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RESUMO

O queijo colonial artesanal é um produto tipico da regido sul do Brasil, considerado o
principal produto familiar produzido na regido. Possui caracteristicas organolépticas
de cor, odor e sabor caracteristicos influenciados diretamente pela microbiota
enddgena da regido produtora. A populacdo microbiana presente no queijo colonial
artesanal depende da qualidade da matéria-prima, processo higiénico-sanitério, clima
e raca do gado leiteiro. O principal objetivo deste trabalho foi a investigacdo da
resisténcia antimicrobiana de cepas de Escherichia coli isoladas de queijo colonial
artesanal produzido a partir de leite cru na cidade de Seara, Santa Catarina. Foram
analisadas cinco amostras com diferentes tempos de maturacéo, produzidos nos anos
de 2022 e 2023. O teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) foi realizado utilizando
o método de disco-difusdo de Kirby-Bauer, foram testados 16 antimicrobianos de 7
classes distintas. Os isolados foram submetidos a um contato prévio com dois
antimicrobianos a fim de realizar uma triagem inicial, cerca de 75% dos isolados
resistiram e seguiram para o TSA. Ao todo, foram avaliados 53 isolados, cerca de
17,0% foram totalmente susceptiveis aos antimicrobianos testados. Todos os isolados
foram totalmente susceptiveis a amoxicilina-acido clavulanico, ertapenem,
sulfametoxazol-trimetoprim, meropenem e imipenem, além disso os isolados de 2022
também foram suscetiveis a amicacina e gentamicina enquanto os de 2023 foram
susceptiveis a ampicilina. A maior resisténcia foi apresentada a norfloxacina (20,0%
nos isolados de 2022 e 36,4% nos isolados de 2023), seguido pela tetraciclina (15,0%
e 27,3%) e cefoxitina (15,0% e 18,0%), respectivamente. Além disso, investigou-se a
presenca de E. coli produtora de [B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
utilizando o teste de difusdo em disco duplo, contudo nenhum isolado deste tipo foi
confirmado. Cerca de 15,0% dos isolados obtidos a partir das amostras de 2022 e
12,1% de 2023, apresentaram um perfil de multirresisténcia, ou seja, foram resistentes
a trés ou mais classes de antimicrobianos. Além de avaliar a resisténcia
antimicrobiana de cepas de E. coli, este trabalho visou quantificar os principais
microrganismos presentes nas amostras conforme requerido pela legislacao
brasileira. Os resultados obtidos a partir das analises microbiolégicas para mesdfilos
aerobios, bolores e leveduras, bactérias acido laticas, Enterobacteriaceae, E. coli,
estafilococos coagulase positiva estdo de acordo com o limite maximo toleravel
definidos pela Portaria MAPA 146/96 e IN 161/22. Salmonella spp. e Listeria
monocytogenese estavam ausentes em todas as amostras analisadas. Nenhuma das
amostras apresentaram niveis detectéveis de toxina estafilococica. Nos ultimos anos,
houve um aumento significativo no nimero de surtos de origem alimentar causados
por E. coli, superando em ndmeros o0s surtos causados por Salmonella e
Staphylococcus. Este estudo encontra sua justificativa na busca por estimular uma
reflexdo sobre a resisténcia antimicrobiana, ao mesmo tempo em que aborda
guestdes cruciais relacionadas a saude Unica.

Palavras-chave: antimicrobianos; disco-difusédo; analises microbiolégicas.



ABSTRACT

Artisanal colonial cheese is a typical product from the southern region of Brazil,
considered the main family-produced product in the region. It has organoleptic
characteristics of color, odor, and flavor directly influenced by the endogenous
microbiota of the producing region. The microbial population present in artisanal
colonial cheese depends on the quality of the raw material, hygienic-sanitary process,
climate, and breed of the dairy cattle. The main objective of this study was to
investigate the antimicrobial resistance of Escherichia coli strains isolated from
artisanal colonial cheese produced from raw milk in the city of Seara, Santa Catarina.
Five samples with different maturation times, produced in the years 2022 and 2023,
were analyzed. The antimicrobial sensitivity test (AST) was performed using the Kirby-
Bauer disk diffusion method, testing 16 antimicrobials from 7 different classes. The
isolates were subjected to prior contact with two antimicrobials to perform an initial
screening, and about 75% of the isolates resisted and proceeded to AST. In total, 53
isolates were evaluated, and approximately 17.0% were fully susceptible to the tested
antimicrobials. All isolates were fully susceptible to amoxicillin-clavulanic acid,
ertapenem, sulfamethoxazole-trimethoprim, meropenem, and imipenem. In addition,
isolates from 2022 were also susceptible to amikacin and gentamicin, while those from
2023 were susceptible to ampicillin. The highest resistance was observed against
norfloxacin (20.0% in isolates from 2022 and 36.4% in isolates from 2023), followed by
tetracycline (15.0% and 27.3%) and cefoxitin (15.0% and 18.0%), respectively.
Additionally, the presence of extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing E.
coli was investigated using the double-disk diffusion test, but no isolates of this type
were confirmed. Approximately 15.0% of the isolates obtained from the 2022 samples
and 12.1% from 2023 exhibited a multidrug-resistant profile, meaning they were
resistant to three or more classes of antimicrobials. In addition to evaluating the
antimicrobial resistance of E. coli strains, this study aimed to quantify the main
microorganisms present in the samples as required. The results obtained from
microbiological analyses for aerobic mesophiles, molds and yeasts, lactic acid
bacteria, Enterobacteriaceae, E. coli, and coagulase-positive staphylococci are in
accordance with the maximum tolerable limits defined by Portaria MAPA 146/96 and
IN 161/22. Salmonella spp. and Listeria monocytogenes were absent in all analyzed
samples. None of the samples showed detectable levels of staphylococcal toxin. In
recent years, there has been a significant increase in the number of foodborne
outbreaks caused by E. coli, surpassing the outbreaks caused by Salmonella and
Staphylococcus in terms of numbers. This study is justified by the aim to foster a
reflection on antimicrobial resistance, while simultaneously addressing critical issues
related to the concept of One Health.

Keywords: antimicrobials; disk diffusion; microbiological analysis.
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1INTRODUCAO

No Brasil, ainda ndo existe uma definicdo Unica prevista em legislacdo que
determine a caracterizacao de um alimento artesanal. Contudo, na literatura existem
diversas definicbes para queijos artesanais que abrangem aspectos diversos
relacionados a utilizacdo de leite cru ou pasteurizado de diferentes animais, uso de
métodos manuais e de padronizagdo. Além disso, fazem mencdo ao uso de
formulag@es tradicionais, em pequena ou média escala de producdo, com diferentes
tipos de maturacédo e as diversas variedades existentes perante a comercializacéo
(ROLDAN; REVILLION, 2019).

A legislacdo estadual define o queijo colonial artesanal como aquele
elaborado por métodos tradicionais, com vinculacao territorial, obtido por coagulagéo
do leite cru, fresco ou nao, integral ou parcialmente desnatado, por meio de coalho ou
outras enzimas coagulantes, completada ou ndo pela adicdo de fermento lacteo
especifico e/ou alimento/substancia alimenticia (SANTA CATARINA, 2021). A
diversidade microbiana € indispenséavel para o desenvolvimento das caracteristicas
do queijo (JOHNSON, 2017). As bactérias acido lacticas (BALs) sdo destaque na
microbiota do queijo colonial artesanal, pois sédo primordiais para obter caracteristicas
sensoriais desejadas deste produto (BADARO et al., 2020). No entanto, os produtos
lacteos de origem do leite cru, e especialmente, 0s queijos, podem estar contaminados
com uma grande variedade de bactérias potencialmente prejudiciais aos seres
humanos, incluindo Escherichia coli (IMRE et al., 2022).

Apesar da maioria das cepas de E. coli serem consideradas bactérias
comensais do trato gastrointestinal de humanos e animais, as cepas patogénicas
podem causar diferentes infeccdes intestinais e extraintestinais por serem facilmente
encontradas no meio ambiente e em diversos alimentos (SHIN et al., 2015;
CRECENCIO, 2018). E. coli é utilizado como microrganismo indicador, sendo que a
recuperacdo e contagem desse microrganismo € utilizado como um indicador
confiavel de contaminacéo fecal e pode vir a indicar possivel presenca de alguns
microrganismos que constituem uma ameaca a saude publica (ALTALHI; HASSAN,
2009). A sua presenca no Ubere do animal também pode acarretar no
desenvolvimento de mastite, que por sua vez sdo frequentemente tratadas com
antibioticos (NIKOLOUDAKI et al., 2021; RUBIOLA et al., 2022).
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Nas ultimas décadas, o uso inadequado de agentes antimicrobianos para
diferentes finalidades, terapéuticas e profilaticas, tanto em seres humanos quanto em
animais de producdo, levou ao aparecimento de um fenGmeno de resisténcia
antimicrobiana, tanto para o caso de bactérias comensais quanto para bactérias que
ameacam a saude publica (IMRE et al., 2022). A multirresisténcia em E. coli € uma
guestao preocupante, cada vez mais observada na medicina humana e na medicina
veterindria, por todo o globo (POIREL et al., 2018).

Dentro do contexto de saude Unica, cepas antes descritas em infec¢cbes
hospitalares agora também séo relatadas no ambiente de producédo e em alimentos
(ARAGAO et al., 2022). Estudos sobre a epidemiologia e diversidade microbioldgica
de patdégenos multirresistentes na cadeia produtiva do queijo, por exemplo, séo
importantes para a seguranca de alimentos pois contribuem para um melhor
entendimento das medidas de controle e prevencao da disseminacdo de patégenos
(ARAGADO et al., 2022; WANG et al., 2020). Além disso, a aquisi¢ao e a transferéncia
de genes de resisténcia, associados a selecdo exercida pelo uso intensivo destas
substancias na criagdo animal destinada ao consumo humano, corroboram a
importancia e a necessidade de se avaliar a presenca de bactérias resistentes a
antibioticos nos alimentos (CARDOSO; MARIN, 2014; PIRES et al., 2019). Sendo
assim, a resisténcia antimicrobiana em E. coli é considerada um dos maiores desafios,
em humanos e animais, em escala mundial e precisa ser encarada como um grande
problema de saude publica (POIREL et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo analisar a resisténcia a antibiéticos em cepas

de Escherichia coli isoladas de queijo colonial artesanal produzido a partir de leite cru.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os principais microrganismos presentes nas amostras de queijo
colonial artesanal através de analises microbioldgicas classicas

e Comparar resultados de contagem microbiana com parametros microbiol6gicos
definidos pela IN 161/22

e |solar cepas de E. coli de queijo colonial artesanal em diferentes tempos de
maturacao

e Testar osisolados quanto a resisténcia a antimicrobianos pelo método de Kyrbi-

Bauer
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3REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUEIJO ARTESANAL

Os queijos artesanais brasileiros possuem uma importancia historica,
socioecondémica e cultural relevante para a comunidade tradicional brasileira. Estes
produtos se distinguem pela tradicdo secular de fabricacdo passada de geracdo em
geracao, conservando caracteristicas Unicas de sabor quando comparadas a produtos
industrializados (MARGALHO et al., 2020).

A categoria dos queijos artesanais tipicamente representa um produto que é
valorizado a partir de atributos extrinsecos como a utilizacdo de leite cru, as
caracteristicas particulares do leite em funcdo da tipicidade das condicdes
edafocliméticas do local de producdo. Além disso, outros fatores importantes sao as
praticas de producdo adotadas e das espécies e racas de animais do rebanho, além
do uso de métodos manuais. Praticas e formulagbes mais tradicionais na elaboracdo
dos queijos, juntamente com a presenca de fermentos lacteos autoctones, atribuem
caracteristicas sensoriais Unicas ao produto. Os queijos artesanais sdo caracteristicos
de producédo em pequena escala e, geralmente, venda direta (ROLDAN; REVILLION,
2019)

A producédo tradicional de queijo de leite cru em pequenas exploracbes
pecuarias integradas de zonas rurais e sua comercializacdo nos mercados
agroalimentares para consumidores urbanos é uma pratica amplamente difundida em
varios paises (IMRE et al., 2022), incluindo o Brasil. A elevada importancia econémica
e cultural do queijo artesanal brasileiro justifica os esfor¢cos para garantir sua
seguranca, qualidade e procedéncia (PERIN et al., 2017).

O queijo colonial artesanal, tipico da regido sul do Brasil, herdou este nome
devido a cultura, tradicdo, modo de vida e agricultura trazida pelos imigrantes,
especialmente europeus da regido nao ibérica, que se instalaram no sul do pais
(KAMIMURA et al., 2019a). Este tipo de queijo € um produto tradicionalmente
produzido nas propriedades rurais para consumo familiar, ainda hoje, presente no dia
a dia de diversos sulistas sendo o principal produto familiar produzido na regiao
(CARVALHO et al., 2019).

A populagéo microbiana no queijo colonial artesanal depende de fatores como

o clima, a qualidade da matéria-prima e, principalmente, do processo higiénico-
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sanitario em que € submetido durante seu preparo (JOHNSON, 2017). As espécies
de microrganismos que estdo presentes no leite e a sua relacdo ao processo de
producéo do queijo, como a interagdo do consorcio de bactérias laticas, a cinética de
desenvolvimento, as espécies e bidtipos envolvidos sdo determinantes na qualidade
do produto final (CARVALHO et al., 2019).

A presenca de uma microbiota endogena especifica de cada regido produtora
€ 0 que confere aos queijos artesanais caracteristicas organolépticas, de cor, odor e
sabor caracteristicos (MARGALHO et al., 2020) e reoldgicas. Contudo,
microrganismos indesejaveis também podem estar presentes e afetar a qualidade
destes alimentos (DE FILIPPIS et al., 2018; KAMIMURA et al., 2019b).

A biodiversidade da microbiota dos queijos artesanais abrange leveduras,
fungos e principalmente bactérias laticas originarias do leite cru (MARGALHO et al.,
2020). Além disso, é possivel que os produtos finais contenham uma variedade de
microrganismos patogénicos, incluindo E. coli (IMRE et al., 2022).

No Brasil, sdo produzidos diversos queijos artesanais, com diferencas inter-
regionais nos tipos de produtos e nas praticas de fabricacédo (Figura 1). No estado de
Minas Gerais, existe a maior diversidade intra-regional, com a producdo de, pelo
menos, seis queijos tradicionais diferentes: Araxa, Campo das Vertentes, Canastra,
Cerrado, Serro e Triangulo Mineiro (PINTO et al., 2009; SANTOS et al., 2017). Os
queijos Coalhada e Manteiga sao tradicionalmente produzidos no Nordeste
(FERREIRA et al., 2017).

Na regido Sul, destacam-se 0s queijos Serrano e Colonial (CRUZ e
MENASCHE, 2014; FUNCK et al., 2015). O queijo colonial, tipico do sul do pais, é
produzido a partir de leite cru, geralmente de vacas holandesas e Jersey, ambas racas
europeias que apresentam boa produtividade (KAMIMURA et al., 2019a).
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Figura 1. Mapa dos queijos tipicos brasileiros
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Fonte: adaptado de SLOWFOOD BRASIL (2018).
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Sabe-se que 0s queijos artesanais normalmente apresentam caracteristicas
tipicas como sabor e textura, decorrentes da origem e composicdo das culturas
iniciadoras ou do proprio leite, matérias-primas empregadas e condigcbes de
maturacdo (KAMIMURA et al., 2019b; MARGALHO et al., 2020). O modo de producao
do queijo colonial artesanal é especifico de cada produtor e/ou queijaria, de acordo
com a regido em que esta localizado o que resulta em caracteristicas sensoriais,
quimicas e fisicas distintas e especificas. Apesar disso, de forma geral, pode-se definir

um fluxo de producéo deste tipo de produto (Figura 2).

Figura 2. Fluxo geral de producédo do queijo colonial artesanal

Leite
| )
i
Adicdo do Coalho » Adicdo de Sal . - Coagulacido
L - » -
Drenagem do soro |« Aquecimento < -{ Corte da Coalhada |«
- Moldagem | - Pressao Mecéinica }|——» Maturacéo

Fonte: adaptado de Kamimura et al. (2019a)

A deteccdo de microrganismos em todas as etapas de producao do queijo
pode ser atribuida as condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas na cadeia produtiva
(ARAGAO et al., 2022). A seguranca microbioldgica dos queijos artesanais elaborados
com leite cru esta mais associada as condi¢des sanitarias aplicadas na obtencéo do
leite e nas etapas de fabricacdo do queijo, falhas nas boas praticas de producédo que
comprometem a seguranca dos alimentos (TADJINE, et al. 2021; ARAGAO et al.,
2022).
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3.1.1 Aspectos legais da producao do queijo artesanal

A cadeia produtiva de queijos artesanais no Brasil vem apresentando
relevante evolucdo desde a década de 2000, viabilizada pelo desenvolvimento de
normas especificas relacionadas a estes produtos. Com a atualizagdo dos
Regulamentos de Inspecédo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal,
conhecido como RIISPOA, em 2017, e a regulamentacao do Selo Arte em 2019, uma
série de normas estaduais e municipais passaram a ser desenvolvidas e
implementadas (ARAUJO et al., 2020).

Tradicionalmente, o queijo artesanal brasileiro é elaborado a partir de leite cru,
exceto 0s queijos Manteiga e Coalhada, apesar de a legislacéo brasileira estabelecer
a obrigatoriedade da pasteurizacdo do leite utilizado na producdo de queijos com
periodo de maturacgédo inferior a 60 dias (CARVALHO et al., 2016; BRASIL, 1996). No
entanto, na Uultima década a regulamentacdo brasileira foi atualizada e a
comercializacdo destes produtos passou a ser permitida, com algumas ressalvas
(KAMIMURA et al., 2019b; BRASIL, 2013).

A Instrucdo Normativa n° 30 de 2013, publicada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), passou a autorizar a fabricagdo de queijos com
leite cru com periodo inferior a 60 dias, anteriormente estabelecido, desde que
requisitos pré-estabelecidos sejam atendidos (BRASIL, 2013). Os requisitos
estabelecidos pela IN 30/2013, art. 3°, e destinados as propriedades rurais onde estao
localizadas as queijarias determina que as mesmas devem descrever e implementar:

a) Programa de Controle de Mastite com a realizacdo de exames para

deteccdo de mastite clinica e subclinica, incluindo analise do leite da
propriedade em laboratério da Rede Brasileira da Qualidade do Leite
(RBQL) para composigdo centesimal, contagem de células Sométicas e
contagem bacteriana total (CBT);

b) Programa de Boas Préaticas de Ordenha e de Fabricacdo, incluindo o

controle dos operadores, controle de pragas e transporte adequado do
produto até o entreposto; e
c) cloracéo e controle de potabilidade da agua utilizada nas atividades.
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Em Santa Catarina, a legislacéo abrange a utilizacéo de leite cru bovino para
a producao de queijos artesanais, permitindo sua obtencéo em propriedades préximas
a queijaria, pela Lei 17.486, de 16 de janeiro de 2018 (Santa Catarina 2018; Araujo et
al., 2020).

Em novembro de 2021, foi aprovada a Lei Ordinaria n° 18.250, que dispde
sobre os requisitos exigidos para a elaboracdo do Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade (RTIQ) do Queijo Colonial Artesanal de Leite Cru. Nesta, define-se queijo
colonial artesanal como: “aquele elaborado por métodos tradicionais, com vinculacao
territorial, obtido por coagulacéo do leite cru, fresco ou néo, integral ou parcialmente
desnatado, por meio de coalho ou outras enzimas coagulantes, complementada ou
ndo pela adicdo de fermento lacteo especifico e/ou alimento/substancia alimenticia”.
O Art. 12° impbe que o leite que for utilizado na elaboracdo do queijo deve ser
submetido ao processo de filtracdo manual ou mecanizada antes da sua utilizacao.
Além disso, o Art. 7° cita que o processo de elaboracdo do queijo colonial artesanal

podera apresentar as caracteristicas distintas:

a) utilizacéo de leite cru, sendo permitida a juncéo de leite de duas ordenhas
sequenciais;

b) desnate do leite opcional de uma das ordenhas quando houver jungéo de
leite de duas ordenhas;

c) salga no leite, na massa ou na superficie do queijo (salga a seco ou em
salmoura);

d) massa crua ou semicozida;

e) prensagem manual ou mecanizada;

f) maturacdo em temperatura ambiente ou em temperaturas de
refrigeracao/climatizacdo (minima de 5°C) em um periodo minimo de 5
(cinco) dias e suficiente para garantia da inocuidade microbiolégica;

g) utilizacdo opcional de utensilios de madeira durante o processo de
fabricacdo e maturacéo; e

h) tratamento opcional da casca com corante obtido de forma natural ou com

substancia alimenticia.

O produto obtido deve apresentar consisténcia macia, firme ou dura e textura

elastica, amanteigada ou quebradica, em formato redondo, quadrado ou retangular e
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peso variavel de 0,4 kg a 8 kg. Cor amarelo palha a amarelo ouro, sabor ligeiramente
acido ou amendoado e odor latico. Podendo apresentar umidade baixa (até 35,9%),
média (entre 36,0 e 45,9%) ou alta (entre 46,0 até 54,9%) bem como, ser classificado
entre semigordo (25,0 até 44%), gordo (45,0 até 59,9%) ou extragordo (mais que 60%)
a depender do teor de gordura presente (BRASIL, 1996; SANTA CATARINA, 2021).

Outro aspecto importante quanto a elaboracdo de produtos artesanais em
territorio brasileiro é a concesséo do Selo Arte. O Decreto 9.918, que dispbe sobre a
fiscalizagao de produtos de origem animal produzidos de forma artesanal, determinou
gue esses produtos sejam entdo identificados por um selo Unico com a indicacao
“Arte” (BRASIL, 2019; ARAUJO et al., 2020).

Os selos de identificacdo Artesanal, selo Arte e selo Queijo Artesanal, sé&o
certificados que asseguram que os produtos de origem animal foram elaborados
artesanalmente, fazendo uso de receitas e/ou processos considerados artesanais, de
valorizac&o ou vinculacdo, regionais ou culturais. Esta certificacdo, assegura que o
produto possui propriedades organolépticas Unicas, originadas do modo de fabricagédo
artesanal comum da regido, tradicdo ou cultura. Além disso, certifica-se que foram
adotadas as Boas Praticas Agropecuarias e as Boas Praticas de Producéo, durante
toda a elaboracéo do alimento (BRASIL, 2021).

Todas essas legislacdes tem sido criadas e implementadas com o objetivo de
tipificar, padronizar e regulamentar os processos de producgéo e o comercio de queijos
artesanais produzidos por produtores rurais (ARAUJO et al., 2020). Além dos
requisitos especificos, estes produtos ainda precisam estar em conformidade as
demais legislacdes brasileiras. A Instrucdo Normativa n° 161, de 6 de julho de 2022,
por exemplo, estabelece os padr6es microbiolégicos dos alimentos. As analises
microbiolégicas recomendadas para queijos, em geral, sdo: enterotoxinas
estafilococicas (ng/g), Salmonella/25g, Estafilococos coagulase positiva/g,
Escherichia coli/g e bolores e leveduras/g. Ja a Portaria n° 146 de 1996 MAPA, ainda
vigente, em seu Anexo Il define o regulamento técnico geral para a fixacdo de
requisitos microbiolégicos de queijos em geral descrevendo microrganismos e critérios
de aceitacao.

Os padrbes microbiolégicos do queijo colonial artesanal devem atender aos
critérios estabelecidos por legislacéao vigente, além disso estes padrbes séo definidos
com base na umidade do produto (SANTA CATARINA, 2021). Ademais, a IN 161/2022



26

juntamente com a Portaria n°146/1996 estabelecem limites minimos e maximos para
cada analise descrita anteriormente.

As analises microbioldgicas sdo fundamentais na avaliacdo de produtos
alimenticios. Contagens altas sdo indicativas de falhas higiénico-sanitarias durante o
processo de producdo do alimento e/ou contaminagdo cruzada em alguma etapa,
capazes de causar doencas transmitidas por alimentos (RIBAS; DAROIT, 2022). As
doencas transmitidas por alimentos, também conhecidas por DTAs, sdo resultantes
de processos incorretos durante a manipulacao de alimentos, podendo se manifestar
por meio de infeccBes ou intoxicacdes alimentares (BRASIL, 2008). Os sintomas
variam de acordo com o microrganismo ou toxina ingerido e a quantidade de alimento
contaminado que foi consumido. Para reduzir os riscos das DTAs, medidas
preventivas de controle como as boas praticas de fabricacdo (BPF) e procedimentos
operacionais padrées (POPs) devem ser implementados na cadeia produtiva, visando
a melhoria das condicfes sanitarias do ambiente e, por consequéncia, do produto final
(BRASIL, 2008). Apesar de nem todos 0S microrganismos serem patogénicos,
grandes quantidades presentes em alimentos podem ocasionar deterioracdes no
produto, diminuicdo da vida de prateleira além de serem prejudiciais aos
consumidores, que podem desenvolver uma infec¢do alimentar devido ao consumo

do produto.

3.1.2 Microbiologia do queijo colonial artesanal

Queijo € o produto obtido a partir da coagulacdo completa ou parcial do leite,
creme, proteina do leite parcialmente ou totalmente desnatado, ou uma combinacgéao
de todos estes utilizando algum tipo de agente coagulante (KAMIMURA et al., 2019a).
Os queijos artesanais produzidos a partir de leite cru ressaltam uma preocupacgao
guanto a entrega de um produto inécuo ao consumidor e em conformidade com a
legislacao brasileira (BADARO et al., 2020).

A diversidade microbiana é indispensavel para o desenvolvimento das
caracteristicas do queijo, que sao exclusivas de cada regido, dependentes de fatores
como o clima, qualidade da matéria-prima e do processo higiénico-sanitario ao qual &
submetido (JOHNSON, 2017). As bactérias acido laticas (BALs) sdo destaque na
microbiota do queijo colonial artesanal, pois sédo primordiais para obter caracteristicas

sensoriais desejadas deste produto (BADARO et al., 2020).
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As BALs vém sendo identificadas como principal grupo presente em queijos
artesanais, organismos dos géneros Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc,
Enterococcus e a familia Lactobacillaceae sdo habitualmente encontrados e
relacionados a sabor, textura e aroma (FOX et al., 2000; MARTINS et al., 2018). Séao
diferenciadas em BALs homofermentativas, que metabolizam hexoses para piruvato
como intermediario chave e BALS heterofermentativas que metabolizam hexoses
atraves da via fosfatocetolase para piruvato e acetil-fosfato como intermediarios chave
(ZHENG et al., 2020).

As espécies da familia Lactobacillaceae sdo bactérias Gram-positivas,
termofilicos possuem formato de bastonete, ndo formadores de esporos e, em geral,
homofermentativos, apesar de nos habitats intestinais as espécies estarem
associadas a lactobacilos heterofermentativos (ZHENG et al., 2020). Consideradas
probioticas, a maioria das espécies nao fermenta pentoses e produzem principalmente
acido latico como produto final da fermentacdo (IBRAHIM, 2012). E o maior género
dentro do grupo de bactérias acido laticas, compreendendo 261 espécies
extremamente diversas em niveis genotipicos, fenotipicos e ecolégicos (ZHENG et
al., 2020). Lactococcus sao capazes de realizar protedlise, um processo que converte
aminoacidos em complexos de sabor, considerado vital na fabricacdo de queijos
(ISSA; TAHERGORABI, 2019). Sdo cocos Gram-positivos aerdbicos, suas
subespécies sdo predominantes em leite cru e queijos (OLAJIDE; LAPOINTE, 2022).
Este é um género homofermentador da familia das BALS, resultando em um Unico
sobproduto na fermentacédo de acucares, o acido latico. A acidificacdo por meio da
fermentacao da lactose tem por resultado a mitigacao de microrganismos patogénicos
(ISSA; TAHERGORABI, 2019)

Streptococcus sdo bactérias cocoides, Gram-positivas (HOSSAIN, 2014).
Geralmente, sdo metabolicamente ativos no inicio do processo de fabricacdo do
gueijo, fermentando rapidamente a lactose acidificando o meio, algumas cepas sao
comumente utilizadas como culturas iniciadoras. Algumas cepas possuem atividade
proteolitica contribuindo para aroma e sabor final do produto, enquanto outras
possuem a capacidade de fermentar galactose uma caracteristica valiosa para a
industria queijeira pois reduz tempo de producdo, limita proliferacdo de
microrganismos patogénicos e deteriorantes indesejados além de possuirem
propriedades probioticas (SHANI et al., 2021).
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Leuconostoc sdo cocos Gram-positivos, catalase positiva, asporogénicos e
heterofermentativos que produzem compostos de sabor, diacetil e acetoina, algumas
cepas podem produzir exopolissacarideos. Comumente encontrado em leite e
produtos lacteos, essa espécie usa uma combinacdo das vias pentose fosfato e
fosfocetolase para absorcdo de acucar (HASSAN; FRANK, 2011; OLAJIDE;
LAPOINTE, 2022)

Enterococcus crescem em uma variedade de queijos produzidos a partir de
leite cru, sendo considerado altamente desejavel pois pode desempenhar um papel
importante no amadurecimento e desenvolvimento de sabor por meio de protedlise,
lipélise, quebra do citrato e hidrolise da gordura, o que resulta em sabor tipico e
caracteristico de queijos coloniais artesanais (TABAN et al., 2014). Além disso, 0s
enterococos sao considerados probiéticos, produzem bacteriocinas (enterocinas), sdo
ativos contra Listeria e outros patdgenos (DE FERNANDO, 2011).

As bactérias indesejaveis sdo uma classe representada pelas bactérias
indicadoras de qualidade sanitaria e/ou patdégenas como o grupo Estafilococos
coagulase positiva, Enterobacteriaceae, Salmonella spp. e Listeria monocytogentes
(MARTINS et al., 2018; RANGEL-ORTEGA et al., 2023).

Enterobacteriales € um grande e diversificado grupo de bactérias gram-
negativas, anaerébias facultativas em forma de bastonete e ndo formadoras de
esporos (ADELOU et al.,, 2016). A familia Enterobacteriaceae compreende o0s
principais grupos de patdgenos bacterianos transmitidos por alimentos, incluindo
Salmonella, E. coli, Shigella dentre outros (JANDA e ABBOTT, 2021). Além disso,
Enterobacteriales compreende os coliformes, um grupo de bactérias Gram-negativas,
anaerodbicas facultativas, em forma de bastonete, capazes de fermentar lactose,
produzindo acido e gas como produtos principais (CHAUHAN et al., 2016). A deteccao
de coliformes em produtos como queijos tem sido tradicionalmente utilizado para
indicar a qualidade sanitaria da sua producao.

Salmonella é uma bactéria Gram-negativa responsavel por causar a
salmonelose que pode se apresentar em trés manifestacdes clinicas: gastroenterite,
febre tifoide e estado de portador. E um patégeno de origem alimentar que invade o
epitélio intestinal, possui fatores de viruléncia que permitem a multiplicacdo
intracelular e capaz de se espalhar pela corrente sanguinea reduzindo atividade
imunologica (RANGEL-ORTEGA et al., 2023).
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Listeria monocytogenes € uma bactéria patogénica encontrada na agua, solo
e em diversos alimentos, especialmente lacteos. E vista como tdo problematica na
industria de alimentos pois pode crescer e sobreviver a temperaturas de refrigeracéo,
tolerar altas concentragdes de sais e sobreviver em pH variado, de 4 a 9, o que torna
seu controle um desafio (OLIVEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2022). Na industria de
laticinios, essa bactéria ndo esta associada somente a producéo de queijo artesanal,
mas também a producdo de queijo a partir de leite pasteurizado, devido a
contaminagdes no ambiente de processamento (SILVA et al., 2022).

Staphylococcus aureus é um microrganismo Gram-positivo, imével e
coagulase positiva e produtor de enterotoxina considerado um dos principais
patégenos transmitidos por alimentos (RANGEL-ORTEGA et al., 2023). A presenca
deste microrganismo € um indicativo de seguranca microbiolégica comprometida além
de préticas higiénico-sanitarias inadequadas na cadeia produtiva (ARAGAO et al.,
2022). A enterotoxina mais comum em produtos lacteos é a enterotoxina estafilocécica
A, podendo ser encontrada em queijos com alta ou baixa umidade (RANGEL-
ORTEGA et al., 2023).

Doencas transmitidas por alimentos e diretamente ligadas ao consumo de
gueijo ocorreram em diversos paises. Visto isso, varias avaliacdes de risco microbiano
relacionadas a L. monocytogenes, Staphylococcus aureus e infecgdes alimentares
causadas por Escherichia coli vém sendo pauta de discussdo (CARVALHO et al.,
2019).

3.2 Escherichia coli

Escherichia coli sdo bactérias Gram-negativas, anaerébicas facultativas e
habitantes comensais do intestino grosso dos vertebrados, incluindo seres humanos.
Sua presencga é benéfica, pois auxilia na producdo de certas vitaminas além de
participar da digestdo de alimentos que ndo seriam digeridos na sua auséncia
(TORTORA, 2017). Além disso, E. coli e outros coliformes séo frequentemente
utilizados como microrganismos indicadores higiénico-sanitarios. A recuperacao e
contagem desses microrganismos € utilizada como um indicador confiavel de
contaminagdo fecal e indica uma possivel presengca de microrganismos
enteropatogénicos e/ou toxigénicos que constituem uma ameaca a saude publica
(ALTALHI; HASSAN, 2009).
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Apesar da maioria das cepas de E. coli serem consideradas bactérias
comensais do trato gastrointestinal de humanos e animais, as cepas patogénicas
podem causar diferentes infeccdes intestinais e extraintestinais por serem facilmente
encontradas no meio ambiente, em alimentos e existirem em grande quantidade
(SHIN et al.,, 2015; CRECENCIO, 2018). Elementos genéticos moveis podem
transformar E. coli em um patégeno altamente adaptado, capaz de causar uma
variedade de doencas, algumas linhagens patogénicas secretoras de toxina sdo bem
adaptadas a invasdo das células epiteliais intestinais, causando gastroenterite por E.
coli (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

3.2.1 Patoétipos

Como ja citado anteriormente, algumas linhagens patogénicas secretoras de
toxinas sdo bem adaptadas a invasdo das células epiteliais intestinais, causado
gastroenterite por E. coli. Além disso, outros locais como o trato urinario e a corrente
sanguinea, também podem ser afetadas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

As estirpes humanas de E. coli que causam doencas gastrointestinais sao
denominadas de E. coli diarreiogénica e podem ser divididas em cinco categorias, de
acordo com o0s sintomas clinicos e com 0s mecanismos da patogenicidade,
determinantes de viruléncia especificos e associacdo com certos tipos de sorotipos
(Quadro 1), em diversos grupos que podem variar em seus periodos de incubacéo,
duracéo da enfermidade e viruléncia (OHMURA-HOSHINO et al., 2022; FORSYTHE,
2013).

Nos paises em desenvolvimento, os patétipos ETEC (E. coli
enterotoxigénica), EPEC (E. coli enteropatogénica) e EAEC (E. coli enteroagregativa)
sdo considerados como principais causas de diarreia infantil persistente, com
consequéncia potencialmente fatais se nédo tratadas (OHMURA-HOSHINO et al.,
2022).

EHEC (E. coli entero-hemorragica) € o principal patétipo associado a surtos
de intoxicagao alimentar no mundo (OHMURA-HOSHINO et al., 2022; CLEMENTS et
al, 2012). Apesar de as infecgdes por EIEC (E. coli enteroinsavisa) ocorram em todo
0 mundo, elas sdo particularmente habituais em paises de baixa renda, onde a falta

de saneamento e outros problemas relacionados a higiene e deficiéncia na saude
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publica geral favorece sua disseminacéo, ja que sua principal via de transmissao
ocorre fecal-oral (PASQUA et al., 2018).



Grupo

Quadro 1. Cepas patogénicas de Escherichia coli

Sorogrupos

Toxinas
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Sintomas da doenca

Enterotoxigénica
(ETEC)

Enteropatogénica
(EPEC)

Enteroinvasiva
(EIEC)

Entero-hemorragica
(EHEC)

Enteroagregativa
(EAEC)

06, 08, 015, 020, 027, 063, O78,
080, 085, 0115, 0128, 0139, 0148,
0153, 0159, 0167

018, 044, 055, 086, 0111, 0112,
0114, 0119, 0125, 0126, 0127,
0128, 0142

0124, 0143, 0152

06, 026, 046, 048, 091, 098,
0111, 0112, 0146, O157, 0165

Ampla variacdo nos sorotipos

Termossensivel e similar a toxina da

cOlera, atua nas células mucoides;
Termoestavel

N&o aparente

Shigatoxinas nao detectadas

Verocitotoxica, semelhante a

shigatoxina

Toxina termoestavel; Hemolisina;
Verocitotoxina relada em algumas
cepas

Fonte: adaptado de Forsythe (2013).

Diarreia do tipo célera, mas em geral
menos grave

Diarreia infantil e vomito

Espalham-se de célula a célula, a
doenca é semelhante a disenteria

Diarreia sanguinolenta; Colite
hemorragica; Pode progredir para
sindrome urémica hemolitica (HUS)
e parpura trombdética
trombocitopénica (TTP).

Diarreia; Algumas cepas tém sido
descritas como causadoras de HUS.
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3.2.2 Resisténcia microbiana

Nas ultimas décadas, o uso inadequado de agentes antimicrobianos para
diferentes finalidades, terapéuticos e profilaticos, por exemplo, levou ao aparecimento
de uma consequéncia indesejada: o chamado fendmeno de resisténcia antimicrobiana
(RAM), tanto no caso de bactérias comensais quanto de bactérias que ameacam a
saude publica (IMRE et al., 2022). A RAM ocorre quando microrganismos (bactérias,
fungos, virus e parasitas) sofrem altera¢cdes quando expostos a antimicrobianos como
antibioticos, antifungicos, antivirais, antimalaricos ou anti-helminticos (WHO, 2017).

A mastite bovina, inflamacdo do Ubere comumente associada a infeccdo
bacteriana, é reconhecida como a causa raiz do uso de compostos antimicrobianos
em fazendas leiteiras em todo o mundo, levando a perdas financeiras consideraveis
para agricultores e a potencial selecéo e introducdo de genes codificados de RAM e
bactérias associadas em ambientes de producdo de leite e seus derivados lacteos
(NIKOLOUDAKI et al., 2021; RUBIOLA et al., 2022).

A medida que os grandes produtores controlam e gerenciam mais de perto 0s
casos de mastite em seus rebanhos leiteiros, ha maior pressédo para a selecdo de
linhagens resistentes nessas fazendas. Estudos demonstram que 60% dos isolados
de EPEC no leite de grandes produtores foram resistentes a pelo menos um antibiético
enquanto apenas 26,6% dos isolados de EPEC do leite de pequenos produtores
apresentaram resisténcia (TEMAKI et al., 2005; RIBEIRO JUNIOR et al., 2019).

Bactérias resistentes aos antimicrobianos tém a capacidade de difundir a
resisténcia antimicrobiana através da transferéncia horizontal de genes, que permite
a mobilizacdo dos genes de resisténcia entre bactérias (AMOS et al., 2018; PIRES et
al., 2019). Os microrganismos resistentes a maioria dos antimicrobianos sao
conhecidos como multirresistentes. A multirresisténcia em E. coli € uma questéo
preocupante, cada vez mais observada na medicina humana e na medicina
veterinaria, por todo o globo (POIREL et al., 2018).

Animais cujas infecgdes estejam atreladas a E. coli ou outros microrganismos,
séo submetidos a diversos tratamentos com antimicrobianos, incluindo ampicilina,
estreptomicina, sulfonamidas ou oxitetraciclinas ambos amplamente utilizados para
tratamento de mastite bovina, por exemplo (POIREL et al.,, 2018). Além disso,

cefalosporinas de amplo espectro e fluoroquinolonas também sao amplamente
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indicadas para tratamentos por meio de administracdo sistémica ou local, a depender
da gravidade dos sintomas clinicos (SUOJALA; KAARTINEN; PYORALA, 2013).

Os mecanismos mais problematicos em E. coli correspondem a aquisi¢cao de
genes que codificam para 3-lactamases de espectro estendido (conferindo resisténcia
a cefalosporinas de amplo espectro), carbapenemases (conferindo resisténcia a
carbapenémicos), 16S rRNA metilases (conferindo pan-resisténcia a
aminoglicosideos), genes de resisténcia a quinolonas mediada por plasmideo (PMQR)
(que conferem resisténcia a [fluoro]quinolonas) e genes mcr (que conferem resisténcia
a polimixinas) (POIREL et al., 2018).

Um dos principais mecanismos de resisténcia desenvolvido por E. coli para
se adaptar ao antibiético é a hidrélise do anel B-lactamico por meio de enzimas,
denominadas como beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Este mecanismo
permite que 0 microrganismo resista a classe de antibioticos B-lactamicos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (PARUSSOLO et al., 2018), contudo
nao sao capazes de hidrolisar cefamicinas e carbapémicos.

Uma vez resistente a beta-lactamicos as cepas de E. coli tornaram-se uma
complicacéo global emergente ja que os carbapenémicos tém sido uma das principais
opcOes de terapia para as infeccdes humanas, incluindo as causadas por bactérias
produtoras de ESBL (PARUSSOLO et al., 2018).

Os genes de resisténcia comuns para E. coli obtidos nos Estados Unidos em
casos de mastite bovina segundo relatorios citados por Wang (2020) e Srinivasan
(2007), sdao ampC, tetA , tetB , strA , strB, sull e sulll (SRINIVASAN et al.,, 2007
Wang et al., 2020). J& no México, sete genes, incluindo blaCTX-M, tetA, tetB, strA,
strB e trimetoprim-sulfametoxazol foram detectados em cerca de 80% dos isolados
(MEJIA et al., 2017). A caracterizacdo genética da bactéria causadora de mastite é
vital para a selecdo de agente microbianos adequados durante uso e tratamento
(WANG et al., 2020). O Quadro 2, traz um breve resumo de estudos recentes que
pesquisaram o perfil genotipico de resisténcia de E. coli isoladas em leite e produtos

lacteos.



Quadro 2. Estudos que investigaram genes de resisténcia de E. coli isolada em leite e produtos lacteos

Produto e localizacao Técnica utilizada Perfil Genotipico Referéncia
Produtos lacteos
asgtﬁfg:%i ?Ieite EPEC foi o pat6tipo mais comum, 37,0%
feFr)vido e pasteurizado Extracéo de DNA gendmico. | dos isolados, presenca dos genes eaeA e
- P : ' PCR na investigacdo de patotipos e seus | bfpA. ETEC e EIEC, foi detectada em
gueijo, kashk, iogurte, . MADAN!I et al.,
e T genes: EPEC (bfpA + eaeA), EPEC | 13%, com a presenca de genes 2022
ara, 773 c?er,ng o I (eaeA), ETEC (It e st), EIEC (ial) e STEC | relacionados. O gene stx2 (STEC) foi
para pizza, (stx2) identificado em 7,40%. Auséncia do
doogh) e leite cru. patétipo EAEC.
Isfahan, Ird
Queijo produzido a partir
de Ielte:rgvgﬁll;e)de vaca PCR uniplex convencional. Investigacdo | 9,3% abrigaram o0s genes de viruléncia IMRE et al
' de E. coli enterohemorragica: stx1 (Shiga | stx2 e 2,3% stx1. A biovariedade E. coli 2022 "
n toxina 1) e stx2 (Shiga toxina 2). 0157 (incluindo H7) identificada em 7%.
Regiéo de Banat,
Roménia
Patétipo EHEC (0103:H2, 026:H11,
Leite cru, queijo branco O111:H2, 091:H21, O0117:H4, 086)
macio (Kereish e Domiati), encontrado em todos o0s produtos. IBRAHIM et al
iogurte e Laban Rayeb. Identificacdo sorolégica pra determinacao | EPEC (O18:H7) em leite cru e Laban 2022 "

Mansoura, Egito

de patétipos.

Rayeb, ETEC (0127:H6) em leite cru e
gueijo Kareish, EAEC (044:H18) e EIEC
(O159) em leite cru.
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Quadro 3. Estudos que investigaram genes de resisténcia de E. coli isolada em leite e produtos lacteos (continuagao)

Produto e localizagéo Técnica utilizada Perfil Genotipico Referéncia
PCR investigando stxl e stx2 (STEC), | SX1 fol o gene mais prevalente (9%),
! I 0 0
Leite cru. estA, estB e eltB (ETEC), aggR (EAEC), seglgldo por eae (04,5A)), estBo(3A>), _stx2
bfp e eae (EPEC) e ipaH (EIEC) (1,5%), estA (1,5%), elt (1,5%) e ipaH
. o ~
Regido norte (Jinan, Harbin, | Para genes de resisténcia [B-lactamase é%t?e?t)édozgggaszvoe bg';)a.rgﬁ/lo (1fo5r3r)n LU etal,, 2021
Pequim e Hohhot), China | (blaSHV, blaCMY, blaCTX-M e blaTEM) e blaCMY (1'0 4%) e blaCTX-M (20’90/0)’
dois genes de tetraciclina (tetA e tetB). +70) & Dk 1270):
Presenca tetB e auséncia de tetA.
Leite cru de bovinos com PCR investigando aminoglicosideos:
mastite. aage el aac(3)-|l|_, . S blaTEM (83,1%), seguidos por blaCTX-M
aph(3)-1, aph(3)-1l. Anfenicois: catl, catll, 7 0 0
catlll, cmlA. pB-lactamicos: blaTEM @egt, il enfd, sl [E2s bl
Provincias de Heilongjiang e bIaSI’-|V bIaOXA blaCTX-M T.etraciclinas: aph(3)-1l  (34,9%) eaph(3)-1 (30,1%). | WANG etal.,
Mongodlia Interior; Hebei, X ’ L " | As taxas de deteccdo para 0S genes 2020
: I .| tetA, tetB, tetC. Sulfonamidas: sull, sulll. .
Pequim, Tianjin e Shandong; Trimetoorima: . dhfrl dhfrv.  dhfrxill restantes foram todas abaixo de 30%.
Xinjiang;Xangai, Jiangxi, . P! o : . C '
: : 3 Eritromicina: ereA e quinolonas: gnrA,
Anhui e Sichuan, China
gnrB, gnrC, gnrS,
0 0
Queijo Minas Frescal. PCR avaliando: blaTEM, blaSHV, blaOXA. ?éa;’o/Eo;\/l (100%), blaSHV' (6,7%) e tetB PIRES et al
tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, ! ' - . .
46,6% amplificaram para uma ou mais 20109.

Rio de Janeiro, Brasil.

Classes 1 e 2 de integrons.

classes de integrons.
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Quadro 4. Estudos que investigaram genes de resisténcia de E. coli isolada em leite e produtos lacteos (continuagéo)

Produto e localizacao Técnica utilizada Perfil Genotipico Referéncia
Auséncia de stx1 ou stx2 (STEC). 9,75 de
~ e leite cru positivos para EPEC.
L .. | Extracdo de DNA e amplificacdo do gene ~  a ..
Queijo Minas Frescal e Leite eaeA (EPEC) e stx1 e stx2 (STEC), EHEC Em relacéo as _amostras de queijo, 1',8% RIBEIRO
cru. ) ~ Cepas provenientes do queijo minas -
presenca simultdnea de aeaA e stx1 ou frescal positivo para EPEC e STEC JUNIOR et al.,
E . stx2. ApoOs identificagcdo, submetidos a . . ’ 2019
stados do Sul (Parana) e nova PCR para verificar presenca do gene Nenhum isolado caracterizado como
Nordeste (Maranh&o), Brasil bfpA EHEC.
' O gene bfpA detectado (t-EPEC) em 70%.
Tetraciclinas: tetA (86,9%), tetB (14,8%),
tetD (1,63%), tetC (0,0%). B-lactamicos:
Leite Cru e queijo produzido | PCR para genes de resisténcia a | blaTEM (95,2%), blaCTX-M (21,4%),
a partir de leite cru (Karish e | tetraciclina (tetA, tetB, tetC e tetD), blaSHV (7,14%). Estreptomicina: strA e
Ras). B-lactamicos (blaCTX-M, blaSHVY e | strB (100,0%). Canamicina: aadA (26,8%) OMBARAK et
blaTEM), aminoglicosideos (strA, strB, | e aphAl (100,0%). Sulfonamidas: sulll al. 2018

Regido Delta do Nilo:
Menofia e El Beheira
Governorates, Egito

aadA e aphAl, sulfonamida (sull, sulll e
sullll).
Sequenciamento de integron classe 1.

(100,0%), sull (28,0%) e sullll (12,0%).
Quatro isolados apresentaram
dfrAl2/orfF/aadA2, dois tinham aadA22 e
um tinha dfrAl/aadAl.

Leite cru e Queijo Artesanal
Serrano.

Regido Serrana de Santa
Catarina, Brasil

PCR para os genes: eae, st, It, aggR,
blaTEM, blaSHV, blaOXA, blaCTX-M
grupo 1, 2 e 9, blaOXA-48,

Confirmados: EPEC (12,82%) presenca
do gene eae, ETEC (6,84%) gene st e/ou
It e EAEC (1,71%) gene aggR.

3,42% positivas para o fenétipo ESBL e
abrigava o gene blaTEM. Auséncia de E.
coli produtora de carbapenemases.

PARUSSOLO et
al., 2018

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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A aquisicdo e a transferéncia de genes de resisténcia aos antimicrobianos,
associados a selecdo exercida pelo uso intensivo destas substancias na criacao
animal destinada ao consumo humano, corroboram a importancia e a necessidade de
avaliar-se a presenca de bactérias resistentes a antibidticos nos alimentos
(CARDOSO; MARIN, 2014; PIRES et al., 2019).

Nas ultimas décadas, um numero crescente de genes de resisténcia foi
identificado em isolados de E. coli, de modo que, muitos desses genes foram
adquiridos por transferéncia horizontal de genes. No pool de genes enterobacterianos,
esta bactéria pode atuar tanto como doadora como receptora de genes de resisténcia,
ou seja, pode adquirir genes de resisténcia de outras bactérias, mas também pode
transmitir seus genes de resisténcia (POIREL et al., 2018).

Os elementos genéticos moveis desempenham um papel fundamental na
transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre células bacterianas. A presenca
de elementos moveis altamente organizados, como plasmideos e transposons em
genomas bacterianos, indica uma potencial transferéncia de material genético,
incluindo os genes que codificam resisténcia a antibiéticos (ZARZECKA et al., 2020),

conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Mecanismos horizontais de transferéncia de genes de resisténcia.

Célula Bacteriana

Conjugacao

Célula Bacteriana

Fonte: adaptado de ZARZECKA et al. (2020)

Outros elementos méveis, como transposons e cassetes de genes em

integrons de classe 1 e classe 2, parecem desempenhar um importante papel na
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disseminacao de genes de resisténcia (POIREL et al., 2018). Elementos genéticos
moveis simples, por exemplo, como as sequéncias de insercao, capazes de
transposicdo autbnoma, também estdo associados com aos genes de resisténcia a
antibiéticos (FRAQUEZA, 2015).

Os integrons sdo encontrados no genoma de centenas de bactérias,
desempenham um papel importante na aquisicao e difusdo de genes de resisténcia a
antibiéticos entre patégenos Gram-negativos (GUERIN et al., 2009), devido a sua
capacidade de capturar os cassetes de genes no ambiente e incorpora-los por
recombinacédo especifica do local (YAGOOB et al., 2011; PIRES et al., 2019).

3.3 AVALIACAO DA PRESENCA E SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
DE E. coli ISOLADOS DE LEITE CRU E PRODUTOS LACTEOS

Durante muitos anos, 0s estudos sobre resisténcia antimicrobiana e a
disseminagéo de agentes infecciosos resistentes focaram principalmente em isolados
clinicos (ARAGAO et al., 2022). Todavia, pesquisas revelam dinamicas diferenciadas
na cadeia produtiva de alimentos, sendo considerada uma importante via de
transmissao de bactérias resistentes a antimicrobianos (ZHANG et al., 2001; RIBEIRO
et al., 2020; ARAGAO et al., 2022).

A resisténcia antimicrobiana pode ser determinada utilizando o método
fenotipico qualitativo de discos difusdo de Kirby-Bauer, também conhecido por disco-
difusdo, conforme recomendado pelo Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos (BrCast). Este método é uma das abordagens mais antigas e
difundidas para testes de sensibilidade aos antimicrobianos e, ainda hoje, amplamente
utilizado em rotinas laboratoriais, sendo adequado para testar a maioria dos
patdgenos bacterianos (BrCast, 2021). Geralmente, utiliza-se a cepa de Escherichia
coli ATCC como controle de qualidade (RIBEIRO JUNIOR et al., 2019), como esta
cepa tem caracteristicas bem definidas e conhecidas € utilizada como padrao para
avaliar a preciséo e a sensibilidade nos testes de sensibilidade a antimicrobianos.

Apos confirmada a resisténcia, 0s genes de resisténcia e viruléncia podem ser
detectados e caracterizados por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
sendo este um meétodo genotipico realizado por meio de primers e reacfes. Os
ensaios de PCR séo capazes de demonstrar o perfil génico de viruléncia das cepas
(ALTALHI; HASSAN, 2009; PARUSSOLO et al., 2019).
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A resisténcia a antibidticos, em especial E. coli isolada de produtos lacteos,
vem sendo foco de um nuamero crescente de estudos nos ultimos anos, ndo apenas
em produtos brasileiros (PARUSSOLO et al., 2019; PIRES et al., 2019; RESENDE et
al, 2021) mas em todo o mundo (MADANI et al., 2022; IBRAHIM et al., 2022; LIU et
al., 2021; WANG et al., 2020; OMBARAK et al., 2018). Abaixo (Quadro 3), encontra-
se um compilado de estudos recentes e principais dados quanto a resisténcia a

antimicrobianos isolados de leite cru e/ou e produtos lacteos.
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Quadro 5. Estudos que apontam resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas em leite e produtos lacteos

Produto e Numero de L o g Resultados Resisténcia a
localizach amostras elou Técnica utilizada Antibioticos testados* Antimicrobi Referéncia
cao isolados ntimicrobiana
Erasiios Hsmee Dos 38 isolados vi_rulentos,
rEeEEls 16 _fora_lm considerados
pasteurizados (leite AMP (10 pg), AMK (30 multlrre5|ste_ntes.
il @ _ pg), CFO (30 pg ), CTX|Todos ps_lsoIaQOs foram
pasteurizado, queijo Avaliados 110_<? _90 ] _ (30 pg), CRO (30 ug), susceptl\_/e_l_s a AMK._
kashk iog’urte ' amostras _de laticinios I\/_IetoEio de d_|sco CLO (30 ug), (CIP (5 ug),|A s_uscetlbllldade a GEN foi MADANI et
sorvete’manteiéa trad|C|or_1a|s e | difusdo de Kirby- |GEN (10 ug), KAN (30|estimada em 97,4%, CFO al 2022
queijo fJara pizza, pasteur_lzados, Bauer. Mg), NAL 30 pg), TET (30((89,5%), AMC (86,8%) e o
cremeedoogh)é respectivamente. Mg), EST (10 pg), SXT|CLO _ . A(8_6,8%):
Iffa @ (125/23,75 pg) e AMC|A maior resisténcia foi
' (20/10 pg), observada contra a EST
Isfahan, Ira Egg;‘)%)) seguida pela TET
Foram testados os
seguintes  antibioticos:
. . NAL (30 ug), CIP (5 ug),|A maior resisténcia foi
Lﬁlrfnigj’mq:ggo grirg;[r as de f orzaon? TET (30 ug), PCN G (10|encontrada para a ERY
(Kereish e Domiati), | coletadas para Método de disco |Ul), CFO (C, 30 ug), ERY|(100%), seguida pela OX
iogurte e Laban ' avaliaco. 56 cepas difusdo de Kirby- [(E, 15ug), OX (1 ug), IPM|(94%), CPM (82%), PCN G | IBRAHIM et
Rayeb. passaram por testesz Bauer. (10 ug), LVX (5 ug), CRO|(76,5%), CRO (70,5%),| al., 2022
de sensibilidade a (30 ug), CTX (30 ug),|/AMP e CTX (58,5%), NAL
Mansoura, Egito antimicrobianos CPM (30 ug), AMP (10)(52,9%), CZ (47,1%), TET e
' ug), AMK (30 ug), GEN|SFT (41,2%)
(10 ug), MER (10 ug), CZ
(30 ug) e SFT (25 ug).
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Quadro 6. Estudos que apontam resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas em leite e produtos lacteos (continuagao)

Produto e
localizacéo

NUmero de
amostras e/ou
isolados

Técnica utilizada

Antibiéticos testados*

Resultados Resisténcia
Antimicrobiana

Referéncia

Queijo produzido a
partir de leite cru
(leite de vaca e de
ovelha).

Regido de Banat,
Roménia

avaliados 43 isolados
E. coli, sendo 28
avaliados para
antimicrobianos de
uso humano e 15
isolados avaliados
para antimicrobianos
de uso animal.

@] padrdo de
resisténcia das cepas

isoladas foi
determinado
utilizando 0]
eguipamento
automatico Vitek2
(bioMérieux, Marcy

I'Etoile, Franca). Dois
diferentes cartdes
foram utilizados AST-

N204  (para uso
humano) e AST-
GN96 (para uso

veterinario).

AMP ( 4, 8 32 pg),

AMC (4/2, 16/8, 32/16
ug), TZP (2/4, 8/4, 24/4,
32/4, 32/8, 48/8 ug), TIM
(8/2, 32/2, 64/2 ug), AMK
(8, 16, 64 ug), GEN (4,
16, 32 ug), NEO (8, 16,
64 ug), FFC (1, 4, 8 pg);
ERT (0,5, 1, 6 ug),

MER (0,5, 2, 6, 12 ug),
IPM (1, 2, 6, 12 pg), CTX
(1, 4, 16, 32 ug), CAZ (1,
2, 8, 32 ug), CPM (2, 8,
16, 32 ug), LEX (8, 32, 64
Hg),

CEF (2, 8, 32 ug),

TIO; 1, 2ug),

CEQ (0,5, 1,5, 4 ug), CIP
(0,5, 2, 4 pg),

NOR (1, 8, 32 ug),

ENR (0,25, 1, 4 ug), MBX
(1, 2ug), UB (2, 4, 8 pg),
NIT (16, 32, 64 pg), FOF
(8, 16, 328 pug), SXT
(2/19, 4/76, 16/304 ug); e
TET ( 2, 4, 8 pg).

Resultados do teste de
resisténcia de 28 cepas
testadas no cartdo AST-
N204: AMP (42,8%), NEM
(28,6%), AMC (25,0%),
FOF (25,0%), SXT (10,7%),
TZP (7,1%), CTX (7,1%),
CPM (7,1%) ERT (3,6) e
CAZ (3,6%).
Nenhum dos isolados foi
resistente a AMK, GEN,
CIP, MER, IPM e NIT.
O restante dos isolados (
n= 15), testados com o
cartdo AST-GN96, eram
resistentes a ENR (100%),
AMP (33,3%), AMC
(20,0%), LEX (20%), CEQ
(13,3%), TET (13,3%), TIM
(6,7%), FFC (6,7%) e SXT
(6,7%), todos os isolados
foram suscetiveis a GEN,
TIO, CEF, MBX e UB.
Da mesma forma, notaveis
taxas de suscetibilidade
foram registradas para IPM
(93,3%) e NEO (93,3%).

IMRE et al.,
2022
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Quadro 7. Estudos que apontam resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas em leite e produtos lacteos (continuagao)

Produto e Ndmero de Resultados Resisténcia
S amostras e/ou Técnica utilizada Antibidticos testados* g : Referéncia
localizagao isolados Antimicrobiana
Foram observadas
resisténcia antibidtica a:
GEN (10u9), TOB|AMP (46,3%), AMC
. . , (10ug), EST (10ug),|(16,4%), TET (13,4%), SXT
ete Avaliadas 195 dusgo de Igllrsb(;o AMC  (20/10ug), AMP|(13,4%), CFO (11,9%),
Regido norte (Jinan amostras. Isoladas Bauer. (10pg), CIP (5ug), AZM|CLO (7,5%), KAN (7,5%), | LIUetal,
Harbin Pequime’ 67 cepas de E. coli (15pg), CFO__(30ug),| EST (6,0%), TOB (4,5%), 2021
Hohh(’)t) China ' CLO (30ug), TET (30ug),|AZM (4,5%), CIP (1,5%) e
’ KAN (30pg) e SXT|GEN (0,0%). E 19,4% dos
(1,25/23,75uQ) isolados foram resistentes
a mais de trés tipos de
antibidticos.
SCF (75 1g), CTX (30| 5o (10006), ASP (100%),
ug), PCN (10 g), AMLI 5y o5 g96) LMY (98,8%
| | (10 pg), AMP (10 pg),| O (98.8%), LMY (98.8%),
Leite cru de bovinos CEO (36 ), (ERY (15’ SFT (53%) e AMP (30,1%),
com mastite. H9). AML  (25,3%), CTX
Hg), OX (1 ug), CEF (30
(18,1%), SCF (15,7%),
Provincias de ug), CIP (5 ug), AZM (151 ~r "6 h06) ERY (14.5%)
Heilongiiang e Avaliadas de 750 | Método de disco |[ug), ASP (30 pg), ENR (5 AZM (2’ 40/5 CIP (4’80/),
Mon éligjlntgrior' amostras de leite cru | difusdo de Kirby- |pg), NOR (10 pg), OFX (5 ENR (4 8%0) NOR (4’80/2), WANG et al,
9 ’ bovino. 83 cepas de | Bauer. Mg), TET (30 ug), TMP (5 f ’ ’ ' 2020

Hebei, Pequim,
Tianjin e Shandong;
Xinjiang;Xangai,
Jiangxi, Anhui e
Sichuan, China

E. coli foram isoladas.

pg), DOX (30 pg), GEN
(10 ug), EST (10 pg),
SFT (300 ug), TOB (10
Hg), NEO (30 pg), SH
(100 pg), AMK (30 pg),
LMY (2 pg), KAN (30 pg),
CLO (30 pg) e CLI (2

mgq).

OFX (4,8%), DOX (13,3%),
TET (12,0%), TMP (22,9%),
EST  (13,3%), GEN
(12,0%), KAN (4,8%), AMK
(2,4%), TOB (1,2%), NEO
(1,2%), SH (0,0%), CLI
(26,5%) e CLO (10,8%).
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Quadro 8. Estudos que apontam resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas em leite e produtos lacteos (continuagéo)

Produto e
localizacéo

NUmero de
amostras e/ou
isolados

Técnica utilizada

Antibiéticos testados*

Resultados Resisténcia
Antimicrobiana

Referéncia

Queijo Minas
Frescal.

Rio de Janeiro,
Brasil.

30 isolados de E. coli
foram avaliados

Método de disco
difusdo de Kirby-
Bauer.

AMP (10 ug), AMC
(20/10 pg), AMS (10/10
ug), TET (30 ug), CFO
(30 pg), CRO (30 pg),
CAZ (30 pg), CPM (30
ug), CIP (5 pg), NAL (30
ug), IPM (10 pg), ERT
(10 pg), GEN (10 ug),
AMK (30 pg), EST (10
Mg), SFT (30 ug) e CLO

(30 pg).

AMP  (30,0%),  NAL
(23,3%), CFO (16,7%),
EST  (16,7%), CRO
(13,3%), TET (10,0%), IPM
(10,0%), AMC (10,0%),
CPM (6,7%), ERT (6,7%),
CAZ (6,7%), AMK (3,0%),
AMS (3,0%) e SFT (3,0%).

50% dos isolados,
apresentaram resisténcia a
uma ou mais classes de
antimicrobianos.

PIRES et al.,
2019.

Queijo Minas
Frescal e Leite cru.

Estados do Sul
(Parand) e Nordeste
(Maranh&o), Brasil

319 isolados
provenientes de 70
amostras de leite cru
coletadas no Parana
e no Maranhdo e 10
amostras de queijo
minas frescal
coletados Londrina.

Método de disco
difusdo de Kirby-
Bauer.

AMC (30 pg), ATM (30
ug), TET (30 pg), CTX
(30 pg), CFO (30 pg),
NAL (30 pug ), GEN (10
1g), CLO (30 pg), AMP
(10 pg), ENR (5 pg),CIP
(5 Hg) e EST (10 pg).

Das 20 cepas isoladas em
leite cru, apresentaram
resisténcia a AMP (10,0%),
TET (15,0%), EST (25,0%),
NAL (5,0%) e CFO (10,0%).
As 5 cepas isoladas do
queijo minas frescal
apresentaram 0 seguinte
perfil de resisténcia: AMP
(20,0%), EST (40,0%), TET
(40,0%) e CFO (20,0%).

RIBEIRO
JUNIOR et
al., 2019
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Quadro 9. Estudos que apontam resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas em leite e produtos lacteos (continuagéo)

Produto e
localizacéo

NUmero de
amostras e/ou
isolados

Técnica utilizada

Antibiéticos testados*

Resultados Resisténcia
Antimicrobiana

Referéncia

Leite cru e Queijo
Artesanal Serrano.

Regido Serrana de
Santa Catarina,
Brasil

117 isolados de E.
coli foram avaliados

Método de disco de
difusdo de Kirby-
Bauer.

AMC (20/10ug), ATM
(30ug), CPM  (30ug),
CAZ (30p9), CRO
(30ug), CTX (30ug),
MER (10ug), IPM (10p9),
CFO (30p0), AMP
(10ug), TET (30ug), DOX
(10ug), CIP (5ug), NOR
(10pg), LVX (5ug), TOB
(10ug), GEN  (10ug),
AMK (30ug), EST (10ug),
CLO (30u0), SXT
(1,25/23,75ug) e NIT

(300pg).

Em geral, 62 isolados

(52,99%) foram
considerados  suscetiveis
aos antimicrobianos
testados.

Todos os isolados foram
suscetiveis a MER, NOR,
LVX, TOB, AMK e CLO.
Um total de 10 isolados
(8,55%), todos originarios
de amostras de queijo,
exibiram um perfil de
multirresisténcia.

Os isolados presentaram
resisténcia para 0s
seguintes antimicrobianos:
AMC (3,68%), ATM
(2,56%), CPM (0,85%),
CAZ  (1,71%), CRO
(2,56%), CTX (2,56%),
CFO  (13,68%), AMP
(17,10%), TET (15,38%),
DOX (14,53%), EST
(8,55%), SXT (6,84%) e
NIT (1,71%).
3 isolados apresentaram
resisténcia intermediéria ao
IPM (2,56%).

PARUSSOLO
et al., 2018
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Quadro 10. Estudos que apontam resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas em leite e produtos lacteos (conclusao)

Produto e Numero de Técnica utilizada Antibiéticos testados* Resultados Resisténcia Referéncia
localizacao amostras Antimicrobiana

Dos 222 isolados, 66
(29,7%) eram resistentes a
um ou mais
: . Pl 0 O antimicrobianos. Desses 66
oo Chl @ Gl ug), CAZ (30 pg), CTX- isolados, 33 apresentaram
produzido a partir de L (e Oy muItirres’isténcig Em
leite cru (Karish e CL (30 pg/10 ug), IPM e —— 63 walrlos

Ras). 299 | Método de disco de |[(30 ug), KAN (30 ug), 9 o . OMBARAK et
isolados de E. e . apresentaram resisténcia a

it liad difusdo de Kirby- |[EST (10 pg), TET (30 ug TET (27.5%) AMP (18 9% al., 2018

Regido Deltado | O foramavaliados | gaer, ), CIP (5 pg), NAL (30| [ET (27,5%), AMP (18,9%),

Nilo: Menofia e El
Beheira
Governorates, Egito

Mg), SXT (1,25 pg/23,75
Mg), CLO (30 ug) e FOF
(90 pg).

EST (185% ), SXT
(11,3%), CTX (4,5%), KAN
(4,1%), CAZ (3,6%), CLO
(2,3%), NAL (1,8%) e CIP
(1,4%). Nenhum deles foi
resistente a FOF e IPM.

*AMP = Ampicilina; ASP = Acetilspiramicina; AMS = Ampicilina-Sulbactam; AMK = Amicacina; ATM = Aztreonam; AZM = Azitromicina; AMC =
Amoxicilina-Acido clavulanico; AML = Amoxicilina; CTX = Cefotaxima; CTX-CLA = Cefotaxima-Acido clavulanico; CPM = Cefepima; CAZ =
Ceftazidima; CAZ-CLA = Ceftazidima-Acido clavulanico; CRO = Ceftriaxona; CZ = Cefazolina; CFO = Cefoxitina; CLO = Cloranfenicol; CIP =
Ciprofloxacina; CEF = Cefalotina; CEQ = Cefquinoma; CLI = Clindamicina; DOX = Doxiciclina; EST = Estreptomicina; ERT = Ertapenem; ERY =
Eritromicina; ENR = Enrofloxacina; FOF = Fosfomicina; FFC = Florfenicol; GEN = Gentamicina; IPM = Imipenem; KAN = Canamicina; NAL =
Acido nalidixico; LMY = Lincomicina; LVX = Levofloxacina; LEX = Cefalexina; MBX = Marbofloxacina; MER = Meropenem; NEO = Neomicina;
NIT = Nitrofurantoina; NOR = Norfloxacina; OX = Oxacilina; OFX = Ofloxacina; PCN = Penicilina; SH = Espectinomicina; SFT = Sulfametoxazol;
SCF = Cefoperazona; SXT = Trimetoprim-Sulfametoxazol; TET = Tetraciclina; TOB = Tobramicina; TMP = Trimetoprima; TZP = Piperacilina-
tazobactam; TIO = Ceftiofur; TIM = Ticarcilina/acido clavulanico; UB = Flumequina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAS

As amostras de queijo colonial artesanal foram obtidas de um produtor local
da regido oeste de Santa Catarina, municipio de Seara. Foram coletadas trés
amostras em janeiro de 2022 e duas amostras em janeiro de 2023, com tempos de
maturacdo diferentes, conforme listado abaixo (Tabela 1). ApoOs coletadas, as
amostras foram transportadas em caixa térmica e mantidas sob refrigeracdo em sua

embalagem original até o momento da investigagdo da comunidade bacteriana.

Tabela 1. Dados das amostras de queijo colonial artesanal coletadas

Data da coleta Dados da amostra
Tempo de maturagéao Identificacéo
7 dias RGD7
Janeiro, 2022 21 dias RGD21
1 dia RG1
Janeiro, 2023 7 dias RG7
15 dias RP15

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2 ANALISE MICROBIOLOGICA

Para as analises retirou-se uma aliquota de 25 g de cada amostra e transferiu-
se para bag estéril onde acrescentou-se 225 ml de agua peptonada (0,1%), e utilizou-
se esta fracdo para as diluicbes decimais seriadas seguintes. Posteriormente, as
amostras em suas respectivas diluicdes foram inoculadas de acordo o método ABNT
NBR ISO 4833:2015 para contagem de mesofilos aerdbios totais (ISO, 2015),
contagem de bolores e leveduras de acordo a ISO 21527-1:2008 (ISO, 2008),
contagem de Estafilococos coagulase positiva segundo a metodologia proposta pela
ISO 6888-1:2016 (ISO, 2016). A pesquisa de enterotoxina estafilocécica foi realizada
de acordo com o método AOAC OMA, 2019 (AOAC, 2019), por fim, a pesquisa de
Listeria monocytogenes e Salmonella spp. foram utilizados os métodos descritos na
AOAC 2004.2:2019 (AOAC, 2019) e AOAC OMA, 2019 (AOAC, 2019),

respectivamente.
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4.2.1 Isolamento de E. coli

As amostras em suas respectivas diluicdes foram inoculadas em agar TBX
(Tryptone Bile X-Glucuronide), meio seletivo para contagem de Escherichia coli B-D-
glucuronidase positiva e incubadas por 24 horas a 44 + 1°C, de acordo com 0 método
ISO 16649-2:2022 (1SO, 2022). Foram selecionados de 5 a 20 colbnias tipicas em
diferentes diluicbes de cada amostra para determinacéo do perfil de resisténcia. Estas
foram transferidas para caldo BHI (Brain Heart Infusion) em microtubos e incubadas a
36 £ 1 °C por 24h.

Todas as supostas colbnias de E. coli passaram por confirmacao baseada no
teste bioguimico com reativo de Kovacs, este € indicado para deteccdo da producéo
de indol pelas enterobactérias a partir de triptofano (BRASIL, 2013a). As colbnias
duvidosas foram submetidas a uma série de testes bioquimicos complementares:
teste do vermelho metila (VM), teste do Voges-Proskauer (VP) e agar citrato de
Simmons (BRASIL, 2013a).

4.2.2 Selecao de cepas resistentes

Para garantir a testagem de cepas com pré-disposicdo a resisténcia, as
colonias selecionadas passaram por duas pressdes seletivas, conforme ilustrado na
Figura 4. A presséo seletiva consiste em colocar 0 microrganismo em contato prévio
com o antibiotico antes de realizar o antibiograma, a fim de selecionar cepas que
demonstram resisténcia prévia aos antibioticos escolhidos. Estes sdo determinados
com base em estudos atuais que vem apontando resisténcia comum do
microrganismo para com aguele antimicrobiano. Para o presente trabalho, utilizou-se

cefotaxima (CTX, 30ug) e ertapenem (ERT, 10ug).
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Figura 4. Esquema da metodologia utilizada para a realizacdo da selecéao de
potenciais cepas resistentes.

E. coli isolada do queijo

v Caldo BHI A\l
36 = 1°Cj24h
Caldo antibiético Calgc:-‘:a:tueb;;tlco
(BHI + CTX) ( )
36 + 1°Cl24h 36 £ 1°Cl24h
Agar PCA ¢ ! Agar PCA
36 + 1°C/24h 36 * 1°C/24h
- A <P GRP .
Agar PCA + disco de
antibiético
36 £ 1°Cl24h
@ @ @ D@ .
— — (€ = )
- (€D < L ® C _ -
—— () == @
(D) ()

Método Kirby-Bauer
(agar Mueller-Hinton)
36 = 1°C/24h

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.3 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos (TSA) por meio do método
gualitativo de Kirby-Bauer

Para preparar os indculos bacterianos, transferiu-se as col6nias previamente
isoladas em tubo inclinado contendo PCA (Plate Count Agar) e inoculou-as em meio
nutriente (BHI) overnight a 36 £ 1 °C. Apdés, o in6culo foi padronizado em solugédo
salina (0,85%, m/v) esterilizada para obter uma suspensdo com turvacgéo
correspondente a escala 0,5 de McFarland, ajustada em espectrofotdmetro a 625nm.

Para inoculacdo, umedeceu-se um swab de algodao estéril na suspensao
bacteriana, girando e pressionando o swab na parede interna do tubo para retirar o
excesso de liquido antes de efetuar a semeadura nas placas contendo agar Mueller-
Hinton. Apos a inoculacgéo, a placa foi mantida em temperatura ambiente para secar
por cerca de 10-15 minutos, garantindo que todo o excesso de indculo tenha sido

absorvido antes da aplicacdo dos discos contendo os antimicrobianos, conforme
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descrito por Brasil (2020). Com o auxilio de uma pinca estéril, os discos de antibioticos
foram aplicados na superficie da placa. A cepa de E. coli ATCC 25922 foi utilizada
para controle de qualidade a fim de validar os resultados e identificar previamente
qualquer contaminacdo por meio do crescimento inadequado da cepa controle.

Com base no BrCast (2022) e Quadro 3, para o estudo do perfil antimicrobiano
de E. coli isolados de queijo colonial artesanal foram selecionados 16 antibiéticos de

7 diferentes classes para avaliacéo, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Antibi6ticos utilizados no teste de sensibilidade antimicrobiana

Classe Antibiotico Conteudo do disco

(n9)

Penicilinas Ampicilina (AMP) 10
Amoxicilina-acido clavulanico (AMC) 30

Cefepime (CPM) 30

Cefalosporinas Ceftadizima (CAZ) 30
Cefotaxima (CTX) 30

Cefoxitina (CFO) 30

Ertapenem (ERT) 10

Carbapenémicos Meropenem (MPM) 10
Imipenem (IPM) 10

Ciprofloxacina (CIP) 5

Fluoroquinolonas Acido nalidixico (NAL) 30
Norfloxacina (NOR) 10

Aminoglicosideos Amicacina (AMI) 30
Gentamicina (GEN) 10

Tetraciclinas Tetraciclina (TET) 30
Agentes Diversos Sulfametoxazol-trimetoprima (SUT) 25

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

E. coli produtora de [-lactamases de espectro estendido (ESBL) foi
investigada utilizando o teste de difusdo em disco duplo para amoxicilina-acido
clavulanico (AMC), cefotaxima (CTX) e ceftadzima (CAZ).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os resultados obtidos a partir das analises microbiologicas para mesofilos
aerobicos, bolores e leveduras, bactérias acido laticas, E. coli e Estafilococos
coagulase positiva estdo apresentados na Tabela 3. Os patdgenos Listeria
monocytogenes e Salmonella spp. estavam ausentes nas amostras avaliadas, de
acordo com o exigido pela legislacéo brasileira para estes microrganismos (BRASIL,
2022). Todas as amostras estdo de acordo com o limite maximo aceitavel estipulado
pela IN 161/22 para Estafilococos coagulase positiva, inferior a 3 log UFC/g, bem
como nenhuma das amostras apresentaram niveis detectaveis de toxina
estafilococica (BRASIL, 2022).

Todas as amostras de queijo colonial artesanal avaliadas sao considerados
de umidade média, visto que seus teores de umidade variam de 36% a 46%. Assim,
os limites e critérios de aceitacdo baseiam-se tanto na IN 161/22 quanto na Portaria
MAPA 146/96.

Tabela 3. Resultado das analises microbiolégicas para queijo Colonial artesanal.

Andlises Amostras*
RGD7 RGD21 RG1 RG7 RP15

Mesofilos Aerdbios 782+045 7,87+0,13 | 7,67+0,03 8,17+0,18 8,31+0,08
(logUFCl/g)
Bolores e Leveduras 6,24+0,05 4,84+0,02 | 456+0,02 342+0,11 4,65+0,02
(logUFCl/g)
Bactérias Acido Laticas 793+0,16 7,86+0,04 | 7,40+0,13 8,18+x0,10 8,16+0,23
(logUFC/g)
Enterobacteriaceae 481+0,05 393+0,00 | 659+0,06 6,02+0,03 <1+0,00
(logUFC/g)
Escherichia coli (logUFC/g) 368+013 <1+0,00 | 448+0,04 3,75+0,07 163+0,21
Estafilococos coagulase 200+£0,00 2,17+0,24 | <1+0,00 182+0,00 2,13 +0,00
positiva (logUFC/g)
Salmonella spp. (259) Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Listeria monocytogenes (25g) Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Toxina Estafilococica Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

*RGD7 = maturado por 7 dias, ano 2022; RGD21 = 21 dias de maturacéo, ano de 2022; RG1 = 1 dia
de maturacéo, ano 2023; RG7 = 7 dias de maturag&o, ano 2023; RP15 = 15 dias de maturacéo, ano de

2023.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

O resultado das analises para mesofilos apresentaram um valor superior a 6

log UFC/g para ambos 0s queijos e, apesar de a legislacao brasileira nao fornecer
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limites para este grupo de microrganismo, os valores significativos podem ser
considerados um indicativo de elevada contaminacdo microbiologica, capaz de afetar
a qualidade dos queijos. Em geral, quanto maior a contagem de mesdfilos, principal
contaminante do leite, menor o prazo de validade do queijo visto que este tipo de
contaminacéao favorece a deterioracao do produto (RIBAS; DARROIT, 2022; GARCIA
et al., 2017; ROSS et al., 2005).

Para bolores e leveduras, apesar de a legislacdo nao fornecer valores limite
para estes microorganismos baseado em queijos de umidade média, aqueles que o
teor de umidade varia de 36 a 46%, toma-se por base os valores fornecidos pela
Portaria MAPA 146/96 para queijos de alta umidade ( maior que 55%). Este sugere
como critério de aceitacao 3,7 log UFC/g, desta forma, somente a amostra RG7 (2023)
atende aos requisitos. A presenca e abundancia de bolores e leveduras, tanto na
superficie do queijos quanto em sua composi¢ao, pode contribuir significativamente
para as qualidades sensoriais desejaveis do produto (MARTIN; COTTER, 2023). Por
outro lado, a presenca destes microrganismos em grande quantidade pode ser
indesejavel, visto que sua acao deteriorante resulta em alteracées de sabor, odor, cor
e textura do produto (RIBAS; DAROIT, 2022). Além disso, alguns géneros de bolores
sdo capazes de produzir micotoxinas, metabdlitos téxicos secundarios.

BALs séo o principal grupo bacteriano presente em queijos, a alta contagem
presente nas amostras, acima de 7,4 log UFC/g, pode ser considerado benéfico ao
produto, sendo responsaveis pela formacdo de compostos relacionados a sabor e
aroma. O processo fermentativo das BALs, em geral, resulta em acido latico como
principal produto da fermentacao, fazendo com que o produto acidifique alterando o
pH, inibindo outros microrganismos indesejaveis e potencialmente patogénicos
(FREIRE et al., 2021).

A contagem de Enterobacteriaceae diminuiu conforme o tempo de maturacao,
fenbmeno observado em ambos os anos analisados. De acordo com a Portaria n° 146
de 1996, o limite maximo toleravel para coliformes totais é estabelecido em 3,7 log
UFC/g. Portanto, dentre os queijos analisados, a amostra RP15 (2023) € a mais
préxima do limite recomendado. Ademais, os limites impostos para E. coli em queijos
com umidade inferior a 46%, segundo a IN 161/2022, € de 2 log UFC/g, fazendo com
que somente as amostras com maior tempo de maturacdo, RGD21 (2022) e RP15
(2023), estejam de acordo com a legislagdo vigente. Conforme mencionado

anteriormente, a recuperacdo e contagem de E. coli € comumente utilizada como
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microrganismos indicador, evidenciando aspectos higiénico-sanitarios do ambiente de
producdo (ALTALHI; HASSAN, 2009).

5.2 FENOTIPOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE ISOLADOS DE E.
coli

A selecao de potenciais cepas resistentes serviu de triagem inicial e cerca de
75,7% das cepas submetidas ao processo resistiram a concentracdo do antibiético
testado e seguiram para o TSA. Para a avaliagao do perfil de resisténcia das cepas
utilizou-se o método de Kirby-Bauer. Os pontos de corte adotados foram os descritos
pelo BrCast (2023), na auséncia de informacfes adotou-se as fornecidas pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) e/ou ECOFF (valor de corte
epidemioldgico).

Ao todo, foram testados 53 isolados de E. coli. Destas, 20 isolados
provenientes de duas amostras do ano de 2022 e 33 isolados do ano de 2023 obtidos
a partir de trés amostras. Cerca de 17,00% (9 cepas), foram totalmente susceptiveis
aos antimicrobianos testados. As cepas isoladas da amostra RP15 (2023) apresentou
a maior susceptibilidade, cerca de 40,00% (2/5) das cepas testadas foram totalmente
sensiveis aos 16 antibidticos testados. Seguido pelas cepas isoladas da amostra
RGD7 (2022) com cerca de 36,4% (4/11) de suas cepas consideradas totalmente
sensiveis. Os isolados do queijo RGD21 (2022) apresentou 22,22% (2/9) de
susceptibilidade. As cepas isoladas da amostra RG1 apresentou a menor
susceptibilidade dentre as amostras, apenas 5,55% (1/18), foram totalmente
sensiveis. O perfil de resisténcia das cepas isoladas esta apresentado na Tabela 4 e

figura 5.



Tabela 4. Perfil de resisténcia das cepas isoladas a partir de amostras de queijo
colonial artesanal

Antibioticos** 2022 2023

R(%)* (%) S(%) R(%) 1(%) S(%)
AMC - - 100,00 - - 100,00
CFO 15,00 - 85,00 18,18 - 81,82
CTX - 10,00 90,00 6,06 60,61 33,33
CAZ - 30,00 70,00 3,03 39,39 57,58
CPM - 45,00 55,00 15,15 36,36 48,48
GEN - - 100,00 9,09 - 90,91
NAL 15,00 - 85,00 - 3,03 96,97
AMP 15,00 - 85,00 - - 100,00
ERT - - 100,00 - - 100,00
CIP 15,00 - 85,00 6,06 12,12 81,82
SUT - - 100,00 - - 100,00
AMI - R 100,00 12,12 - 87,88
MPM - R 100,00 - - 100,00
TET 15,00 R 85,00 27,27 - 72,73
IPM - - 100,00 - - 100,00
NOR 20,00 R 80,00 36,36 - 63,64

*R = Resisténcia; | = Resisténcia Intermediaria; S = Susceptibilidade.

*AMC = amoxicilina-acido clavulanico (30ug), CAZ = ceftadizima (30ug), CTX =
cefotaxima (30ug), CPM = cefepime (30ug), CFO = cefoxitina (30ug), AMP =
ampicilina (10ug), TET = tetraciclina (30ug), GEN = gentamicina (10ug), CIP =
ciprofloxacina (5ug), NAL = &cido nalidixico (30ug), AMI = amicacina (30ug), SUT
= sulfametoxazol-trimetoprim (25ug), NOR = norfloxacina (10ug), ERT =
ertapenem (10ug), IPM = imipenem (10ug) e MPM = meropenem (10ug).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 5. Grafico do perfil de resisté ncia de isolados de E. coli.
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*R% = percentual de resisténcia; 1% = percentual de resisténcia intermediaria; S% =
percentual de susceptibilidade.
*AMC = amoxicilina-acido clavulanico (30ug), CAZ = ceftadizima (30ug), CTX = cefotaxima
(30ug), CPM = cefepime (30ug), CFO = cefoxitina (30ug), AMP = ampicilina (10ug), TET =
tetraciclina (30ug), GEN = gentamicina (10ug), CIP = ciprofloxacina (5ug), NAL = &acido
nalidixico (30ug), AMI = amicacina (30ug), SUT = sulfametoxazol-trimetoprim (25ug), NOR =
norfloxacina (10ug), ERT = ertapenem (10ug), IPM = imipenem (10upg) e MPM = meropenem

(10pg).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Todos os isolados foram 100% susceptiveis a AMC, ERT, SUT, MPM e IPM,
além disso, as cepas provenientes de amostras de 2022 também apresentaram
susceptibilidade a AMI e GEN enquanto as de 2023 foram susceptiveis a AMP, esta
evolucao no perfil de resisténcia das cepas esta apresentada na Figura 6.

A projecdo estimada é que a susceptibilidade a um determinado
antimicrobiano diminua ao longo do tempo, o contrario do que ocorreu com a AMP e
NAL, que apresentaram certa resisténcia em 2022 e susceptibilidade em 2023 (Figura
5). Esses dados podem ser um indicativo de uma alteragcéo no perfil do gado leiteiro
utilizado na producéao dos queijos (POIREL et al., 2018). A troca de animais, bem como

mudancas no fluxo de producéo e condi¢bes higiénico-sanitarias, estao relacionadas
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nao somente a microbiota do queijo, mas também ao perfil de resisténcia (RIBEIRO
JUNIOR et al., 2019; WANG et al., 2020).

Figura 6. Evolugéo do perfil de resisténcia das amostras entre os anos de 2022 e
2023
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*CAZ = ceftadizima (30ug), CTX = cefotaxima (30ug), CPM = cefepime (30ug), CFO =
cefoxitina (30ug), AMP = ampicilina (10ug), TET = tetraciclina (30ug), GEN = gentamicina
(10ug), CIP = ciprofloxacina (5ug), AMI = amicacina (30ug), NOR = norfloxacina (10ug).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

A maior resisténcia foi apresentada ao NOR, 20% nos isolados de 2022 e
cerca de 36,4% para os isolados de 2023, seguidos pela TET (15,0% e 27,3%), CFO
(15,0% e 18,2%), respectivamente, conforme ilustrado na Figura 6. Os principais
genes de resisténcia as quinolonas, neste estudo representado pelas fluoroquinolonas
NOR, CIP e NAL, estdo relacionados com o0s genes grn, sendo 0 mecanismo mais
comum mediado por plasmideo (PIRES et al., 2019). Tetraciclinas sdo amplamente
utilizadas na medicina veterinaria, contudo, devido ao uso generalizado diversas
bactérias desenvolveram resisténcia (POIREL et al., 2018). Dentre 0os nove genes de
efluxo de tetraciclina, os genes mais comuns associados a resisténcia sao tetA, tetB
e tetC sendo tetA e tetB os genes de maior prevaléncia em E. coli resistente de origem
animal (POIREL et al., 2018).
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Além disso, as cepas de E. coli testadas exibiram diferentes niveis de
resisténcia a cefalosporinas, a saber, CTX (6,06% em isolados de 2023) , CPM
(15,15% em isolados de 2023), CAZ (3,03% em isolados de 2023) e CFO (15,00% em
isolados de 2023 e 18,18% em isolados de 2023). Portanto, vale ressaltar que esses
resultados constituem uma grande preocupacdo para a saude publica, pois as
cefalosporinas (32 e 42 geracdes) sdo amplamente utilizadas no manejo de infeccbes
humanas na atualidade (IMRE et al., 2022). Geralmente, 0s genes associados a
resisténcia de cefalosporinas sao os genes ESBL blaCTX-M-1, blaCTX-M-14, blaTEM
e blaSHV-12 juntamente com uma ampla gama de outros variantes de genes blaCTX,
TEM e SHV (POIREL et al., 2018).

Alguns isolados também apresentaram resisténcia intermediaria a alguns
antimicrobianos, conforme representado na Tabela 4 e Figura 5. A resisténcia
intermediria ocorre quando é apresentada uma resposta parcial a acdo de um
determinado antimicrobiano, ou seja, 0 medicamente tem um efeito limitado sobre o
microrganismo (SALMAN et al., 2017). Essa condi¢&o, além de dificultar a abordagem
terapéutica, pode ainda contribuir na aquisicdo de genes de resisténcia por meio de
transferéncia horizontal (POIREL et al., 2018). O perfil de resisténcia intermediaria dos

isolados analisados em dois anos, estdo descritos na Figura 7.
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Figura 7. Evolucéo do perfil de resisténcia intermediaria das amostras entre os anos
de 2022 e 2023
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*CAZ = ceftadizima (30ug), CTX = cefotaxima (30ug), CPM = cefepime (30ug), NAL = acido
nalidixico (30ug), CIP = ciprofloxacina (5ug).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Apesar da resisténcia intermediaria a cefalosporinas apresentada na Figura
7, ndo houve a formacao de halo fantasma na investigacao de cepas beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL), caracteristica tipica deste tipo de cepa. Esta
investigagéo foi realizada visto que, uma vez resistente aos beta-lactamicos, as cepas
de E. coli tornam-se um verdadeiro desafio (POIREL et al., 2018; PARUSSOLO et al.,
2019). Tradicionalmente, isolados produtores de ESBL, principalmente portadores do
gene blaTEM e blaSHV, exibem coresisténcia a aminoglicosideos, tetraciclinas e
sulfonamidas (JUMA et al., 2017). Além disso, na década de 80, as ESBLS do tipo
SHV e TEM, destacaram-se como principal causa de resisténcia a cefalosporina entre
as Enterobacteriaceae (PIRES et al., 2019).

Na tentativa de proporcionar uma terapia antimicrobiana eficaz, os
carbapenémicos tém sido uma das op¢Bes mais agressiva para tratar as infec¢des
humanas e veterinarias, incluindo as causadas por bactérias produtoras de ESBL
(PARUSSOLO et al., 2018). Quando resistentes, realmente necessitam de
abordagens mais agressivas que, se nao realizadas de acordo com protocolo
estabelecido, podem contribuir para a multirresisténcia do microrganismo e suas
patologias (ALVES et al., 2016).
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Cerca de 15,0% dos isolados de amostras de 2022 e 12,1% de 2023,
apresentaram um perfil de multirresisténcia, ou seja, foram resistentes a trés ou mais
classes de antimicrobianos. Resultado este que corrobora com estudos ja realizados
na regido (PARUSSOLO et al., 2018), semelhantes também a estudos realizados em
outros paises. Ombarak et al. (2018) relataram taxas de multirresisténcia inferiores a
20% em isolados de E. coli obtidos de leite cru e queijos produzidos a partir de leite
cru no Egito. Liu et al. (2021) investigaram perfil de resisténcia de cepas isoladas a
partir de leite cru na regido norte da China, o qual apresentou cerca de 19,4% de
cepas multirresistentes.

Alguns estudos apontam E. coli como a principal enterobactéria causadora de
infec¢des do trato urindrio (BARBOSA et al., 2022). Alves et al. (2016) descreveu essa
infeccdo como o 14° motivo para consultas nas unidades basicas de saude do
municipio de Florianopolis (SC), ficando atras, entre as causas infecciosas, apenas
da infeccdo aguda do aparelho respiratério superior e de gastroenterites. Até meados
da segunda década dos anos 2000, era considerado a segunda causa mais comum
de indicacao de tratamento antimicrobiano na atenc&o primaria no Brasil (COUPAT et
al., 2013; ALVES et al., 2016).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico (2021), elaborado pelo Ministério da
Saude, entre 2007 e 2019, foram notificados 9.030 surtos de doencas de transmissao
hidrica e alimentar (DTHA). Dos 9.030 casos, apenas 36,27% tiveram a identificacdo
do agente etioldgico envolvido, sendo E. coli 0 segundo microrganismo com maior
incidéncia de casos, cerca de 23,5%, ficando atras apenas da Salmonella spp.
(24,8%) (BRASIL, 2021). As regifes Sudeste e Sul notificaram o maior nimero de
surtos, 39,0% e 29,7% respectivamente, no periodo de 2003 a 2018 (BRASIL, 2019).

Entre 2009 e 2019, ocorreram 1.795 interna¢fes por Sindrome Hemolitico-
Urémica (SHU), conforme dados fornecidos pelo Sistema de Informacdes
Hospitalares, e cerca de 565 O6bitos, conforme Sistema de Informacdo sobre
Mortalidade (BRASIL, 2021). A SHU infecciosa de maior relevancia epidemiolégica
sao as causadas por E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) contudo podem estar
associadas a outros microrganismos (BRASIL 2021).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o nimero de mortes
causadas por cepas bacterianas resistentes a medicamentos pode crescer para 10

milhdes por ano até 2050. Além disso, cada vez mais doengas comuns seriam
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intransponiveis devido a bactérias multirresistentes que ndo respondem a terapia
clinica convencional (WHO, 2022).

A evidéncia de genes potencialmente virulentos em algumas cepas de E. coli
e expressivas taxas de multirresisténcia representam uma questao importante visto
gue os queijos e outros subprodutos lacteos podem ser veiculos de transmisséo de
bactérias patogénicas (OMBARAK et al., 2018; IMRE et al., 2022). O perfil de
susceptibilidade varia de acordo com cada regido, por isso 0 monitoramento periédico
torna-se fator essencial para obtencdo de informacgdes atualizadas que reflitam a
peculiaridade regional (BARBOSA et al., 2022). Assim € possivel uma orientacdo mais
assertiva quanto as terapias antimicrobianas utilizadas, evitando o uso indiscriminado
de antimicrobianos, tanto para humanos quanto em animais (POIREL et al., 2018;
PIRES et al., 2019).

De modo geral, apesar de bactérias resistentes serem encontradas em
produtos crus, ndo sdo necessariamente um indicativo de risco a saude do
consumidor. Contudo, podem cooperar para a disseminacdo de resisténcia a
antibiéticos no meio ambiente contribuindo para uma transferéncia de genes de
resisténcia (KRAHULCOVA et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a qualidade microbiologica e o perfil de resisténcia
microbiana de cepas de E. coli isoladas de queijo colonial artesanal, produzido na
regido oeste de Santa Catarina. A contaminacao expressiva de bactérias mesofilas
aerdbicas e bolores e leveduras foi observada em todos os queijos. Este é um
indicador importante que sugere que as praticas higiénico-sanitarias adotadas estéo
sendo insuficientes e podem ser relacionadas a qualidade do leite, manuseio e
equipamentos.

Ao todo, foram avaliados 53 isolados de E. coli, sendo 20 isolados
provenientes de amostras coletas em 2022 e 33 de amostras coletadas no inicio do
ano de 2023. Quanto ao perfil de resisténcia dos isolados, cerca de 17,00% dos
isolados foram totalmente susceptiveis aos 16 antibiéticos testados.

Dada a importancia cultural e econébmica do queijo colonial artesanal, é de
grande relevancia acdes que estimulem a capacitacdo dos queijeiros quanto a
implementacédo de medidas higiénico-sanitarias a fim de resultar em uma melhoria da
gualidade microbiolégica e, por conseguinte, mais seguranc¢a dos produtos artesanais
produzidos a partir de leite cru.

Sugere-se para trabalhos futuros, isolar E. coli de outros queijos coloniais
artesanais produzidos na regido, bem como realizar um estudo e avaliagdo dos genes
de resisténcia das cepas por meio de PCR, a fim de conhecer melhor os genes de
resisténcia que estéo circulando na regido. Além disso, sera possivel uma orientacao
assertiva quanto as terapias antimicrobianas utilizadas, tanto em humanos quanto em

animais da regiao.
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