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RESUMO

O Brasil detém um dos maiores rebanhos de bubalinos do mundo Ocidental, com os animais
bem adaptados as condi¢des edafoclimaticas brasileiras. O leite de bufala possui diferentes
peculiaridades que se adequa muito bem a producdo de derivados do leite, como o queijo.
Nesse contexto, objetivou-se avaliar a ocorréncia de enterobactérias em queijos artesanais
elaborados a partir de leite de (Bubalus bubalis), promovendo a discussdo no ambito do
impacto para a saude publica. Para isso, foram coletadas e analisadas 20 amostras de queijo
artesanal oriundas dos municipios de Sdo Bento e Viana, localizados na Baixada Maranhense.
Em ambiente laboratorial, foram removidas as unidades analiticas para o isolamento por meio
de técnicas microbiologicas padronizadas e, identificagdo das enterobactérias com a utilizagao
de um painel bioquimico comercial composto por 23 parametros. Foram quantificadas
enterobactérias em 100% das amostras, com populagdes bacterianas que variaram de 2,4 x 103
a 5,68 x 2,02 x 107 UFC /g para o queijo manteiga e, de 6,7 x 10? a 1,59 x 107 para o coalho e
isoladas 183 cepas bacterianas, com a identificagdo de 11 géneros bacterianos diferentes e 18
espécies de enterobactérias. Dessas, destaca-se a Pantoea agglomerans; Proteus mirabilis;
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae e Klebisiella pneumoniae subsp. pneumoniae pela
presenca em diferentes ambientes e a recorréncia em infecgdes humanas. Conclui-se que os
altos percentuais de contaminagdo por enterobactérias sinalizam para a necessidade de
implementagdo de praticas de higiene apropriadas e medidas de controle de qualidade
microbioldgica para garantir a seguranga dos produtos lacteos produzidos artesanalmente, que
sejam adequadas a realidade da producdo, valorizando o saber dos produtores, mas sem

negligenciar a seguranca dos alimentos produzidos.

PALAVRAS-CHAVE: Bubalus bubalis. Familia Enterobacteriaceae. Queijos tradicionais.



ABSTRACT

Brazil has one of the largest buffalo herds in the Western world, with the animals well
adapted to Brazilian edaphoclimatic conditions. Buffalo milk has several peculiarities that
make it very suitable for the production of dairy products, such as cheese. In this context, the
objective was to evaluate the occurrence of enterobacteria in artisanal cheeses made from
buffalo milk (Bubalus bubalis), promoting discussion within the scope of the impact on public
health. To this end, 20 samples of artisanal cheese from the municipalities of Sdo Bento and
Viana, located in the Baixada Maranhense region, were collected and analyzed. In a
laboratory setting, analytical units were removed for isolation using standardized
microbiological techniques and identification of enterobacteria using a commercial
biochemical panel composed of 23 parameters. Enterobacteriaceae were quantified in 100%
of the samples, with bacterial populations ranging from 2.4 x 103 to 5.68 x 2.02 x 10’ CFU/g
for butter cheese and from 6.7 x 10? to 1.59 x 107 for rennet, and 183 bacterial strains were
isolated, identifying 11 different bacterial genera and 18 species of enterobacteria. Among
these, Pantoea agglomerans, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
and Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae stand out due to their presence in different
environments and their recurrence in human infections. It is concluded that the high
percentages of enterobacterial contamination indicate the need to implement appropriate
hygiene practices and microbiological quality control measures to ensure the safety of
artisanal dairy products, which are suitable to the reality of production, valuing the knowledge

of the producers, but without neglecting the safety of the food produced.

KEY-WORDS: Bubalus bubalis. Enterobacteriaceae family. Traditional cheeses.
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1. INTRODUCAO GERAL

A valorizagdo dos produtos regionais ¢ uma tendéncia mundial, jA& que os
consumidores estdo sempre a procura de sabores originais. No que concerne aos queijos, sua
preservacdo ¢ uma preocupacdo em muitas Regides brasileiras, pois diversos tipos de queijos
sdo referéncias culinarias e constituem uma das importantes atividades que promove a
geracao de valor a pequena propriedade rural. Além de sua importancia econdmica e cultural,
possui também relevancia social, como ferramenta capaz de minimizar o éxodo rural,
mantendo o produtor no meio rural (Figueiredo, 2014).

O leite de bufala (Bubalus bubalis) constitui uma matéria prima de qualidade para a
elaboracdo de queijos e outros derivados lacteos. Todas as suas propriedades nutricionais
refletem nos produtos derivados, que além de possuirem inimeros beneficios para a saude,
ainda demonstram um rendimento quase 50 % superior ao do leite bovino. No Brasil, o leite
de origem bubalina destina-se, principalmente ao mercado de derivados, como a mucarela de
bufala, entretanto, prospectar o desenvolvimento de outros produtos, incluindo diferentes
tipos de queijos, incluindo os artesanais, podera ser uma alternativa importante, considerando
o atual cendrio de desenvolvimento de produtos artesanais e seu respaldo legal (Di Domenico,
2023).

No estado do Maranhao, o queijo de Sao Bento, produzido ha quase 100 anos, ¢ um
produto bastante conhecido pelos maranhenses, por apresentar qualidade sensorial
excepcional, estando na base da economia dos pequenos e at¢é mesmo médios produtores
rurais da Regido (Nascimento et al., 2012). Esse produto ¢ tipico desse Municipio, e sua
producao envolve uma forma especifica de fazer, ou seja, um conhecimento tradicional que
vem passando de geracdo em geragdo e estd circunscrita aquela area geografica (Almeida et
al., 2015).

Apesar da importancia dos queijos artesanais, como supracitado, o processo de
producao deles deve seguir normas rigorosas de higiene. Estudos que versam sobre avaliagao
da qualidade de queijos artesanais brasileiros evidenciam diversos problemas relacionados a
qualidade microbioldgica e higiénico-sanitaria deles, com destaque para: (i) utilizacdo de
matéria prima de baixa qualidade; (i1) produg¢ao em condicdes higi€nicas inapropriadas; (iii) e,
falhas na aplica¢ao de boas praticas agricolas e de fabricagdao (Carvalho, 2007; Araujo et al.,
2008; Figueiredo et al., 2011; Bittencourt et al., 2013; Simdes et al., 2014; Bendelak, 2015).

Os micro-organismos presentes em queijos podem ser desejaveis e/ou indesejaveis. Os

indesejaveis sao os deterioradores e/ou patogénicos, que exercem efeito negativo na qualidade
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microbioldgica e sensorial do produto e podem, em alguns casos, provocar doengas (Nobrega,
2012). Para Bittencourt et al. (2013), um dos problemas de maior relevancia nas queijarias da
ITha do Maraj6, estado do Para, ¢ a falta de higiene e de cuidados basicos durante as etapas de
elaboragdo do produto.

Gouvéa e Dias (2004) e Figueiredo (2006) detectaram contaminagdo por bactérias
aerobias mesofilas, com niveis de 1,4 x 10> UFC/g a 2,0 x 10> UFC/g, respectivamente.
Bendelak (2015) observou a presenca de coliformes a 35 °C e a 45 °C, com niveis de 110
NMP/g. Para esse ultimo pesquisador, nas industrias de laticinios, as ferramentas de gestdo da
qualidade devem ser implementadas para controlar a qualidade da matéria-prima e
principalmente, as etapas de fabricagcdo dos derivados, ja que varios problemas associados a
presenca de micro-organismos patogénicos, como a Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, pode correr.

No Brasil, muitos laticinios ja implementaram as boas praticas de fabricagdo (BPF) e a
analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC), porém, poucas queijarias de
pequeno porte o fizeram ou tém condigdes de implementa-las. Portanto, para impulsionar a
qualidade de seus produtos, seria de grande beneficio que as queijarias desenvolvessem e
utilizassem programas de gestdo da qualidade pautados nas especificidades (Figueiredo ef al.,
2018) o que resultaria, indubitavelmente, na elevagao da qualidade microbiologica dos queijos

produzidos e em menores riscos associados ao consumo desses produtos.

1.1 Justificativa

Os queijos artesanais sao importantes para o Brasil por diversas razdes, com destaque
para: (i) Patrimonio cultural — o modo de fazer o queijo artesanal ¢ uma tradicdo que
atravessa geragdes ¢ ¢ um legado de técnicas ancestrais; (ii)) Economia — a produgdo e
comercializacdo de queijos artesanais gera emprego e renda, dinamiza o comércio e
incentiva a permanéncia do agricultor no campo; (iii) Sustentabilidade - a produgdo artesanal
certificada ¢ sindnimo de boas praticas, como o cuidado com os animais, a gestdo da
propriedade rural e o uso eficiente da 4gua; e, (iv)Turismo - a producao de queijos artesanais
atrai turistas, que apreciam a gastronomia e que buscam conhecer os locais onde a produgao

acontece.
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No estado do Maranhao, o queijo artesanal, como citado na Introdu¢do deste trabalho,
estd arraigado na base da economia dos pequenos e até mesmo médios produtores rurais da
Regido. Porém, a produgdo e comercializagdo, ainda ocorre de forma nao legalizada.

Apesar da importancia dos queijos artesanais, como supracitado, o processo de
producdo deles deve seguir normas rigorosas de higiene. Condi¢des sanitarias inadequadas
adotadas no rebanho, controle de qualidade deficiente na obtengdo da matéria prima, no seu
beneficiamento e estocagem, podem resultar em um produto ndo conforme e em risco de
infecgdes e intoxicagdes aos consumidores. Portanto, fica evidenciado a importancia de
discutir sobre o monitoramento e controle da contamina¢do microbioldgica em queijos
artesanais, com a finalidade de repassar aos produtores informagdes seguras sobre a
necessidade da implantagdo de boas praticas agropecudrias (BPA) durante a ordenha e de
BPF, para que o produto esteja dentro dos parametros de identidade e qualidade necessarios
para garantir a seguranca do consumidor e, consequentemente um melhor retorno financeiro
ao produtor.

Nesse contexto, este Trabalho Conclusdo de Curso (TCC) estd alinhado as politicas
publicas do estado do Maranhdo e do Brasil, tendo como diretriz o fortalecimento da
implementagdo da Agenda 2030, que instituiu os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel
— ODS, com destaque aos objetivos: 3 - saide e bem-estar; 9 - industria, inovacao e
infraestrutura; e, 10 - reducdo das desigualdades (Onubr, 2015) e vem subsidiar a publicagao
de informagdes que possam permitir o acesso dos POAs, com destaque para o queijo artesanal
(manteiga e coalho), provenientes da agricultura familiar aos mercados formais, contribuindo

assim com o desenvolvimento sustentavel do estado do Maranh3o.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

e Avaliar a ocorréncia de enterobactérias em queijos artesanais elaborados a partir de
leite de (Bubalus bubalis), promovendo a discussao no ambito do impacto para a

saude publica.
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1.2.2 Especificos

e Realizar o isolamento bacteriano em amostras de queijos artesanais elaborados a partir
de leite bubalino.
e Realizar identificagdo fenotipica de isolados bacterianos integrantes da Familia

Enterobacteriacea nas amostras de queijo artesanal avaliadas.

1.3 Estrutura do Trabalho de Conclusiao de Curso (TCC)

O trabalho de conclusdo de curso (TCC) esta dividido em dois (02) capitulos:

e Capitulo I: consta a introducdo geral do trabalho, onde estd inserida a
justificativa, além dos objetivos gerais e especificos.

e Capitulo II: ¢ apresentado o artigo intitulado “Pesquisa de Enterobactérias
em Queijos Artesanais Elaborados com Leite de Origem Bubalina no
Estado do Maranhio”, que sera submetido em formato de capitulo de livro
para compor o E-book “Alimentacdo Coletiva Integrada: Saberes
Multidisciplinares para um Futuro Sustentdvel — volume 1 da Editora

Cientifica Digital'.
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Objetivo: Objetivou-se pesquisar enterobactérias em queijos artesanais elaborados com leite

de origem bubalina no estado do Maranhdo. Para isso, foram coletadas e analisadas 20

amostras de queijo artesanal oriundas dos municipios de Sao Bento e Viana, localizados na

Baixada Maranhense. Métodos: Em ambiente laboratorial, foram removidas as unidades

analiticas para o isolamento bacteriano e identificacdo das enterobactérias com a utilizacao de

um painel bioquimico comercial composto por 23 parametros. Resultados: Foram

quantificadas enterobactérias em 100% das amostras, com populagdes bacterianas que

variaram de 2,4 x 103a 5,68 x 2,02 x 107 UFC /g para o queijo manteiga e, de 6,7 x 10% a 1,59
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x 107 para o coalho e isoladas 183 cepas bacterianas, com a identificacdo de 18 espécies
bacterianas. Dessas destaca-se a Pantoea agglomerans; Proteus mirabilis; Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae € Klebisiella pneumoniae subsp. pneumoniae pela presenca em
diferentes ambientes e a recorréncia em infec¢des humanas. Conclusio: Os altos percentuais
de contaminagdo por enterobactérias sinalizam para a necessidade de implementagdo de
praticas de higiene apropriadas e medidas de controle de qualidade microbiologica para
garantir a seguranca dos produtos lacteos produzidos artesanalmente, que sejam adequadas a
realidade da produgdo, valorizando o saber dos produtores, mas sem negligenciar a producao

segura dos alimentos.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, Familia Enteronacteriaceae, queijos tradicionais.

INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de leite a nivel mundial, com 34,5 bilhdes de litros
produzidos no ano de 2022 (Embrapa, 2024). O Maranhao possui a 17* maior producao entre
os Estados brasileiros, com 414.996 mil litros de leite produzidos em 2023, dispondo de um
rebanho bovideo constituido por 10.314.237 bovinos e 95.152 bubalinos (IBGE, 2024;
IMESC, 2023).

Da totalidade de producao leiteira do Brasil, percentual elevado ¢ destinado a fabricacao de
derivados do leite, em que se destaca a elaboragdo de queijos. De 2005 a 2016, foram
comercializadas 785 mil toneladas de queijos no Pais, tornando esse derivado lacteo o
segundo mais comercializado no Brasil (Embrapa, 2019). Nesse nicho mercadologico, os
queijos artesanais tém atraido o mercado consumidor pela grande diversidade de tipos,
sabores e texturas, além de uma forma uUnica de produgdo, associado as caracteristicas
nutricionais (Embrapa, 2018; Roldan; Philippe; Revillion 2019).

No Brasil, ha uma diversidade na forma como os queijos artesanais sao produzidos,
variando de acordo com a Regido produtora. Mas, em linhas gerais, o setor produtivo desses
tipos de queijos ¢ caracterizado por pequenos produtores, com fabricagdo em pequena escala,
utilizando leite produzido na propria propriedade rural e seguindo processos produtivos
tradicionais, refletindo influéncias socioculturais e a ancestralidade dos povos (Rozin, 2005;
Martins et al., 2015; Soares et al., 2018; Kamimura et al., 2019a; Penna; Gigante; Todorov,
2021; Pineda et al., 2021).

Com uma bacia leiteira em franca expansdo, o Maranhdao vem se consolidando em uma

nova ‘rota do queijo’ no Nordeste brasileiro. Ao associar cultura, técnica e paladar peculiares,
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0 queijo maranhense conquista chancelas importantes em concursos nacionais e
internacionais, alcancando novos mercados e ganhando a preferéncia de apreciadores de
queijos (Alema, 2025). Os queijos artesanais produzidos no Estado sdo elaborados a partir do
leite de vaca, cabra ou bufala, com modo de elaboragdao peculiar, resultando na grande
diversidade da producao local.

Com o crescimento da produc¢do dos queijos artesanais no Brasil e a existéncia de leis
brasileiras’ recentes que tratam das regras de produ¢do e comercializa¢io desses derivados
lacteos em ambito nacional, hd a necessidade de caracterizacdo destes queijos com a
finalidade de melhorar sua qualidade e seu potencial de mercado, possibilitando a criagdo de
leis especificas que atendam as necessidades do pequeno produtor e evitem o comércio ilegal
deste produto (Martins et al., 2015; Bemfeito et al., 2016).

Mas, pesquisadores inferem que os queijos fabricados de forma artesanal no Brasil, ndo
passam por controle de qualidade, sendo comercializados sem os devidos cuidados (Amorim
et al., 2014; Silva et al., 2017). Estudos comprovam que a microbiota do queijo artesanal
brasileiro ¢ constituida por diferentes géneros de bactérias acido-laticas, como Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus, € também, por diversos
contaminantes, incluindo as bactérias integrantes da familia Enterobacteriaceae e
Staphylococcus spp. (Kamimura et al., 2019b; Camargo et al., 2021; Penna; Gigante;
Todorov, 2021; Pineda et al., 2021).

Segundo Falardeau et al. (2019), alguns microrganismos impactam de forma direta a
qualidade do queijo, podendo deteriora-lo ou, ainda ocasionar problemas na seguranga do
consumo desse alimento, comportando-se como indicadores de qualidade da produgdo.
Portanto, o estudo da diversidade microbiana se reveste de grande importancia a tentativa de
padronizagdo das praticas de elaboragdo do queijo artesanal, podendo indicar pontos criticos a
contaminagdo em cada etapa da cadeia produtiva (Bokulich et al., 2016).

Considerando que o leite e seus derivados fornecem um substrato nutritivo, propicio a
multiplicacdo de diversas bactérias, inclusive as deteriorantes e patogénicas (Fox et al., 2016)
e que sua contaminagdo pode ser controlada pela adogdo de boas praticas agropecuarias e de
fabricacao, desde a ordenha do leite até o ambiente de maturacao (Langoni et al., 2011; Melo;
Andrew; Faleiro, 2015), realizou-se este estudo com o objetivo de pesquisar enterobactérias

em queijos artesanais elaborados com leite de origem bubalina no estado do Maranhao.

3Lei n® 13.680 de 2018 — Lei do Selo Arte (Brasil, 2018) € Lei n° 13.860 de 2019 - Lei dos Queijos Artesanais
(Brasil, 2019).
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MATERIAL E METODOS

Universo da Pesquisa e Amostragem

Como universo da pesquisa optou-se por centrar as discussdes nos municipios de Sdo
Bento e Viana, estado do Maranhdo, ambos localizados na Regido da Baixada Maranhense.
Para Almeida et al. (2015), a base da producao de queijo artesanal estd centrada em
municipios da Baixada Maranhense e segundo o ultimo censo censitario realizado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2022), Sdo Bento apresenta
aproximadamente 45.989 habitantes e indice de desenvolvimento humano - IDH de 0,602 e
Viana, 51.442 residentes com IDH de 0,618.

Foram obtidas 20 amostras (aproximadamente 100 gramas de cada amostra*) de queijo
artesanal (manteiga e coalho) produzidas com leite de origem bubalina, sendo 10 amostras
oriundas do municipio de Sdo Bento e 10 de Viana. As amostras foram obtidas de 20
produtores diferentes, considerando os seguintes critérios de inclusao no estudo: (i) sistema de
agricultura familiar; e, (ii) producdo leiteira maxima 100 litros/dia. De posse dessas
informacdes foram coletadas as 20 amostras de queijo artesanal, 10 de queijo manteiga e 10

de queijo coalho.

Analises Microbiologicas

Para andlise microbiologica foram pesadas 25 + 0,2 g de cada amostra, adicionado a 225
mL de agua peptonada tamponada a 0,1%, correspondendo a primeira diluicdo (107),
homogeneizada por aproximadamente dois minutos em "stomacher" a uma rotacao média de
250 rotagdes por minuto (rpm). Na sequéncia, mais duas diluigdes sucessivas (102, 1073)
foram preparadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua peptonada tamponada a 0,1%.
Todas as analises seguiram os procedimentos e recomendacoes da Americam Public Health

Association (Downes; Ito, 2001) e Internacional Organization for Standardization (ISO).

Quantificacao de coliformes totais e termotolerantes

Para a quantificagdo de coliformes totais e termotolerantes foi realizada a técnica dos tubos
multiplos (Downes; Ito, 2001). Aliquotas de 1 mL de cada diluigdo (10!, 102 ¢ 10%) foram
inoculadas em séries de trés tubos, contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST -
Kasvi), com tubo de Duhran invertido. Os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas. Uma

alcada de cada tubo positivo (turvagdo e formagdo de gés visivel no tubo de Durham) foram

4 Amostra representativa para a realizagdo de anélises microbiolégicas.
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transferidas para tubos contendo os caldos Verde Brilhante (VB - Kasvi) e do Escherichia coli
(EC - Kasvi), que foram incubados a 35°C e 45°C, respectivamente, ambos por 24-48 horas.
Foram anotados o numero de tubos positivos e determinado o Numero Mais Provavel (NMP)
em uma tabela adequada as dilui¢des utilizadas e o resultado sera expresso em NMP de

coliformes totais e termotolerantes/g.

Pesquisa de enterobactérias

Para a pesquisa de enterobactérias foram realizados o isolamento e a confirmagdao de
acordo com a utilizagdo de metodologia convencional (Downes; Ito, 2001), como descrito a
seguir:
a) Primeira etapa: enriquecimento da amostra

Inéculos bacterianos de cada tubo EC positivo foram inoculados em Agar MacConkey
(MCK) ou Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). A cultura foi incubada a 37 °C, por 24
horas. Das placas representativas foram transferidas todas as colonias com morfotipos
diferentes e, no maximo, cinco colonias com o mesmo morfotipo. Cada uma delas foi
inoculada em Agar Triptona de Soja (TSA) e em caldo cérebro-coracio (BHI) e incubada a 37

°C, por 24 horas.

b) Segunda etapa: identificacio das colonias isoladas

A identificacdo das bactérias isoladas da 4gua foi realizada por meio de painel para
enterobactérias Probac composto por 23 parametros da (indol; Voges Proskauer; citrato de
Simmons; producao de H»S; hidrolise da uréia; triptofano desaminase; descarboxilacdo de
lisina, arginina e ornitina; malonato; oxidagdo da glicose; fermentagcdo de lactose, sacarose,
manitol, adonitol, mioinositol, sorbitol, sorbitol, rafinose, ramnose, maltose, melobiose; e,
hidrolise da esculina). Os resultados foram interpretados com o auxilio da tabela de identificagdo
de enterobactérias de importancia médica disponibilizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA).

Analise de Dados

Os resultados laboratoriais foram organizados e analisados, compilados em um banco
de dados e apresentados em tabelas de maneira a permitir uma melhor visualizagdao dos dados.
Foi realizada andlise estatistica descritiva para a obten¢do de frequéncias absoluta e relativa.
Para verificar se existiam diferencas significativas ao nivel de 5% quanto a médias das

contaminagdes microbianas entre os tipos de queijos € municipios avaliados, foi utilizado o
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teste de T de Student com a utilizagdo do software aberto JASP (Jeffreys's Amazing Statistics

Program).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 amostras de queijos artesanais analisadas, foram quantificados em 100 % delas
enterobactérias, com populagdes bacterianas que variaram de 2,4 x 10°a 5,68 x 2,02 x 107
UFC? /g para o queijo manteiga e, de 6,7 x 10% a 1,59 x 107 para o coalho. Os valores médios
desse grupo de microrganismos foram de 3,66 x 10 UFC /g e de 1,66 x 10° para os queijos
manteiga e coalho, respectivamente. Foram constatadas diferencas estatisticas significativas
nesses valores para os tipos de queijos avaliados por municipio (p < 0,05), com as maiores
contaminagoes registradas para o municipio de Sao Bento e no queijo manteiga, o que pode
estar relacionado a fatores intrinsecos e extrinsecos, como a riqueza nutricional desse tipo de
queijo e, o ambiente de produgdo, respectivamente.

Dada a auséncia de limite microbioldgico oficial para enterobactérias em queijos artesanal
produzidos com leite bubalino, os resultados foram discutidos com base em referéncias
técnicas (Franco; Landgraf, 2008; Silva et al., 2007) e resultados de diferentes pesquisas,
sendo importante ressaltar que nenhuma das amostras avaliadas apresentou sinais de
estufamento precoce, sou seja, em todas as amostras havia auséncia de gas no interior dos
queijos e de olhaduras, além de massa regular.

Atribui-se a elevada ocorréncia de enterobactérias nas amostras, ao fato de os queijos
serem elaborados a partir de leite cru, com periodo minimo de maturagdo e, ainda refletir
sobre as inadequadas condi¢des de higiene do local de produgdo e a baixa qualidade da
matéria prima utilizada. Também se destaca, que as caracteristicas intrinsecas (média a alta
umidade, pH acima de 5,0) (Brasil, 2001; Sousa et al., 2014) e tecnologicas (coagulagao
enzimatica) dos dois tipos de queijos avaliados os tornam mais favoraveis ao desenvolvimento
de microrganismos e, consequentemente, mais susceptiveis a apresentarem altas contagens de
enterobactérias.

Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias indiretas sobre a ma qualidade da
matéria prima utilizada — o leite, além de condi¢des inadequadas de processamento,
armazenamento € transporte. A consequéncia desses resultados se associa diretamente a
diminui¢do da vida de prateleira desses queijos, o que se agrava pelo fato deles serem

comercializados, normalmente, sem a refrigeracdo. Portanto, esses resultados sinalizam

5 UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
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indiretamente sobre as condigdes higiénicas e higi€nico-sanitarias € o risco iminente para a
saude dos consumidores.

Soares et al. (2011) destacam que as enterobactérias refletem diretamente as condigdes
higiénico-sanitrias do local de producao. Barbosa (2020) infere que o estudo da comunidade
bacteriana dos alimentos auxilia na estruturacdo da cadeia produtiva, evita eventuais perdas e,
principalmente sinaliza para a ocorréncia de agentes etiologicos causadores de doengas de
transmissao hidrica e alimentar (DTHAS).

El Galiou ef al. (2015) destacam que bactérias integrantes da Familia Enterobacteriaceae
sdo comuns em queijos produzidos com leite cru, inclusive com a possibilidade de
quantificag¢do de elevadas populacdes de coliformes em queijos produzidos artesanalmente, o
que foi observado no presente estudo. Castro et al. (2016) inferem que na producao de queijo
artesanal, o produto ¢ amplamente manipulado ao longo de sua fabricagdo, representando
risco potencial a saude do consumidor. Castro et al. (2020) destacam que o leite cru possui
uma microbiota abundante e diversificada, o que pode contribuir para a presenga de
microrganismos indesejaveis no produto final.

Das 20 amostras de queijos contaminadas por enterobactérias, foram obtidos 183 isolados
com a identifica¢do fenotipica de 11 gé€neros bacterianos diferentes e 17 espécies distintas de
enterobactérias (Tabela 1).

Tabela 1. Enterobactérias isoladas em queijos artesanais elaborados com leite de origem bubalina no estado do
Maranhao

MUNICIPIOS Té%%? J%E AMOSTRAS  ESPECIES DE ENTEROBACTERIAS

1 Proteus mirabilis
Ewingella americana
Citrobacter sp.
Enterobacter cloacae

2 Ewingella americana
Kluyvera intermedia
Pantoea agglomerans

3 Citrobacter freundii

Manteiga Ewingella americana
Enterobacter hormaechei
Kluyvera intermedia

4 Serratia sp.

Ewingella americana
Pantoea agglomerans

5 Citrobacter gillenii
Cronobacter sakazakii
Proteus mirabilis

6 Pantoea agglomerans
Enterobacter hormaechei

Coalho Proteus mirabilis

7 Proteus mirabilis

Citrobacter sp.

Sao Bento




Pantoea agglomerans
Citrobacter gillenii

Ewingella americana
Kluyvera intermedia
Pantoea agglomerans
Citrobacter sp.

Edwardsiella ictaluri
Citrobacter gillenii
Ewingella americana
Pantoea agglomerans.

10

Kluyvera intermedia
Pantoea agglomerans
Citrobacter sp.
Citrobacter freundii.

11

Kluyvera intermedia
Citrobacter sp.
Ewingella americana

12

Kluyvera intermedia
Proteus mirabilis

13
Manteiga

Yersinia ruckeri
Citrobacter sp.

14

Kluyvera intermedia
Pantoea agglomerans
Citrobacter sp.

15

Kluyvera intermedia
Pantoea agglomerans
Citrobacter sp.

Viana 16

Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae
Klebsiella oxytoca

17

Serratia rubidaea
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
Enterobacter aerogenes

18
Coalho

Enterobacter cloacae
Serratia sp.
Enterobacter hormaechei

19

Enterobacter aerogenes
Ewingella americana
Cronobacter sakazakii

20

Proteus mirabilis
Edwardsiella ictaluri

27

Os resultados constantes na Tabela 1 evidenciam diversidade bacteriana nas amostras

analisadas e semelhancas entre os géneros e as espécies de bactérias diagnosticadas, tanto por
tipos de queijos (manteiga e coalho), como pelos municipios amostrados o que sinaliza para

praticas produtivas semelhantes e possivelmente as mesmas fontes de contaminacdo. E, os

achados deste estudo se coadunam com as informagdes dos pesquisadores Kamimura et al.

(2019b), Camargo et al. (2021), Penna, Gigante e Todorov (2021) e Pineda et al. (2021) que
citam a existéncia de diversos contaminantes no queijo artesanal brasileiro, incluindo as
bactérias integrantes da familia Enterobacteriaceae.

Os géneros bacterianos mais frequentes nas amostras analisadas totalizaram 83,60 % dos

isolados, assim estratificados: Citrobacter (n= 39/183; 21,31 %); Pantoea (n= 27/183; 14,75



28

%); Ewingella (n= 24/183; 13,11 %), Kluyvera (n= 24/183; 13,11 %), Enterobacter (n=
21/183; 11,47 %); e, Proteus (n= 18/183; 9,84 %). E, as espécies mais frequentes em ordem
decrescente de ocorréncia foram a P. agglomerans (n=27/183; 14,75 %), Citrobacter sp. (n=
24/183; 13,11 %), E. americana (n=24/183; 13,11 %), K. intermedia (n=24/183; 13,11 %) e
P. mirabilis (n=18/183; 9,84 %).

Para Nascimento et al. (2013), algumas espécies de enterobactérias desempenham fungdes
benéficas no ambiente, realizando trocas biogeoquimicas entre 0 meio € 0s organismos vivos
e, decompondo a matéria organica, j& outras podem causar infec¢des em humanos e animais.
Nesse interim, merece destaque citar as espécies envolvidas em infecgdes em seres humanos e
isoladas neste estudo, a P. agglomerans (n=27/183; 14,75 %); P. mirabilis (n= 18/183; 9,84
%); C. freundii (n= 6/183; 3,27 %), E. cloacae (n= 6/183; 3,27 %) e K. pneumoniae subsp.
pneumoniae (n= 6/183; 3,27 %).

As espécies de Pantoea spp. sdo bacilos Gram negativos anaerdbios facultativos, integram
um género constituido por 20 espécies bacterianas muito semelhantes, sendo encontradas em
ambientes que contém matéria fecal, plantas e solo, onde atuam como parte do microbioma
natural e como agentes patogénicos (Cruz et al., 2007). A P. agglomerans, espécie mais
isolada neste estudo, integra esse género e esta frequentemente associada a infecdes em
pacientes imunossuprimidos, provocando uma variedade de quadros clinicos, como
bacteremia, septicemia, pneumonia, infe¢des do trato urinario e meningite (Dutkiewicz et al.,
2016; Guevarra et al., 2021). Estudos demonstram que os isolados de P. agglomerans podem
conter um amplo espectro de genes de resisténcia a antibioticos (Guevarra et al., 2021).

A elevada frequéncia de P. vulgaris se constitui um importante resultado e se reverte de
importancia sanitaria, ja que essa espécie ¢ considerada comensal no intestino. Outrossim,
bactérias pertencentes ao género Proteus, sobretudo P. vulgaris e P. mirabilis, sdo
microrganismos potenciais na recorréncia da doenga de Crohn, portanto, servem como um
estimulo para o estudo do potencial risco deles como patdgenos intestinais € os impactos na
contaminac¢ao de alimentos.

Espécies de Proteus spp. possuem muitos fatores de viruléncia relevantes para a
patogenicidade gastrointestinal, incluindo a motilidade; aderéncia; produgdo de urease,
hemolisinas e proteases IgA; e, a capacidade de adquirir resisténcia a antimicrobianos.
Condicdes gastrointestinais associadas a esses microrganismos incluem gastroenterite
(espontanea e de origem alimentar), infec¢des nosocomiais, apendicite, colonizagdo de

dispositivos como sondas nasogéastricas e doenca de Crohn (Hamilton et al., 2018).
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O C. freundii constituiu 3,27 % dos isolados identificados neste estudo, essa espécie ¢é
considerada um patégeno oportunista que coloniza o trato intestinal de animais vertebrados,
incluindo o homem. Essa espécie também ¢, frequentemente, isolada de ambientes diversos
como alimentos, agua, esgoto e solo (Liu et al., 2016; Liu et al., 2018). E, tem sido associada
a um amplo espectro de infeccdes envolvendo os tratos gastrointestinal, respiratdrio e
urindrio, infec¢cdes em feridas, abscessos, diarreias € em casos graves como septicemias €
meningite, em neonatos e endocardites (Liu et al., 2018).

A disseminagdo de espécies de Citrobacter se associa ao frequente isolamento de C.
freundii e o aumento da resisténcia dessa espécie a multiplas drogas. Liu et al. (2018)
destacam que essa frequéncia indica que tanto isolados ambientais, quanto hospitalares
possam ser reservatorios de genes de resisténcia a antimicrobianos.

E. cloacae também constituiu 3,27 % dos isolados na pesquisa e a presenca dessa espécie
nos queijos avaliados pode estar associada a utilizacao de leite ndo pasteurizado como matéria
prima, além de possivel contaminagdo pos fabricacdo. Essa espécie reconhecidamente
constitui um contaminante do leite cru e de produtos lacteos como iogurte e queijo, conforme
citado por Cooney et al. (2014). Segundo os referidos pesquisadores, Enterobacter spp. foram
identificados em creme pasteurizados e em produtos lacteos desidratados; possivelmente
devido a contaminagdo pds-processamento, ja que essas bactérias ndo sobrevivem a
pasteurizagdo. Essa espécie € comumente encontrada em diversos ambientes e cada vez mais
reconhecida como um patégeno oportunista associado a infec¢cdes nosocomiais,
frequentemente ligada a multirresisténcia a antimicrobianos.

K. pneumoniae, bactéria oportunista encontrada em varios nichos microbioldgicos
(solo, pele, intestinos e fezes de mamiferos e alimentos), constituiu 3,27 % dos isolados. A
espécie ja foi documentada como agente causador de bacteremia, pneumonia e infec¢do do
trato urinario (Siu et al., 2011). Estudos comprovam que ao longo dos anos, a resisténcia a
antibidticos em isolados de K. pneumoniae ¢ cada vez mais observada em ambientes
nosocomiais € comunitarios, com a comprovacao de resisténcia adquirida a antibidticos de
ultima geragdo, como os carbapenémicos (Pitout; Nordmann; Poirel, 2015), o que torna
preocupante a identificacdo dessa espécie nas amostras avaliadas.

De maneira geral, as enterobactérias possuem distribuicdo cosmopolita, habitando
principalmente o intestino de animais ¢ do homem. No entanto, também sdo encontradas no
solo, em vegetagdo em decomposi¢do e matéria organica, em fontes de dgua, esgoto e outros
ambientes (Franco e Landgraf, 2008). Essa ampla distribui¢do pode responder aos elevados

percentuais e niveis de contaminagdo identificados nas amostras de queijos avaliadas,
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associado ao fato de que a presenca de enterobactérias em alimentos evidencia, usualmente,
conforme citado por Sena et al. (2018), deficiéncia de higienizacdo do manipulador e do
maquindrio utilizado para o preparo do alimento.

Para Eze ef al. (2017) e Mozaffarian et al. (2018), a quantidade de doengas causadas por
microrganismos ou suas toxinas posiciona a qualidade microbioldégica como um ponto
indissociavel da seguranca de alimentos. Portanto, é fundamental que na producdo de
alimentos seja considerada a avaliagdo cientifica de risco microbiologico para identificar
solugdes apropriadas de controle e gerenciamento do processo produtivo. Uma produgdo
segura ¢ eficaz quando sustentada por dados gerados por meio de testes microbiologicos dos
produtos. Por esta razdo, destaca-se a importancia dos resultados obtidos, no sentido de
ressaltar o risco do consumo de alimentos elaborados em condi¢des inadequadas, mas também
com a possibilidade deles convergirem para a formulagdes de politicas publicas, e despertar
para a necessidade de realizagdo de mais pesquisas sobre um nicho mercadologico que tanto
cresce no Pais, o setor de queijos artesanais.

Sendo os queijos artesanais, produtos de importancia para o Maranhao e, a sua producao a
partir do leite bubalino apresentar viabilidade e aceitabilidade, a atividade deve ser fomentada
no Estado, inclusive com a finalidade de atingir os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentaveis (ODS) 3 - saude e bem-estar; 9 - industria, inovacao e infraestrutura; e, 10 -
reducdo das desigualdades. Nesse interim, ressalta-se a importancia de uma fiscalizagcdo mais
rigorosa e efetiva, ndo dissociada de assisténcia técnica qualificada e de um acompanhamento
frequente do processo produtivo, ressaltando que a qualidade dos queijos estimula a

aprovagao e aquisi¢do pelos consumidores, além do acesso aos mercados.

CONCLUSAO

O estudo comprovou a presenca de 11 géneros e de 17 espécies distintas de enterobactérias
nas amostras de queijo artesanal produzidos com leite de origem bubalina, incluindo espécies
de importancia médica como a P. agglomerans; P. mirabilis;, C. freundii, E. cloacae ¢ K.
pneumoniae subsp. pneumoniae.

A contaminacdo da totalidade das amostras avaliadas por enterobactérias sinaliza para
problemas higiénicos nos processos de produgdo e manuseio desses produtos lacteos
artesanais. E, também para a necessidade da implementacdo de praticas de higiene
apropriadas e medidas rigorosas de controle de qualidade microbiologica, para garantir a

seguranga dos produtos lacteos produzidos no estado do Maranhdo, adequadas a realidade da
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produgdo artesanal, valorizando o saber dos produtores, mas sem negligenciar a seguranga

alimentar e, a saude da populagao.
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