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RESUMO

O queijo de coalho é um alimento tipicamente nordestino, que compde o habito
alimentar da populagédo de uma maneira geral, sendo produzido em sua maioria com
leite cru, em pequenas queijarias e sob condi¢cdes higiénicas sanitarias
insatisfatorias de forma a favorecer o risco de contaminacdo do produto. Objetivou-
se com o presente estudo avaliar os isolados de Staphylococcus spp. e coliformes
termotolerantes de queijo de coalho quanto a caracterizacdo fenotipica de
resisténcia antimicrobiana. Para a realizacdo das andlises foram adquiridas 10
amostras de queijo de coalho de diferentes cidades do estado de Pernambuco e de
diferentes produtores, sendo 5 de queijos de coalho e 5 de queijos de coalho
artesanal. As amostras foram submetidas as analises microbiologicas para
contagem de Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes. Apos
a caracterizacao fenotipica dos isolados, os microrganismos foram submetidos ao
teste de susceptibilidade a antimicrobianos através da técnica de disco difusao,
mediante uso de dez antimicrobianos comerciais. Nas analises microbioldgicas,
constatou-se que entre as amostras de queijos analisadas, 40% (tipo A) e 80% (tipo
B) apresentaram contagens para Staphylococcus coagulase positivo e coliformes
termotolerantes acima do limite regulamentar estabelecidos pela legislacédo
brasileira, sendo impréprias ao consumo pela populacdo. Quanto a susceptibilidade
aos antimicrobianos, foi possivel observar que os isolados de Staphylococcus
aureus e ndo aureus apresentaram perfil de resisténcia e de multirresisténcia uma
vez que mostraram resisténcia a até 5 agentes antimicrobianos diferentes. Salienta-
se a ocorréncia de S. aureus com resisténcia a meticilina (MRSA). Por outro lado. Os
coliformes termotolerantes isolados ao serem submetidos ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana utilizando discos de ceftazidima e cefotaxina nao
expressaram resultados para o perfil ESBL. Pode-se concluir que ha estirpes/cepas
de S. aureus e ndo aureus com perfil de resisténcia e de multirresisténcia
contaminando queijos de coalho do tipo A e tipo B comercializados em diferentes
cidades de Pernambuco, pondo em risco a saude da populacdo, uma vez esse

gueijo € amplamente consumido.

Palavras chave: Contaminac&do microbiolégica. Doencas veiculadas por alimentos.

Saude publica.



ABSTRACT

The rennet cheese is a typically Northeastern food, which makes up the general
population's food habit, being mostly produced with raw milk, small dairies and under
unsatisfactory sanitary hygienic conditions in order to favor the risk of product
contamination. The objective of this study was to evaluate the isolates of
Staphylococcus spp. and thermotolerant coliforms of rennet cheese for the
phenotypic characterization of antimicrobial resistance. Ten samples of rennet
cheese from different cities in the state of Pernambuco and from different producers
were obtained for the analysis of the samples. Five samples of rennet cheeses and
five of rennet cheeses were obtained. The samples were submitted to microbiological
analysis for Coagulase positive Staphylococcus counts and thermotolerant coliforms.
After the phenotypic characterization of the isolates, the microorganisms were
submitted to the antimicrobial susceptibility test by the disc diffusion technique, using
ten commercial antimicrobials. In the microbiological analysis, 40% (type A) and 80%
(type B) were found to have positive coagulase Staphylococcus and thermotolerant
coliforms above the regulatory limit established by Brazilian legislation, being unfit for
consumption by the population. Regarding susceptibility to antimicrobials, it was
possible to observe that Staphylococcus aureus and non-aureus isolates presented
resistance and multiresistance profiles as they showed resistance to up to 5 different
antimicrobial agents. The occurrence of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) is
noted. On the other hand. The thermotolerant coliforms isolated when submitted to
the antimicrobial susceptibility test using ceftazidime and cefotaxin disks did not
express results for the ESBL profile. It can be concluded that there are strains /
strains of S. aureus and no aureus with resistance and multiresistance profile
contaminating type A and type B rennet cheeses marketed in different cities of
Pernambuco, endangering the health of the population once this cheese is widely
consumed.

Key words: Microbiological contamination. Foodborne diseases. Public health.
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1 INTRODUCAO

O Queijo de Coalho é um produto tipico da Regido Nordeste do Brasil sendo
considerado forte representante cultural. E um componente presente diariamente na
alimentacdo da populacao e fonte de renda familiar para os pequenos produtores e
comerciantes. Devido as suas caracteristicas fisico quimicas € um produto altamente
perecivel e de facil contaminagcdo, esse problema ainda se agrava quando
associada a microrganismos com fenétipo de resisténcia, condi¢do cada vez mais
frequente. Sua producdo se destaca pelo volume de producdo e pelo amplo
comércio, sendo a maior parte realizada nos estados do Ceara, Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Paraiba (ALMEIDA; PAIVA JUNIOR; GUERRA, 2013).

A fabricagdo do queijo de coalho ainda mantém caracteristicas tradicionais,
rudimentares e regionais, quando produzidos em pequena escala. O queijo de
coalho pode ser produzido a partir do leite pasteurizado, porém muitos Ssao
produzidos a partir de leite cru principalmente os que sao fabricados em pequenas

gueijarias e comercializados de maneira informal (BRASIL, 2001a; 2001b).

De acordo com dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, o
Brasil € o segundo maior produtor de queijo em toneladas, perdendo apenas para 0s
Estados Unidos da América. No Estado de Pernambuco, classifica-se como queijo
de coalho tipo “A” aquele produzido com leite pasteurizado e tipo “B”, o que é
produzido com leite cru (PERNAMBUCO, 1999). Queijos artesanais como o de
coalho, em sua maioria sdo produzidos em pequenas propriedades rurais ou em
pequenas industrias que ndo adotam as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), devido
a isto é um produto que ndo apresenta garantia de seguranca microbiologica e

padrdo da qualidade, podendo oferecer risco ao consumidor (EMBRAPA, 2012).

A contaminacdo microbiologica além de proporcionar a deterioracdo do
alimento, o torna um risco para a saude da populacédo. De acordo com o Ministério
da Saude, do ano de 2000 a 2015 foram notificados 11.241 surtos de Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVAs) pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS),
afetando 2.121.210 pessoas, resultando em 218.507 doentes e mais de 158 6bitos
no Brasil (BRASIL, 2016).
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Alguns microrganismos quando presentes nos alimentos podem ser
indicativos de contaminacdo microbiologica, e isto pode acontecer devido a
manipulagdo, processamento e armazenamento inadequados, oferecendo risco a
guem consumi-los. Entre os agentes indicadores que traduzem crescentes
preocupacdes em relagdo a contaminacdo de alimentos estdo 0S grupos
Staphylococcus spp. e coliformes termotolerantes, salientando-se que
Staphylococcus aureus e Escherichia coli encontram-se envolvidos na maioria dos
casos de surtos de DVA’s (SILVA et al. 2010; SILVA, et al., 2017).

A contaminacdo de alimentos por microrganismos patdgenos traz outra
preocupacao, o aumento do numero de casos de bactérias patogénicas resistentes a
antimicrobianos. A presenca de microrganismos importantes como E. coli, S. aureus
e Staphylococcus nédo aureus apresentando perfil de resisténcia a varios
antimicrobianos em produtos de origem animal representa um grande problema e
ameaga para a salde publica (GUIMARAES et al., 2012; MARQUES et al., 2013;
TOZZO et al., 2015).

Os alimentos de origem animal contribuem de forma direta para a
disseminacao de cepas resistentes aos agentes microbianos, visto que na producéo
animal, sédo utilizados muitos antimicrobianos para controle de peso e infec¢ées. Os
antimicrobianos exercem pressao seletiva sobre os microrganismos podendo levar o
desenvolvimento de fendtipo de resisténcia (GUIMARAES et al., 2012; CARDOSO;
MARIN, 2014).

A resisténcia antimicrobiana € um problema global complexo, multifatorial e
urgente uma vez que vem alcancando proporc¢des cada vez maiores, isto tem trazido
a tona o aumento da preocupacdo com as chamadas “superbactérias” sendo
responsaveis por infec¢cdes graves de pouca resposta as terapias farmacologicas,
pois possuem a capacidade de resistir a uma gama significativa de antimicrobianos
presentes no mercado (LAMMIE; HUGHES, 2016).

A realizacdo de estudos que contribuam com a identificacdo de bactérias
com perfil de resisténcia e multirresisténcia torna-se de extrema importancia, visto
gue é crescente 0 aparecimento de cepas com essas caracteristicas fenotipicas em
alimentos, incluindo o queijo de coalho. Desta forma, o presente estudo pode
fornecer dados importantes para auxiliar em medidas de controle de producéo e
comercializacdo de alimentos pelos érgaos reguladores competentes, considerando

a exposicdo da populagédo a danos na saude.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Isolar Staphylococcus spp. e coliformes termotolerantes em amostras de queijo de

coalho e avaliar seu perfil fenotipico de resisténcia.

1.2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a presenca de coliformes termotolerantes e Staphylococcus
spp. em amostras de queijo de coalho.

e Verificar a qualidade microbiolégica dos queijos de coalho tipo A e B
guanto a contagem de coliformes termotolerantes e Staphylococcus
coagulase positivo;

e I|dentificar Escherichia coli, Enterobacter spp., Staphylococcus aureus e
nao aureus de espécimes/cepas isolados de queijos de coalho;

e Determinar o perfii de susceptibilidade antimicrobiana dos
microrganismos isolados dos queijos de coalho e queijo de coalho
artesanal;

e Investigar a ocorréncia de bactérias com perfil de multirresisténcia
entre os isolados com fendtipo de resisténcia antimicrobiana dos

gueijos de coalho e queijo de coalho artesanal.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Histérico da producédo de queijo

A histéria do queijo remonta ao berco da civilizacdo antiga, sendo um dos
alimentos mais antigos que se tém registros (6000-7000a.C.). Estudos arqueoldgicos
revelaram que provavelmente a descoberta deste alimento tenha acontecido por
acaso, uma vez que na época era comum o transporte do leite em sacos de couros
de animais, por serem considerados um meio adequado para armazenamento de
liquidos (CHALITA et al., 2009).

Com o passar dos anos e a evolucédo de produtos e servicos 0 processo de
fabricacdo de queijos passou por varias modificacdes e melhorias visando atender
as variagcdes da demanda social e aos paladares mais diversos e exigentes.
Variacbes na origem do leite, nas técnicas de processamento e no tempo de

maturacao contribuiram para a criacdo uma imensa variedade de queijos.

1.3.2 Producao mundial de queijo

O queijo € um alimento que apresenta sua producdo e consumo difundido
pelo mundo, cada regido possui suas proprias caracteristicas, sabores e
peculiaridades. Segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) a producdo mundial de queijo em 2010 foi de 14,7 milhdes de toneladas,
onde destes a Unido Europeia foi responsavel por 47,2% dessa producao, estando
dessa forma junto aos Estados Unidos entre os maiores produtores mundiais de
qgueijo (USDA, 2011).

Em ambito mundial, a producéo de leite foi crescente expressando uma taxa
de crescimento de 9,4% no periodo de 2004 (401,4 milhdes de toneladas métricas) a
2010 (439,5 milhdes de toneladas métricas), aumento este relacionado aos
aumentos na producdo do sul da Asia e da América do Sul. O incremento na

producdo mundial no periodo 2004 a 2010 também permitiu um maior consumo de
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produtos lacteos no mundo; ndo para o leite fluido somente, pelo contrario, esse
produto apresentou uma das menores taxas de crescimento com 7,3%, mas
principalmente para subprodutos, como foi 0 caso do queijo e a manteiga que
apresentaram crescimento de 11,4% e 26,3%, respectivamente (USDA, 2011).

O Brasil vem ampliando sua participa¢do no comércio mundial, principalmente
na ultima década, com maior competitividade de véarios setores produtivos. Foi
possivel observar um aumento de 56% na participacdo das exportacdes brasileiras
nas exportacées mundiais, no periodo de 2000 a 2010 (BRASIL, 2010).

Dentre os principais produtos de exportacdo estdo o0s provenientes do
agronegoécio, como por exemplo, o leite e seus derivados. Isso esta atrelado
diretamente as mudancas estruturais que ocorreram no setor, como por exemplo,
investimentos em pesquisa, alimentacdo do rebanho, melhoramento genético,
informatica e qualidade da matéria-prima. Estes produtos foram a ignicdo para
possibilitar o aumento da producdo e consequente ampliacdo do mercado de
exportacoes (IBGE, 2015).

1.3.3 Producéao nacional de queijo

A producdo de queijo tem grande importancia no ambito econdmico nacional,
sendo o0 Brasil o sexto maior produtor mundial de queijo. O queijo artesanal
produzido com leite cru € um dos produtos mais tradicionais, heranca da colonizacéo
portuguesa introduzida no Brasil no século XVIIl. Sem perder a tradicdo, 0s
produtores avancam na modernizacdo para atender as exigéncias de seguranca

alimentar e agregar valor ao produto (SEBRAE, 2016).

O crescimento da producédo de queijos no Brasil apresentou uma diminui¢ao
em 2015, depois de aumentar as taxas entre 8% e 9% em anos anteriores. O
avanco foi bem mais modesto, de 2,9% sobre 2014 e alcancou 1,105 milhdo de
toneladas, segundo estimativas da Associacao Brasileira das Industrias de Queijo. O
namero se refere aos queijos produzidos por empresas com Servico de Inspecéo
Federal (SIF). A desaceleracdo tem duas razfGes, de acordo com a entidade: a

escassez de leite no Brasil em 2015 e a queda no consumo no segundo semestre de
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2014 em decorréncia dos efeitos da crise econOmica na renda da populagéo
brasileira (ABIQ, 2015).

Quando comparado o consumo brasileiro de queijos com outros paises da
América do Sul pode-se identificar uma demanda maior nesses demais paises,
enquanto no Brasil, foram consumidos 5,4 quilos per capta em 2015, em paises
como Chile e Argentina a demanda por habitante supera os 10 quilos (IBGE, 2015).

O Brasil possui uma rica producéo e variedade de queijos de diversos tipos
entre eles o queijo coalho, que devido a suas caracteristicas peculiares apresenta
grande aceitagdo comercial. Seu sabor e consisténcia faz com que esteja entre 0s
principais tipos de queijos nacionais produzido e consumido principalmente nos
estados do Nordeste como Ceara, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte,
cujas caracteristicas fisico-quimica e sabor caracteristicos os colocam como um dos
principais queijos nacionais produzidos (SEBRAE, 2008a; ALMEIDA; PAIVA
JUNIOR; DANTAS, 2012; GUERRA, 2013).

1.3.4 O queijo de coalho no Nordeste

O queijo de coalho por ser um produto cultural do Nordeste, torna-se um dos
gueijos mais produzidos e consumidos na regido, em parte por conta do seu
processo de fabricacdo ser relativamente simples e por seu sabor caracteristico,

elevando sua expansdo comercial de maneira significativa (DANTAS, 2012).

O queijo de coalho é um produto bastante consumido por todas as faixas
etarias e condicdes socioecondmicas na regido Nordeste do Brasil, e sua producao
representa uma atividade bastante significativa e influencia diretamente a economia
da regido, determinando assim uma fonte de renda na populacdo nordestina
(PERRY 2004; ALMEIDA et al., 2010).

A producdo do queijo de coalho em Pernambuco possui fundamental
importancia na economia principalmente dos pequenos municipios de bacia leiteira
do Estado, onde constituem a principal fonte de renda familiar da regido e também
dos fornecedores de leite (SILVA et al., 2012).
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Por ser um produto artesanal mantém caracteristicas tradicionais,
rudimentares e regionais no seu processo de producéo, sdo produzidos em pequena
escala, devendo obedecer aos parametros fixados em regulamentos, porém, na
pratica ficam a margem da legislacdo vigente, sem controles de qualidade sendo
comercializada, na maioria das vezes informalmente. O seu comércio € bastante
difundido, sendo encontrado nos mais diversos pontos de venda: porta a porta, feira
livre, lojas de produtos nordestinos, mercadinhos, supermercados, entre outros,
sendo adquirido por vérias faixas de renda, e consumido em quantidade e formas
variadas: cru, assado, frito ou cozido (DANTAS, 2012).

No entanto a sua imagem ainda € muito relacionada com um alimento que
nao apresenta seguranca microbiolégica satisfatoria, por problemas atrelados a
matéria-prima e por nao apresentar conformidades no processo de fabricagéo,
armazenamento e transporte, e esta exposicdo do queijo de coalho predispde este
produto a contaminagdo e um risco potencial como transmissor de Doencas
Veiculadas por Alimentos (OPAS; OMS, 2009; DANTAS, 2012).

Salienta-se que apesar da proibicdo legal da Portaria n°® 146 (BRASIL, 1996)
imposta a comercializacéo de queijos elaborados a partir do leite cru sem os devidos
cuidados de higiene, em pequenas propriedades rurais ou em pequenas inddstrias
gue nao adotam as boas praticas de fabricacdo (BPA’s), o comércio tem sido
realizado abertamente em todo o Nordeste sem apresentar padronizacdo da

gualidade ou seguranca microbioldgica.

Dantas (2012) reforca que a producdo do queijo ndo atende as normas de
higienizacdo e sanitizacdo vigentes uma vez que a maior parte da producédo de
gueijo de coalho (85%) € realizada com leite cru apesar de ser apresentado no
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de queijo de coalho, que o
leite deve ser submetido a processos mecanicos apropriados e tratamento térmico

como pasteurizacao.

Em Pernambuco, isto pode ser justificado pela Resolucdo n° 2 de 19 de abril
de 1999 da Secretaria de Producdo Rural e Reforma Agraria do estado de
Pernambuco (PERNAMBUCO, 1999), que estabelece a identidade do queijo de

coalho como “Produto artesanal ou n&o, no qual o queijo fresco é obtido do leite cru
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ou pasteurizado, integral ou desnatado, dessorado, maturado ou nao, produzido em

queijaria artesanal”.

O queijo de coalho de producéo artesanal ou néo, classifica-se em tipo A por
ser elaborado com leite pasteurizado, integral ou desnatado, de massa crua
prensada, maturado; e como tipo B por ser produzido com leite cru, integral ou

desnatado, e de massa crua prensada ou néo, e maturado (PERNAMBUCO, 1999).

Vale salientar que além do uso de matéria-prima de baixa qualidade, como
leite cru ou mal pasteurizado, a contaminacdo microbioldgica de produtos derivados
do leite pode ter varias origens como falhas apds pasteurizacdo do leite;
equipamentos inadequados e/ou falha na higienizagéo; contaminagdo cruzada com
outros produtos; contaminacdo no armazenamento; contaminacdo nos locais de
comercializacdo, entre outros, e isso tudo reflete diretamente na auséncia da adocao
das BPFs.

1.3.5 Doengas Veiculadas por Alimentos (DVA'’s): Intoxicagdao alimentar X

Infeccao alimentar

Doencas veiculadas por alimentos (DVA’s) é um termo genérico relacionado a
uma sindrome que resulta em diferentes sintomas como anorexia, vémito, nauseas
e/ou diarreia. As DVA’s sao resultados da ingestdo de alimentos e/ou agua
contaminada por toxinas, agrotoxicos, bactérias, virus, prions, produtos quimicos e
metais pesados (BRASIL, 2011).

A multiplicidade de agentes causais e as suas associacfes a alguns dos
fatores citados resultam em um numero significativo de possibilidades para a
ocorréncia das DVA’s como infec¢des ou intoxicagbes que podem se apresentar de
forma crénica ou aguda, com caracteristicas de surto ou de casos isolados, com
distribuicdo localizada ou disseminada e com formas clinicas diversas (FOOD
SAFETY BRAZIL, 2016).

As doencas de origem alimentar podem englobar duas grandes categorias:
intoxicacbes alimentares e infeccbes alimentares. Intoxicacdes alimentares sao
causadas pela ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas pré-formadas,

produzidas durante a proliferacdo de microrganismos patogénicos nos alimentos. Ja
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as infecgbes alimentares causadas pela ingestdo de alimentos contendo células
viaveis de microrganismos patogénicos, que aderem a mucosa do intestino humano
e se prolifera, colonizando-o, e a seguir, podem ocorrer invasdo da mucosa e
penetracdo nos tecidos onde causam lesdes ou ainda a producéo de toxinas que
alteram o funcionamento das células do trato gastrintestinal (RUWER et al., 2011).

A saude do consumidor esta diretamente relacionada a qualidade dos
produtos consumidos pelos mesmos. Infec¢cdes e intoxicagcdes alimentares sao
problemas sérios de saude publica devido ao niumero crescente de casos e sua
gravidade, bem como pela diversidade de microrganismos patogénicos envolvidos.
O controle de qualidade na indudstria alimenticia € de extrema importancia, uma vez
gue nado se trata apenas de oferecer um produto que apresente qualidade
microbiologica, mas também de contribuir para a saude e bem estar do consumidor
(MONTEIRO, 2015).

A multiplicacdo e producao de enterotoxina de S. aureus, por exemplo, ocorre
apos a exposicado de alimentos a temperaturas acima de 10 °C. Atualmente, cerca
de 20 tipos de enterotoxinas estafilocécicas sédo identificadas, sendo enterotoxinas A
(SEA) e enterotoxinas D (SED) as mais frequentes associadas com intoxicacao
alimentar por Staphylococcus. O crescimento de cepas enterotoxigénicas de
Staphylococcus na proporcdo de 10° ou mais por células por grama de alimento é
geralmente considerado necessario para a producdo de uma quantidade suficiente
de enterotoxina capaz de causar intoxicacdo se o alimento for consumido (TONDO
et al., 2013).

Entre os anos de 2011 a 2015 no Brasil, verifica-se uma variagdo no numero
de casos de DVA'’s e surtos alimentares (Figura 1.1). Assim, é possivel observar que
a partir de 2011 os casos tiveram uma tendéncia de declinio, isso pode estar
associado ao aumento da fiscalizacdo sanitaria, implementacéo de boas préaticas de
fabricacdo e melhoria da higiene, transporte e armazenamento das matérias-primas

e produto final.
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Figura 1.1: Série historica de surtos e casos de DVA no periodo de 2011 a 2015 no

Brasil.
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Fonte: (BRASIL, 2016).

1.3.6 Microrganismos relacionados a contaminacédo de alimentos

O leque de patdégenos que podem ser transmitidos por agua/alimentos é

bastante amplo. S&o conhecidos cerca de 250 agentes etiologicos relacionados a

DVA’s, podendo causar além das disenterias, quadros mais complexos. Existem

varias formas conhecidas de contaminacdo dos alimentos por agentes biolégicos

patogénicos, no caso da fabricacdo do queijo de coalho esta diretamente

relacionada com a falta de condi¢des higiénico sanitarias adequada e boas praticas

de fabricacdo (BARRETO et al., 2016).

Dados do ministério da saude do Brasil destacam o0s principais agentes

etioldgicos responsaveis pelos surtos de DVA’s no pais entre os anos de 2000 a

2015, onde é possivel observar que a maioria os surtos identificados sdo causados

por Salmonella spp., S. aureus e E. coli figura 1.2.
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Figura 1.2: Agentes etiologicos responsaveis pelos surtos de DVA no Brasil de 2000
a 2015.
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Fonte: (BRASIL, 2016).

A contaminagédo de alimentos esta relacionada diretamente ao manejo e ao
acondicionamento do produto, seja no local de producdo ou no de comercializagéo e
pode ocorrer de diversas maneiras, seja na forma fisica, quimica ou microbiolégica,
isoladas ou em conjunto. As condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas da matéria-
prima, falhas no processamento, armazenamento, transporte e exposicédo do produto
a contaminacdo durante a comercializacdo, trazem como consequéncias, queijos de

baixa qualidade expondo o consumidor ao risco de DVA (DANTAS, 2012).

A ingestao de queijos contaminados pode trazer consequéncias para a saude
da populacéo, tornando-se, portanto um problema de saude publica. Para detectar
possiveis contaminagdes nos alimentos utilizam-se grupos de microrganismos
indicadores (coliformes). Quando esses microrganismos indicadores estao presentes
em alimentos evidenciam a ocorréncia de contaminacdes de origem fecal. Os
indicadores mais comuns sdo os coliformes totais e coliformes fecais, também

conhecidos como coliformes termotolerantes (PINTO et al., 2009).

Escherichia coli € um dos representantes do grupo de coliformes
termotolerantes, sendo um microrganismo comensal, presente no intestino de
mamiferos e aves (FERREIRA; KNOBL, 2009). Conforme descrito por Vasconcelos

et al. (2010), Escherichia coli € o principal agente etiologico de infec¢cdes entéricas
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causadas pela agua e alimentos contaminados. Em virtude da complexidade dos
mecanismos de resisténcia, a selecdo de farmacos apropriados para a terapia
antimicrobiana, torna-se uma missdo cada vez mais dificil, podendo levar ao

aumento da morbidade e da mortalidade dos pacientes tratados incorretamente.

Em outro estudo realizado por Guimarraes et al. (2012) foi possivel observar
gue cepas de E. coli encontradas em queijos de coalhos comercializados na orla de
Salvador -BA apresentaram-se resistente a um ou mais grupos de antimicrobianos,
totalizando 27,78% das amostras avaliadas. Isto torna ainda mais evidente o

potencial e a complexidade do mecanismo de resisténcia desses microrganismos.

Outro microrganismo comumente associado a surtos alimentares é
Staphylococcus spp. Essas bactérias séo frequentemente encontradas em diversas
superficies ambientais e principalmente na superficie corporal dos mamiferos,
estando presentes na superficie nasal, cabelos, garganta e pele. No Brasil, S.
aureus foi identificado como o segundo mais importante patdgeno de origem
alimentar durante o periodo de 1999 a 2011, sendo responsavel por 41% dos surtos

de origem alimentar investigados (TONDO et al., 2013).

Devido a variedade de mecanismos de viruléncia conhecidos, S. aureus é
considerado um dos mais versateis microrganismos, podendo causar doencas
através da sua capacidade de multiplicacdo e ampla disseminacdo pelos tecidos,
bem como pela producéo de enterotoxinas, estas sao resistentes a acao de enzimas
proteoliticas do sistema digestivo, permanecendo ativas apds a ingestdo, sendo
capazes de resistir a tratamentos térmicos como a pasteurizacdo (BORGES et al.,
2008).

A Vigilancia Epidemiolégica do estado da Paraiba entre os periodos de 2004
e 2008 verificou-se 42 casos de surtos alimentares, envolvendo 481 enfermos do
total de 1266 pessoas expostas ao risco. Destes surtos 23,8% estavam associados
a queijos, acometendo 59 pessoas (12,26%) e expondo ao risco 184 pessoas
(14,53%). Dos 10 episédios de surtos alimentares associando queijos, 90%
aconteceram no interior de Jodo Pessoa por haver um maior consumo deste
derivado lacteo e 10% na capital (OPAS, 2009).
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Diante deste cenario, o Ministério da Saude através do Regulamento da
Diretoria Colegiada (RDC 12 de 02/01/2001) da ANVISA (BRASIL, 2001), estabelece
0s padrdes microbiolégicos para alimentos, e para os alimentos de média a alta
umidade, onde o queijo de coalho pode ser enquadrado, é considerado como limite
de tolerancia quando em 25g do produto apresentar valores de 5 x 102 UFC/g, isto

para Staphylococcus coagulase positiva.

Em estudo realizado com 104 amostras de queijo de coalho comercializadas
em seis estados do Nordeste do Brasil (Cearda, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte e Sergipe), envolvendo 54 amostras ndo inspecionadas e 50
amostras inspecionadas, foi possivel verificar que todos os queijos analisados
apresentavam-se fora das normas microbiologicas exigidas pela legislagéo vigente.
Estes dados demonstram que o consumo de queijo de coalho torna-se impréprio
para os consumidores deste produto, podendo desencadear graves riscos a saude
humana (SOUSA et al., 2014).

1.3.7 Bactérias resistentes a antimicrobianos

O problema de bactérias resistentes e multirresistentes a antimicrobianos é
cada vez mais crescente, evidenciando um problema sério de saude publica. S.
aureus foi uma das primeiras bactérias a serem controladas com a descoberta dos
antimicrobianos, mas devido a sua enorme capacidade de adaptacao e resisténcia,
tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das infeccdes
hospitalares e comunitarias (SANTOS et al., 2007).

A adverténcia da imprensa popular sobre bactérias multirresistentes, as
"superbactérias” em alimentos levantam questdes sobre a seguranca do
abastecimento alimentar global. Varios estudos tém demonstrado uma ligacdo entre
0 uso de antimicrobianos na pecuaria e aumento da prevaléncia de bactérias com
resisténcia a estes agentes (WITTE, 2000; MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002).

Os antimicrobianos utilizados na racdo animal, tratamentos clinicos
recorrentes e automedicacdo tém elevado o aparecimento de cepas bacterianas

com perfil de resisténcia e multirresisténcia. A resisténcia antimicrobiana acontece
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guando 0sS microrganismos conseguem manter seu crescimento mesmo quando
expostos a antimicrobianos, isto se da através de mudancas funcionais e
caracteristicas estruturais do préprio microrganismos como resposta da pressao
seletiva sofrida (BORGES et al., 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos pode acontecer devido a uma caracteristica
constitutiva de determinadas espécies de bactérias, fazendo com que essa estirpe
resista a um dado antibiético como resposta dessa caracteristica estrutural ou
funcional presente na espécie (BLAIR et al.,, 2015); Pode ser um mecanismo
adquirido como resultado do processo de mutacdo sofrido durante a replicacao
celular ou por mecanismos de inducgéo através de agentes mutagénicos (BAPTISTA,
2013); Ou pode ser adquirida através da aquisicdo de material genético exdégeno
presente em outros microrganismo contendo genes de resisténcia, sendo
propagados através do mecanismo de transferéncia de gene (MATTEWS et al.,
2007; COSTA, 2016; MORAES; ARAUJO; BRAGA, 2016).

Segundo Doyle (2015), os seres humanos podem ser potencialmente
expostos a agentes patogénicos multirresistentes através de uma variedade de vias
incluindo o ambiente a que estdo expostas, solo e agua contaminados, produtos
animais, entre outros, essa resisténcia aos farmacos acarreta para a saude publica
um grande aumento nos gastos com a populagdo, uma vez que pacientes que
apresentam infeccdes com bacterias multiresistentes exigem um cuidado maior e
urgente.

Desta forma, bactérias multirresistentes a farmacos podem ser consideradas
uma ameaca em potencial a salude humana uma vez que infeccdes causadas pelas
mesmas apresentam altas taxas de morbimortalidade e requerem maior tempo de
internacdo e tratamento, assim como altos custos para serem debeladas. A
contaminacdo alimentar associada a cepas que apresentam fendétipos de
reisténcia/multirresisténcia caracterizam um problema de saulde publica cada vez
mais evidente. O consumo de alimentos contaminados expde a populacéo a serios
riscos, uma vez que a terapia farmacologica é reduzida devido a capacidade de
adaptacdo desses microrganismos (GUIMARAES et al., 2012)..

Sendo assim se fazem necessarios estudos que viabilizem a identificacéao
desses patogenos a fim de fornecer dados aos 6rgao cabiveis para que as medidas

pertinentes a seguranca alimentar e nutricional, bem como medidas decontrole e
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fiscalizagcdo, possam ser tomadas, influenciando diretamente na redugédo de
nameros de casos de surtos alimentares envolvendo cepas resistentes ou

multirresistentes.
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2 ARTIGO

COALHO CHEESE CONTAMINANTS: PHENOTYPIC DESCRIPTION
AND ANTIMICROBIAL MULTIRESISTANCE

CONTAMINANTES DE QUEIJOS DE COALHO: CARACTERIZACAO
FENOTIPICA E MULTIRRESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Artigo original submetido a revista Alimentacdo humana.

Contaminantes de queijos de coalho: Caracterizacdo fenotipicae

multirresisténcia a antimicrobianos

SILVA, R.0.J%: MACHADO, E.C.L%: SILVA, M.R.O'; BORGES FILHO, E.F.A%
1 Universidade Feredal de Pernambuco, Centro Académico de Vitoria.

2 Secretaria de Educacédo de Pernambuco-SEDUC.

2.1 Resumo: Objetivou-se com este trabalho avaliar cepas de Staphylococcus spp. e
coliformes termotolerantes isoladas de queijos de coalho e de queijos de coalho artesanal
guanto a caracterizagdo fenotipica e resisténcia antimicrobiana. Amostras de queijos de
coalho (5) e do produto artesanal (5) foram submetidas a analises microbiolégicas, e
isolados de S. aureus, S. coagulase negativa (SCN) e termotolerantes ao teste de
susceptibilidade a dez antimicrobianos. Verificou-se contagens de S. coagulase positiva e
coliformes termotolerantes acima dos limites permitidos em queijos de coalho (40%), e no

produto artesanal (80%). Entre Staphylococcus, identificou-se resisténcia a penicilina,
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eritromicina, clindamicina e cefoxitina, e além destes, resisténcia a gentamicina e tetraciclina
apenas entre as cepas de S. aureus isolados do produto artesanal. SCN de ambos tipos de
gueijos apresentaram perfil de multirresisténcia, enquanto entre os isolados de S. aureus
apenas do produto artesanal. Verificou-se cepas com resisténcia minima a trés classes de
antimicrobianos e a até 4 ou 5 agentes antimicrobianos distintos, para SCN e S. aureus,
respectivamente. Cepas de coliformes termotolerantes expressaram resisténcia a ampicilina,
cefoxitina, sulfazotrin e imepenem, mas ndo o perfil ESBL (betalactamases de espectro
estendido). Conclui-se que S. aureus e SCN com perfil de resisténcia e multirresisténcia a
antimicrobianos ocorrem em queijos de coalho comercializados em cidades do Estado de
Pernambuco.

Palavras chaves: Antimicrobianos, contaminagao alimentar, leite.

2.2. Abstract: This work aimed to evaluate strains of Staphylococcus spp. and
thermotolerant coliforms isolated from coalho cheeses and artisanal coalho cheeses for
phenotypic characterization and antimicrobial resistance. Samples each type of cheese (5)
were submitted to microbiological analysis and strains of S. aureus, negative coagulase S.
(NCS) and thermotolerant were isolated from products and submitted to antimicrobial
susceptibility tests with ten antimicrobials. It was verified counts of positive coagulase S. and
thermotolerant coliforms above the permitted limits in coalho cheeses (40%), and in the
artisanal product (80%). Among staphylococci, resistance to penicillin, erythromycin,
clindamycin and cefoxitin were identified beside the resistance to gentamicin and tetracycline
only among strains of S. aureus isolated from the artisanal product. NCS of both types of
cheeses presented multidrug resistance profile, while among isolates of S. aureus only from
the artisanal product. Strains with minimal resistance to three classes of antimicrobials and
up to 4 or 5 distinct antimicrobial agents were found for NCS and S. aureus, respectively.
Strains of Thermotolerant coliform expressed resistance to ampicillin, cefoxitin, sulfazothrin
and imepenem but not the ESBL profile (extended spectrum beta-lactamases). It was
concluded S. aureus and NCS with antimicrobial resistance and multidrug resistance profile

occur in coalho cheeses commercialized in cities of the State of Pernambuco.

Keywords: Antimicrobial, food contamination, milk.

2.3 Introducéao

O queijo de coalho é um produto tipicamente nordestino, apresentando grande
producdo e consumo nesta regido. A maior parte dessa producgéo é realizada nos estados

do Ceard, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba’®. Em qual a producéo de queijo de
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coalho acontece de forma artesanal em pequenas queijarias, sendo realizada em grande
parte com leite cru e sem as condi¢des higiénicas sanitarias necessarias a fabricacdo de um
alimento com qualidade e seguranca microbioldgica. “Em portaria N° 007 de janeiro de 2018,
a Agéncia de Defesa e Fiscalizagdo Agropecuaria do estado de Pernambuco- ADAGRO,
classifica o queijo de coalho em “queijo de coalho artesanal” os produzidos a partir do leite
cru e “queijo de coalho” os fabricados com leite pasteurizado®. A obtencdo da matéria prima
de qualidade e que apresente seguranca microbiolégica ao consumidor depende de boas
praticas de higiene, producdo e manipulacdo. Quando isto ndo ocorre a saude do
consumidor pode ser afetada diretamente, devido a contaminacdo do alimento por

microrganismos patogenos®.

A contaminacdo microbiana dos queijos artesanais € um grave problema de salde
publica, sendo considerado um dos principais veiculos causadores doencas de origem
alimentar, uma vez que sua maioria é produzida a partir de leite cru®®(RUTHES;
GOULARTE, 2013; TOZZO et al., 2015). Staphylococcus aureus e algumas bactérias do
grupo coliformes, tais como a Escherichia coli sdo comumente associados a contaminagao
alimentar e doengas veiculadas por alimentos (DVA’s). Tem se tornado crescente o nimero
de cepas apresentando perfil de resisténcia e multirresisténcia isoladas de alimentos de

origem animal como queijos”®°.

Staphylococcus aureus foi uma das primeiras bactérias a serem associadas a
infeccdes clinicas e € amplamente associada a surtos de doencas transmitidas por
alimentos, porém nao é o Unico. E. coli, Staphylococcus coagulase negativa (SCN) também
estdo presentes em varios casos de surtos de infec¢des alimentares, incluindo cepas com
perfil de resisténcia e multirresisténcia. Staphylococcus coagulase negativa até pouco tempo

n&o estavam relacionados & contaminacéo de alimentos'®***

A presenca de bactérias patdgenas como contaminantes de alimentos traz a tona
outro problema enfrentado mundialmente, as bactérias com perfil de resisténcia, visto que
esta cada vez maior a presenca desses patdogenos em alimentos amplamente consumidos,
principalmente os de origem animal. Isto evidencia um problema sério de saude publica

devido ao risco da exposicéo da populacdo & esses microrganismos #*2,

Os microrganismos em sua maioria possuem uma alta capacidade adaptativa o que
permite o ajuste as condi¢cdes mais adversas como forma de garantir sua sobrevivéncia e
crescimento. Entre esses fendmenos adaptativos podemos destacar a resisténcia e a
multirresisténcia aos antimicrobianos como sendo um dos problemas mais preocupantes™.
A resisténcia bacteriana pode ser definida como a capacidade do microrganismo de

sobreviver a exposi¢do de substancias que em condi¢gdes normais causariam a inibicdo de
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seu crescimento e posterior morte. Esta capacidade adquirida ou inerente ao microrganismo
tem se tornado um problema cada vez mais frequente de salde publica, uma vez que afeta
diretamente o controle de diversas enfermidades, causando uma limitacdo no tratamento e
maiores gastos com a saude por restringir a capacidade de atuacdo dos farmacos,

aumentando assim o nimero de internacdes e mortalidade™ ***’,

Microrganismos com fenétipo de resisténcia a antimicrobianos que sdo encontrados e
veiculados por alimentos podem apresentar a capacidade de transferir esses genes de
resisténcia a outros microrganismos de outras espécies que povoem o trato gastrointestinal,

e isto torna a contaminac&o alimentar por esses patdégenos inda mais grave™® .

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo isolar e avaliar as cepas de
Staphylococcus spp. e coliformes termotolerantes de queijos de coalho quanto a
caracterizacao fenotipica de resisténcia antimicrobiana a fim de evidenciar a presenca
desses microrganismos em alimentos e ressaltar a necessidade de estudos a cerca do

tema.

2.4 Metodologia

Obtencbes das amostras de queijo coalho

Queijos de coalho sdo comercializados em hipermercados, mercados e/ou feiras livres
de diferentes regides e municipios, incluindo de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil.
Para o desenvolvimento deste trabalho foram coletadas 5 amostras de queijos de coalho
(elaborado com leite pasteurizado) e 5 de queijo de coalho artesanal (elaborado com leite
cru). De forma a obter uma maior abrangéncia da amostragem, o0s queijos foram de
procedéncias distintas, quanto a cidade e produtor, sendo oriundos da Zona da Mata e
Agreste de Pernambuco que fazem parte da bacia leiteira e produtora de queijo do Estado:
Arcoverde, Bom conselho, Cachoeirinha, Camocim de Sao Félix, Panelas, Sdo bento do
Una e Venturosa,. As amostras coletadas foram armazenadas em caixas isotérmicas
contendo gelo industrializado, tipo gel, e posteriormente, encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia dos Alimentos do Centro Académico de Vitéria (CAV) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), onde foram mantidas sob refrigeracdo a temperatura de 6+ 2°C até

0 momento das analises.
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Preparo das amostras de queijo coalho

Inicialmente as amostras foram pesadas em balanca analitica para se obter 25 + 0,29
conforme descrito na Instrugdo Normativa N° 62/2003 do Ministério da Agricultura — MAPA™,
Em seguida, foram colocadas em sacos esterilizados contendo 225 mL de agua peptonada
a 0,1% e homogeneizada a 36 batidas por minutos aproximadamente em homogeneizador
tipo “stomacher” por aproximadamente 5 minutos para a obtenc&o da primeira diluigdo (10™)

da amostra. A partir da diluicdo 10" foram preparadas diluicdes decimais sucessivas até 10°.
Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi adotado o método de
cultivo “spread plate” utilizando o Agar Baird-Parker, conforme Instrucdo Normativa N° 62 do
MAPA™ (BRASIL, 2003). A partir de cada diluicdo decimal, aliquotas de 0,1 mL foram
inoculadas em placas de Petri contendo o meio Agar Baird-Parker acrescido de gema de
ovo e telurito de potassio a 3,5%. Com o auxilio de uma alca de Drigalski, as amostras
foram espalhadas sobre as superficies do meio para a obtencdo do crescimento
homogéneo. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa tipo BOD a temperatura de
36 + 1°C por 48 horas. Apds este periodo, a contagem foi realizada em placas que
continham entre 20 e 200 coldnias, conforme recomendacdo da IN, sendo os resultados

expressos em unidades formadoras de col6nias por grama das amostras (UFC/g).
Isolamento e confirmacdo de Staphylococcus coagulase positiva e S. aureus

Para a confirmacdo de Staphylococcus coagulase positiva foram transferidas cinco
coldnias tipicas e atipicas para tubos de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI).
Os tubos foram incubados em estufa tipo BOD a temperatura de 36 = 1°C por 24 horas e,
apos o periodo de incubacéo, foi realizada a prova da coagulase, que consiste em transferir
0,3 mL dos cultivos em BHI para tubos de ensaio esterilizados e adicionar 0,3 ml de plasma
liofilizado de coelho. Ap6s homogeneizagdo do cultivo com o plasma, os tubos foram
incubados em estufa tipo BOD a temperatura de 36 + 1°C por 6 horas. A leitura da reagéo
foi realizada de acordo com a classificacdo dos coagulos pela instrugdo normativa N°62 do
MAPA, conforme escala crescente: 1+, 2+, 3+ e 4+, sendo 0s codgulos de grau 4+ os de
maior consisténcia. Foi considerado para os testes confirmatérios de Staphylococcus aureus

guando a reacao de coagulacgéo foi do tipo 3+ e 4+.

As cepas que foram sugestivas para S. aureus foram submetidas a provas
complementares, tais como a coloracdo de Gram e os testes de catalase, manitol e DNAse,

conforme Instru¢do Normativa N° 62/2003 do Ministério da Agricultura — MAPA.
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Contagem de coliformes termotolerantes

Para a contagem de coliformes termotolerantes foi adotada a metodologia descrita
pela IN n°® 62 do MAPA™. A partir de cada diluicdo decimal, aliquotas de 1 mL foram
inoculadas usando a técnica “pour plate” em agar Violet Red Bile Agar (VRBA) e, em
seguida, incubadas em estufa tipo BOD a temperatura de 36 + 1°C por 24 horas. O
resultado final foi determinado pela contagem de col6nias nas placas que apresentarem
entre 15 a 150 coldnias, conforme recomendacdo da IN, e expressos em unidades

formadoras de colonia por grama de amostra (UFC/g).

A confirmacao de coliformes termotolerantes foi realizada a partir das colénias tipicas
e atipicas inoculadas e escolhidas em caldos seletivos, com o auxilio de uma alca de
platina, foram repicadas em tubos de ensaio contendo caldo Escherichia coli (EC) incubados
em banho-maria com agitacdo constante, regulada a temperatura de 45 + 1°C por 48 horas.
A presenca de coliformes termotolerantes foi confirmada pela formacdo de gas no interior

dos tubos de Durham ou efervescéncia apés agitacao dos tubos.
Isolamento e confirmacao de Escherichia coli

Para o isolamento e confirmacéo da presenca de E. coli foi considerada a metodologia
descrita por Kornacki e Johnson® . As culturas de cada tubo de ensaio com caldo EC
considerados positivos foram semeadas em placas de Petri contendo o meio Agar Eozina
Azul de Metileno (EMB) e as placas foram incubadas em estufa tipo BOD a temperatura de
36 = 1°C por 24 horas. As colbnias que apresentaram brilho verde metélico foram
consideradas sugestivas para E. coli e, entdo, selecionadas, repicadas em tubos de ensaio
contendo AN, incubadas por 24 horas em estufa do tipo BOD a temperatura de 36 + 1°C e,
posteriormente, mantidas sob refrigeracdo para realizacdo de provas bioquimicas
complementares, tais como, fermentacdo de agucares, urease, motilidade, indol e producéo

de gas sulfidrico.
Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Os isolados de Staphylococcus spp. e coliformes termotolerantes foram submetidos
ao teste de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de disco difusdo descrita por
Bauer et al., 1966 conforme estabelecida pelo protocolo M02-A11 do Clinical and Laboratory
Standards Institute®’. ApGs ativacdo das cepas em meio agar nutriente, preparou-se o
inoculo bacteriano contendo 10® UFC/ml que corresponde ao tubo 0,5 da escala de
MacFarland. Com o auxilio do swab esterilizado, o inoculo foi semeado em placas de Petri

contendo o Agar Mueller—Hinton para posterior distribuicio dos discos de antimicrobianos. A
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fim de verificar o fendtipo de resisténcia  principal para  staphylococcus spp,
Staphylococcus resistente a meticilina (MRS) e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) foram utilizados discos de cefoxitina 30 pg, enquanto para o fenétipo de
resisténcia a macrolideos, licosaminas e estreptograminas constitutiva (cMLS) foram
utilizados discos de eritromicinal5 pg e clindamicina 15 pg . Outros antimicrobianos de
importancia clinica também foram utilizados para compor o teste de susceptibilidade, tais
como: Ciprofloxacino 5 pg, Gentamicina 10 pg, Tetraciclina 30 pg, Amicacina 30 pg,
Penicilina G 10 ug, Cloranfenicol 30 ug, Sulfazotrim 25 ug.

Considerando o fenétipo principal de resisténcia para enterobactérias, para o teste
preliminar para betalactamases de espectro estendido (ESBL) foram utilizados discos de
ceftazidina 30 ug e cefotaxina 30 pg, conforme sugerido pelo CLSI. Contudo, os seguintes
antimicrobianos de importancia clinica também foram utlizados para o teste de
susceptibilidade: Ampicilina 10 pg, Gentamicina 10 g, Imipenem 10 ug, Cloranfenicol 30 g,
Tetraciclina 30 pg, Sulfazotrim 25 pg, Norfloxacina 10 ug e Aztreonam 30 pg. As placas
foram incubadas em estufa tipo BOD a temperatura de £37°C por 24 horas. A leitura dos
resultados do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada medindo-se o0s
tamanhos dos halos de inibicAo com um paquimetro e expressos em milimetros, sendo
classificados como resistente, intermediario ou sensivel de acordo com a tabela de

referéncia estabelecida pelo CLSI para cada antimicrobiano.

Determinacdo de multirresisténcia antimicrobiana

O resultado de multirresisténcia foi determinado através do indice de Multipla
Resisténcia a Antimicrobianos (MAR), com base na relacdo a/b, onde (a) refere-se ao
numero de antimicrobianos aos quais os isolados foram resistentes e (b) ao numero total de
antimicrobianos ao qual o isolado foi exposto. Os valores encontrados de 0,1 a 0,5
correspondem a resistente da cepa a um ou a até cinco agentes antimicrobianos distintos a

que a cepa foi resistente, respetivamente?.

Determinou-se ainda a multirresisténcia a partir do calculo da resisténcia minima a trés
classes de antimicrobianos, considerando o ndmero de antimicrobianos de diferentes
classes a que os isolados apresentaram resisténcia conforme descrito por Magiorakos et
al.”. Desta forma, o microrganismo é considerado multirresistente quando apresentar

resisténcia a pelo menos trés classes distintas de antimicrobianos.
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2.5 Resultados e Discussao

Analise microbiol6gica

Em relacédo a contagem de Staphylococcus coagulase positiva nos queijos de coalho e
queijos de coalho artesanal, os resultados estdo apresentados na tabela 2.1. Verificou-se
gue entre as amostras de queijo de coalho, 40% (2/5) apresentaram contagens acima do
limite méximo permitido de 5 x 10> UFC/g segundo a Resolucdo N° 12 da ANVISA®,
enguanto entre as do queijo de coalho artesanal, 80% (4/5) encontraram-se acima do limite
maximo permitido pela legislacdo. Desta forma, verificou-se que o maior percentual de
contaminacéo ocorreu nos queijos produzidos a partir do leite cru quando comparados ao
gue foram produzidos a partir do leite pasteurizado, evidenciando que a contaminacdo pode

ter sido favorecida pela falta de condic¢des higiénico sanitarias adequadas.

Tabela 2.1. Contagem de Staphylococcus coagulase positivo das amostras de queijo coalho

e queijo de coalho artesanal comercializado em cidades de Pernambuco.

Amostras de Andlises

queijo coalho N
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/qg)

Queijos de Al A2 A3 A4 A5

coalho . 5
<10 1,37 x 10 <10 <10 1,3x10

Queijos de Bl B2 B3 B4 B5

coalho artesanal
2,18 x 10° <10 8,6 x 10* 2,6 x 10* 3,8 x 10*

Notas: <10 UFC/g representa auséncia de crescimento microbiano, levando-se em conta os

limites de detec¢é@o dos métodos utilizados.

O leite como matéria prima para a producédo do queijo de coalho e outros derivados
precisa apresentar qualidade microbioldgica satisfatéria uma vez gue influencia diretamente
no padrao de qualidade do produto final. Falhas no processo de ordenha, manuseio,
fabricagdo armazenamento e transporte podem ser relacionados diretamente a

contaminagéo do produto®.

O uso do leite cru na producéo de queijos artesanais como o0 queijo de coalho, tem
sido uma das principais fontes de contaminacdo desse produto, que apresenta como
principal agente contaminante a bactéria Staphylococcus aureus®. O queijo produzido com

leite pasteurizado, denominado queijo de coalho, apresenta uma carga microbiana
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frequentemente menor quando comparado aos queijos produzidos com leite cru. O processo
de pasteurizagdo causa uma diminuicdo do niumero de células viaveis e isso reflete em um

produto final com maior qualidade e seguranca microbiolégica® .

Os queijos informais geralmente ndo sdo submetidos a controle de qualidade ou
inspecionados com rigor, e sendo comercializados mais frequentemente em feiras livres por
ambulantes, sob condicdes higiénico sanitarias precarias ou ausentes. Isto pode
desencadear uma série de problemas na qualidade dos queijos, o que leva a altos niveis de
contaminacdo microbiana, geralmente atribuidas a manipulacao excessiva, a falta de boas
praticas e ao alto teor de umidade. Vale salientar que a composicdo quimica caracteristica

favorece a multiplicagio microbiana®’.

Desta forma, diferentes fatores favorecem a contaminacdo microbiolégica de leite e
derivados, sendo agravado quando a elaboragéo do produto é realizada com matéria prima
sem o tratamento térmico recomendado para a sua conservacao, pois se aumenta 0s riscos
de ocorréncia de contaminantes biol6gicos no produto final, 0 que ocorre com os produtos
artesanais. Do mesmo modo, em seu estudo, Dias et al.”® verificaram contaminagdo em
gueijos minas frescal artesanal e industrial produzidos na regido Sul do estado de Goias,
além de constatarem 70% (7/10) das suas amostras em desacordo com o padrédo
estabelecido pela ANVISA para Staphylococcus coagulase positiva, conforme Resolucdo —
RDC N° 12 ,2001%.

As contaminacfes em queijos artesanais produzidos com leite cru em sua maioria
acontecem devido a falta de padronizacdo no processo de producdo, auséncia de boas
pratica de fabricacdo e excesso de contato por parte dos manipuladores. Esses fatores
associado a caracteristicas fisico-quimicas dos produtos acabam favorecendo a proliferacéao
microbiana. Com relacdo aos queijos industriais que sdo submetidos a processos térmicos,
como a pasteurizagcdo, a contaminagdo microbioldgica pode acontecer por falha nesse
processo ou ainda ocorrer em etapas posteriores a pasteurizagdo. O processo de
embalagem incorreto, transporte e armazenamento inadequado podem propiciar uma

contaminag&o®#%,

Oliveira et al.** observaram a presenca de Staphylococcus coagulase positiva em
76,19% (32/ 42) de amostras de queijo de coalho do tipo A e tipo B comercializadas na
cidade do Cabo de Santo Augustinho, no estado de Pernambuco e ressaltaram a
importancia da qualidade da matéria prima para obtengdo de um produto final viavel ao

consumo da populacéo.
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Enquanto Marinheiro et al.** ressaltam a importancia e o cuidado na elaboracéo,
aplicacdo e fiscalizacdo dos programas de boas praticas instalados na industria de
derivados de leite, tendo uma atencao redobrada em especial ao que se relaciona a higiene
dos manipuladores, uma vez gque eles manterdo maior contato com os produtos, podendo
assim se instalar uma contaminagéo cruzada. Ainda, salientam que a limpeza e desinfeccao
de equipamentos e superficies que entram em contato com o alimento também deve ter

atencao redobrada, pois podem servir como veiculo de transmissdo de microrganismos.

Neste estudo, isolou-se cepas de Staphylococcus coagulase negativa de queijos de
coalho e gueijos de coalho artesanal para posteriormente serem submetidos aos testes de
resisténcia antimicrobiana. Tratando-se de questdes de saude publica, pesquisas avancam
alertando sobre a relevancia da contaminag&o de queijos por considerar que estirpes dessa
categoria, tais como S. epidermidis, S. xylosus e S. haemolyticus, sdo potencialmente
produtoras de enterotoxinas in vitro e ha registros de surtos de intoxicacdo alimentar,

inclusive no Brasil, associados a essas espécies”.

Em um estudo realizado por Stamford et al.*, foi possivel observar a presenca de
cepas de Staphylococcus coagulase negativa em leites produzidos ou comercializados no
estado de Pernambuco. Desta forma, sendo um contaminante de leite, a presenca destas
cepas em queijos e outros derivados podem ser justificados quando a sua producéo esta

associada ao uso de matéria prima de baixa qualidade e sem tratamento térmico.

A presenca de Staphylococcus coagulase negativa como contaminante de queijos
comercializados no Rio de Janeiro foi relatada no trabalho de Bolsan e Nascimento®, que
verificaram a presenca destas bactérias em 82,2% das amostras de queijos analisadas, o

gue caracteriza um fator de risco para a ocorréncia de intoxicacao alimentar estafilocéccica.

Staphylococcus coagulase negativa estd citado na literatura como patégeno
presente em diversos processos infecciosos em humanos e animais, e que até pouco tempo
ndo estavam relacionados a contaminacdo de alimentos nem a casos de intoxicagdo

Ill

alimentar. De acordo com Becker et al™, as principais espécies isoladas de alimentos foram

S. equorum, S. xylosus, S. saprophyticus e S. succinus.

Em estudo realizado no estado do Rio de Janeiro, Marques® et al. detectaram
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) em 58% das amostras de leite proveniente de
animais com mastite na regido Sul-Fluminense, evidenciando que este subgrupo também

esta relacionado & contaminacgéo de alimentos de origem animal.

A contaminagdo microbiana dos queijos artesanais € um grave problema de saude

plblica, sendo considerado um dos principais veiculos capazes de causar as DVA’'s®. A
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gualidade microbiolégica dos alimentos é de suma importancia para garantir a seguranca
alimentar dos consumidores, pois 0S microrganismos contaminantes de alimentos,
principalmente em produtos de origem animal, podem causar graves doencas na

populacao®.

Em relacdo a contagem de coliformes termotolerantes nas amostras de queijo de
coalho, os resultados estdo apresentados na tabela 2.2. Algumas amostras apresentaram
contagens acima do limite estabelecido pela RDC N° 12 da ANVISA?* de 5 x 10? UFC/g,
sendo 40% (2/5) das amostras de queijo de coalho e 80% (4/5) das amostras de queijo de
coalho artesanal porém nenhum isolado foi confirmativo para E. coli. A presenca de
coliformes em alimentos esta relacionada a contaminacdes diversas, incluindo agua de ma

qualidade, por ser considerado um patégeno de origem fecal ou ambiental.

Tabela 2.2 Contagem de coliformes termotolerantes das amostras de queijo coalho e

gueijo de coalho artesanal comercializado em cidades do estado de Pernambuco.

Amostras de Andlises

gueijo coalho )
Coliformes termotolerantes (UFC/q)

Tipo A Al A2 A3 A4 A5
< 10 UFC/g 1,5 x 10° <10UFClg 6,5 x 10° <10UFClg
Tipo B B1 B2 B3 B4 B5

<10UFC/lg 1,2x10° 5,2 x 10° 3,95x 10> 3 x10?

Nota: <10UFC/g representa auséncia de crescimento microbiano, levando-se em conta

os limites dos métodos utilizados.

Ruthes e Goularte®, avaliando a qualidade microbioldgica de queijos de diversas
regides do estado do Parana, concluiram que as industrias fabricantes de queijos
necessitam melhorar suas condi¢des higiénicos sanitarias para impedirem que cheguem aos
consumidores produtos que possam causar qualquer dano a sua saude, principalmente as
empresas de pequeno porte, pois 20% dos produtos analisados apresentaram ndmero

elevado de coliformes termotolerantes.

Cruz et al®

, avaliando a qualidade de queijos minas artesanal comercializados em
Montes Claros-MG, constataram que 30% das amostras analisadas apresentaram

contaminacdo por coliformes a 45°C, sendo que cerca de 12% apresentam contagem



39

superior ao limite maximo estabelecido pela legislagdo brasileira. Enquanto Matsumoto et
al®*® avaliaram 98 amostras de queijo de diversos tipos comercializados na cidade de S&o
Paulo e relatam que destas, 26 amostras apresentaram contagens acima do permitido pela
RDC n° 12 no que diz respeito a coliformes termotolerantes.

A presenca de coliformes no queijo coalho sugere recontaminagao apos o tratamento
do leite ou que o leite foi utilizado in natura sem tratamento térmico para a producao de seus
derivados artesanais. Capibaribe et al.*’, analisando 83 amostras de queijo de coalho de
estabelecimentos comerciais de Salvador - BA, relataram que 78 (94%) das amostras
apresentavam contaminacdo por coliformes termotolerantes com a confirmacdo de E. coli

em 65 (78,3%) das amostras.

Ao avaliar a qualidade do leite cru comercializado de maneira informal em feiras
livres no municipio de Santa Maria-RS, Silveira e Bertagnoli*®, obtiveram como resultado
namero de coliformes acima do permitido pela legislacdo. A presenca de coliformes
termotolerantes foi constatada em todas as amostras de leite cru, neste sentido sendo o leite
a matéria prima para o queijo isso reflete no produto final, com concentracdes de

microrganismos patdgenos acima dos limites maximos estabelecidos.

Relata-se ainda que a presenca de termotolerantes nas amostras de leites
pasteurizados indica que houve falha em alguma etapa da ordenha, processamento ou
envase do leite, 0 que mostra a necessidade de uma reavaliacao dessas etapas, a fim de se
identificar e diagnosticar todos os focos de contaminacdo, uma vez que amostras de queijo
de coalho produzidas com leite pasteurizado também apresentaram valores acima do

permitido pela legislac&o %%,

Andlise do perfil de resisténcia

Das amostras de queijo de coalho foram isoladas 80 cepas de Staphylococcus,
sendo 34 de Staphylococcus aureus e 46 de Staphylococcus coagulase negativa (SCN). Isto
somado a 35 de coliformes termotolerantes, ndo sendo confirmado E. coli, totalizam 115
cepas isoladas. Em relagdo aos isolados de S. aureus, apés o teste de susceptibilidade
antimicrobiana, verificou-se que todos foram sensiveis a cloranfenicol, ciprofloxacino,
amicacina e sulfazotrim, enquanto 82,3% (28/34) foram sensiveis a gentamicina. Em
contrapartida 61% (21/34) apresentaram resisténcia a penicilina e 35,2% (12/34) a

eritromicina.
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Entre as cepas de S. aureus isoladas de amostras de queijo de coalho, verificou-se
resisténcia a penicilina, sendo, portanto produtoras de penicilinase, totalizando 33,3%
(2/6). Nos queijos de coalho artesanais, 67,25% (19/28) foram resistentes a penicilina,
32,35% (11/28) a eritromicina e clindamicina, sendo consideradas cMLS, resisténcia
constitutiva para macrolideos, estreptograminas e licosaminas, enquanto 3,57% (1/28)
foram resistentes apenas a eritromicina, sendo considerada MS por apresentar resisténcia
apenas aos macrolideos e estreptograminas.

Verificou-se ainda que 17,85% (5/28) das cepas oriundas de queijo de coalho
artesanal apresentaram resisténcia a cefoxitina, sendo consideradas Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), e destas, 3 foram consideradas cMLS, sendo
categorizadas como multirresistentes de acordo com a resisténcia minima a trés classes

de antimicrobianos®.

S. aureus tem sido considerado um dos principais patégenos humanos, estando
relacionado diretamente a infeccdes clinicas. Possui a capacidade de desenvolver
rapidamente resisténcia a antibiéticos, sendo MRSA uma das classes®. Estudos recentes
relatam o isolamento de MRSA em alimentos de origem animal como carne suina e
derivados, carne bovina, frango, entre outros produtos como leite e queijo. Isso deixa clara
a importancia em demonstrar a presenca cada vez mais frequente de MRSA em alimentos
de origem animal, tendo como finalidade alertar as autoridades de saude publica e da
agropecuaria sobre a necessidade de adocao e/ou intensificacdo de medidas de controle
uma vez que a resisténcia a cefoxitina implica na resisténcia a todos os B-lactamicos,

incluindo os carbapenémicos*" *2.

Dentre os antimicrobianos utilizados no teste de susceptibilidade antimicrobiana de
isolados de S. aureus dos queijos de coalho e queijos de coalho artesanal, houve maior
frequéncia de resisténcia a eritromicina (12 cepas), penicilina (21 cepas), clindamicina (11
cepas) como mostra a tabela 2.3. Tem sido relatado que o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos antibidticos ou antimicrobianos é resultante do uso de antibidticos de
maneira negligente e exacerbada, e segundo a WHO®, nota-se que existe uma correlacéo
direta entre maior consumo de antimicrobianos e maiores niveis de resisténcia e

multirresisténcia microbiana.
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Tabela 2.3. Percentual de resisténcia antimicrobiana dos isoladas de S. aureus de

queijo coalho e queijos de coalhos artesanais,

Pernambuco.

comercializados em cidades de

Classes de
antimicrobianos

Antimicrobiano

Resisténcia (%)
(N=34)

Sensibilidade (%)

(N=34)

Macrolideos
Penicilinases
Licosaminas
Beta lactamicos
Licosaminas
Aminoglicosideos
Tetraciclinas
Sulfonamidas
Aminoglicosideos

Quinolonas

Eritromicina
Penicilina
Clindamicina
Cefoxitina
Cloranfenicol
Gentamicina
Tetraciclina
Sulfazotrim
Amicacina

Ciprofloxacino

12 (35,2%)

21 (61,7%)

11 (32,4%)

5 (14,7%)
0 (0%)

6 (17,6%)
8 (23,5%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

22 (64,8%)
13 (38,3%)
23 (67,6%)
29 (85,3%)
34 (100%)
28 (82,4%)

26 (76,47%)
34 (100%)
34(100%)

34(100%)

Das amostras dos queijos de coalho e queijos de coalho artesanal analisadas foi
possivel isolar 46 cepas de SCN, sendo 15 cepas provenientes dos queijos de coalho,
correspondendo a 32,60% das amostras e 31 cepas oriundas dos queijos de coalho
artesanais correspondendo a 67,40% das amostras. Todas as cepas apresentaram
sensibilidade a ciprofloxacino, gentamicina, tetraciclina, amicacina, sulfazotrin e

cloranfenicol.

Levando em consideracdo os principais fenoétipos de resisténcia, verificou-se que
entre as estirpes com resisténcia a penicilina ou produtoras de penicilinases, 13.33% (2/15)
foram isoladas de queijo de coalho e 38.7% (12/31) de queijo de coalho artesanal. Ainda
13.33% (2/15) proveniente de queijo de coalho apresentam resisténcia a eritromicina e
clindamicina, sendo considerada resisténcia constitutiva para  macrolideos,
estreptograminas e licosaminas (cMLS), enquanto 9,67% (3/31) foram encontradas em

gueijos de coalho artesanais .

Verificou-se ainda que 6,66 % (1/15) dos isolados de queijo de coalho apresentaram

resisténcia a meticilina (MRS), e 16,12% (5/ 31) entre os isolados do queijo de coalho
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artesanais. Destas seis cepas consideradas MRS, quatro foram considerads cMLS, com
base na resisténcia minima a trés classes de antimicrobianos, sendo portanto classificadas
com perfil de multirresisténcia. Dentre os isolados do queijo de coalho artesanais, apenas
3,22% (1/31) foram considerados MS, ou seja, resistentes apenas a eritromicina.

Dentre os antimicrobianos usados no teste de susceptibilidade antimicrobiana de
isolados de SGN dos queijos de coalho e queijos de coalho artesanal, verificou-se maiores
percentuais de resisténcia a penicilina com 30,4% (14 cepas), clindamicina com 23,9% (11
cepas), cefoxitina com 19,6% (6 cepas) e eritromicina com 13% (6 cepas), como
apresentado na tabela 2.4.

Tabela 2.4 Percentual de resisténcia antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus

coagulase negativa obtidas de queijo de coalho e queijo de coalho artesanal, comercializados
em cidades de Pernambuco.

Classe do Antimicrobiano Resisténcia (%) Sensibilidade (%)
antimicrobiano (N=46) (N=46)
Macrolideos Eritromicina 6 (13%) 40 (87%)
Penicilinases Penicilina 14(30,4%) 32 (69,6%)
Licosaminas Clindamicina 11 (23,9%) 35 (76,1%)
Beta lactamicos Cefoxitina 9 (19,6%) 37 (80,4%)
Licosaminas Cloranfenicol 0 (0%) 46 (100%)
Aminoglicosideos  Gentamicina 0 (0%) 46 (100%)
Tetraciclinas Tetraciclina 0 (0%) 46 (100%)
Sulfonamidas Sulfazotrim 0 (0%) 46 (100%)
Aminoglicosideos  Amicacina 0 (0%) 46 (100% )
Quinolonas Ciprofloxacino 0 (0%) 46 (100%)

O perfil de sensibilidade antimicrobiana de 46 cepas de Staphyloccocus coagulase
negativa isoladas de 10 amostras de queijo de coalho comercializadas em praias
nordestinas foi avaliado por Rapini et al.**, e os resultados corroboram com o presente
estudo considerando 0s maiores percentuais de resisténcia a penicilina (100%), assim
como o0s percentuais elevados para resisténcia a oxacilina (66,7%) e eritromicina (60%),
além de identificarem resisténcia a tetraciclina (91%), vancomicina (75,5%), gentamicina
(71,1%), cefalotina (48,9%) e sulfazotrim (26,7%).
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Ao estudar resisténcia antimicrobiana em sistemas lacteos, PEXARA et al.** isolaram
45 cepas de Staphylococcus aureus enterotoxigénicos de reservatérios de leite ovino e
caprino, e verificaram perfil de resisténcia destas cepas a tetraciclina em 8,9% (4/45),
ciprofloxacino em 6,7% (3/45), ampicilina em 4,4% (2/45) e gentamicina em 2,2% (1/45),
além de outros antibidticos utilizados, e ainda que 13,3% (6/45) das cepas foram
classificadas como multirresistentes uma vez que apresentaram resisténcia até 5

diferentes antibiéticos.

O uso inapropriado e indiscriminado de antimicrobianos tem sido apontado por alguns
autores como sendo uma das principais causas da crescente taxa de bactérias resistentes,
assim como para a maior prevaléncia de resisténcia a determinadas classes de

antimicrobianos*®*’.

Sao crescentes os estudos que apontam SCN associados a intoxicacfes alimentares
e cepas que apresentam perfil de resisténcia ou multirresisténcia. Coton et al.*® realizou o
isolamento de algumas cepas em alimentos prontos para 0 consumo e observaram além do
mecanismo de viruléncia a presenca de potenciais reservatérios de genes de resisténcia,
justificando assim nossos achados. Ao analisar produtos prontos para consumo a base de
carne, Fijalkowski, Peitler, Karakulska®®, isolaram nove espécies de SCN (S. equorum, S.
vitulinus, S. carnosus, S. succinus, S. xylosus, S. saprophyticus, S. warneri, S. haemolyticus
e S. pasteuri) sendo alguns isolados com fendtipo de resisténcia a antimicrobianos e

capacidade de producédo de enterotoxina.

Os processos de alteracdo genética que se encontram associados ao mecanismo de
resisténcia acontecem pela transformacdo do gene no cromossomo (Alteracéo
cromossOmica) ou pela aquisicdo de um gene de resisténcia (Transferéncia horizontal),
adquirido a partir de elementos genéticos moveis de outros microrganismos plasmideos e

%047 Esses mecanismos de resisténcia

bacteriéfagos ou material genético extracelular
associados ao uso de drogas antimicrobianas na agricultura, pecuaria e psicultura com a
finalidade de profilaxia e tratamento representam um risco a saude publica, uma vez que
ocorre uma selecdo de cepas resistentes podendo contaminar humanos e posteriormente

transferir genes de resisténcia aos patégenos e microrganismos comensais humanos*.

Quanto ao resultado do indice de MAR para as cepas de S. aureus e SCN, foi possivel
observar uma resisténcia a até 5 agentes antimicrobianos (Tetraciclina, gentamicina,
clindamicina, penicilina, eritromicina), ocorrendo valores de 0,1 a 0,5 correspondendo ao
grau de resisténcia da cepa a um ou até cinco diferentes antimicrobianos, respectivamente,
como mostra a tabela 2.5. Esses resultados mostram a presenca de bactérias com perfil de

multirresisténcia nas amostras de queijo de coalho e queijo de coalho artesanal, uma vez
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gue apresentaram resisténcia a mais de 3 antimicrobianos distintos, com base no indice
MAR.

Tabela 2.5. indice de Mltipla Resisténcia (MAR) correspondentes as cepas de S. aureus e
Staphylococcus coagulase negativa isolados de queijos de coalho e queijo de coalho
artesanal comercializados em cidades de Pernambuco.

indice MAR S. aureus Staphylococcus coagulase negativa
(N=34) (N=46)
Cepas (%) Antimicrobianos Cepas (%) Antimicrobianos
0,1 8(23,52%) Tetraciclina, 6(13,04%) Clindamicina
Eritromicina ou penicilina ou
penicilina eritromicina
0,2 4 (11,76%) Penicilina e 5(10,86 %) Penicilina e
cefocitina ou clindamicina ou
tetraciclina e cefoxitina e
penicilina penicilina ou
cefoxitina e
clindamicina
0,3 4 (11,76%) Clindamicina, 2 (4,35)* Cefoxitina,
penicilina e clindamicina e
eritromicina ou penicilina ou
Penicilina, Eritromicina,
gentamicina e penicilina,
tetraciclina clindamicina
0,4 3 (8,82%) Cefoxitina, 4 ( 8,7%) Cefoxitina,
clindamicina, penicilina,
eritromicina e clindamicina,
penicilina eritromicina
0,5 5 (14,7%) Tetraciclina, - -
gentamicina,
clindamicina,
penicilina,
eritromicina

Nota: 0,2 é igual a resistente a dois antimicrobianos; 0,3 é igual a resistente a trés
antimicrobianos; 0,4 é igual a resistente a quatro antimicrobianos; 0,5 é igual a resistente a
cinco antimicrobianos.

*Apenas essas cepas sao provenientes de amostras do queijo de coalho.

Dados semelhantes ao presente estudo também foram obtidos por Nunes et al.

(2016) ao isolarem 10 cepas de Staphylococcus coagulase negativa com fenétipo de
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resisténcia de queijo minas frescal comercializados em supermercados do sudeste
brasileiro, pois verificaram que cinco cepas mostraram multiplos indices de resisténcia
antimicrobiana (MAR) de 0,73 a 0,93, sendo duas cepas com indices MAR de 0,53 e 0,40, e
as demais com indices MAR de 0,26. Estes dados, segundo os autores, revelam a
ocorréncia e bactérias patogénicas e com perfil de resisténcia contaminando produtos

lacteos, e que isto pde em risco a satde da populacéo™.

A avaliagdo da multirresisténcia antimicrobiana segundo Centro Europeu de
Prevencédo e Controle de Doencas (ECDC) e do Centro de Prevencdo e Controle de
Doencas (CDC) norte americano é baseado na classificacdo de Multidrogas resistentes
(MDR) que é definido como a resisténcia microbiana a pelo menos um farmaco, em trés ou

mais categorias de antimicrobianos conforme descrito por Magiorakos et al %,

Em relagdo & multirresisténcia antimicrobiana, considerando a resisténcia minima a
trés classes de antimicrobianos, verificou-se neste estudo que entre as cepas de
Staphylococcus aureus provenientes queijos de coalho artesanal, 35,7% (11/28)
apresentaram resisténcia minima a trés classes de antimicrobianos, respectivamente.
Enquanto para as cepas de Staphylococcus coagulase negativa, 13, 3% (2/15) foram

provenientes de queijo de coalho e 12,9% (4/31) do queijo de coalho artesanal.

A resisténcia a antimicrobianos bem como a multirresisténcia € um problema global,
gue traz grandes agravos a seguranca nutricional e a salde da populagéo no geral, sendo a
multirresisténcia a antimicrobianos frequentemente encontrada em produtos de origem
animal e também em humanos®. Um estudo realizado pela organizacdo mundial da satde
no ano 2014 pontuou como sendo cada vez maior 0 nimero de casos de contaminacéo por
bactérias multirresistentes, e este fato reforca a necessidade de politicas publicas,
estratégias de vigilancia e controle sanitario a fim de reduzir a resisténcia e multirresisténcia

aos antimicrobianos®2.

A prevaléncia de microrganismos de relevancia clinica como E. coli e S. aureus
resistentes e/ou multirresistentes a varios antimicrobianos contaminando produtos
alimenticios esta cada vez maior. Isso representa um grande problema e ameaca para a
saude publica em todo o mundo, devido a persisténcia da circulagdo de cepas de bactérias
resistentes no ambiente podendo levar a possivel contaminagdo de agua e alimentos,
podendo tornar-se um meio pela qual estas bactérias patogénicas resistentes aos

antimicrobianos s&o transmitidas para humanos, dificultando a terapéutica®.

Ao serem submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana, observou-se que
45,71% (16/36) das cepas de termotolerantes apresentaram resisténcia apenas a ampicilina,

sendo 4 cepas isoladas do queijo coalho e 12 cepas do queijo de coalho artesanal.
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Verificou-se ainda que 1 cepa (2,85%) foi resistente a cefoxitina e 1 cepa (2,85%) foi
resistente a sulfazotrin e imepenem. Desta forma, os isolados de termotolerantes néo

apresentando fendtipo de resisténcia com significado expressivo.

Considerando o fenétipo principal de resisténcia para enterobactérias, realizou-se o teste
preliminar para ESBL (betalactamases de espectro estendido) com discos de ceftazidina e
cefotaxima, conforme sugerido pelo CLSI 2015, contudo ndo houve cepas com este
fenotipo. Quanto ao resultado do indice de MAR foi possivel observar que apenas uma cepa
apresentou indice de MAR de relevancia 0,2 sendo resistente a duas classes distintas de

antimicrobianos.

A presenca de microrganismos patogénicos com fenétipos de resisténcia e
multirresisténcia encontrados nos queijos de coalho demonstra a necessidade da melhoria
no padrdo de produc¢éo dos pequenos laticinios, bem como a melhoria da fiscalizacdo pelos

orgaos competentes, visando diminuir a contaminagéo desses produtos.

2.6 Conclusodes

e Os queijos de coalhos comercializados em cidades do Estado de Pernambuco
apresentam em sua maioria niveis insatisfatorios de células viaveis de
Staphylococcus coagulase positiva e coliforme termotolerantes, ficando em
desacordo com o que estabelece a legislacéo vigente, mesmo aqueles produzidos
com leite pasteurizado.

e Quanto aos perfis de resisténcia a antimicrobianos entre o0s isolados de
Staphylococcus aureus, foram encontradas nos queijos de coalho cepas com
perfil de resisténcia a penicilina, enquanto nos queijos de coalho artesanal, em
ordem descrente por frequéncia houve cepas com resisténcia a penicilina,
eritromicina, clindamicina, gentamicina, cefoxitina e tetraciclina.

e Quanto aos perfis de resisténcia a antimicrobianos entre o0s isolados de
Staphylococcus coagulase negativa (SCN), em ordem decrescente por
frequéncia, observou-se nos queijos de coalho e queijo de coalho artesanal cepas
com perfil de resisténcia a penicilina, eritromicina, clindamicina e cefoxitina.

e Em queijo de coalho apenas as cepas isolas de Staphylococcus coagulase

negativa apresentaram perfil de multirresisténcia, enquanto em queijos de coalho
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artesanal tanto cepas Staphylococcus aureus como de Staphylococcus coagulase
negativa foram identificadas com esse perfil.

e Os isolados de termotolerantes apresentaram resisténcia a amicacina, cefoxitina,
sulfazotrim e imepenem, contudo ndo expressaram (Betalactamase de espectro
estendido) perfil ESBL uma vez que foram sensiveis as cefalosporinas utilizadas.

e A presenca de microrganismos patdgenos resistentes e multirresistente em
alimentos reforca a necessidade de medidas mais eficazes por parte dos 6rgaos

governamentais, a fim de evitar agravos a saude da populacéo.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho evidenciaram que os queijos de coalho
comercializados em diferentes cidades do estado de Pernambuco apresentaram
valores acima do que € permitido pela legislacao vigente, RDC N° 12 da ANVISA, no
gue diz respeito a Staphylococus coagulase positiva e coliformes termotolerantes
para queijos de coalho. Isto possivelmente encontra-se relacionado ao processo de
fabricacdo, que em sua maioria acontece em estabelecimentos pequenos, sem 0s
devidos equipamentos e condi¢des higiénicas necessarias, bem como a falhas na
manipulacdo, armazenamento e transporte do alimento.

A forma de comércio informal também € um ponto importante para a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos, uma vez que ocorre em feiras livres e
comeércio ambulante, onde o0s queijos de coalho permanecem expostos,
principalmente quando ocorre a venda fracionada do produto sem os devidos
cuidados ou refrigeracao.

Quanto a andlise do perfil de susceptibilidade antimicrobiano, ficou evidente a
ocorréncia de cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase
negativa com perfil de resisténcia e multirresisténcia nos queijos analisados.

Essas questdes evidenciam a necessidade de medidas e intervencdes de
orgaos de vigilancia e fiscalizacao a fim de sanar/diminuirem o nimero de casos de
produtos alimenticios contaminados com bactérias patogénicas com ou sem perfil de

resisténcia, visto que em ambas as situacdes trazem danos a saude da populagéo.
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