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ARTIGO ORIGINAL

Qualidade microbioldgica de queijos e salames artesanais
comercializados em Florianopolis, Santa Catarina

Microbiological quality of artisanal cheeses and salami
commercialized in Floriandpolis, Santa Catarina

JuliaGnecco Y2 | Pietra Beatrici Linemann da Silva®’ | Karine Pires*® Leandro
Parussolo?

Produtos artesanais como queijos e salames séo tradicionalmente comercializados
na regido sul do Brasil pela amplainfluéncia da colonizacao italiana e alem4, fomen-
tando a economia local. Tais produtos sao fabricados com baixo padrao tecnologico
utilizando leite e carne crus, o que pode representarum risco para a saude dos con-
sumidores, umavez que ha predisposigdo de contaminagao por micro-organismos. O
objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade microbiolégica de queijos e salames
artesanais comercializados na cidade de Florian6polis, Santa Catarina. Para tal, foram
coletadas 16 amostras de queijos e salames naregidode Floriandpolis - SC que foram
analisadas quanto a presenca de Staphylococcus aureus, coliformes a 35 °C e
Escherichia coli, utilizando o sistema Petrifilm ™. Apenas trés amostrasde alimentos
estavam aptas para o consumo segundo alegislacdo, sendo que 75% das amostras
de queijo e 50% das de salame apresentaram coliformes a 35 °C e duas amostras de
cada alimento continham E. coli acima do permitido. A presencade S. aureus acima
do permitido pelalegislagdo foi detectada em 12 amostras (quatro queijos e sete sa-
lames). Os micro-organismos isolados dos alimentos (S. aureus e E. coli) foram
submetidos a testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, realizados através da
técnica de disco difusdo. Das quatro cepas de E. coli e das 12 cepas de S. aureus
isoladas, trés e sete, respectivamente, apresentaram perfil multirresistente, sendoque
duas cepas foram resistentes a todos os antibiéticos testados. Estes resultados mos-
tram que esses alimentos oferecem risco a satude dos consumidores, principalmente
por conterem bactérias multirresistentes.

Palavras-chave: Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Resisténcia Antimicrobi-
ana.

Artisanal products such as cheese and salami are traditionally commercialized in the
south of Brazil due to the extensive influence of Italian and German colonization. Such
products are manufactured with a low technological standard using raw milk and meat.
These representa risk to the health of consumers since raw aliments can easily be
contaminated by microorganisms. The aim of this study was to verify the microbiolog-
ical quality of artisanal cheeses and salami commercializedin the city of Florianépolis,
Santa Catarina. For this, 16 samples of cheese and salami were collected in Floria-
noépolis - SC, and investigated aboutthe presence of Staphylococcus aureus, coliforms
at 35°C and Escherichia coli, using the Petrifilm ™ system. Only three samples of
cheese and salami were suitable for consumption according to the legislation, and 75%
of the cheese samples and 50% of the salamisamples showed coliforms at 35 °C. In
addition, two samples of each food contained E. coli above the allowed. The presence
of S. aureus above the legal limits was detected in 12 samples (4 cheeses and 7 sala-
mis). The microorganisms isolated (S. aureus and E. coli) were submitted to
antimicrobial susceptibility tests, performed using the disk diffusion technique. Of the
four strains of E. coliand the 12 strains of S. aureus isolated, three and seven, respec-
tively, showed a multidrug-resistant profile, with two strains being resistant to all
antibiotics tested. These results show thatthese aliments representariskto the health
of consumers, mainly because they contain multidrug-resistant bacteria.

Keywords: Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Antimicrobial Resistance.
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O consumo de produtos artesanais € uma tradicdo na regido sul do
Brasil, devido a influéncia das culturas italiana e alema. Dentre os principais
alimentos artesanais comercializados, destacam-se 0s queijos e 0s
salames. A regido conta ainda com uma grande producao de derivados de leite, came
suina e bovina através da agroinduastria familiar (1-3).

A producao de queijos e salames artesanais constitui a principal fonte de renda de
muitas familias que produzem esses alimentos em pequenas unidades no meio rural, de
acordo com as tradicbes familiares. Por esse motivo, esses produtos geralmente
apresentam baixo padrao tecnolégico, o que gera uma diversidade em relacdo a sua
composicéao (4-6).

O queijo € um alimento nutritivo e suas variacdes artesanais sdo comumente
encontradas em feiras no sul do pais (7). Contudo, por ser produzido, na maioria das
vezes, a partir de leite cru e sem passar por processos de maturagdo, existe uma
predisposi¢cdo de contaminacdo por micro-organismos, colocando em risco a saude do
consumidor (8).

Ja o salame artesanal é produzido com a carne crua suina e deve passar por
processos de cura, fermentacéo, maturagéo e dessecacgédo. Por se tratar de um alimento
feito com o material cru, os procedimentos devem ser feitos cuidadosamente para que
ndo haja a presenca de patdégenos no produto final (9). Esse fato associado a condicbes
precérias de producdo desses alimentos pode levar a contaminag¢des por micro-
organismos que causam Serios riscos a saude do consumidor (10,11).

Dentre os principais micro-organismos patogénicos encontrados em queijos e
salames, destacam-se Escherichia coli e Staphylococcus aureus. E. coli é o principal
patdgeno do do grupo coliformes (Coliformes a 45 °C) e sua existéncia nos alimentos
indica contaminacdo com materiais de origem fecal (8, 12,13). Staphylococcus aureus é
um patégeno encontrado na pele, em membranas mucosas e nas fossas nasais dos
animais e seres humanos e, por esse motivo, pode ser transferido pelos manipuladores
aos alimentos, quando ndo sao obedecidos os critérios de boas praticas de manipulacgao.
Isso representa um risco potencial a saude publica, pois S. aureus pode produzir
enterotoxinas que causam intoxicacao alimentar aos consumidores desses alimentos
(14,15).

Aliado a isso, diversos estudos, além de isolar esses micro-organismos em
alimentos de origem animal, tais como produtos lacteos e carneos, tém demonstrado
preocupantes indices de resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli e S. aureus
isolados a partir desses alimentos (16-22). O uso de antimicrobianos de forma
indiscriminada na producdo animal, tem sido apontado como uma das causas da
emergéncia de linhagens de bactérias resistentes aos principais antimicrobianos
disponiveis no mercado (23). Isso ocorre porque 0s antimicrobianos utilizados na
producao animal exercem uma presséo seletiva sobre os micro-organismos, que podem
ser transferidos aos consumidores dos alimentosde origem animal e, consequentemente,
reduzir as opdes terapéuticas contra as infe¢cdes causadas por esses micro-organismos
(24).
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Portanto, visto alguns dos problemas e enfermidades que a

contaminacdo de alimentos pode trazer ao consumidor, € de vital

RSSEEIEO-? importdncia as boas praticas de higiene emtodas as etapas de producéo e
manipulacédo. Baseando-se nisso, o presente estudo teve como objetivo

verificar a qualidade microbiolégica de queijos e salames artesanais

comercializados na cidade de Florianépolis, Santa Catarina.

METODOLOGIA
AMOSTRAS DE ALIMENTOS

A pesquisa foi realizada com um total de 16 amostras, sendo oito de queijos e oito
de salames artesanais, comercializadas em feiras na cidade de Florian6polis— SC. Todas
as amostras estavam embaladas pelo fabricante e dentro do prazo de validade previsto.
As amostras foram armazenadas em caixas isotérmicas refrigeradas e transportadas para
o Laboratério de Biologia do Instituto Federal de Santa Catarina (IFSC) — Campus
Floriandpolis, para a realizacdo das analises microbioldgicas.

ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE Staphylococcus aureus, COLIFORMES A 35 2C E Escherichia

coli

Para cada amostra foram retirados assepticamente 25 g, de varias partes do
alimento, e colocados em sacos estéreis. Em seguida foram adicionados 225 ml de agua
peptonada tamponada estéril (APT 1%) e homogeneizados por dois minutos. Foram
realizadas dilui¢cdes seriadas utilizando 1 ml do ind6culo inicial, transferindo para tubo
contendo 9 ml de APT 1% e realizando as dilui¢cdes até 103 (25).

A partir dessas diluigdes, foi realizada a quantificagéo de S. aureus, coliformes a
35 °C e E. coli, seguindo o protocolo descrito por Silva et al. (25) utilizando o sistema
Petrifilm™ (método validado pela Association of Analytical Communities - AOAC) n°
2003.07 para S. aureus e n° 991.14 para coliformes a 35 °C e E. coli.

As placas de Petrifilm™ foram incubadas em estufa bacteriol6gica, seguindo os
critérios estabelecidos pelo fabricante, por 24 horas (quantificacédo de coliformes a 35 °C
e S. aureus) e 48 horas (quantificacdo de E. coli). Todos os resultados foram descritos em
UFC/g e interpretados de acordo com os padrdes microbiologicos estabelecidos pela IN
60 da ANVISA (26). Foram utilizadas como controle as cepas padrdao S. aureus ATCC
29213 e E. coli ATCC 25922.

DETERMINAGAO DA SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos dos micro-organismos isolados
dos alimentos (S. aureus e E. coli) foram realizados pela técnica de disco difusdo
(antibiograma) com os antibidéticos utilizados para cada grupo de micro-organismos de
acordo com o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (27).

Para a realizacdo da técnica de disco-difusao realizou-se a aplica¢éo do inéculo
bacteriano (com até 2x108 UFC/mL) em placas contendo &gar Mueller-Hinton. Apés, foram
colocados os discos dos antimicrobianos sobre a superficie do agar e as placas foram
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incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por um periodo de 16 a 24
horas. Os diametros dos halosde inibi¢cdo foram mensurados em milimetros

nggjlgf (mm) e os resultados foram interpretados de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelo EUCAST (27).

A susceptibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli foi
determinada frente a 11 antimicrobianos (pertencentes a seis diferentes classes
farmacoldgicas): amoxicilina com clavulanato, tetraciclina, gentamicina, cloranfenicol,
ciprofloxacina, cefepime, ceftazidima, -ceftriaxona, cefalotina, meropenem e
sulfametoxazol-trimetoprim.

J4 para as cepas de S. aureus foram utilizados nove antimicrobianos (de oito
diferentes classes farmacoldgicas) - cefoxitina (oxacilina), penicilina, clindamicina,
eritromicina, gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprim, cloranfenicol e
ciprofloxacina.

Adicionalmente, realizado-se o teste de susceptibilidade para determinacéo de
cepas de E. coli produtoras de enzimas beta-lactamase de espectro estendido (ESBL),
através da técnica de sinergismo entre o disco de amoxicilinacom clavulanato e os discos
de cefepime, ceftriaxona, cefotaxima, aztreonam e ceftazidima (28).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 16 amostras analisadas, apenastrés (18,7%) estdo aptas ao consumo devido
a conformidade com a legislacéo vigente, seja pela total auséncia dos micro-organismos
investigados ou pela presencaapenas de coliformes a 35 °C (Q5, Q7 e S4). Dez amostras
(62,5%) apresentaram contaminacéo por coliformes a 35 °C, o que pode indicar a falta de
higiene do manipulador, no ambiente ou dos utensilios utilizados durante o processo de
producdo. Considerando separadamente os dois grupos de alimentos artesanais
estudados, seis das oito amostras de queijos (75%) e quatro das oito amostras de salames
(50%) apresentaram coliformes a 35 °C (Tabela 1).

Diversos estudos realizados com queijos e salames artesanais tém demonstrado
resultados similares aos encontrados neste estudo, com altas taxas de deteccdo de
coliformes a 35 °C nesses alimentos (11,15, 29,30). Apesar de nao haver parametros
microbioldgicos na legislacdo brasileira para a contagem de coliformes a 35 °C (26), um
alto valor € preocupante, pois evidencia inadequac¢fes higiénicas na producéo e,
conseguentemente, a ma qualidade higiénico sanitaria do alimento (31).

Tabela 1 - Quantificacdo de coliformes a 35 °C, E. colie S. aureus em queijos e salames

artesanais.
Produtos Coliformes a 35 °C E. coli S. aureus
Q1 2,8 x 103 - 2,0 x 102
Q2 1,6 x 103 4,0 x 101 -
Q3 1,1 x 103 - 1,5 x 106
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Q4 2,4 x 102 - 1,0 x 102
Q5 - - -

Q6 - - 5,0 x 10°
Q7 2,0 x 10t - B}

Q8 3,1 x 102 7,0 x 10?1 6,0 x 101
S1 - - 1,48 x 10°
S2 1,0 x 101 - 3,42 x 108
S3 1,0 x 101 - 8,1 x 104
s4 - ; -

S5 2.4 x 102 3,0 x 101 9,3 x 10°
S6 5,0 x 101 4,0 x 10t 3,0 x 103
S7 - - 1,0 x 103
S8 - - 1,17 x 108

Salame (S); Queijo (Q); Auséncia (-).

Evidenciou-se a presencade E. coli em quatro amostras de alimentos (25%), sendo
dois queijos e dois salames. Em todas essas amostras a contaminac¢ao pelo micro-
organismo estava acima dos valores aceitaveis pela legislacdo vigente - Instrucdo
Normativa n® 60 descrita pela ANVISA (26) - que determina como limites maximos
aceitaveis de E. coli, os valores de 10 UFC/g em salames, 102 UFC/g em gueijos com
umidade entre 55-60% e 10 UFC/g para queijos com umidade abaixo de 46% (Tabela 1).
Dessa forma, esses alimentos estavam improprios para 0 consumo, uma vez que
oferecem riscos a saude dos consumidores.

E importante salientar, que no caso dos queijos, os limites delimitados pela ANVISA
variam de acordo com a umidade do produto (26). Assim, das oito amostras analisadas,
duasdelas (Q1 e Q3) possuem umidade entre 55-60%, enquanto as demais apresentam
umidade abaixo de 46%.

Resultados similares foram encontrados em um estudo com queijos e salames
coloniaisnaregido sudoeste do Parana, que detectou contagensde E. coli superiores aos
limites aceitaveis de acordo com a legislacéo brasileira em 25% dos queijos e 50% dos
salames analisados (15). Corroborando com esses resultados, um estudo realizado em
Fraiburgo, Santa Catarina, evidenciou que 27,7% dos queijos coloniais analisados
estavam improprios para o consumo devido a altas contagensdeE. coli (32). Ja um estudo
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em Santa Catarina, demonstrou que 50% dos salames artesanais
analisados estavam com contagens de E. coli acima do estabelecido pela
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E. coli € um micro-organismo indicador das condi¢des sanitarias dos
alimentos, pois se trata de uma bactéria entérica e sua presenca nos
alimentos indica contaminacdo de origem fecal, qual ocorre, principalmente, pela
utilizacdo de matéria prima contaminada ou pela falta de higiene dos manipuladores (8).
Embora a maioria das cepas de E. coli seja de baixa viruléncia, estas podem causar
infeccdes oportunistas em pessoas debilitadas, algumas cepas sdo potencialmente pa-
togénicas e estdo associadas a doencgas graves que podem, inclusive, levar & morte (34).
Quantoa analisede S. aureus, observou-se que 12 amostras (75%) foram positivas
para esse micro-organismo, das quais, 11 (91,7%), apresentaram contagens superiores
aos limites maximos estabelecidos pela legislacdo vigente (26) e foram consideradas
improprias ao consumo. Dentre as amostras de queijo, quatro (50%) apresentavam altas
contagens de S. aureus e uma (Q8), embora tenha apresentado o micro-organismo,
estava dentro dos limites considerados como aceitaveis pela legislacédo, que é de 102
UFC/g (Tabela 1).

Dentre as amostras de salame, sete (87,5%) estavam improprias para 0 consumo
devido as altas contagens de S. aureus. Adicionalmente, trés amostras (Q8, S5 e S6)
estavam contaminadas com todos 0s micro-organismos investigados e apenas trés
produtos (Q5, Q7 e S4) estavam isentos de E. coli e S. aureus (Tabela 1).

Por meio desses resultados, fica evidente que a maioria dos produtos analisados
oferecem riscos a saude dos consumidores e mostram uma falhano controle das boas
praticas de higiene. A presencade S. aureus indica contaminacéao veiculada pela matéria
prima contaminada, pois € uma das bactérias mais encontradas no leite (35), bem como
pelos manipuladores, pois 0 homem € um dos principais reservatorios de S. aureus na
natureza, jA que esse micro-organismo pode ser encontrado em suas vias aéreas
superiores (9,36,37).

Dados similares foram encontrados em um estudo realizado no em S&o Jorge do
Oeste no Parana que detectaram a presenca de S. aureus acima dos limites aceitaveis
pela legislacdo brasileira em todas as 20 amostras de salame analisadas (38).
Adicionalmente, um estudo realizado em Santa Catarina evidenciou que 50% das
amostras de salames artesanais estavam improprias para o consumo devido as altas
contagens de S. aureus (9). Em contrapartida, estudo realizado em Toledo no Parana
demonstrou a auséncia de S. aureus em todas as amostras de salames coloniais
analisados, embora tenham detectado E. coli em 50% desses alimentos (39).

As bactérias do género Staphylococcus tém a capacidade de sobreviver e se
multiplicar em uma concentracdo de cloreto de sodio de até 15% com producao de
enterotoxinas em concentracdes de sal de até 10%, o que faz com que os alimentos
curados sejam veiculos potenciais de intoxicacdo (35). S. aureus € um dos agentes
patogénicos mais envolvidos em casos de intoxicacéo estafilococica (40) e sua presenca
em alimentos, oferece um risco potencial para a saude publica (14).

Ao analisar os testes de susceptibilidade, observou-se que trés (75%) das quatro
cepas de E. coli (75%), isoladas das amostras Q2, S5 e S6, apresentaram perfil de
multirresisténcia, ou seja, foram resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos.
Quanto as cepas de S. aureus, sete (58,33%), das doze isoladas, foram consideradas
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multirresistentes, enquanto duas amostras (Q6 e S2) foram resistentes a
todos os antimicrobianos testados.
nggjlgf Os perfis de susceptibilidade de E. coli e S. aureus frente aos
antimicrobianos utilizados neste estudo sdo mostrados nas tabelas 2 e 3,
respectivamente. Nota-se que as maiores taxas de resisténcia dos isolados
de E. coli foi a tetraciclina e cloranfenicol (75%) e de S. aureus foi a penicilina (83,3%).
Adicionalmente, a resisténcia das cepas de S. aureus a oxacilina foi de 50%.

As altas contagens de E. coli e S. aureus nos queijos e salames evidenciam um
potencial aumento da probabilidade de infec¢cbes causadas por esses patdgenos nos
consumidores desses produtos. Aliado a isso, a identificacdo de cepas multirresistentes &
muito preocupante, pois diminui drasticamente as opcfes terapéuticas em casos de
infeccBes por esses micro-organismos e constitui um problema de salude publica (41).

Tabela 2 — Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli isolados de queijos e

salames artesanais.

Perfil de susceptibilidade n (%)*

Antimicrobianos

S I R
Amoxacilina - clavulanato (AMC) 3 (75) - 1 (25)
Cefepime (CPM) 3 (75) - 1 (25)
Ceftazidima (CAZ) 3 (75) - 1 (25)
Ceftriaxona (CRO) 3 (75) - 1 (25)
Cefotaxima (CTX) 3 (75) - 1 (25)
Meropenem (MER) 4 (100) - -
Tetraciclina (TET) 1 (25) - 3 (75)
Sulfametoxazol - trimetoprim (SUT) 4 (100) - -
Gentamicina (GEN) 3 (75) - 1 (25)
Cloranfenicol (CLO) 1 (25) - 3 (75)
Ciprofloxacina (CIP) 3 (75) - 1 (25)

* R - Resistente; | - Resisténcia intermediaria; S - Sensivel
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Tabela 3. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de S. aureus isolados de

gueijos e salames artesanais.

. _ Perfil de susceptibilidade n (%)*
Antimicrobianos

S I R
Cefoxitina (CFO) 6 (50) - 6 (50)
Penicilina PEN) 2 (16,7) - 10 (83,3)
Clindamicina (CLI) 7 (58,3) - 5(41,7)
Eritromicina (ERI) 7 (58,3) - 5(41,7)
Sulfametoxazol - trimetoprim (SUT) 9 (75) - 3 (25)
Gentamicina (GEN) 6 (50) - 6 (50)
Tetraciclina (TET) 9 (75) - 3 (25)
Cloranfenicol (CLO) 9 (75) - 3 (25)
Ciprofloxacina (CIP) - 6 (50) 6 (50)

* R - Resistente; | - Resisténcia intermediaria; S - Sensivel

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos tém se mostrado um dos grandes
problemas da atualidade e, embora varias medidas tenham sido tomadas a fim de
minimizara aplicagdo de antibioticostanto na medicinahumanacomo naveterinaria, uma
parte relativamente grande da transferéncia de bactérias resistentes esta relacionada ao
processo de producao, preparo e comeércio de alimentos (42). Alimentos consumidos crus,
como 0s queijos e salames, apresentam maior risco de transferéncia de resisténcia
antimicrobiana, uma vez que néo sao eliminadas por tratamentos prévios (43).

Cepas de E. coli com perfil de multirresisténcia antimicrobianaforam identificadas
em diversos estudos realizados com amostras de leite cru, queijos e outros produtos
alimenticios, com indices proximos a 20% no Brasil (16,19), entre 21 e 48 %, no México e
india (44,45), e superiores a 50% na Eslovaquia (22).

Corroborando com os resultados obtidos no presente estudo no que diz respeito a
resisténcia de S. aureus, um estudo realizado em Santa Cataria com produtos carneos
detectou que todas as cepas isoladas foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano,
bem como a taxa de resisténcia a penicilina foi superior a 80% (17). Outro estudo que
também avaliou o perfil de resisténcia de micro-organismos isolados de alimentos de
origem animal, observou que 55,6% das cepas de S. aureus apresentavam resisténcia a
um ou mais antibioticos e todas foram resistentes a oxacilina (21).
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O teste de resisténcia a oxacilina é realizado com os discos de

cefoxitina, uma vez que esse agente € um melhor indutor do gene mecA,

nggjlgf presente em cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

(MRSA), e prediz o resultado para oxacilina (46). Tal fato € preocupante,

uma vez que cepas MRSA sao caracterizadas pela rapida capacidade de

desenvolvimento de resisténcia a outros tipos de antimicrobianos que possam ser

utilizados na clinica de bovinos e suinos, por exemplo, e dessa forma podem ser

disseminadas para os alimentos de origem animal, tais como 0s queijos e salames e,
consequentemente, aos consumidores desses alimentos (47,48).

Adicionalmente, uma cepa de E. coli (isolada de uma amostra de salame - S5)
apresentou perfil de ESBL. Esse € um dos principais mecanismos de resisténcia em E.
coli e confere resisténcia aos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos, que sdo 0s principais antimicrobianos
utilizados para o tratamento de infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas
(49,50,51).

CONCLUSAO

O presente estudo detectou um elevado indice (81,25%) de contaminacdo dos
produtos artesanais analisados. Assim, fica evidenciado que a maioria dos queijos e
salames artesanais comercializados na cidade de Floriandpolis— SC estdo improprios
para o consumo e oferecem risco a satde dos consumidores.

Destaca-se ainda, a presenca de cepas multirresistentes, ou seja, resistentes as
principais classes de antibioticos usados para o tratamento das infec¢cdes causadas por
esses micro-organismos, sendo que duas cepas de S. aureus (uma isolada de queijo e
uma de salame) foram resistentes a todos os antibiéticos testados.

Dessa forma, recomenda-se que os produtores desses alimentos artesanais
realizem treinamentos higiénico-sanitarios, a fim de garantir a qualidade do alimento que
sera comercializado, para que ndo ofereca riscos a saude do consumidor.
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