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AEROMONAS NO PROCESSAMENTO DE QUEILJOS TIPOS MINAS
FRESCAL E COLONIAL

AEROMONAS IN PROCESSING LINE OF MINAS FRESCAL AND
COLONIAL CHEESES

N. D. CERESER'*, O. D. ROSSI JUNIOR!, T. M. MARTINELI", V. SOUZA?,
L. B. RODRIGUES?, M. V. CARDOZO"'

RESUMO

Com o objetivo de estabelecer, durante o processamento do queijo Minas Frescal e Coloniad os possiveis pontos de
contaminagao e a forma de disseminagdo de bactérias do género Aeromonas, foram analisados, quanto a presenga do micro-
organismo, diferentes produtos e pontos do fluxograma de produgéo. Para o Queijo Minas Frescal, Aeromonas spp. foram
isoladas no leite cru, leite pasteurizado, ambiente de produgio e nas mios dos manipuladores. A. caviae foi a espécie
mai s frequentemente identificada, sendo também isoladas A. sobria e A. schubertii. Durante 0 processamento do queijo
Colonial, as espécies A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii e A. jandaei foram isoladas a partir da agua, maos
dos manipuladores, utensilios, leite cru e apds tratamento térmico e de massa coagulada. Os resultados demonstram que
0 género Aeromonas encontra-se disseminado nas diferentes etapas do processamento de queijos, destacando-se o leite
cru como principal fonte de contaminagio para o processamento industrial e artesanal.

PALAVRAS-CHAVE: Qualidade Microbiol6gica. Queijo. Sande Piblica.

SUMMARY

The aim of this study is to establish possible contamination points and dissemination forms of the bacteria genus
Aeromonas during the processing of the Brazilian cheeses Minas Frescal and Colonia. Therefore, different products
and production points of the process were analyzed to determine the presence of the microorganism. In Minas Frescal
cheese, Aeromonas spp. was isolated in raw and pasteurized milk, in the environment and on the handlers’ hands. A.
caviae was the most frequently identified species, but 4. sobria and A. schubertii were aso isolated. During the
processing of Colonial cheese, the species 4. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii and A. jandaei were isolated in
the water, raw milk, after thermal treatment and curd, as well as on the handlers' hands and utensils. The results showed
that the genus Aeromonas is disseminated throughout different stages of both cheese processes while the raw milk
stands out as the main source of contamination in the industrial and handmade processing.

KEY-WORDS: Microbiology quality. Cheese. Public health.
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INTRODUCAO

O oénero Aderomonas esta  distribuido
universalmente e pode ser isolado de amostras clinicas,
ambientais e alimentares. Atualmente a Aeromonas
Spp., principalmente A. hydrophila, é considerada um
agente emergente em enfermidades de origem
aimentar, e tem recebido atencdo especial pela
capacidade de se multiplicar em temperaturas de
refrigeracdo, sendo também importante deteriorante
(DASKALOQV, 2006; JANDA & ABBOTT, 2010).

Diferentes estudos tém demonstrado a presenga
de espécies de Aeromonas spp. em aimentos de
origem animal, vegetal e também nas dguas cloradas e
nio cloradas (ISONHOOD & DRAKE, 2002;
AMARAL et a., 2006; ROSSI JUNIOR et al., 2006;
JANDA & ABBOTT, 2010; MARTINELI et a. 2011).
Muitos destes isolados produzem fatores de viruléncia
como enterotoxinas, citotoxinas, hemolisinas e tém
capacidade para se aderir e invadir células epiteliais.
Assim, aimentos e 4gua contaminados sdo
reconhecidos como importantes veiculos na
transmissio  destes  micro-organismos,  estando
constantemente envolvidos em casos de gastrenterite
ou mesmo de doengas mais graves (KIROV, 1993;
PALU et al., 2006).

Entretanto, apesar da sua importancia como
agente de doenga de origem alimentar, muito pouco se
conhece sobre o significado dessa bactéria em
alimentos, principamente sobre as fontes de
contaminagio e sua disseminag¢do durante a producio,
especiamente para o leite e seus derivados. Desta
forma, até que as questdes relacionadas a
patogenicidade e ao comportamento das Aeromonas
Spp. sejam totalmente esclarecidas, a sua presenca em
alimentos pode ser considerada uma ameaga para a
saide publica, especialmente para individuos
imunocomprometidos.

Considerando a importancia das Aeromonas
Spp. COMO micro-organismos emergentes de doengas
de origem alimentar; a escassez de informagdes quanto
a sua presenca em produtos de origem animal; as
davidas relativas as possiveis fontes de contaminagio,
especidmente para o leite e derivados; a sua
capacidade de se multiplicar em @dimentos
refrigerados; e o papel fundamental que o leite e seus
derivados representam  na aimentagio humana,
realizou-se 0 presente estudo que teve por objetivos,
determinar, durante o processamento do Queijo Minas
Frescal, em laticinio submetido a controle higiénico-
sanitario permanente e do queijo Colonial, produzido
de forma artesanal, as possiveis fontes de
contaminagdo e pontos de disseminago de bactérias do
género Aeromonas, quantificar o micro-organismo nas
amostras estudadas e verificar o potencial de risco que
0s queijos analisados podem representar a0
consumidor.

MATERIAL E METODOS

As analises microbiologicas foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisa em
Alimentagdo da Universidade de Passo Fundo, Passo
Fundo/RS, sendo a caracterizagdo bioquimica realizada
junto a0 Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reprodugdo Animal da Universidade
Estadual Paulista - Jaboticabal/SP. Foram estudados
produtos e pontos do fluxograma do processamento do
gueijo Minas Frescal e Colonial, que poderiam veicular
espécies de Aeromonas € permitir sua ocorréncia no
produto final, ou atuar como disseminadores dos micro-
organismos nas diferentes etapas do processamento,
sendo as amostras colhidas em dias normais de trabalho
durante o acompanhamento da produgio dos queijos.

Quanto a0 processamento do Queijo Minas
Frescal, as amostras foram obtidas em uma usina de
beneficiamento de grande porte, localizada no Estado do
Rio Grande do Sul, submetida a controle higiénico-
sanitario permanente. As amostras de queijo Colonial
foram colhidas diretamente em uma fazenda leiteira,
também localizada no Estado do Rio Grande do Sul, que
destina parte de sua produgdo didria de leite para
elaboragio de queijo de forma artesanal.

Para 0 Queijo Minas Frescal, durante 12 visitas a
induastria, foram colhidas um total de 25 amostras em
cada um dos dez pontos (dgua de abastecimento,
superficie das maos dos manipuladores antes e durante a
jornada de trabalho, ambiente da industria, superficies de
equipamentos e utensilios que entraram em contato direto
com o queijo, leite cru, leite pasteurizado, coahada,
queijo apds enformagem e queijo pronto para consumo),
totalizando 250 amostras analisadas. Para queijo
Colonial, considerando o pequeno volume processado
e por tratar-se de um produto obtido em condigdes
similares, um total de 45 amostras foi analisado. O
acompanhamento da produgdo do queijo foi realizado
durante cinco visitas a fazenda leiteira. Em cada visita,
uma amostra de cada um dos nove pontos considerados
importantes para disseminagdo da Aeromonas spp. foi
coletada. Os pontos escolhidos para a produgio
colonial foram os mesmos do queijo industrializado,
excluindo-se 0 queijo apos a enformagem.

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

Apos incubagdo as culturas de enriquecimento
sdletivo foram semeadas em placas contendo agar
vermelho de fenol-amido-ampicilina (PALUMBO et 4.,
1985) e 4gar dextrina-ampicilina (HAVELAAR &
VONK, 1988), as quais foram incubadas a 28°C por 24
horas e examinadas quanto a presenga de colOnias
grandes (3-5 mm), de cor amarela, rodeadas por halo
decorrente da hidrdlise do amido ou da dextrina,
caracteristicas do género Aeromonas. Até cinco colonias
foram semeadas em tubos com agar tripticase-soja (TSA)
inclinado e, constatada a presenga de culturas puras, elas
foram semeadas em agar triplice-agtcar-ferro (TSI) e
submetidas as provas de motilidade, oxidase, catalase e

* Sigma - A9393

24



resisténcia ao agente vibriostatico O/129, em esquema de
carecterizagio adotado por Popoff (1984). A
caracterizagdo das espécies foi realizada seguindo o
esquema de Popoff (1984), acrescido de provas
recomendadas por Abeyta Jinior et al. (1990), com
atualizagdes apresentadas por Furuwatari et a. (1994) e
Abott et al. (2003).

Para a realizagdo da contagem de Aeromonas
foram utilizadas placas de agar vermelho de fenol-amido-
ampicilina, sendo a semeadura realizada em superficie,
em volumes de 0,1 mL de cada amostra ou dilui¢do. Para
a confirmagdo do género isolavam-se até cinco colonias
caracteristicas, as quais foram submetidas as provas de
identificacio.

Foi redlizado o teste ndo paramétrico do Qui-
quadrado para comparagio da frequencia de isolamentos
de bactérias do género Aeromonas entre as amostras de
produgdo industrial e colonial (STEEL & TORRIE,

1960).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises dos diferentes produtos e pontos
envolvidos durante a produgdo do queijo Minas Frescal

e queijo Colonia revelaram a presenca de Aeromonas
spp. em 16,6% das amostras analisadas. Para o queijo
produzido sob controle higiénico-sanitario permanente, a
contaminagdo pelo micro-organismo foi verificada nas
maos dos manipuladores durante a jornada de trabalho,
no ambiente, no leite cru e no leite apbés a
pasteurizagdo, com 8,0% 20,0% 96,0% e 1,0% de
amostras positivas, respectivamente. As espécies A.
caviae, A. sobria e A. schubertii foram isoladas (Tabela
1). Durante a produgdio do queijo Colonial 4.
hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii € A. jandaei
foram identificadas. Com excegdo do queijo pronto
para consumo e do ambiente, todos os demais pontos
foram positivos para o agente, representando 37,8% de
amostras positivas (Tabela 2).

Chama a atengdo o risco potencial que o leite
cru representa como o maor disseminador de
Aeromonas spp. na industria de lacteos, visto que 24
(96,0%) amostras foram positivas para 0 género com
populagio média de 1,0x10” UFC/mL, sendo isoladas
as espécies A. caviae, A. sobria € A. schubertii. Na
produgéo artesanal, o resultado também é alarmante, A.
hydrophila, A. caviae e A. veronii foram isoladas em
60,0% das amostras com populagio média de 2,2x10*
UFC/mL.

Tabela 1 - Espécies e populagdes de Aeromonas Spp. obtidas em amostras col hidas durante o fluxograma de produgio
do queijo Minas Frescal, no periodo de 2006 a 2008, naregido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

Amostras
Origem Analisadas Positivas (%) Contagens Espécies
Identificadas
Agua 25 0(0,0) <1,0x10UFC/mL -
Mao Manipulador Inicio 25 0(0,0) <1,0x10UFC/mao -
Mao Manipulador Final 25 02 (8,0) 1,0x10UFC/mao A. caviae
Utensilios 25 0(0,0) <1,0x10UFC/cm? -
Ambiente 25 05 (20,0) 2,1x10'UFC/placa A. caviae
Leite Cru 25 24.(96,0) 1,0x10’UFC/mL A. caviae, . sobria,
A.schubertii
Leite Apds Pasteurizagdo 25 01 (4,0) 1,0x10 UFC/mL A. sobria
Massa Coagulada 25 0(0,0) <1,0x10 UFC/g -
Massa Enformada 25 0(0,0 <1,0x10 UFC/g -
Queijo Pronto 25 0(0,0) <1,0x10 UFC/g -
TOTAL 250 32 (12,8
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Tabela 2 - Espécies e populacdes de Aeromonas spp. obtidas em amostras colhidas durante o fluxograma de produgéo
do queijo Colonial, no periodo de 2006 a 2008, na regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

Diversos autores ja relataram a presenga de
Aeromonas no leite cru e em seus derivados. Carneiro
& Rossi Janior (2006) verificaram os possiveis pontos
de contaminagio e disseminagio de Aeromonas Spp. NO
fluxograma de beneficiamento em uma granja de Leite
Tipo A no Estado de Sdo Paulo ¢ encontraram 90,0%
de amostras positivas para 0 género no leite cru. No
mesmo estado, Amaral et al. (2006) obtiveram 85,0% e
55,0% de amostras positivas para Aeromonas em
periodos de chuva e estiagem, respectivamente.

No caso da produgdo industrial, o tempo de
armazenamento do leite e as grandes distancias
percorridas entre as propriedades rurais e o laticinio
podem ter contribuido para as elevadas contagens
obtidas. O leite, mesmo sob refrigeracao, pode ser um
meio favoravel a multiplicagdo da Aeromonas. Apesar
de tratar-se de uma bactéria mesofila, estudos tém
demonstrado que o género ¢ capaz de se multiplicar em
baixas temperaturas, competir com a microbiota
psicrotrofica, e até produzir fatores de viruléncia nestas
condigdes (DASKALOV, 2006; JANDA & ABBOTT,
2010).

A contaminagdo ambiental e da agua utilizada
nas propriedades rurais também podem ter contribuido
para elevadas contagens observadas no leite cru.
Espécies de Aeromonas estio amplamente distribuidas
no meio ambiente, especialmente na agua, no solo e
nas fezes dos animais (PALU et al., 2006). Desta

- Amostras
Origem Analisadas Positivas(%) Contagens Espécies
Identificadas
Agua 05 3(60,0) 7,3x10UFC/mL A. hydrophila, A. caviae
Mao Manipulador Inicio 05 3(60,0) 4,0x10UFC/mao A. hydrophila, A. sobria
Mao Manipulador Final 05 2 (40,0) 1,0x10UFC/mao A. veronii, A. jandaei
Utensilios 05 1 (20,0 1,0x10UFC/cm? A. caviae, A. sobria
Ambiente 05 0(0,0 <1,0x10UFC/placa -
LeiteCru 05 3(60,0) 2.2x10°UFCImL  A. hydrophila, A. caviae, A. veronii
Leite Apds Aquecimento 05 2 (40,0 1,0x10°UFC/mL A. hydrophila
Massa Coagulada 05 3(60,0) 6,7x10°UFClg A.hydrophila, A. caviae, A. veronii
Queijo Pronto 05 0(0,0 <1,0x10UFC/g -
TOTAL 45 17 (37,8%)

forma, podem atingir facilmente o tbere das fémeas
em lactagdo e, também, os utensilios empregados na
obtencdo da matéria-prima através de contaminagéo
cruzada. A agua pode constituir-se em importante fonte
de contaminagdo para o leite ainda durante a etapa de
ordenha. Este fato é de especial importancia nos
estabelecimentos leiteiros da regido em estudo, onde
normamente, emprega-se agua obtida de pogos
profundos ou rasos, sem cloragdo ou avaliagdo de
potabilidade.

Considerando ainda as fontes de contaminagéo
durante a produgdo de lacteos, diferentemente do
observado no processamento do queijo Minas Frescal,
aagua utilizada na propriedade rural foi positiva para o
género. Das cinco amostras de agua, trés (60,0%)
estavam contaminadas, sendo isoladas 4. hydrophila e
A. caviae. Confirma-se com este resultado que espécies
de Aeromonas Sio capazes de se multiplicar em
sistemas de distribuigdo de agua, podendo, a 4gua ndo
tratada, representar uma importante fonte de
contaminagdo e disseminag¢do de bactérias do género
Aeromonas.

Ressdltase ainda 0 risco a satde publica
representada pela agua de abastecimento utilizada pela
propriedade avaliada. Burke et al. (1984) destacaram a
Aeromonas Spp. cOmO um importante agente de
gastrenterites e demais enfermidades ao isolar o
micro-organismo de pacientes com diarréia e de
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amostras de agua clorada e ndo clorada na Australia.
Os autores verificaram que 91,0% dos isolados de
diarréia, 70,0% dos isolados de 4gua de abastecimento
e 64,0% dos de agua ndo clorada eram
enterotoxigénicos e hemoliticos.

Com base nos resultados obtidos, associados
aos dados da literatura pesquisada (KIROV et al.,
1993; DASKALOV, 2006; JANDA & ABBOTT,
2010), sugere-se que no caso do queijo Colonia a agua
pode ter sido uma das fontes de contaminagio e
disseminagdo da Aeromonas spp. durante a produgio.
Na indastria, porém, esta fonte foi totalmente
eliminada, ja que o género nio foi isolado em nenhuma
das 25 amostras de 4gua analisadas.

As maos dos manipuladores também foram
avaliadas. Na produgdo do queijo Minas Frescal, o
agente foi isolado das mios dos manipuladores, ao
longo do processo produtivo. A. caviae foi isolada em
8,0% das amostras, nas quais a contagem revelou
1,0x10 UFC/m3o. No processamento do queijo
Colonia, foi possivel isolar 4. hydrophila e A. sobria
em 60,0% das amostras de mios de manipuladores
antes do inicio das atividades, com populagdo média de
4,0x10 UFC/mdo, demonstrando que o manipulador
pode chegar ao local de trabalho portando na pele os
referidos micro-organismos. Durante a jornada de
trabalho, 40,0%0 das amostras de mios de
manipuladores foram positivas para 4. veronii e A.
Jjandaei, com populagio média de 1,0x10 UFC/mao.
Diante destes resultados, as maos dos manipuladores
podem representar também importante via de
disseminagdo do patdogeno. Reforga-se, com este
resultado, a importincia das boas praticas de
fabricagdo, especialmente da correta desinfeccdo das
maos dos manipuladores.

Outros autores também revelaram a presenga do
género em manipuladores, evidenciando inclusive o
seu potencia enterotoxigénico. Em estudo realizado
por Rossi Janior et al. (2001), 4. hydrophila, A. caviae
e amostras atipicas foram isoladas de diferentes
produtos e locais em um matadouro frigorifico de
bovinos, envolvendo dentre outros tipos de amostras,
suabes das superficies das méos de manipuladores
antes e durante a jornada de trabalho. Também em
matadouro frigorifico, Martineli et al. (2011) obtiveram
53,3% de amostras de miaos de manipuladores positivas
para o agente.

Para os utensilios empregados na fabricagdo dos
diferentes queijos, apenas na produgdo artesanal uma
amostra foi positiva. As espécies A. sobria € A. caviae
foram isoladas com populagio média de
1,0x10'UFC/cm?. Evidencia-se, assim, a importincia
das superficies como fontes de contaminagdo para o
produto final e a necessidade de correta limpeza e
higienizagio das mesmas. Destaca-se ainda, a
possibilidade do género Aeromonas formar biofilmes,
tanto na tubulagdo da dgua da propriedade, quanto nos
equipamentos de ordenha, ou nas tubulagdes e
utensilios industriais, locais que se tornam fontes de
contaminagdo para o leite e seus derivados (BOARDI
et al., 2009).

Aeromonas spp. ndo foi isolada no ambiente de
produgéo do queijo Colonial. J& o ambiente industrial

se mostrou positivo para o agente. A. caviae foi isolada
em 20,0% das amostras do ambiente (populagdo de
2,1x 10" UFC/placa). Pesquisas realizadas por Rossi
Junior et al. (2006) ¢ Martineli et al. (2010) também
evidenciaram aimportiancia do ambiente como possivel
fonte de contaminagio na indastria (matadouro
frigorifico).

Para o processo de fabricagdo do queijo
Colonid o leite utilizado como matéria prima nio
sofria pasteurizagdo, somente um aquecimento em
temperatura média de 34,6°C por 15 minutos para
adicdo do coalho enzimatico. Nessas condigdes, tanto
no leite apés o periodo de aquecimento, quanto na
massa ja coagulada, foi possivel isolar A. hydrophila,
A. caviae e A. veronii. De acordo com Janda & Abbott
(2010) essas trés espécies sdo responsaveis pela grande
maioria (> 85%) das infec¢des humanas atribuidas ao
agente.

Ja, no processamento industrial, a pasteurizagdo
da matéria prima era realizada. Mesmo o género sendo
sensivel a esse processamento térmico, acredita-se que
o fato de uma das 25 amostras de leite pasteurizado ter
sido positiva, esteja relacionado com a recontaminagao.
Essa hipétese também foi levantada por Kirov et al.
(1993), que encontraram 60,0% de amostras positivas
para Aeromonas spp. no leite cru e apenas 4,0% no
leite pasteurizado.

Também na industria, 100,0% das amostras de
massa coagulada, massa enformada e queijo pronto
para consumo, foram negativas para Aeromonas Spp.
No queijo Colonial pronto para consumo O agente
também n3o foi isolado. Na producdo industrial a
auséncia da bactéria nas etapas finais da produgdo e no
produto acabado, pode ser judtificada pela sua
eliminagdo durante a pasteurizagdo e pelo baixo nivel
de contaminagdo observado nas demais possiveis
fontes do micro-organismo, como ambiente e mios do
manipulador. Para 0 queijo Colonial, apesar de o
agente ter sido isolado em todas as demais fases de
produgdo, a manutencdo do queijo em temperatura
ambiente até o momento da comercializagdo, pode ter
favorecido a multiplicagdo de diferentes géneros de
MiCro-organismos e, nesse caso, a competigao pode ter
dificultado o isolamento da Aeromonas durante o
cultivo. Os resultados também podem estar associados
com a viabilidade e estabilidade da bactéria em
alimentos, que ¢é favorecida por pH neutro, umidade e
manutengdo da temperatura otima de 28°C, apesar de
contar com uma larga faixa de tolerancia (ABBOTT et
al., 2003; DASKALOV, 2006). E possivel entdo, que o
pH desfavoravel no queijo pronto para consumo, tenha
contribuido para o ndo isolamento do agente.

Verificou-se uma diferenca  significativa
(p<0,01) entre os estabelecimentos produtores quanto
ao percentual de amostras positivas para Aeromonas
spp. No estabelecimento submetido ao controle
higiénico-sanitario permanente, foram identificadas
quatro fontes de contaminagdo e disseminagdo do
agente durante o fluxograma de produgdo do queijo
Minas Frescal, dos dez pesquisados. Em comparagio,
durante o processamento do queijo Colonial, produzido
de forma artesanal, foi possivel isolar o agente em sete
dos nove pontos analisados. Cabe enfatizar entdo, o
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maior risco que a produgdo informal de alimentos
representa para populagdo consumidora.

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos ¢ possivel
afirmar que nos fluxogramas de produgdo de queijos
Minas Frescal e Colonial, existem diferentes pontos
que podem funcionar como fontes de contaminagio e
disseminagdo da Aeromonas spp. evidenciando o risco
para a saiide publica, mesmo com a auséncia do agente
no produto acabado. Na produgao industrial o leite cru,
o leite pasteurizado, os manipuladores e o ambiente
atuaram como fontes de origem do micro-organismo. A
agua de abastecimento, o leite cru e apds aquecimento,
as maos dos manipuladores, os utensilios e a massa
apos coagulagdo representaram os maiores riscos como
fontes de contaminagdo e disseminagdo da bactéria
durante a produgéo do queijo Colonial. Destacam-se as
elevadas contagens obtidas na matéria prima utilizada
para produgio dos diferentes tipos de queijo.
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