se
multiplicar em temperaturas de refrigeracéo e até mesmo produzir fatores de viruléncia
nestas condicbes. O segundo ponto relaciona-se com o aumento do numero de
isolados da agua durante as estagcdes mais quentes, que em alguns casos estao
associados ao aumento dos casos de gastrenterites.

Martinez-Silva e seus colaboradores, ja em 1961, citado por MAYKOT (2002),
verificaram as primeiras associacdes entre Aeromonas sp. € infecgdes intestinais. Em
1984 passou a ser considerada um novo agente de doencga de origem alimentar pela
FDA (Food and Drug Administration). Desde entdo a importancia dada a esse
microrganismo vem aumentando, baseada em fortes evidéncias epidemioldgicas que
relacionam as aeromonas como agentes de gastrenterites (KNOCHEL & JEPPESEN,
1990, ISONHOOD & DRAKE, 2002).

Do ponto de vista geografico a frequéncia das aeromonas em fezes associada a
sintomatologia diarréica oscila entre 80% no Canada e 0,18% na Dinamarca. Outros
paises com alta frequéncia sdo Peru (52,4%), Japéo (11,1%), Australia (11%), Tailandia
(18-31%) e Inglaterra (11%) (FALGAS, 2003).



KO & CHUANG (1995) estudaram 59 episodios de bacteremia por Aeromonas
sp. ocorridos em pacientes que apresentavam na sua maioria, cirrose hepatica ou
cancer, em Taiwan. Entre os 60 isolados do agente, 68% eram A. hydrophila, 17% A.
sobria e 10% A. caviae. Os autores relacionam a elevada incidéncia de bacteremia
observada com os altos niveis de contaminagcdo de frutos do mar por aeromonas
moveis, que foi de 88% naquela regiao.

As propriedades das espécies de aeromonas isoladas de alimentos sugerem que
a doenga de origem alimentar pode ser resultado ndo apenas da colonizagdo e
expressao dos fatores de viruléncia in vivo, mas também existe a possibilidade de
intoxicacao, pela ingestdo de alimentos que estavam armazenados sob refrigeragao
(KIRQV et al., 1993).

Ainda segundo KIROV (1993), para que haja o quadro de gastrenterite deve
haver a combinacdo da presencga de cepas produtoras de fatores de viruléncia com
condic¢des predisponentes, como a idade e o estado imunolégico do hospedeiro. Assim,
a populacdo mais propensa € aquela composta de pessoas imunocomprometidas,
criangas com menos de dois anos e adultos com mais de 50 anos (MERINO et al. 1995,
MELAS, PAPAGEORGIOU & MANTIS, 1999).

A. hydrophila e A. sobria foram isoladas de casos clinicos de diarréia humana
(IBRAHIM & Mac RAE, 1991, GHENGHESCH et al. 2001). Nos Estados Unidos
estimativas apontam que 13% dos casos de gastrenterites sdo provocados pela
Aeromonas sp., mostrando sua importancia (ISONHOOD & DRAKE, 2002). MELAS,
PAPAGEORGIOU & MANTIS (1999) citam a investigacdo de 881 casos de diarréia
infantil ocorridos na Grécia entre 1991 e 1993; A. hydrophila foi o terceiro agente mais
prevalente.

Rebollo & Escamilla (1984), citados por CASTRO-ESCARPULLI et al. (2002)
investigando casos de diarréia ocorridos no México, isolaram Aeromonas sp. em 7,7%
dos casos de diarréia aguda em criangas com menos de dois anos de idade e em 7%

dos adultos.



Estudos comprovaram que as aeromonas podem atuar como organismos
infecciosos ou enterotoxigénicos, bem como patdégenos oportunistas ou primarios,
resultando em sérias consequéncias para o ser humano (ISONHOOD & DRAKE, 2002).

No caso de infeccdo gastrintestinal os sintomas se manifestam geralmente no
periodo de 22 a 34 horas, caracterizados por nauseas, vomito, dor muscular e diarréia
(SAAD, 1991).

A. hydrophila pode causar também doencas graves como osteomielite
(KHURANA & KUMAR, 1997), septicemia (MERINO et al.,, 1995), meningite,
endocardite (OAKEY, ELLIS & GIBSON, 1996), infeccbes cutaneas (FREITAS, 1993),
Ulceras de cérnea, peritonites e pneumonias (COSTA & ROSSI| JUNIOR, 2002,
MAYKOT, 2002, SOLER et al., 2003, SZCZUKA & KAZNOWSKI, 2004). A presenca
desta bactéria pode ser fatal, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(MARTINS et al., 2002).

Aeromonas sp. também contribuem para a deterioragdo de diferentes alimentos
(carne, leite, ovos, frutos do mar e alimentos cozidos mantidos sob refrigeragdo). Em
leite UAT (Ultra Alta Temperatura), porém, Aeromonas sp. pode estar presente com
elevada populacdo (10°-102 UFC/mL) e mesmo assim, ndo ser possivel detectar
alteragdes organolépticas ou fisicas (KIROV, 1993).

O consumo de agua e/ou alimentos contaminados, assim como o contato direto
da agua com feridas e lesbes na pele sdo consideradas classicamente as vias de
transmissao das infec¢gdes cutdneas e gastrintestinais por aeromonas (CASTRO-
ESCARPULLI et al., 2002).

KIROV (1993) e KROVACEK et al. (1995) consideram que as aeromonas podem
chegar até os alimentos pela agua contaminada, fezes de animais que alberguem as
bactérias, ou ainda por pessoas portadoras ou doentes que manipulem alimentos.

A bactéria esta distribuida no ambiente, no solo, nas fezes dos animais (PALU et
al., 2006) e especialmente na agua (SZCZUKA & KAZNOWSKI, 2004). BRANDI et al.
(1996) descrevem o solo como importante reservatorio para este género, onde pode
permanecer por longo periodo (140 dias), mantendo inclusive suas propriedades

patogénicas.



E conhecido que as aeromonas podem ser isoladas, com variavel freqiiéncia, de
diferentes alimentos de origem animal, ocorrendo principalmente em peixes e frutos do
mar como ostras, camardes, além de peixes defumados, de carne bovina, suina, ovina,
aves, produtos carneos como presunto, caracois comestiveis, ras, ovos, leite cru,
pasteurizado e derivados como queijos, iogurtes, sorvetes e manteiga (BULHOES &
ROSSI JUNIOR, 2002, COSTA & ROSSI JUNIOR, 2002), bem como de vegetais como
alface e outras saladas leves (PALU et al., 2006). Estando também aptas a
multiplicagdo em alimentos crus, cozidos e processados, sob temperatura de
refrigeragdo, sob atmosfera modificada e sob diferentes meios de crescimento
(KINGOMBE et al., 2004).

As aeromonas s&o consideradas integrantes da microbiota do trato intestinal de
animais aquaticos como peixes e mariscos, anfibios e répteis (BULHOES & ROSSI
JUNIOR, 2002). Também estdo descritas diversas espécies do género associadas a
numerosas patologias de peixes de interesse em aquicultura, provocando perdas
econdmicas significativas. Destacam-se as espécies A. salmonicida e A. hydrophila
(CASTRO-ESCAPULLI et al. 2002).

2.1.1 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia das aeromonas a multiplas drogas de uso clinico é fato de grande
importancia, visto que pode dificultar a cura da doenga provocada por estas bactérias,
tanto em animais, especialmente peixes, quanto nos seres humanos (DASKALOV,
2006).

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 administracdo de antibidticos em seres humanos e em animais de produgao
carreia risco para a selecido de bactérias que se tornam resistentes aos mesmos. Diz-se
que uma bactéria é resistente a um determinado tipo de antimicrobiano quando o

microrganismo € capaz de se multiplicar in vitro em presencga da concentragcdo maxima
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que esse antimicrobiano alcanga no sangue e/ou nos tecidos (CASTRO-ESCARPULLI
et al., 2002).

Nesse sentido, a resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos usados em
producdo animal podera afetar a saude humana se as cepas de microrganismos
resistentes presentes em animais de producéo atingirem o ser humano, as infecgdes
humanas causadas por agentes patogénicos terdo opgdes limitadas de tratamento,
especialmente quando da ocorréncia de toxiinfecgdes alimentares (GHENGHESCH et
al., 2001).

O uso de antibidticos e outros quimioterapicos como aditivos alimentares na
criacao de bovinos, suinos, aves e peixes, para o tratamento de infecgdes bacterianas e
doses sub-terapéuticas visando a prevencao de enfermidades, resultam em niveis cada
vez maiores de resisténcia de bactérias patogénicas a antibioticos. Assim, em diversas
partes do mundo, foram relatadas linhagens de aeromonas com resisténcia multipla a
antibimicrobianos (VIVEKANANDHAN et al., 2002, COSTA, 2003).

GHENGHESCH et al. (2001) destacam que cepas de Aeromonas sp. resistentes
a antibidticos foram isoladas de amostras ambientais, tratando-se principalmente de
resisténcia mediada por plasmidios.

Bactérias do género Aeromonas sao resistentes a ampicilina, com excecgéo da A.
trota (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2002) e apresentam, em certos casos, resisténcia
constitutiva aos antibiéticos Beta lactamicos.

ROSSI JUNIOR et al. (2000) verificaram o comportamento in vitro, frente a agéo
de antimicrobianos, de A. hydrophila, A. caviae e atipicas, isoladas em matadouro
bovino no Estado de S&o Paulo. O principio ativo com maior percentual de cepas
resistentes foi a cefalotina (66,6%), seguido pela carbenicilina (51,0%) e tetraciclina
(33,3%). As drogas a que as cepas mostraram-se mais sensiveis foram a gentamicina,
a tobramicina, a amicacina, o sulfazotrim, o cloranfenicol e a netilmicina, todas com
mais de 70% de sensibilidade.

Em trabalho realizado por BIZANI & BRANDELLI (2001), isolados de A.
hydrophila e A. sobria oriundos da agua de abastecimento e agua da lavagem das

carcacas utilizadas em um frigorifico no Rio Grande do Sul, mostraram-se
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predominantemente resistentes aos antibidticos R-lactdmicos. 100% das 15 amostras
testadas foram sensiveis a amicacina, azitromicim, cefalexina, cefatriaxone,
cefoperazona, espiramicina, gentamicina, norfloxacina, ofloxacina, pefloxacina,
tetraciclina e tobramicina. Nove isolados foram sensiveis a todos os 32 antimicrobianos
testados.

GHENGHESCH et al. (2001) avaliaram o perfil de resisténcia da A. hydrophila, A.
caviae e A. sobria, isoladas de amostras de agua nao tratada proveniente de pogos
rasos. 100% das amostras foram resistentes a ampicilina, 95% a cefaloridine e 5% a
tetraciclina; os isolados foram sensiveis a gentamicina, a kanamicina, ao cefatriaxone,
ao cloranfenicol, ao ciprofloxacim e ao acido nalidixico.

Em trabalho realizado por VIVEKANANDHAN et al. (2002) a resisténcia multipla
foi avaliada a partir de isolados de Aeromonas sp. de amostras de peixe e camardao. Um
total de 319 cepas foram testadas para 15 antibi6ticos. Mais de 95% das amostras
foram resistentes a bacitracina, eritromicina, neomicina, novobiocina, polimixina-B e a
rifampicina. Menor perfil de resisténcia foi observado para cloranfenicol (3,7%),
gentamicina (7,5%), estreptomocina (8,7%) e acido nalidixico (16,9%). Cerca de 51%
dos isolados foi resistente a tetraciclina.

Kampfer et al. (1999), citado por FALGAS (2003) determinaram a sensibilidade
de 217 cepas, que representavam 14 espécies de aeromonas, a 69 agentes
antimicrobianos. Os autores constataram que ndo existiam diferencas significativas
entre as espécies. A maioria das cepas era sensivel a tetraciclina, quinolonas,
cloranfenicol, nitrofurantoina, trimetoprim, e também a maioria dos aminoglicosideos,
cefalosporinas, azlocilina e piperacilina.

A sensibilidade a diferentes agentes antimicrobianos também foi estudada por
FALGAS (2003) em 77 cepas de Aeromonas sp. isoladas de pescado destinado a
alimentagao humana no México. Como ja era previsto, todas as cepas, com excec¢ao da
A. trota, foram resistentes a ampicilina, sendo esta uma caracteristica especifica do
género e 44,1% das cepas foram resistentes a tetraciclina. As cefalosporinas,
aminoglicosideos e fluroquinolonas apresentaram uma boa atividade frente aos

isolados. Quanto as cefalosporinas cabe destacar que todas as espécies mostraram
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resisténcia (60% para A. hydrophila, 54% A. popoffii, 47% A. caviae e 21% A. veronii).
Todas as cepas foram sensiveis a ofloxacina e ciprofloxacina. Porém, 26% dos isolados
de A. caviae, 20% das A. hydrophila e 88% das A. veronii foram resistentes ao acido
nalidixico e ao acido pipemidico.

Ainda segundo FALGAS (2003) deve-se levar em consideracdo quando se
estuda a resisténcia a antimicrobianos a zona geografica originaria das espécies.
Atualmente a constatagdo de novos padrdes de resisténcia em isolados de aeromonas
de origem ambiental estd associada a zonas com um elevado impacto humano, estando
claramente influenciada por fatores geograficos e sécio econémicos.

Em estudo realizado por COSTA (2003), isolados de A. hydrophila provenientes
de infeccbes em peixes nativos brasileiros de agua doce, mostraram-se resistentes a
ampicilina, amoxicilina, lincomicina, novobiocina, oxacilina, penicilina, rifampicina,
trimetropim+sulfametoxazol, gentamicina, tetraciclina e oxitetraciclina, além de pouca
sensibilidade a eritromicina e kanamicina.

SHARMA, DUBEY & SHARAN (2005) destacaram o risco para saude publica
associado a resisténcia da Aeromonas sp. a diversos antimicrobianos de uso humano e
na aquicultura. Isolados de diferentes espécies, obtidos a partir de amostras de agua do
Rio Narmada, na india, utilizada para abastecimento publico e atividades de recreacéo,
mostraram-se resistentes a ampicilina e sensiveis a gentamicina.

Ao analisar o perfil de resisténcia de Aeromonas sp. isoladas de amostras
clinicas e de salada de alface, PALU et al. (2006) observaram resisténcia a apenas um
dos sete antimicrobianos testados em 65,5% dos isolados de vegetal; 20% foram
resistentes a pelo menos duas drogas. Dentre as amostras clinicas, 28,6% dos isolados
apresentou perfil de resisténcia simples, 35,8% mostraram dupla resisténcia e 25,1%
apresentaram resisténcia multipla para trés a cinco antimicrobianos.

Para isolados de Aeromonas sp. obtidos durante o beneficiamento do leite Tipo
A, CARNEIRO & ROSSI JUNIOR (2006) encontraram 100% das amostras resistentes a
ampicilina, 75,6% a cefalotina, 64,8% a cefoxitina e 48,6% ao aztreonam. As drogas as
quais as cepas mostraram-se menos resistentes foram cloranfenicol, netilmicina,

amicacina, gentamicina, tetraciclina e tobramicina.
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ARAUJO JUNIOR, ECHEVERRIGARAY & DELAMARE (2007) avaliaram 62
amostras de Aeromonas sp. obtidas de fezes de humanos, raspagem cutinea de
suinos, entre outras, utilizando o meio agar Mueller-Hinton para a analise da atividade
antimicrobiana. As amostras foram avaliadas quanto a resisténcia a [lactadmicos e a
outros antibidticos. Cerca de 63% das estirpes estudadas apresentaram resisténcia
multipla a mais de 2 R-lactdmicos avaliados, 5% foram resistentes a amicacina, 3%
resistentes a tobramicina e gentamicina, 16% resistentes a tetraciclina, 6% resistentes a
ceprofroxacina, 15% resistentes a sulfa e 18% resistentes ao cloranfenicol.

Pesquisas realizadas com isolados de aeromonas de fontes ambientais,
alimentos e espécimes clinicas, mostraram que estas bactérias podem apresentar
resisténcia a multiplas drogas como a ampicilina, penicilina G, carbenicilina, tetraciclina,
cefalotina, rifampicina, meticilina, novobiocina, vancomicina, eritromicina (BORREGO et
al. 1991, MAYKOT, 2002, VIVEKANANDHAN et al., 2002). Sendo mais frequentemente
sensiveis ao cloranfenicol, colistina, canamicina, aminoglicosideos, acido nalidixico,
neomicina, estreptomicina e gentamicina (NOCITI, 1997, MAYKOT, 2002, COSTA &
ROSSI JUNIOR, 2002, VIVEKANANDHAN et al., 2002).

2.2 Veiculacdo da Aeromonas sp. pela agua

Segundo KNOCHEL & JEPPESEN (1990), HANNINEN & SITTONEN (1995),
SOLER et al. (2003), AGUILERA-ARREOLA et al. (2005) e AMARAL et al. (2006) a
agua €& considerada o habitat natural do género e exerce um papel de extrema
importancia como fonte de contaminagao para os alimentos de origem animal.

Para CASTRO-ESCAPULLI et al. (2002) a maioria dos sistemas de tratamento
de agua potavel sao capazes de reduzir a populagdo de aeromonas até 1 UFC/100mL,
entretanto quando os niveis de matéria orgénica aumentam, o cloro é inativado, a
bactéria pode entdo se multiplicar e inclusive colonizar os sistemas de tratamento

formando biofilmes, chegando a concentracdes de 10° UFC/100mL.
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Diversos estudos tém demonstrado que a agua nao tratada é a forma mais
comum para se adquirir este patogeno. FUZIHARA et al. (1995) encontraram
Aeromonas sp. em 4,6% das amostras de agua clorada e 42,4% das n&o cloradas, em
pesquisa realizada no interior do estado de Sao Paulo.

Na Dinamarca KNOCHEL & JEPPESEN (1990) isolaram Aeromonas sp. em 28%
das amostras de agua para consumo, com predominio da A. hydrophila. J& BURKE et
al. (1984), relataram o isolamento de aeromonas enterotoxigénicas e hemoliticas a
partir de amostras de agua clorada e ndo clorada na Austradlia, relacionando estes
achados com casos de diarréia ocorridos naquele pais.

GHENGHESCH et al. (2001) analisaram agua nao tratada proveniente de 481
pocos na Libia e isolaram Aeromonas sp. em 48,7% das amostras. Do total, 59% eram
A. hydrophila, 27% A. caviae, 11% A. sobria e 3% foram consideradas atipicas.

Na Italia, em estudo realizado por MASSA, ALTIERI e D’ANGELA (2001), cinco
das 20 amostras de agua de pogo nao clorada, foram positivas para o género. A.
hydrophila, A. caviae e A. sobria foram isoladas mesmo em amostras negativas para
coliformes totais e termotolerantes; com isso os autores sugerem que os indicadores de
contaminacgao fecal e os indicadores de eficiéncia sanitaria ndo apresentam correlagao
com a presenga de Aeromonas sp.

MENDES et al. (2003), avaliando aguas minerais acondicionadas em embalagens
plasticas de 20 Litros, comercializadas na regido metropolitana do Recife/PE,
verificaram a presencga de bactérias do género Aeromonas em 14,3% das amostras,
concluindo que algumas amostras de todas as marcas analisadas se encontravam
improprias para 0 consumo, por ndo atenderem aos parametros estabelecidos pela
legislagdo, representando potencial risco a saude do consumidor.

Trinta de 168 amostras de agua do Rio Narmada, na india, analisadas por
SHARMA, DUBEY & SHARAN (2005) foram positivas para Aeromonas sp. A.
hydrophila, A. veronii e A. sobria destacaram-se entre as espécies mais frequentes e
potencialmente patogénicas pela producédo de diferentes fatores de viruléncia como

protease, amilase, lipase, DNase, além de enzimas extracelulares.
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ROSSI JUNIOR et al. (1996) verificaram a presenca de bactérias do género
Aeromonas em um estabelecimento de abate e industrializagdo de carne bovina em
40% das amostras de agua residual da lavagem de carcagas e em 25% das amostras
de carne, ndo tendo sido isoladas na agua de abastecimento do estabelecimento.

No estudo realizado por BIZANI & BRANDELLI (2001), por meio da analise de 70
amostras da agua de escoamento da lavagem final das carcacgas bovinas e de amostras
da agua de abastecimento do abatedouro colhidas em diversos pontos da linha de
abate, foram isoladas aeromonas em 17,1% das amostras de agua de abastecimento e
25,7% das amostras de lavagem das carcagas. As espécies encontradas foram A.
hydrophila e A. sobria, o que demonstra que diferentes espécies sdo capazes de
multiplicagdo em sistemas de distribuicdo de agua tratada, podendo atingir o alimento.

COSTA & ROSSI JUNIOR (2002) analisaram 200 amostras de diferentes produtos
e locais do fluxograma de abate de frangos para identificar os pontos de contaminagao
da carne por aeromonas. Entre os pontos estavam a agua de abastecimento, de
escaldagem e pré-resfriamento. Aeromonas sp. foi isolada em 20 (80%) das amostras
da agua do pré-resfriamento. Isso indica que as carcagas de frango podem se
contaminar ja a partir de sua obtengao, determinando o aparecimento da bactéria em
carcacas resfriadas e prontas para a comercializagao.

Segundo AMARAL et al. (2006), pode-se afirmar que na cadeia de produgao de
leite, a qualidade da &agua utilizada na lavagem dos tetos e dos equipamentos €
importante, especialmente em termos microbiolégicos, que podem influenciar na
qualidade final do leite produzido. Dentre os microrganismos presentes na agua,
destacam-se os de natureza exdgena como os oriundos de matéria fecal, que incluem
os coliformes totais, coliformes fecais e o0s enterococos, e os autdctones, que
compreendem diversas espécies e fazem parte da microbiota natural da agua. Entre
elas, as bactérias moveis do género Aeromonas sao consideradas as mais importantes.

Os mesmos autores citados no paragrafo anterior avaliaram a agua utilizada em
propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo como veiculo de bactérias do género
Aeromonas. Foram coletadas amostras nos periodos de chuva e estiagem de agua das

fontes de abastecimento, da saida dos reservatoérios de agua utilizada para consumo
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humano, agua utilizada nos estabulos e também do leite. Aeromonas foram isoladas
nos quatro diferentes pontos do sistema de distribuicdo de agua das propriedades e do
leite. As espécies com maiores percentagens de isolamento nos diferentes pontos de
amostragem foram A. hydrophila e A. veronii, seguidas de A. caviae. Os achados
sugerem que a agua utilizada nas propriedades leiteiras pode constituir um fator de
risco para a saude dos seres humanos que utilizam essa agua para consumo ou na

producao do leite

2.3 Leite e derivados envolvidos na veiculagdo da Aeromonas sp.

A contaminacdo dos alimentos pelas Aeromonas sp. constitui-se em grave
problema, visto a capacidade de se multiplicarem mesmo quando submetidas a
temperaturas de refrigeracado, em pH que varia de 4,5 a 10, na presenga de elevadas
concentragcdes de sal, bem como em ambientes de atmosfera modificada, utilizados
para prevenir a multiplicagdo microbiana em alimentos (GRANUM et al., 1998).

Para KHALIL (1997) o leite pode ser facilmente contaminado, especialmente por
microrganismos que apresentam distribuicdo ubiqua, como as aeromonas. Segundo o
autor estes microrganismos podem colonizar a glandula mamaria, onde se multiplicam e
consequentemente sdo descarregados juntamente com o leite. Além disso, as elevadas
populagdes do género Aeromonas observadas no leite e seus derivados refletem as
condigdes higiénicas insatisfatérias em que o mesmo foi obtido e processado.

As aeromonas sao sensiveis ao processo de pasteurizagdo, porém ja foram
isoladas de leite pasteurizado e de queijo produzido com leite pasteurizado (FREITAS
1993). Segundo ENEROTH et al. (1998) sua presencga indica que houve contaminagao
apos o tratamento térmico.

Para os derivados lacteos a contaminagado decorre da presenga do agente na
matéria prima utilizada para produgao ou devido condigdes higiénicas insatisfatérias

durante o processamento. A conservacado pelo frio também permite o aumento da
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populagado, visto a sua capacidade de multiplicagcdo sob refrigeracdo (SAAD, 1991,
FREITAS, 1993).

IBRAHIM & Mac RAE (1991), em estudo realizado na Australia, relataram
elevada ocorréncia deste género em leite cru. Das 150 amostras analisadas 27% foram
positivas para Aeromonas sp. A. hydrophila representou 60% dos isolados.

KIROV et al. (1993) afirmaram que a ocorréncia deste género € comum em leite
cru, ao encontrarem 60,0% (43/72) de amostras positivas na Australia. Porém, o
processo de pasteurizacdo € efetivo para remover esta contaminagdo. Assim, os
autores atribuiram os 4% de amostras positivas em leite pasteurizado a recontaminagao
apés o tratamento térmico e concluiram que o leite € um possivel veiculo de
transmissao da Aeromonas sp.

ENEROTH et al. (1998) verificaram os pontos criticos de contaminacéo do leite
pasteurizado por microrganismos psicrotroficos. Em 48% das amostras de leite cru foi
possivel isolar Aeromonas sp; antes da pasteurizagéo esse percentual chegou a 50% e
diminuiu para zero depois da pasteurizagcédo, porém, no alimento pronto para consumo,
3% das amostras estavam contaminadas com o género.

FREITAS (1993) isolaram Aeromonas sp. em 28,5% de 35 amostras de leite
pasteurizado e em 32% das amostras de queijo branco fresco, coletadas em
supermercados no Rio de Janeiro. Dos isolados de A. hydrophila, 100% eram
produtores de hemolisinas e 83,3% de citotoxinas. Tayar e Sem (1993), citados por
COSTA & ROSSI JUNIOR (2002) as isolaram de iogurte.

Confirmando a presenca da Aeromonas sp. em leite e derivados, KHALIL (1997)
obteve 66,7%, 51,1% e 40,0% de amostras positivas para leite cru, queijo e sorvete,
respectivamente.

BORRELL et al. (1998) obtiveram 983 isolados de Aeromonas sp. a partir de
1.015 amostras de diferentes tipos de alimentos, agua e amostras clinicas. De 179
amostras de produtos lacteos analisadas, 3,9% estavam contaminados com
aeromonas. A. caviae foi a espécie mais frequentemente isolada (35,5%).

MELAS, PAPAGEORGIOU & MANTIS (1999) analisaram leite bovino, ovino e

diferentes tipos de queijos obtidos na Grécia. 40,5% das 138 amostras de leite de vaca,
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35% das 57 amostras de leite de ovelha e 9,3% dos queijos estavam contaminados
com aeromonas. Em leite pasteurizado o agente ndo foi isolado. A. hydrophila, A.
caviae e A. sobria com populacdes de até 5,0 x 10°UFC/mL foram predominantes entre
os isolados.

BULHOES & ROSSI JUNIOR (2002) analisaram um total de 160 amostras de
queijo Minas Frescal colhidas em Jaboticabal-SP e Pocos de Caldas-MG. Aeromonas
sp. foi isolada em 67,5% das amostras, com populagdées médias variando entre 3,1 x10*
e 2,0 x 10°UFC/g. Os autores concluiram que esse alimento representa risco a saude
da populacao consumidora.

CARNEIRO & ROSSI JUNIOR (2006) verificaram os possiveis pontos de
contaminagao e disseminagado da Aeromonas sp. no fluxograma de beneficiamento em
uma granja de Leite Tipo A. 90% das amostras de leite cru, 30% das de leite da saida
do pasteurizador, 40% das de leite do tanque de abastecimento da maquina de
empacotar e 25% das amostras do leite pronto para consumo foram positivas para o
género. Dentre as espécies foram identificadas A. sobria, A. hydrophila, A. caviae, A.
veronii e A. schubertii. Os autores salientam o risco que a presenga do agente nos
lacteos representa 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.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao dos estabelecimentos

3.1.1 Usina de beneficiamento

As amostras de Queijo Minas Frescal foram obtidas em uma usina de
beneficiamento, localizada no Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, submetida a
controle higiénico-sanitario permanente, pelo Servigo de Inspecao Federal. A industria tem
leite UAT (Ultra Alta Temperatura) como seu principal produto, mas, além dele, produz
leite condensado, leite em po, bebida lactea e diferentes tipos de queijos maturados e
frescais.

Trata-se de um estabelecimento de grande porte, onde diariamente sao
processados cerca de 1 milhdo de litros de leite. Destes, aproximadamente 80.000 litros
destinam-se a fabricagdo de diferentes tipos de queijo, entre eles o Minas Frescal. A
matéria prima € obtida de diversos municipios dos Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina.

Esta industria iniciou suas atividades como queijaria em 1993. Atualmente suas
instalagbes e equipamentos apresentam-se em regular estado de conservagdo. Possui
laboratério para andlises e demais anexos exigidos pela legislagcdo. As dependéncias da
queijaria situam-se isoladas das demais salas de produgédo as quais foram construidas
posteriormente.

A industria é abastecida com agua de pogo artesiano, a qual possui controle
permanente de potabilidade (analises fisico-quimicas e microbiolégicas). No tocante a
higienizagdo das instalagbes e equipamentos sdo acatadas com rigor os procedimentos
padrdes de higiene operacional (PPHO).

A producdo de queijo Minas Frescal é realizada diariamente em dois turnos de
trabalho, contando com o envolvimento direto de seis funcionarios para producéo e

embalagem do produto.
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No momento do recebimento o leite utilizado para fabricagdo do queijo € submetido
aos testes de plataforma, que incluem as provas de acidez, pH, densidade, crioscopia e
percentual de gordura. Apds o descarregamento o leite € mantido em tanques de 15.000
Litros, sob refrigeracao até o processamento.

Por tubulacédo, a matéria prima segue para o pasteurizador de placas e apds a
pasteurizagao, € diretamente transferido para o tanque de coagulagdao de parede dupla,
com capacidade para 500 Litros, utilizado exclusivamente para produgédo de queijo Minas
Frescal.

Com o leite depositado no tanque, realiza-se a adigdo do coalho (coagulagéao
enzimatica), agitacao, e aguarda-se em média uma hora e vinte minutos para coagulagao
da massa, que se mantém com temperatura média de 32°C. Segue-se a quebra do
coalho, retirada do soro e enformagem em cilindro de ago inoxidavel previamente
higienizado. Decorrido um periodo de 8 a 10 horas a massa é mergulhada em salmoura,
onde permanece, sob refrigeragdo, por 12 horas. Apds a salga, o queijo é fracionado,

embalado a vacuo, e mantido em camara fria até a expedigéo.

3.1.2 Fazenda leiteira

As amostras de queijo Colonial foram colhidas diretamente em uma fazenda
leiteira, que destina parte de sua producgao diaria de leite para elaboragéo de queijo, sendo
a venda de leite refrigerado para industrializacdo a atividade principal da pequena
propriedade localizada na Regiao Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

Apesar de estar localizada em uma importante bacia leiteira do pais, especialmente
pela producdo tecnificada e pelo numero significativo de laticinios de grande porte
estabelecidos na regido, a producao de produtos lacteos de forma artesanal, sem registro
em orgao Oficial de Inspecgéo, ainda é uma realidade na regido. Existe elevado consumo
destes produtos e a fabricagdo esta fortemente ligada a questdes culturais e sociais,
servindo como alternativa de renda para pequenas propriedades.

O estabelecimento em analise realiza ordenha mecéanica com balde ao pé, duas
vezes por dia, no préprio estabulo, ndo possuindo sala de ordenha, sendo o leite mantido

em refrigerador a granel com capacidade para 1000 Litros. A produ¢cao média diaria € de



21

500 Litros. Conta com precaria estrutura fisica e condigdes de higiene, tanto no local de
ordenha quanto na sala de producao dos queijos. A propriedade faz uso de agua nao
clorada, oriunda de um poco raso localizado no proprio estabelecimento.

A produgédo do derivado ocorre imediatamente apds a ordenha da manha. O leite é
levado até a sala de produgcdo em baldes, sendo depositado em recipiente para
aquecimento médio de 34,6°C por 15 minutos e adicao imediata do coalho, ndo havendo,
portanto, nenhum tratamento térmico. Decorrido o periodo da coagulagdo enzimatica, que
€ em média de 60 minutos, realiza-se a retirada do soro, salga direta e enformagem em
forma de aco inoxidavel, onde a massa permanece em temperatura ambiente por 24
horas. Depois de desenformado, o queijo é lavado e comercializado num periodo de 24 a

48 horas, sempre em temperatura ambiente.

3.2 Caracterizagao das amostras estudadas

Foram estudados produtos e pontos do fluxograma do processamento do queijo
Minas Frescal e Colonial, que poderiam veicular as aeromonas e permitir sua ocorréncia
no produto final, ou atuar como disseminadores dos microrganismos nas diferentes etapas
do processamento. As amostras foram colhidas em dias normais de trabalho durante o
acompanhamento da produgédo dos queijos no periodo entre outubro de 2006 e maio de
2008.

Para o Queijo Minas Frescal, em um total de 12 visitas a industria, distribuidas
nas quatro estagdes do ano, foram colhidas 25 amostras em cada um dos dez pontos,
totalizando 250 amostras como descrito a seguir:

- Agua de abastecimento;

- Superficie das maos dos manipuladores antes e durante a jornada de trabalho;

- Ambiente da industria;

- Superficies de equipamentos e utensilios que entraram em contato direto com o
queijo;

- Leite cru;
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- Leite pasteurizado;

- Coalhada;

- Queijo apo6s enformagem;

- Queijo pronto para consumo;

Para queijo Colonial, foram realizadas cinco visitas para acompanhamento da
producao. Considerando o pequeno volume processado e por tratar-se de um produto
obtido em condigbes similares, cinco amostras foram colhidas para cada um dos nove
pontos considerados importantes para disseminagao da Aeromonas sp. Os pontos
escolhidos para a producédo colonial foram os mesmos do queijo industrializado,
excluindo-se o queijo apds a enformagem, totalizando 45 amostras. As colheitas foram
realizadas em meses quentes e frios, com temperaturas ambiente que variaram entre 7
a 27° C.

3.3 Colheita, acondicionamento e transporte das amostras

As amostras de agua foram colhidas com os devidos cuidados de assepsia,
diretamente nas torneiras no interior do estabelecimento, utilizadas para as diferentes
atividades de produgéo e higienizacdo. O material foi depositado em frascos de vidro
esterilizado, em quantidade aproximada de 400 mL. Na industria, para a neutralizagao do
cloro foi utilizado tiossulfato de sédio, em solugédo a 10%, na quantidade de 0,1 mL para
cada 100 mL da amostra colhidas (APHA, 2001).

As amostras representativas das maos dos manipuladores e dos equipamentos e
utensilios foram colhidas por meio de suabes esterilizados. Estes suabes foram adquiridos
prontos - Ceconetes'. Foi utilizado um suabe para cada ponto de colheita, sendo
representado por superficies que entravam em contato com os produtos (equipamentos e
utensilios), tendo sido delimitada uma &rea de colheita de 20 cm? utilizando-se para a

demarcagao um gabarito em ago inoxidavel (APHA, 2001), e pelos espacgos interdigitais e

' Cecon - Centro de Controle e Produtos para Diagnostico Ltda. - Sdo Paulo.
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palma das maos, no caso dos manipuladores. Apds a colheita os suabes eram
mergulhados em quatro mililitros de agua peptonada a 0,1%.

As amostras do ambiente foram tomadas pela exposicdo de duas placas de Petri
contendo os meios seletivos especificos para o género em estudo (agar dextrina-
ampicilina e agar vermelho de fenol-amido-ampicilina), que permaneceram abertas por 15
minutos, em locais proximos ao tanque de coagulagao dos queijos (APHA, 2001).

As amostras de leite cru foram colhidas, de forma asséptica, diretamente do tanque
de recepgao da industria e nos “tarros” utilizados pela fazenda leiteira.

O leite pasteurizado foi colhido logo apds ser submetido ao tratamento térmico na
saida da tubulagdo do pasteurizador. Na propriedade rural as amostras foram colhidas
imediatamente antes da adi¢gdo do coalho, sendo denominado leite aquecido, sempre de
forma asséptica.

Massa coagulada e enformada foram depositadas em frascos tipo Erlenmeyer,
tomando os devidos cuidados de assepsia. J&4 as amostras de Queijo Minas Frescal e
queijo Colonial foram tomadas em suas embalagens originais como sdo expostos ao
consumo.

O transporte das amostras de agua, leite cru, leite pasteurizado, queijo e os tubos
com os suabes foi realizado em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel. As placas de
Petri foram transportadas em temperatura ambiente.

As amostras referentes a producédo de queijo Minas Frescal foram transportadas
até o Laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisa em Alimentagcdo (CEPA) da
Universidade de Passo Fundo-RS, onde foram processadas. Ja as amostras referentes
ao queijo artesanal foram analisadas no Laboratorio de Analises de Alimentos da
Universidade do Estado do Rio Grande do Sul, Unidade de Ibiruba-RS.

A fim de avaliar a qualidade da matéria prima utilizada na fabricacdo dos dois
queijos, amostras de leite cru foram encaminhadas ao Servico de Analise de Rebanhos
Leiteiros (SARLE) do CEPA, da Universidade de Passo Fundo-RS para realizacdo de

contagem de células somaticas e contagem total de bactérias por Citometria de Fluxo.
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Amostras dos queijos prontos para consumo também foram submetidas a
verificacao de pH e atividade de agua junto ao Laboratério de Fisico-quimica do CEPA, da

Universidade de Passo Fundo-RS.

3.4 Metodologia empregada no isolamento de bactérias do género

Aeromonas

3.4.1 Preparo das amostras e enriquecimento seletivo

Para isolamento de bactérias do género Aeromonas foi realizado inicialmente
enriquecimento seletivo em caldo tripticase-soja (TSB) adicionado de ampicilina® na
concentragcao de 30 mg por litro (ABEYTA JUNIOR et al., 1990).

As amostras de agua foram filtradas em membrana de éster de celulose® de 47
milimetros de diametro e poros 0,45 micrometros. Essas membranas, apds serem
picadas, foram depositadas em frascos tipo Erlenmeyer contendo 100 mL de TSB
adicionado de ampicilina.

Os suabes, bem como a agua peptonada utilizada no transporte, apés a retirada da
aliquota utilizada na prova de semeadura direta para contagem, foram vertidos em tubo de
ensaio contendo 20 mL do caldo de enriquecimento seletivo.

As amostras de leite cru, pasteurizado ou aquecido e de queijo das diferentes fases
do processo, nas quantidades de 10 mL ou 10 g, respectivamente, foram enriquecidas
com 90 mL do TSB acrescido de ampicilina. A homogeneizagcao das amostras de queijo

com o TSB foi realizada em aparelho tipo Stomacher?”.

3.4.2 Plaqueamento seletivo
Apds incubagdo do caldo de enriquecimento seletivo a 28°C por 24 horas em

incubadora para BOD, foi realizado, nas mesmas condicdes de incubacédo, o

2 Sigma - A9393
% Swinnex Disc Filter - Millipore
* Stomacher, Marca Marconi, Modelo MA440
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plaqueamento seletivo em agar vermelho de fenol-amido-ampicilina (PALUMBO, 1985) e
agar dextrina-ampicilina (HAVELAAR & VONK, 1988). Nos dois casos a ampicilina foi

adicionada, ap0s a esterilizagéo, na concentragdo de 10 mg por litro.

3.4.3 Isolamento das colbnias e identificacdo presuntiva do género

Das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram tomadas, para cada um dos
meios utilizados, até cinco colénias com caracteristicas sugestivas do género, que séo:

- Agar vermelho de fenol-amido-ampicilina: colénias amareladas, com halo transparente
devido a hidrdlise do amido.

- Agar dextrina-ampicilina: colénias amareladas, circundadas por halo decorrente da
hidrolise da dextrina.

Estas foram semeadas em tubos com agar tripticase-soja (TSA) inclinado. Apos o
periodo de incubagao foram feitos esfregagos corados pelo método de Gram. Culturas
que se apresentavam na forma de bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em
cadeias curtas e Gram negativas, foram repicadas em agar ftriplice-agucar-ferro (TSI)
(SAAD, 1991). Apds incubagao a 28°C por 24 horas, as culturas que apresentaram reagao
acida tanto na base como no bisel, com ou sem formagédo de gas, foram novamente
repicadas em TSA, e, em seguida, submetidas as provas da motilidade, oxidase e
catalase, seguindo esquema de caracterizagdo adotado por POPOFF (1984), HAVELAAR
& VONK (1988), ARAUJO et al. (1989), KNOCHEL (1990), NEVES et al. (1990) e
HUDSON & LACY (1991). Essas provas foram realizadas conforme metodologia descrita

a sequir.

Prova da motilidade (Mac FADDIN, 1976) - Para tal, as culturas foram inoculadas, por
picada profunda, em tubos contendo agar semi-solido para teste de motilidade. Esses
foram incubados a 28°C por 24 horas e considerava-se moveis as culturas que
apresentavam crescimento em toda a extensao do tubo.

Prova da oxidase (Mac FADDIN, 1976) - Para a realizagéo desta prova, foram realizados

esfregacos das culturas, através da utilizacdo de alga de platina, em fitas para
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determinagao de oxidase®, adquiridas prontas para uso. Foram consideradas positivas as

culturas cujos esfregacos tornavam-se de coloragao rosea em alguns segundos.

Prova da catalase (Mac FADDIN, 1976) - Com auxilio de alga de niquel-cromo, foram
realizados esfregagos das culturas em estudo na superficie de laminas de vidro. Em
seguida foi adicionada uma gota de agua oxigenada a 3% e o imediato desprendimento

de gas indicava teste positivo.

Os cultivos que apresentavam as caracteristicas de motilidade, oxidase e catalase

positivas, foram considerados como de Aeromonas sp.

3.4.4 Caracterizacao das espécies

As culturas isoladas foram submetidas as provas bioquimicas para identificacdo
das espécies, seguindo o esquema de caracterizagdo adotado por (POPOFF, 1984),
acrescido de algumas provas recomendadas por BUCHANAN & PALUMBO (1985) e
ABEYTA JUNIOR et al. (1990), com atualizagbes apresentadas por PIDIYAR et al.
(2002), HARF-MONTEIL et al. (2004), MINANA-GALBIS et al. (2004) e TACAO et al.
(2005), que sao: producao do indol; hidrélise da esculina e da arginina; descarboxilagao
da lisina e da ornitina; fermentacao do inositol, da salicina, da sacarose, do manitol e da
arabinose; producdo de acetoina a partir da glicose (VP); producéo de gas a partir da
glicose; crescimento em caldo nutriente a 37°C com 0%, 3% e 6% de cloreto de sédio e
reducao do nitrato.

As provas bioquimicas para a caracterizacdo das espécies foram realizadas
seguindo metodologia de Mac FADDIN (1976).

Prova da producéo de indol - Para a realizagao dessa prova as cepas foram inoculadas
em tubos contendo agua peptonada a 1% e estes incubados a 28°C por 24 horas. Na
leitura foi utilizado de 0,2 a 0,3 ml do reativo de Kovac’s e considerado resultado positivo

quando ocorria a formacao de um anel vermelho na superficie do meio.

® Probac do Brasil - Produtos Bacteriologicos Ltda.
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Prova da hidrélise da esculina - As cepas em estudo foram inoculadas em tubos
contendo caldo vermelho de fenol, adicionado de esculina na propor¢gédo de um grama por
litro. Apos incubagdo a 28°C por 24-48 horas considerava-se como positivas as culturas
em que havia mudancga da coloragdo do caldo de vermelho para amarelo. A coloragao
amarela decorre da mudanga de cor do indicador de pH, em fungédo da acidificagdo do

meio, demonstrando a utilizag&do da glicose, originaria da hidrélise da esculina.

Prova da hidrolise da arginina e descarboxilacdo da lisina e ornitina - Na realizagcao
dessas provas, utilizou-se o meio base de Moller, adicionado do aminoacido em estudo na
proporcéo de 1%. As cepas em estudo foram inoculadas nos tubos com o caldo, que tinha
sua superficie vedada com uma camada de 6leo mineral. Para cada uma das cepas
testadas foi inoculado um tubo controle contendo somente o meio base. A incubacéo foi
realizada a 28°C por até 4 dias, com leituras a cada 24 horas. O resultado foi considerado
positivo (utilizagdo dos aminoacidos) quando havia mudanga da coloragdo do meio para
purpura, indicando alcalinizagéo e negativo quando este tornava-se amarelo e permanecia

com essa tonalidade até o final do periodo de incubacao.

Prova da fermentacdo da arabinose, inositol, manitol, sacarose e salicina - As cepas
em estudo foram inoculadas em uma bateria de tubos contendo caldo vermelho de fenol
base, acrescentados do carboidrato a ser testado. A incubacéo foi realizada a 28°C por
24-48 horas e consideradas positivas as provas em que ocorria acidificagdo do meio,

revelada pela mudanca de cor do indicador de pH de vermelho para amarelo.

Prova da producédo de acetoina (VP) a partir da glicose - Na realizagado da prova as
cepas foram inoculadas em tubos contendo caldo de cultivo MR-VP e incubadas a 28°C
por 48 horas. Apods esse periodo foram adicionados 0,6 ml de uma solug¢ao de alfa-naftol
a 5% e 0,2 ml de uma solugao de hidréxido de potassio a 40% (reativo de Barritt) em cada
tubo. Apds agitagao foi realizada a leitura e a prova considerada positiva quando ocorria a

formacgao de coloragédo vermelha em até 15 minutos.
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Prova da producédo de gas a partir da glicose - As culturas foram inoculadas em tubos
contendo caldo vermelho de fenol base adicionado de glicose e tubos de Durham
invertidos. Apds incubagdo a 28°C por 24-48 horas foi realizada a leitura, considerando-
se como positivo o teste em que havia a producdo de gas, revelada pela presenca do

mesmo, no interior do tubo de Durham.

Prova do crescimento em caldo nutriente a 37°C com 0%, 3% e 6% de cloreto de
sadio - Para a realizagao da prova cada cepa foi inoculada em caldo nutriente sem cloreto
de sddio e com a presenga do sal nas concentragdes de 3% e 6%. A incubagao foi
realizada a 37°C por 24 horas e o teste considerado positivo quando havia turvagdo do

meio, denotando crescimento microbiano.

Prova da reducédo do nitrato - As culturas foram inoculadas em tubos contendo caldo
nitrato e estes incubados a 28°C por 48 horas. Apds esse periodo foram adicionados os
reativos de alfa-naftilamina a 0,5% e de acido sulfanilico a 0,8%. O resultado positivo foi
revelado pelo aparecimento de coloragdo avermelhada em até 30 segundos. Nos tubos
com resultado negativo foi adicionado zinco em pd, que promove a redug¢ao do nitrato a
nitrito e consequente mudanga de cor. Esse procedimento foi realizado com o objetivo de

comprovar a eficiéncia da técnica.

3.5 Metodologia utilizada para contagem do género Aeromonas

3.5.1 Diluicdo das amostras

As amostras de agua de abastecimento foram inoculadas na sua condig¢ao original,
sendo os resultados computados como unidades formadoras de colénias (UFC)/mililitro.

Para a contagem a partir das amostras representadas por suabes inoculava-se,

apos perfeita homogeneizagdo destes com os quatro mililitros de agua peptonada que
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serviam de transporte (realizada em agitador de tubos®), a prépria agua peptonada e
também a sua diluigdo a 1/10 em agua peptonada a 0,1%. Os resultados foram expressos
em UFC/cm?, sendo considerado que cada mililitro da agua peptonada era representativo
da populacdo microbiana encontrada em cinco cm? da superficie de equipamentos e
utensilios.

Quanto a contagem da populagéo do género Aeromonas a partir das amostras de
leite cru, leite pasteurizado ou aquecido, massa e queijo utilizaram-se da diluigdo
preparada para a fase de enriquecimento seletivo, onde 10 mL ou gramas
respectivamente, de cada um dos tipos de amostra foram homogeneizados, em aparelho
Stomacher, com 90 mL de caldo TSB. Também foram preparadas diluicdes até 1/10000

em agua peptonada 0,1%.

3.5.2 Inoculacdo em agar seletivo

Para a realizagao da contagem do género Aeromonas foram utilizadas placas de
agar vermelho de fenol-amido-ampicilina, sendo a semeadura realizada em superficie, em
volumes de 0,1 mL de cada amostra ou diluicdo. Para uma distribuicdo homogénea do
inéculo na superficie do meio, utilizava-se um bastdo de vidro em forma de “L”.

A incubacdo das placas foi realizada em incubadora para BOD a 28°C por 24
horas, a partir do que se identificava e realizava-se a contagem das colénias com

caracteristicas do género Aeromonas.

3.5.3 Contagem e confirmacé&o do género
Para a confirmagdo do género isolavam-se até cinco colénias com as
caracteristicas acima descritas, as quais foram submetidas as provas de identificacéo,

conforme apresentado no item 3.4.

€ Marca Phoenix - Modelo AP56
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3.6 Testes de sensibilidade a antimicrobianos

Foram realizados de acordo com a metodologia descrita por BAUER et al. (1966) e
NCCLS (1986). Para a realizacdo desses testes as cepas foram repicadas em tubos
contendo cinco mL de caldo TSB e incubadas a 37°C por 18 a 20 horas. Apds a
incubacéo, aliquotas das culturas foram gotejadas de forma asséptica em tubos contendo
quatro mL de solugdo de salina esterilizada, até a obtencdo de turvagao idéntica a da
solucido padrao de cloreto de bario, preparada pela adicdo de 0,5 mL de uma solugéo
0,048 M de cloreto de bario a 99,5 mL de &cido sulfurico a 1% (v/v) (escala de Mac
Farland). A seguir, as culturas diluidas foram semeadas, com auxilio de suabes
esterilizados, em placas com agar Mueller-Hinton e, apos aproximadamente trés minutos,
tempo necessario a secagem da superficie do meio, foram colocados os polidiscos’
contendo os antimicrobianos. A leitura foi realizada apos 18 a 24 horas de incubacéo a
37°C, através da medida dos halos de inibigdo, com a utilizagdo de régua milimetrada. Os
didmetros obtidos em milimetros foram comparados com a tabela fornecida pelo
fabricante dos discos utilizados.

Foram testados 15 principios ativos de uso rotineiro na medicina humana e animal,
sendo eles: Amicacina (30 pg), Amoxicilina (30 ug), Ampicilina (10 ug), Aztreonam (30 ug),
Cefalotina (30 pg), Cefepime (30 pg), Cefoxitina (30 ug), Ceftazidima (30 pg), Ceftriaxona
(30 pg), Ciprofloxacina (05 ug), Cloranfenicol (30 ug), Gentamicina (10 ug), Piperacilina/T
(110 pg), Sulfazotrim (25 pg) e Tetraciclina (30 ug).

3.7 Andlise estatistica

Foi realizado o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado para comparagao da
frequéncia de isolamentos e da frequéncia dos perfis de resisténcia a antimicrobianos de
bactérias do género Aeromonas entre as amostras de producdo industrial e colonial
(STEEL & TORRIE, 1960).

® DME — Diagnéstico Microbiolégico Especializado. — Poli Sensidisc 15.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados apresentados nas Tabelas 1 e 2, verifica-se que o género
Aeromonas foi isolado em 49 (16,6%) das 295 amostras processadas. Na Tabela 1
estdo identificadas as populacdes e espécies de Aeromonas isoladas em cada um dos

pontos de coleta para o queijo Minas Frescal.

Tabela 1- Espécies e populagdes de Aeromonas sp. obtidas em amostras colhidas durante o
fluxograma de producao do queijo Minas Frescal, no periodo de 2006 a 2008, na

regiéo Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

Amostras

Origem Analisadas Positivas(%) Populagdo Média Espécies
Agua 25 0 (0,0) <1,0x10UFC/mL -
:Vl.a‘.’ Manipulador 25 0 (0,0) <1,0x10UFC/m30
nicio
viac Manipulador 25 02(80)  1,0x10UFC/méo A. caviae
Utensilios 25 0 (0,0) <1,0x10UFC/cm?
Ambiente 25 05 (20,0)  2,1x10'UFC/placa A. caviae

. 7 A. caviae, A. sobria,

Leite Cru 25 24 (96,0) 1,0x10"UFC/mL A schuberti
Leite Apos 25 01(4,0)  1,0x10 UFC/mL A. sobria
Pasteurizagao
Massa Coagulada 25 0 (0,0) <1,0x10 UFC/g
Massa Enformada 25 0 (0,0) <1,0x10 UFC/g -
Queijo Pronto 25 0(0,0) <1,0x10 UFC/g -

TOTAL 250 32 (12,8)
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As analises dos diferentes produtos e pontos envolvidos durante a produgao do
queijo Minas Frescal, revelaram a presenga do género Aeromonas em 32 (12,8%) das
250 amotras.

Para o leite cru, 24 (96,0%) amostras foram positivas para o género. A. caviae foi
isolada em 87,5% das amostras positivas, A. sobria em 16,7% e A. schubertii em 4,2%.
Em contrapartida, apenas uma amostra de leite pasteurizado foi positiva, nesta foi
isolada a espécie A. sobria.

Em relacdo as amostras ambientais, 20,0% foram positivas, sendo a espécie A.
caviae a unica isolada. Quanto a avaliagdo das méaos dos manipuladores como possivel
fonte de contaminacgao e disseminacgao da bactéria para o queijo industrializado, foram
realizados suabes antes do inicio das atividades e durante a produgédo do queijo. No
primeiro momento de coleta, 100,0% dos suabes realizados na industria foram
negativos para Aeromonas sp., porém no decorrer das atividades de produgao, ocorreu
a contaminacao, visto o agente ter sido isolado em 8,0% dos suabes realizados durante
a jornada de trabalho. Somente a A. caviae foi isolada com populagdo média de
1,0x10UFC/méao.

Com estes resultados destaca-se o elevado nivel de contaminacao do leite cru.
Trés espécies do género Aeromonas foram isoladas em 24 das 25 amostras
analisadas.

Diversos autores ja relataram a presenga do género no leite cru e em seus
derivados. CARNEIRO & ROSSI JUNIOR (2006) verificaram os possiveis pontos de
contaminacgao e disseminagao da Aeromonas sp. no fluxograma de beneficiamento em
uma granja de Leite Tipo A no Estado de S&o Paulo, e encontraram 90,0% de
amostras positivas para o género no leite cru. No mesmo estado, AMARAL et al. (2006)
obtiveram 85,0% e 55,0% de amostras positivas em periodos de chuva e estiagem,
respectivamente.

Em estudo realizado por IBRAHIM & Mac RAE (1991) na Australia, 27,0% das
amostras de leite cru analisadas foram positivas para Aeromonas sp. com predominio
da A. hydrophila. Para MELAS, PAPAGEORGIOU & MANTIS (1999) 40,5% das

amostras foram positivas para o género. ENEROTH et al. (1998) relataram percentual
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de 48,0%. Valor ainda maior foi observado por KIROV et al. (1993), que obtiveram
60,0% de amostras positivas.

A revisao de literatura revelou valores menores, quando comparados com 96,0%
de amostras positivas obtidos na presente pesquisa, demonstrando assim, o risco
potencial que o leite cru representa como o maior disseminador das aeromonas na
industria de lacteos.

As aeromonas estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, especialmente
na agua, no solo e nas fezes dos animais (PALU et al., 2006). Desta forma podem
atingir facilmente o uUbere das fémeas em lactagdo e os utensilios empregados na
obtencao do leite, e entdo ser carreada para o mesmo.

Destaca-se ainda, a possibilidade do agente formar biofilmes, tanto na tubulagao
da agua da propriedade, quanto nos equipamentos de ordenha, locais que se tornam
fontes de contaminagdo. Neste caso, o0s aspectos higiénico-sanitarios sao
determinantes da qualidade da matéria prima e por consequéncia dos produtos finais.

Para se ter uma idéia dos aspectos higiénico-sanitarios e das caracteristicas do
leite empregado pela industria para elaboragdo do queijo Minas Frescal, amostras de
leite foram coletas diretamente dos tanques de recepcdo do laticinio, minutos antes do
seu processamento e encaminhadas para analise. A contagem total de bactérias
revelou uma populagdo média de 7,7x10°UFC/mL, com valores que variaram de
1,6x10°UFC/mL a 1,4x10’UFC/mL. Para contagem de células somaticas a média
observada por mL foi de 4,3x10°. O valor médio de pH do leite foi 6,5. Demonstra-se
com estes resultados a qualidade microbiolégica insatisfatéria da matéria prima utilizada
para produgao do derivado lacteo, sendo as aeromonas parte desta contaminagao
inicial.

A contaminacdo da matéria prima pode estar relacionada ao papel fundamental
que a agua apresenta como fonte de origem das aeromonas para o leite durante a sua
obtengdo nas propriedades rurais. Especialmente nos estabelecimentos leiteiros da
regido em estudo, que na grande maioria, empregam a agua obtida de pogos profundos

ou rasos, sem cloracao ou avaliacdo de potabilidade.



O fato de 96,0% das amostras de leite cru analisadas apresentarem o agente,
também pode estar relacionado com as grandes distancias percorridas entre as
propriedades rurais e o laticinio. Ja que, o tempo de armazenamento do leite até o seu
processamento, mesmo sob refrigeracdo, pode ser favoravel a multiplicagcdo das
aeromonas.

Apesar de tratar-se de uma bactéria mesodfila, estudos tém demonstrado que o
agente € capaz de se multiplicar em baixas temperaturas, competir com a microbiota
psicrotrofica, e até produzir fatores de viruléncia nestas condicbes (DASKALQOV, 2006).

Segundo KIRQV et al. (1993) as bactérias do género Aeromonas mantidas a 5°C
sao capazes de quadruplicar sua populagcdo em curto espaco de tempo, indicando
crescimento psicrotréfico competitivo em grande variedade de alimentos.

Nesse sentido, destaca-se que a refrigeracdo do leite, imediatamente apds a
ordenha, visa diminuir a multiplicagdo de bactérias mesdfilas causadoras de
acidificagao. Entretanto, isso favorecera a microbiota psicrotréfica presente na matéria
prima, o que podera provocar diversas alteragdes no leite e seus derivados (PALU et
al., 2006). E extremamente importante que o leite cru seja obtido em condicdes
higiénico-sanitarias adequadas para diminuir a contaminagao inicial e, desta forma, a
reducdo da temperatura pode manter a contagem microbiana em niveis baixos.
Salientou-se que, quanto maior o tempo de estocagem sob baixas temperaturas (7 a
10°C) de um leite apresentando alta contagem inicial de microrganismos, maiores serao
as possibilidades de alteragdes no produto final pela agdo de microrganismos
psicrotréficos (PALU et al., 2006).

Associado a isso, destaca-se o fato das aeromonas produzirem diferentes
enzimas e fatores de viruléncia que poderdo permanecer no alimento, mesmo quando
nao € possivel isolar células vegetativas. Diferentes autores revelaram preocupagao
quanto a veiculagao de cepas enterotoxigénicas através de alimentos de origem animal,
destacando o perigo a satude publica (FREITAS, 1993, ROSSI JUNIOR, 2001).

O género é sensivel a pasteurizagdo, inclusive, segundo COSTA & ROSSI
JUNIOR (2002), 75,0% das aeromonas resistem ao aquecimento a 56°C durante dez

minutos e serdo eliminadas se mantidas por 20 minutos a esta temperatura. Assim,
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acredita-se que o fato de uma das 25 amostras de leite pasteurizado ter sido positiva
para o género, esteja relacionada com a recontaminacdo apds o processamento
térmico. Essa hipotese também foi levantada por KIROV et al. (1993). Estes autores
encontraram 60,0% (43/72) de amostras positivas para Aeromonas sp. no leite cru e
apenas 4,0% no leite pasteurizado.

Por outro lado, 100,0% das amostras de massa coagulada, massa enformada e
queijo pronto para consumo, foram negativas para Aeromonas sp. Justifica-se este
achado pela eliminagdo do agente na matéria prima pela pasteurizagéo, ja que apenas
uma amostra de leite pasteurizado foi positiva e com pequena populacao, e pelo baixo
nivel de contaminagao observado nas demais possiveis fontes do microrganismo, como
ambiente e m&os do manipulador.

Os resultados podem estar associados também com a viabilidade e estabilidade
da bactéria em alimentos que é favorecida pelo pH neutro, umidade e manutengao da
temperatura 6tima de 28°C, apesar de contar com uma larga faixa de tolerancia. E
possivel entdo, que o pH desfavoravel no queijo pronto para consumo, que foi em
média de 5,8, tenha contribuido para o ndo isolamento do agente. Durante a
coagulagao e enformagem o pH variou entre 6,5 e 6,6, com temperaturas médias 31°C
e 41°C, respectivamente na massa apdés a coagulagdo e durante o processo de
enformagem.

Ainda em relagao ao pH, MERINO et al. (1995) afirmam que pH 4,6 parece ser o
menor valor testado para multiplicacdo das aeromonas. Este, quando associado as
demais caracteristicas ideais de temperatura e umidade, permitiu a multiplicagao lenta
do microrganismo. Parece haver também, uma diferenga de toleréncia ao acido entre as
especies, estando a A. caviae ausente em meios acidos. Diante desta informacao, e
sabendo que esta espécie foi a mais isolada nas amostras, o pH pode ter sido um fator
inibidor do agente no queijo pronto para consumo.

Pode ter contribuido para o n&o isolamento do agente o fato de o queijo
enformado ter sido mantido imerso em salmoura e sob refrigeragdo durante 12 horas,
para s6 entdo ser embalado. Em relacdo a presenca de NaCl (cloreto de sédio) a

Aeromonas sp. nao toleram concentra¢des superiores a 5%, desde que em condi¢des
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ideais de temperatura. Se mantidas a 3,8°C, a concentracdo de NaCl nao deve ser
superior a 3,5% para permitir a multiplicacédo do agente (MERINO et al., 1995).

Ja, considerando os parametros de atividade de agua (ay), em trabalho realizado
por MERINO et al. (1995), em condi¢des de laboratério, o microrganismo foi capaz de
se multiplicar com taxa de a, superior a 0,94. Com temperatura de 3,8°C a
multiplicacdo s6 foi observada com taxa de a, superior a 0,98 e associada a baixa
concentragdo de sal. Para as amostras de queijo em estudo a a,, média foi de 0,98,
indicando a possibilidade da multiplicacdo das aeromonas neste alimento, desde que os
demais fatores fossem favoraveis.

Para o queijo Colonial os resultados estdo expressos na Tabela 2. O género foi
isolado em sete dos nove pontos de coleta distribuidos durante o fluxograma de
producdo. Dezessete (37,7%) do total de 45 amostras processadas foram positivas para
0 género.

Diferentemente do observado no processamento do queijo Minas Frescal, a agua
utilizada na propriedade rural foi positiva para o género. Das cinco amostras de agua,
trés (60,0%) estavam contaminadas. Em uma das amostras foram isoladas as espécies
A. hydrophila e A. caviae concomitantemente. Isolou-se somente a A. hydrophila em
uma segunda amostra e na terceira amostra positiva foi isolada a A. caviae.

Das amostras positivas, 100,0% foram oriundas da agua utilizada pela
propriedade rural para fabricagdo do queijo Colonial e proveniente de pogo raso,
utilizada sem nenhum tipo de tratamento ou realizacido de analises para avaliar sua
qualidade microbiolégica e fisico-quimica. Confirma-se com este resultado, que
diferentes espécies de aeromonas sao capazes de se multiplicar em sistemas de
distribuicdo de agua.

Comparando com os resultados da industria de queijo Minas Frescal, 100,0%
das amostras foram negativas para o género. A agua era proveniente de poco profundo,
que sofre tratamento adequado (clorag&o) e € supervisionado pelo Servigo de Inspegéo
Federal através de analises mensais de potabilidade. Estas, durante todo experimento,

mostraram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagao brasileira.
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Assim, para fabricacdo de queijos, confirmou-se que a agua néo tratada pode
representar uma importante fonte de contaminacdo e disseminacdao do género

Aeromonas.

Tabela 2 - Espécies e populacbes de Aeromonas sp. obtidas em amostras colhidas durante o
fluxograma de producgao do queijo Colonial, no periodo de 2006 a 2008, na regido
Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

Amostras
Origem Analisadas Positivas(%) Populacdo Média Espécies
Agua 05 3 (60,0) 7,3x10UFC/mL  A. hydrophila, A. caviae
M?C?oMa”'p“'ad” 05 3(60,0)  4,0x10UFC/mdo  A. hydrophila, A. sobria
';’:ﬁgl'\"a”'p“'ador 05 2(40,0)  1,0x10UFCimdo A veroni, A. jandaei
Utensilios 05 1 (20,0) 1,0x10UFC/cm? A. caviae, A. sobria
Ambiente 05 0 (0,0) <1,0x10UFC/placa -
. 4 A. hydrophila, A. caviae,
Leite Cru 05 3 (60,0) 2,2x10"UFC/mL A veronii
Leite Apos 05 2 (40,0) 1,0x10°UFC/mL A. hydrophila
Aquecimento
3 A.hydrophila, A. caviae,
Massa Coagulada 05 3 (60,0) 6,7x10°UFC/g A veroni
Queijo Pronto 05 0(0,0) <1,0x10UFC/g -
TOTAL 45 17 (37,8%)

Espécies de aeromonas consideradas moveis s&o membros importantes da

microbiota normal da agua, com relatos de isolamento a partir de aguas doce, salgada
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ou salobra, poluidas ou ndo, contaminadas por fezes ou potaveis, ndo cloradas bem
como de aguas cloradas (ROCHA, 2004).

A maioria dos autores considera que a agua € a principal fonte de contaminagao
para os alimentos de uma forma geral (MASSA, ALTIERI & D’ANGELA 2001,
SZCZUKA & KAZNOWSKI, 2004, SOLER et al. 2003 e AGUILERA-ARREOLA et al.
2005), atuando também como veiculo de transmissdo do agente ao ser humano,
predominantemente durante os periodos quentes (ROSSI JUNIOR, AMARAL & NADER
FILHO, 2000).

AMARAL et al. (2006) destacam a agua como importante veiculo de transmissao
do género Aeromonas para o leite. Os autores isolaram o agente em 70,0% e 30,0% de
amostras de agua nao clorada utilizada em propriedades leiteira, nos periodos de chuva
e estiagem respectivamente.

Ha na literatura relato de isolamento de Aeromonas sp. a partir de aguas em
diferentes condic¢des, inclusive cloradas (MENDES et al., 2003). Entretanto, o cloro
residual, empregado no tratamento da agua pela industria submetida ao Servigo Oficial
de Inspecdo, pode ter sido o fator limitante a sobrevivéncia e multiplicagédo do género
Aeromonas, sugerindo que essa agua nao atuou como fonte de contaminagdo nas
diferentes etapas do processamento.

No sentido de corroborar com os resultados obtidos no presente estudo,
pesquisas apontam a agua nao tratada como a forma mais comum para se adquirir este
patégeno. Para FUZIHARA et al. (1995), 4,6% das amostras de agua clorada foram
positivas para o género contra 42,4% das nao cloradas.

Quase 50,0% das amostras de agua nao tratada analisadas por GHENGHESCH
et al. (2001) foram positivas para o género Aeromonas, sendo 59,0% A.hydrophila,
27,0% A. caviae, 11,0% A. sobria e 3,0% foram consideradas atipicas.

Da mesma forma para MASSA, ALTIERI & D’ANGELA (2001), cinco das 20
amostras de agua de pogo nao clorada, foram positivas para A. hydrophila, A. caviae e
A. sobria.

Para agua de abastecimento utilizada por industrias de produtos de origem animal,

ROSSI JUNIOR et al. (1996) ndo isolaram o género da agua utilizada em um
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estabelecimento que abatia e industrializava carne bovina e atribuiram tal resultado ao
cloro residual. Resultado semelhante foi obtido por COSTA & ROSSI JUNIOR (2002) ao
analisar agua de abastecimento empregada durante o fluxograma de abate de frangos.

Ressalta-se ainda o risco a saude publica representada pela agua de
abastecimento utilizada pela propriedade avaliada, considerando as aeromonas como
importantes agentes de gastrenterites e demais enfermidades e destacando seu
potencial enterotoxigénico e hemolitico. Nesse sentido, BURKE et al. (1984), isolaram
aeromonas de pacientes com diarréia e de amostras de agua clorada e nao clorada, na
Australia. Os autores verificaram que 91,0% dos isolados de diarréia, 70,0% dos
isolados de agua de abastecimento e 64,0% dos de agua nao clorada eram
enterotoxigénicos e hemoliticos.

Com base nos resultados obtidos, associados aos dados da literatura pesquisada,
sugere-se que no caso do queijo Colonial a agua pode ter sido uma das fontes de
contaminagdo e disseminacdo da Aeromonas sp. durante a sua producgéo.
Representando também, um risco para saude das pessoas que consomem esta agua
diariamente na propriedade. Na industria, porém, esta fonte foi totalmente eliminada, ja
gue o género nao foi isolado em nenhuma das 25 amostras de agua analisadas.

As maos dos manipuladores também foram avaliadas como uma possivel fonte
de contaminacdo e disseminag&o para o queijo. Para o queijo Colonial, foi possivel
isolar A. hydrophila e A. sobria em 60,0% dos suabes realizados antes do inicio das
atividades, com populagdo média de 4,0x10 UFC/mao, demonstrando que o
manipulador pode chegar ao local de trabalho portando na pele os referidos
microrganismos. Reforga-se, com este resultado, a importancia da correta desinfec¢ao
das maos, especialmente durante a producao artesanal de alimentos.

Durante a jornada de trabalho, 40,0% dos suabes foram positivos para A. veronii
e A. jandaei, com populagcdo média de 1,0x10 UFC/mao. Diante destes resultados, as
maos dos manipuladores podem representar também importante via de disseminagao
do patdgeno para o queijo Colonial, tanto no inicio quanto durante a jornada de
trabalho. Destaca-se, nesse caso, a necessidade de correta desinfecgao das méaos dos

manipuladores.
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O isolamento de espécies diferentes, antes e durante a jornada de trabalho, pode
estar associado ao fato do manipulador ter contato com diversos equipamentos e
utensilios da propriedade e ndo somente os utilizados para produgao do queijo Colonial.

Outros autores também revelaram a presenga do género em manipuladores,
evidenciando inclusive o seu potencial enterotoxigénico. De acordo com o estudo
realizado por ROSSI JUNIOR et al. (2001), foram isoladas 102 cepas de Aeromonas sp.
(18 de A. hydrophila, 65 de A. caviae e 19 atipicas) de diferentes produtos e locais em
um matadouro frigorifico de bovinos, envolvendo dentre outros tipos de amostras,
suabes das superficies das maos de manipuladores antes e durante a jornada de
trabalho. Revelaram-se como produtoras de enterotoxinas trés (16,7%) cepas da
espécie A. hydrophila originarias das maos dos manipuladores antes que eles
iniciassem seus trabalhos e uma (1,5%) da espécie A. caviae, também isolada das
Maos.

Para os utensilios empregados na fabricagado do queijo Colonial uma amostra foi
positiva. As espécies A. sobria e A. caviae foram isoladas com populacdo média de
1,0x10"UFC/cm?. Evidencia-se assim, a importancia das superficies como fontes de
contaminagao para o produto final e a necessidade de correta limpeza e higienizagao
das mesmas, visto que estas podem ser faciimente contaminadas a partir de outras
fontes de contaminagcdo, como a agua, passando a se constituir veiculo de
contaminacgao cruzada.

Em relagdo ao leite empregado para fabricagdo do queijo Colonial, das cinco
amostras de leite cru analisadas, trés (60,0%) foram positivas para A. hydrophila, A.
caviae e A. veronii. Como ja citado anteriormente o leite cru parece estar
frequentemente contaminado com microrganismos do género Aeromonas. Fato que
pode ser explicado por diferentes fatores, entre eles pela distribuicdo ambiental do
agente, além de o mesmo fazer parte da microbiota da agua. Dessa maneira pode
atingir facilmente o leite, durante sua obtenc&o ou armazenamento.

Em relacdo as caracteristicas higiénico-sanitarias do leite produzido na
propriedade, a contagem total de bactérias foi de 3,5x10°UFC/mL, para contagem de

células somaticas o valor foi de 3,7x10%/mL e o pH médio das amostras foi 7,0. Estes
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resultados indicam condigdes higiénico-sanitarias de obtencdo da matéria prima
deficientes, visto serem muito superiores aos estabelecidos pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001) que determina o limite para contagem de células somaticas e contagem
total bacteriana em, no maximo 7,5x10°/mL.

Apesar das condi¢des insatisfatorias, durante o processo de fabricagao do queijo
Colonial o leite utilizado como matéria prima nao sofria pasteurizacdo, somente um
aquecimento em temperatura média de 34,6°C por 15 minutos, para posterior adicdo do
coalho enzimatico. Nessas condicdes, tanto no leite apdés o periodo de aquecimento,
quanto na massa ja coagulada, foi possivel isolar diferentes espécies do género
Aeromonas. No leite, foram isoladas A. hydrophila, em duas das cinco amostras
coletadas. Para massa coagulada trés amostras foram consideradas positivas. A.
hydrophila, A. caviae e A. veronii foram isoladas.

Nenhuma das amostras de queijo pronto para consumo analisadas revelou a
presenca do agente. O queijo Colonial no momento de sua comercializagao
apresentava um pH médio de 5,7, fato que pode ter contribuido para o ndo isolamento
da Aeromonas sp., especialmente se associado as condigdes nao ideais de
concentragcao de sal e a,. A manutengdo do queijo em temperatura ambiente pode ter
favorecido a multiplicacdo de diferentes géneros de microrganismos, € nesse caso, a
competicdo pode ter dificultado o isolamento das aeromonas durante o cultivo.

Os resultados, porém, divergem de outros trabalhos consultados, especialmente
dentre aqueles realizados no Brasil. FREITAS (1993) relata o isolamento da Aeromonas
sp. em 32,0% das amostras de queijo branco coletadas em supermercados do Rio de
Janeiro, sendo 28,0% das culturas produtoras de enterotoxinas.

BULHOES & ROSSI JUNIOR (2002) analisaram 160 amostras de queijo Minas
Frescal artesanal adquiridas no comércio varejista dos municipios de Pogos de
Caldas/MG e Jaboticabal/SP, objetivando verificar a ocorréncia de bactérias do género
Aeromonas no produto. Do total de amostras analisadas, 82 (51,2%) apresentaram
Aeromonas, encontrando as espécies A. hydrophila, A. caviae, A. schubertii e cepas

consideradas atipicas. Alguns estudos consideram as espécies A. hydrophila, A. sobria
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e A. caviae predominantes dentre as espécies isoladas de leite e subprodutos (KIROV
et al., 1993).

Segundo DASKALOV (2006) as medidas de controle adotadas para A.
hydrophila seriam o uso de &agua tratada, cozinhar bem os alimentos, higiene no
manuseio, processamento, preparagao e estocagem dos alimentos e devido a natureza
psicrotréfica das aeromonas, alimentos principalmente de origem animal com larga vida
de prateleira em refrigeragcado necessitam ser manipulados e estocados corretamente.

No presente estudo foi verificado uma diferenga significativa (p<0,01) entre os
estabelecimentos produtores quanto ao percentual de amostras positivas para
Aeromonas sp. No estabelecimento submetido ao servigo de inspegcao permanente,
foram identificadas quatro fontes de contaminacgéo e disseminagdo do agente durante o
fluxograma de produgao do queijo Minas Frescal, dos dez pesquisados, sendo que das
250 amostras analisadas, 12,8% foram positivas. Em comparagédo, durante o
processamento do queijo Colonial, produzido sem nenhum acompanhamento oficial e
sem seguir as determinagdes legais de instalagdes, higiene e controle de qualidade,
37,7% das 45 amostras foram positivas. Foi possivel isolar o agente em sete dos nove
pontos analisados. Cabe enfatizar entdo, o maior risco que a produgao informal de

alimentos representa para populagdo consumidora.

4.1 Comportamento frente a acdo de antimicrobianos

O aparecimento de estirpes com multipla resisténcia a agentes antibacterianos
constitui um problema na atualidade de grande importéncia para a saude publica.
Isolados de aeromonas com multipla resisténcia a antimicrobianos tém sido relatadas
em diversas partes do mundo (VIVEKANANDHAN et al., 2002). Segundo diferentes
autores, as aeromonas podem adaptar-se rapidamente as novas drogas empregadas
na medicina (BIZANI & BRANDELLI, 2001).

A multipla resisténcia foi relatada por ROSSI JUNIOR et al. (2000) que

detectaram 84,3% de cepas resistentes a dois ou mais antimicrobianos, porém,
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conforme esta demonstrado nas Tabelas 3 e 4, esta realidade mostrou-se ainda mais
preocupante no presente estudo, que revelou culturas de aeromonas resistentes a
multiplas drogas, especialmente dos isolados obtidos na linha de produgdo do queijo
Minas Frescal. Neste caso, 98,3% dos isolados apresentaram resisténcia a dez ou mais
principios. 51,8% dos isolados foram resistentes a todos os principios testados. Para A.
caviae, A. sobria e A. schubertii 100,0% das culturas apresentaram resisténcia a seis ou

mais principios.

Tabela 3 - Distribuicdo das culturas de A. caviae, A. sobria e A. schubertii isoladas em
diferentes pontos do fluxograma de producgéo do queijo Minas Frescal, no periodo
de 2006 a 2008, na regiao Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, em relagéo
ao numero de antimicrobianos a que se mostraram resistentes.

RESISTENCIA A. caviae A. sobria A. schubertii TOTAL
(n® de principios)’ (n® de culturas) (n® de culturas) (n® de culturas) GERAL
1
2
3
4
5
6 01(2,0) 01(1,7)°
7
8
9
10 02(4,0) 01(16,7) 03(5,2)
11 03(6,0) 03(5,2)
12 03(6,0) 02(33,3) 05(8,6)
13 06(12,0) 06(10,3)
14 09(18,0) 01(16,7) 10(17,2)
15 26(52,0) 02(33,3) 02(100,0) 30(51,8)
TOTAL 50(100,0) 06(100,0) 02(100,0) 58(100,0)

Antimicrobianos: tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, amicacina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina, sulfazotrim,
amoxicilina, aztreonam, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina e piperacilina.
2 Percentagem de isolados resistentes em relagédo ao total de isolados da espécie.
3 Percentagem de isolados resistentes em relagéo ao total de isolados testados.



Tabela 4 - Distribuicdo das culturas de A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veroni e A. jandaei
isoladas em diferentes pontos do fluxograma de produgédo do queijo Colonial, no
periodo de 2006 a 2008, na regiao Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, em
relagdo ao numero de antimicrobianos a que se mostraram resistentes.

RESISTENCIA A.hydrophila  A. caviae A. sobria A. veroni A. jandaei TOTAL
(n® de principios)' (n®de culturas) (n®de culturas) (n®de culturas) (n®de culturas) (n®de culturas) GERAL

1

2
3 01(5,9)2 01(10,0) 02(5,0)°
4 01(10,0) 01(2,5)
5 02(20,0) 02(5,0)
6 01(5,9) 01(10,0) 02(5,0)
7 02(28,5) 02(5,0)
8 01(14,3) 01(2,5)
9
10 02(20,0) 02(5,0)
11 01(5,9) 02(28,5) 03(7,5)
12 06(35,3) 01(10,0) 02(66,7) 09(22,5)
13 03(17.6) 01(10,0) 04(10,0)
14 05(29,4) 01(10,0) 01(14,3) 01(33,3) 01(33,3) 09(22,5)
15 01(14,3) 02(66,7) 03(7,5)

TOTAL 17(100,0) 10(100,0) 07(100,0) 03(100,0) 03(100,0)  40(100,0)

Antimicrobianos: tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, amicacina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina, sulfazotrim,
amoxicilina, aztreonam, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina e piperacilina.

2 Percentagem de isolados resistentes em relagéo ao total de isolados da espécie.

3 Porcentagem de isolados resistentes em relagédo ao total de isolados testados.

Para os isolados obtidos durante o fluxograma de produgdo do queijo Colonial,
75% foram resistentes a pelo menos dez antimicrobianos. Verifica-se que das 17
culturas de A. hydrophila submetidas ao teste de sensibilidade a antimicrobianos, 15
(88,2%) apresentaram resisténcia a, no minimo, onze principios.

O perfil de resisténcia observado para essa espécie é superior ao citado na
literatura consultada. COSTA & ROSSI JUNIOR (2002), obtiveram 50,0% dos isolados
resistentes a quatro principios e 14,3% a até sete principios em diferentes
combinagdes. ROSSI JUNIOR et al. (2000) evidenciaram 22,2% das culturas de A.

hydrophila resistentes a dois principios e 38,9% a até seis.
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A multipla resisténcia também foi identificada para as demais espécies isoladas.
A. caviae mostrou-se resistente a, pelo menos, trés antimicrobianos. Para A. sobria
todos os isolados foram resistentes a sete principios ou mais. Ja, para A. veroni, todos
os isolados foram resistentes a quatorze ou quinze antimicrobianos. A. jandaei
apresentou resisténcia a pelo menos doze principios antimicrobianos.

Para todas as espécies de aeromonas identificadas, o perfil de resisténcia as
drogas de uso comum na medicina humana e animal, observado no presente estudo, foi
superior ao relatado na bibliografia consultada. Esses achados sao preocupantes, uma
vez que as culturas dessas espécies foram obtidas na linha de processamento de dois
diferentes tipos de queijos amplamente consumidos no Rio Grande do Sul, revelando
risco a saude publica.

Na Figura 1 estdo especificados o numero de isolados do género a partir do
fluxograma de producgao do queijo Minas Frescal, resistentes, sensiveis e intermediarios

aos 15 antimicrobianos testados.
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Figura 1- Perfis de resisténcia dos isolados de Aeromonas sp. do fluxograma de processamento
queijo Minas Frescal, no periodo de 2006 a 2008, na regidao Noroeste do Rio Grande
do Sul.
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Para a ampicilina, amoxicilina e piperacilina/tazobactam, 100% dos isolados
foram resistentes, para amicacina e cefalotina apenas um isolado foi sensivel. Para
cefoxitina uma cepa foi sensivel e uma apresentou perfil intermediario. Sulfazotrim
revelou 94,8% de isolados resistentes, para tetraciclina e ceftazidima o percentual foi de
93,1% e 91,3% para cloranfenicol e cefepime. Em relacdo ao aztreonam, 52 (89,6%)
isolados foram resistentes. Os antimicrobianos aos quais 0s microrganismos
apresentaram os menores perfis de resisténcia foram gentamicina, ciprofloxacina e
ceftriaxona, com 70,6%, 77,5% e 81,0%, respectivamente.

Na Figura 2 estd demonstrado os perfis de resisténcia dos isolados do
fluxograma de preparacdo do queijo Colonial. Dentre os 40 isolados também foram
observadas culturas com resisténcia a multiplos antimicrobianos, porém revelou-se um
numero maior de isolados sensiveis em comparagdo aos obtidos no queijo Minas

Frescal.
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Figura 2- Perfis de resisténcia dos isolados de Aeromonas sp. do fluxograma de producéo do
queijo Colonial, no periodo de 2006 a 2008, na regido Noroeste do Rio Grande do Sul.
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Gentamicina, cefepime e ciprofloxacina apresentaram os menores niveis de
resisténcia (42,5%, 45,0% e 47,5%, respectivamente). Para o aztreonam 22 (55,0%)
isolados foram resistentes, para ceftriaxona foram 26 (65,0%), 27 (67,5%) para a
amicacina, 28 (70,0%) para ceftazidima e 30 (75,0%) para cloranfenicol e cefoxitina.
Para tetraciclina, piperacilina/tazobactam, sulfazotrim e cefalotina os indices de
resisténcia foram respectivamente 82,5%, 85,0%, 87,5% e 97,5%. Para amoxicilina e
ampicilina 100% dos isolados foram resistentes.

Para alguns grupos de antimicrobianos, houve diferenga significativa quanto ao
perfil de resisténcia de isolados obtidos durante o fluxograma de producédo dos
diferentes tipos de queijos. Para os Beta-lactdmicos e aminoglicosideos (p<0,01) e para
quinolonas e cloranfenicol (p<0,05), a resisténcia foi maior nos isolados Aeromonas sp.
identificados durante a produgdo do queijo Minas Frescal. Para tetraciclinas e
sulfamidicos ndo existiu diferenca entre os grupos. E possivel que a maior resisténcia
observada nos isoladas a partir da produgao industrial, esteja associada ao uso de
diferentes antimicrobianos, representando diversas propriedades rurais e ndo apenas
uma como ocorre na producao colonial.

A comparacdo, com resultados obtidos por outros autores, quanto ao perfil de
resisténcia, revela-se preocupante, especialmente em aspectos ligados a saude
publica. Para BIZANI & BRANDELLI (2001), isolados de A. hydrophila e A. sobria
oriundos da agua de abastecimento e agua da lavagem das carcagas bovinas
mostraram-se predominantemente resistentes aos antibiéticos Beta-lactamicos, porém,
100% das 15 amostras testadas foram sensiveis a amicacina, azitromicim, cefalexina,
cefatriaxone, cefoperazone, espiramicina, gentamicina, norfloxacina, ofloxacina,
pefloxacina, tetraciclina e tobramicina. Nove isolados foram sensiveis a todos os 32
antimicrobianos testados.

GHENGHESCH et al. (2001) também demonstraram isolados de A. hydrophila,
A. caviae e A. sobria resistentes a ampicilina (100% dos isolados); 95% foram
resistentes a cefaloridine e 5% a tetraciclina, porém foram sensiveis a gentamicina, a

kanamicina, ao cefatriaxone, ao cloranfenicol, ao ciprofloxacim e ao acido nalidixico.
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A resisténcia multipla do agente também é destacada por VIVEKANANDHAN et
al. (2002). Estes autores obtiveram mais de 95% das amostras resistentes a
bacitracina, eritromicina, neomicina, novobiocina, polimixina-B e a rifanpicina. Menor
perfil de resisténcia foi observado para cloranfenicol (3,7%), gentamicina (7,5%),
estreptomocina (8,7%) e &acido nalidixico (16,9%). Cerca de 51% dos isolados foi
resistente a tetraciclina.

Kampfer et al. (1999), citados por FALGAS (2003), determinaram a sensibilidade
de 217 culturas, que representavam 14 espécies de aeromonas, a 69 agentes
antimicrobianos. Estes autores constataram que ndo existiam diferencas significativas
entre as espécies. A maioria das cepas foi sensivel as tetraciclinas, quinolonas,
cloranfenicol, nitrofurantoina, trimetropim, a maioria dos aminoglicosideos,
cefalosporinas, azlocilina e piperacilina.

Para FALGAS (2003) todas os isolados , com excecdo da A. trota, foram
resistentes a ampicilina e 44,1% deles cepas foram resistentes a tetraciclina. Quanto as
cefalosporinas cabe destacar que todas as espécies mostraram certa resisténcia (60%
para A. hydrophila, 54% A. popoffi, 47% A. caviae e 21% A. veronii). Os
aminoglicosideos e as fluroquinolonas apresentaram uma boa atividade frente aos
isolados. Todas as cepas foram sensiveis ao ofloxacina e a ciprofloxacina. Porém 26%
dos isolados de A. caviae, 20% das A. hydrophila e 88% das A. veronii eram resistentes
ao acido nalidixico e ao acido pipemidico.

Em estudo realizado por COSTA (2003) isolados de A. hydrophila mostraram-se
resistentes a ampicilina, amoxicilina, lincomicina, novobiocina, oxacilina, penicilina,
rifampicina, ao trimetropim+sulfametoxazol, gentamicina, tetraciclina e oxitetraciclina,
além de pouca sensibilidade a eritromicina e kanamicina.

SHARMA, DUBEY & SHARAN (2005) destacaram o risco para saude publica
associado a resisténcia das aeromonas a diversos antimicrobianos de uso humano e na
aquicultura. Isolados de diferentes espécies, obtidos a partir de amostras de agua do rio
Narmada, na india, utilizada para abastecimento publico e atividades de recreagao,

mostraram-se resistentes a ampicilina e sensivel a gentamicina.
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ARAUJO JUNIOR, ECHEVERRIGARAY & DELAMARE (2007) avaliaram 62
amostras de Aeromonas sp. obtidas de fezes de humanos, raspagem cutinea de
suinos, entre outras. Cerca de 63% dos exemplares estudados apresentaram
resisténcia multipla a mais de dois R-lactamicos avaliados, 5% foram resistentes a
amicacina, 3% a tobramicina e gentamicina, 16% a tetraciclina, 6% a ciprofroxacina,
15% ao sulfazotrim e 18% ao cloranfenicol.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem destacar as aeromonas
como importantes contaminantes na industria de lacteos. Apesar do controle
desempenhado pelo servico de inspecgao, foi possivel identificar amostras positivas em
pontos importantes de disseminagao, como as maos dos manipuladores e 0 ambiente.
Neste caso, destaca-se a importdncia das condigcdes das instalacbes e corretas
medidas de higiene a fim de evitar maiores riscos. Destaca-se ainda a importancia da
pasteurizacdo da matéria prima, e o controle de todas as etapas de producéo.

Atribui-se a producao informal os maiores riscos relacionados a saude do
consumidor. Durante o processamento artesanal, diferentes fontes de contaminagao e
disseminagao do microrganismo foram identificadas. Salienta-se o uso de agua nao
tratada pela propriedade rural, a inexisténcia de tratamento térmico da matéria prima e
a falta de higiene.

Apesar da legislagdo brasileira estabelecer, desde 1950, a obrigatoriedade da
inspecao sanitaria para todos os produtos de origem animal (BRASIL, 1950), o que
constata-se € a producdo e consumo ainda baseados em aspectos culturais. Os
produtos coloniais, de um modo geral, ndo oferecem melhores pregos, mas trazem para
alguns consumidores a falsa impresséo de se tratar de um produto saudavel, que nao
oferece riscos.

Fica evidenciado, porém, que na producgao informal ndo existe nenhum controle
do processamento, nem mesmo com aspectos basicos como a qualidade da agua,
determinante da qualidade do produto final. Diante do exposto alerta-se para o risco
potencial que o consumo destes alimentos pode representar para saude publica.

Medidas preventivas baseiam-se na adequacdo das pequenas propriedades

produtoras as normas higiénico-sanitarias e de controle de qualidade estabelecidas pela
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legislacao. Esta conquista depende, porém, ndo apenas da fiscalizacdo pelos 6rgaos
competentes e do apoio politico, mas principalmente da conscientizagdo do
consumidor, muitas vezes desinformado sobre as reais condigdes em que os alimentos

informais séo produzidos.
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5 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos € possivel afirmar que:

- Nos fluxogramas de producdo de queijos Minas Frescal e Colonial, existem
diferentes pontos que podem funcionar como fontes de contaminacado e disseminacao
da Aeromonas sp. para os queijos, evidenciando o risco para a saude publica, mesmo
com a auséncia do agente no produto acabado.

- Na produgéo industrial do queijo Minas Frescal, o leite cru, o leite pasteurizado,
os manipuladores e o ambiente atuaram como fontes de contaminacgao e disseminagao
de Aeromonas sp.

- A agua de abastecimento, leite cru e apds aquecimento, os manipuladores, os
utensilios e a massa apos coagulagao representaram os maiores riscos como fontes de
contaminagdo e disseminacdo de Aeromonas sp. durante a produgdo do queijo
Colonial.

- Na producdo industrial as maiores populagdes de Aeromonas sp. foram
observadas no leite cru; baixas contagens foram encontradas nas maos dos
manipuladores, ambiente e leite apds a pasteurizacao.

- Durante o processamento do queijo Colonial, altas contagens de Aeromonas
sp. foram identificadas no leite cru, apés aquecimento, e massa coagulada. Agua de
abastecimento, maos de manipuladores e utensilios apresentaram as menores
contagens. Na semeadura direta para contagem nos queijos prontos para consumo, 0
género nao foi isolado.

- Os perfis de resisténcia dos isolados de Aeromonas sp. revelaram resisténcia
multipla aos antimicrobianos de uso na medicina humana e animal, caracterizando
assim risco a saude publica, especialmente nos isolados durante o fluxograma de

produgao industrial.
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