UNICEPLAC

CENTRO UNIVERSITARIO

Centro Universitario do Planalto Central Apparecido dos Santos - UNICEPLAC
Curso de Medicina Veterinaria
Trabalho de Concluséo de Curso

Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus
isolados em amostras de queijo de coalho comercializado
informalmente

Gama-DF
2024



ANA GABRIELA SPINDOLA CUTRIM DE SENA

Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus
iIsolados em amostras de queijo de coalho comercializado
informalmente

Artigo apresentado como requisito para conclusédo
do curso de Bacharelado em Medicina Veterinaria
pelo Centro Universitario do Planalto Central
Apparecido dos Santos — Uniceplac.

Orientadora: Prof., Dra. Stefania Marcia de
Oliveira Souza.

Gama-DF
2024



ANA GABRIELA SPINDOLA CUTRIM DE SENA

Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus isolados em amostras de
queijo de coalho comercializado informalmente

Artigo apresentado como requisito para concluséo
do curso de Bacharelado em Medicina Veterinaria
pelo Centro Universitario do Planalto Central
Apparecido dos Santos — Uniceplac.

Gama-DF, 11 de novembro de 2024.

Banca Examinadora

Deocumento assinado digitalmente

b STEFANIA MARCIA DE OLIVEIRA SOUZA
g ol Data: 25/11/2024 08:03:52-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof., Dra. Stefania Marcia de Oliveira Souza.
Orientador

Assinado de forma digital por MANUELLA RODRIGUES DE
MANUELLA RODRIGUES DE SOUZA MELLO souza meLLO

Dados: 2024.11.25 08:07:40 -03'00°

Prof. Me. Manuella Rodrigues de Souza Mello
Examinador

MARGARETI MEDEIROS Assinado de forma digital por MARGARETI MEDEIROS

Dados: 2024.11.25 09:46:24 -03'00'

Prof., Dra. Margareti Medeiros
Examinador



Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus isolados em amostras de
queijo de coalho comercializado informalmente

Ana Gabriela Spindola Cutrim de Sena?

Resumo:

O queijo de coalho € um produto tipico da regido nordestina, amplamente consumido, mas
apresenta condicdes favoraveis para a multiplicacdo de bactérias, como Staphyloccocus aureus,
espécie causadora de Infeccdes Alimentares Estafilocdcicas e que se destaca e pela sua capacidade
de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. Este estudo objetivou detectar a presenca e avaliar
o perfil de resisténcia a antimicrobianos de S. aureus em amostras de queijo de coalho
comercializados informalmente. Foram coletadas 10 amostras de queijo de coalho nas feiras do
Gama/DF concomitante a aplicacdo de uma lista de verificacdo das condicdes higiénico-sanitarias
destes estabelecimentos, permitindo a observacdo de inconformidades em todas as bancas. As
amostras foram submetidas aos procedimentos e testes para isolamento e identificacdo bioquimica
e molecular de S. aureus. Nove cepas de S. aureus foram confirmadas a partir da PCR para o0 gene
Nuc. Estas foram submetidas ao teste de sensibilidade a antimicrobianos, apresentando os seguintes
padrdes de resisténcia: 77,77% para amoxicilina com &cido clavulanico, 77,77% para ampicilina,
88,88% para penicilina G, 55,55% para cefoxitina, 33,33% para cefalexina, 55,55% para
eritromicina; 88,88% para gentamicina, 100% para polimixina B; 33,33% para sulfametoxazol com
trimetropim; e 77,77% para tetraciclina. Os resultados deste estudo se assemelham com estudos
realizados por outros autores. Acredita-se que as inconformidades sdo devidas a quantidade de
amostras avaliadas e as diferencas dos perfis de resisténcia de cepas de outras regides. Em suma, é
importante que estudos mais extensos sejam realizados para avaliar os impactos destes resultados
para a salde publica.

Palavras-chave: queijo de coalho; Staphylococcus aureus; perfil de resisténcia.

Abstract:

Coalho cheese is a typical product of the Northeastern region, widely consumed, but presents
favorable conditions for the multiplication of bacteria such as Staphylococcus aureus, a species
that causes Staphylococcal Foodborne Poisoning and which stands out for its ability to develop
resistance to antimicrobials. This study aimed to detect the presence and evaluate the antimicrobial
resistance profile of S. aureus in samples of informally marketed coalho cheese. Ten samples of
coalho cheese were collected at the fairs of Gama/DF concomitantly with the application of a
checklist of the hygienic-sanitary conditions of these establishments, allowing the observation of
nonconformities in all stalls. The samples were subjected to procedures and tests for isolation and
biochemical and molecular identification of S. aureus. Nine strains of S. aureus were confirmed
by PCR for the Nuc gene. These were subjected to antimicrobial susceptibility testing, presenting
the following resistance patterns: 77.77% for amoxicillin with clavulanic acid, 77.77% for
ampicillin, 88.88% for penicillin G, 55.55% for cefoxitin, 33.33% for cephalexin, 55.55% for
erythromycin; 88.88% for gentamicin, 100% for polymyxin B; 33.33% for sulfamethoxazole with
trimethoprim; and 77.77% for tetracycline. The results of this study are similar to studies carried
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out by other authors. It is believed that the nonconformities are due to the number of samples
evaluated and to the differences in the resistance profiles of strains from other regions. In summary,
it is important that more extensive studies be carried out to evaluate the impacts of these results on
public health.

Keywords: coalho cheese; Staphylococcus aureus; resistance profile.



1 INTRODUCAO

O leite é um produto versatil utilizado tanto em sua forma fluida, quanto para elaboracao
de diversos derivados lacteos. A partir do leite sdo obtidos derivados de aplicacdo abrangente que
podem ser transformados em alimentos salgados, doces ou até mesmo em uma refeicdo completa.
O queijo é um dos derivados lacteos mais importantes dentro da producéo leiteira no mundo. De
acordo com a FAO (2024), em 2023 foi alcancgado o recorde de 3,6 milhdes de toneladas de queijo
exportadas no mundo. Somente o Brasil foi responsavel pela producéo de cerca de 7,7 mil toneladas
de queijo neste mesmo ano, sendo superado apenas pela Unido Europeia, pelos Estados Unidos e
pela Russia (USDA, 2024).

Segundo Vigne (2011), o leite passou a ser explorado aproximadamente durante o periodo
Neolitico, entre 10.000 e 3.000 a.C. na regido do Oriente Médio. Evidéncias mostram que a
domesticacgdo de cabras, ovelhas e vacas pode ter sido estimulada para obtencédo do leite, a qual s6
seria possivel em animais em cativeiro. De acordo com Kindstedt (2018), os fazendeiros neoliticos
conservavam os lacticinios como estratégia de subsisténcia, deixando rastros de gordura em cacos
de cerdmica. Apesar deste fato ndo indicar diretamente a ocorréncia de fabricacdo de queijos,
estudos demonstram que este € um indicador de produtos lacteos concentrados, bem como o queijo.
Outras descobertas confirmam que estes fazendeiros utilizavam peneiras de cerdmica para
fabricacdo de queijo, corroborando com a tese da ocorréncia de queijo ainda no periodo Neolitico
(Kindstedt, 2018).

Embora ndo se saiba como eram os queijos neoliticos, acredita-se que eram mais simples,
tendo evoluido através do desenvolvimento de novas técnicas de producdo e conservacao.
Kindstedt (2018) levanta a hipotese de que o abate de animais lactentes pode ter auxiliado no
surgimento de queijo coagulado com coalho devido a possibilidade de os produtores observarem a
capacidade de coagulacédo do leite no conteudo estomacal destes animais. O autor afirma que a
partir deste momento a producdo de queijo evoluiu significativamente em direcGes distintas,
levando ao surgimento dos diversos tipos de queijos que sdo conhecidos nos dias atuais.

O queijo de coalho ou queijo coalho, produto amplamente consumido atualmente, é um
queijo tipico da regido Nordeste do Brasil. Este alimento faz parte das tradicdes gastrondmicas da
regiao nordestina, sendo utilizado como ingrediente de diversas comidas tipicas, como a tapioca, 0
baido de dois, a pamonha e os espetinhos que podem ser servidos como aperitivos em churrascos

ou outras ocasides (Cavalcante, 2017). O produto é definido pelo Decreto n® 9.013, de 29 de marco



de 2017 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) como:

O queijo que se obtém por meio da coagulacdo do leite pasteurizado com coalho ou com
outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela a¢do de bactérias
lacticas especificas, com a obtencdo de uma massa dessorada, semicozida ou cozida,
submetida a prensagem e secagem (Brasil, 2017).

O queijo de coalho, assim como os demais derivados lacteos, apresenta condi¢des ideais
para a multiplicacdo de bactérias devido ao seu alto valor nutricional, especialmente quando se
trata de produtos elaborados a partir do leite cru. Algumas dessas bactérias presentes neste alimento
podem ter potencial para causar enfermidades chamadas de Doengas Transmitidas por Alimentos
(DTASs). Umas das principais bactérias causadores de DTAs por via dos derivados lacteos é
Staphylococcus aureus, microrganismos com potencial de causar IntoxicacBes Alimentares
Estafilococicas (SFP, do inglés Staphylococcal Foodborne Poisoning) e a Sindrome do Choque
Téxico (TSS, do inglés Toxic Shock Syndrome) (Benkerroum, 2017; FAO, 2013; Mcvey, Kennedy,
Chengappa, 2016, p. 189).

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, catalase-positiva,
formadoras de agregados celulares em formato semelhante a de cachos de uva. O S. aureus,
contrariamente & maioria das espécies de Staphylococcus, é coagulase-positiva, fator de viruléncia
relacionado com a patogenicidade destes microrganismos e que auxilia na identificacdo deste em
amostras. Coagulase ¢ uma enzima capaz de ativar a protrombina que converte o fibrinogénio
plasmatico em fibrina, promovendo a formacéo de trombos. A producédo de coagulase por S. aureus
também estd associada a sua defesa contra células fagociticas atraves da deposicdo de fibrina
(Procop, 2018, p. 687-750; Quinn et al., 2018, p. 36-37). Outro fator de viruléncia associado a S.
aureus € sua capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos, o que tem reduzido a
eficiéncia de diversos desses farmacos e tem sido motivo de preocupacdo para a saude publica
(Foster, 2017)

A ocorréncia de S. aureus em queijos e outros derivados lacteos estd associada aos
manipuladores, sendo estes a principal fonte de contaminagdo dos alimentos; e a utilizacdo de leite
cru oriundo de animais com mastite bacteriana como matéria-prima. S. aureus é uma causa
importante de mastite em vacas lactantes que podem eliminar abundante quantidade do
microrganismo no leite. A prevencdo de S. aureus nos queijos se da pelo controle de mastite, pela
pasteurizacdo do leite a ser utilizado e pela correta aplicacdo das Boas Préticas (Baran et al., 2017;
FAO, 2013; Fox et al., 2017, p. 105-120).



Estabelecimentos industriais e varejistas garantem a inocuidade dos alimentos através de
seus registros no servico oficial de inspecdo. Nesse quesito, o problema encontrado é a existéncia
de estabelecimentos informais, que, por ndo serem fiscalizados, podem contar com comerciantes
com pouco conhecimento sobre manipulacdo de alimentos, além de poderem comercializar, em
condicBes precarias, produtos oriundos de leite cru ou de leite mastitico. O consumo de queijo, em
especial o de coalho por ser amplamente comercializado informalmente, oriundo destes
estabelecimentos clandestinos pode ocasionar a ocorréncia das SFP, sendo, portanto, um desafio
significativo para a satde publica (Brasil, 2017; Brasil, 2024; Matos et al., 2015).

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo detectar a presenca de
Staphylococcus aureus e avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos em amostras de queijo de

coalho comercializados informalmente na regido do Gama/DF.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta de amostras

Para realizacdo do estudo foram coletadas 10 amostras de queijo de coalho em feiras na
Regido Administrativa do Gama no Distrito Federal. Foi adquirido, na condicdo de consumidor,
uma fracdo de queijo em cada banca comercializadora de queijo nas feiras. As amostras foram
depositadas em frascos coletores devidamente identificados com o nimero da amostra, que
corresponde a ordem da coleta, e transportados para o Laboratdrio de Microbiologia Médica do
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia em caixas isotérmicas com gelo gel.

No momento da coleta foi realizada uma avaliagdo dos aspectos higiénico-sanitarios atraves
da aplicacdo de uma lista de verificagdo (Apéndice A) baseadas nas Resolucbes da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 275, de 21 de outubro de 2002 e n° 216, de 15 de setembro de 2004, ambas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que tratam da regulacdo técnica das Boas
Préaticas de Fabricacdo (BPF) e das Boas Praticas para servicos de alimentacao, respectivamente. A
aplicacdo da lista de verificacdo foi efetuada a partir da observagao visual, objetivando a avaliagdo

das condi¢es higiénico-sanitarias na comercializagdo do objeto de estudo.

2.2 Isolamento microbiologico
Cada uma das amostras foi submetida a colheita de material com um auxilio de um swab. O

material foi inoculado imediatamente em placa de Petri contendo agar-sangue de carneiro a 7%



(Kasvi®) e levado para incubacdo & 55°C por 24 horas. Apos este periodo foram preparados
esfregacos de acordo com Brasil (2013a) para serem corados pelo Gram para observacdo
morfoldgica e para classificacdo das bactérias.

As amostras que apresentaram crescimento de cocos Gram-positivos foram inoculadas em
placas de Petri contendo agar sal manitol (Acumedia®) e incubadas a 55°C por 24 horas. O agar
sal manitol € um meio de cultivo que, por conter alta concentragédo de sal, inibe o crescimento de
microrganismos, isolando bactérias do género Staphylococcus spp. A partir deste meio também é
possivel verificar a capacidade de fermentacdo do manitol, a qual caracteriza S. aureus. Isso é
possivel devido ao vermelho de fenol, um indicador de pH que indica reagdo positiva quando o
meio se torna amarelo (Brasil, 2013Db).

Ap0s o periodo de incubacdo em agar sal manitol, amostras em que foram verificadas em
inspecdo visual e em microscopia de esfregaco a possibilidade de existéncia de mais de uma espécie
de bactéria, foram inoculadas novamente em &gar-sangue de carneiro a 7%, utilizando a técnica de
semeadura por esgotamento, e incubadas a 55°C por 24 horas. A técnica de semeadura por
esgotamento tem como objetivo obter col6nias puras e isoladas e consiste em flambar e esfriar a
alca a cada mudanca de direcdo na semeadura (Silva et al., 2017, p. 94).

Com a obtencéo de culturas puras, estas foram enumeradas aleatoriamente em algarismos
romanos precedidas do nimero da amostra a qual pertenciam e da letra “C” para serem utilizadas
nos procedimentos de identificacdo bioquimica das espécies de bactérias objetivando a deteccao

de S.aureus.

2.3 Provas bioquimicos
Colbnias com morfologia compativel com Staphylococcus spp., ou seja, que se
apresentaram como cocos Gram-positivos na coloracdo de Gram, foram submetidas aos testes de

catalase, OF (oxidacdo/fermentagéo de glicose) e coagulase.

2.3.1 Teste de catalase
O teste de catalase consistiu em colocar uma alc¢a de coldnias em contato com uma gota de
peroxido de hidrogénio (H202). A formagdo de bolhas indica que a bactéria é catalase-positiva,

sendo a reacao esperada para Stapylococcus spp. (Brasil, 2013b). Este teste, por ser mais rapido de



ser realizado, foi o primeiro teste de triagem. Coldnias catalase-negativa foram descartadas e ndo

foram submetidas aos demais testes.

2.3.2 Teste de OF

O teste de OF ¢ utilizado para diferenciar bactérias que utilizam glicose por oxidagdo ou
por fermentacdo. O teste foi realizado em meio Hugh e Leifson (Biolog®) e resumiu-se em inocular
dois tubos, um com e outro sem dleo mineral, e incubar a 55°C entre 24h a 15 dias. O resultado é
lido a partir da mudanca de colora¢do do meio. Bactérias que ndo utilizam a glicose apresentam
ambos os tubos sem alteracdo na coloragdo, permanecendo verdes. J& bactérias que oxidam a
glicose apresentardo o tubo com éleo mineral com coloracdo amarela, enquanto as que fermentam
a glicose apresentardo os dois tubos com coloracdo amarela. Staphylococcus spp. fermentam

glicose, portanto irdo apresentar ambos os tubos com coloracdo amarelada (Oliveira, 2000).

2.3.3 Teste de coagulase

O teste de coagulase foi realizado em tubo com plasma de coelho reconstituido
(Newprov®). Foi adicionado 0,5mL do plasma reconstituido em um microtubo Eppendorf e em
seguida foi inoculada uma al¢ada da col6nia. Os tubos foram incubados em estufa a 55°C por 24h.
Segundo Brasil (2013b), a interpretacdo de um resultado positivo é feita a partir da observacao da

formacdo de codgulo ao inclinar o tubo apds o periodo de incubacéo.

2.4 Provas moleculares

As colbnias de bactérias com resultados das provas bioguimicas compativeis com
Staphylococcus spp. foram submetidas a extracdo de DNA pelo método de fervura a partir dos
isolamentos em &gar-sangue de carneiro. Alcadas de coldnias foram adicionadas em microtubos
contendo 200 pL agua ultrapura e, em seguida, foram homogeneizadas pelo vartex. Os tubos foram
incubados em banho-maria por 15 minutos a 80°C para serem, posteriormente, centrifugados a
1200 rpm em centrifuga refrigerada por 10 minutos a 4°C. Apds esse tempo, o sobrenadante
contendo DNA foi transferido para outro tubo para ser submetido a PCR.

As amostras foram renumeradas em ordem crescente precedidas pela letra “A” para serem
utilizadas para preparo de reacdo da PCR para deteccdo dos genes de coagulase (Coa) e

termonuclease (Nuc). Foram considerados como S. aureus todas as amostras positivas para o gene



Nuc, independente do resultado para o gene Coa, devido a sua especificidade para esta espécie
(Woongboot et al., 2013). As reacdes foram preparadas para ambos 0s genes com 2uL do DNA
extraido, 6,5uL de agua ultrapura; 12,5uL de Master mix de DNA polimerase termoestavel (2x,
Cellco Biotec®); 2uL de cada oligonucleotideo iniciador (primer), sendo para Coa F: (5’-ATA
GAG ATG CTG GTACAG G-3’) e R: (5’- GCT TCC GAT TGT TCG ATG C-3’), e para Nuc F:
(5’-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3") e R: (5°>-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA
GC-3’) Apos o preparo das reacdes, estas foram levadas ao termociclador SimpliAmp Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystems®). Para o gene Coa reacdo consistiu em um
ciclo de 94°C por 1 minuto; 30 ciclos de 94° C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos e 70°C por
1 minuto; e um ciclo de 72° C por 2 minutos. Quanto ao gene Nuc, o segundo estagio da reacdo se
diferencia apenas pelo ciclo de 94°C que, neste caso, € de 1 minuto. Os produtos da reacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados utilizando corante intercalador de

DNA superior (SYBR®Green) para detectar amplificacdes.

2.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado atraves do método de disco-
difusdo (BrCAST, 2024a) para todas as amostras identificadas como S. aureus, com inocula¢ao
inicial em caldo Mueller Hinton (lonlab®) e incubados em estufa a 55°C até a obtencdo de uma
suspensao com um padrdo de turbidez 0,5 da escala McFarland. Em seguida as suspensdes foram
inoculadas nas placas de agar Mueller Hinton (Kasvi®) com swab. Foram distribuidos na superficie
da placa os seguintes discos de antimicrobianos: amoxicilina com &cido clavulanato (30uL),
ampicilina (10pL), cefalexina (30pL), cefoxitina (30uL), eritromicina (15uL), gentamicina
(10pL), penicilina G (10pL), polimixina B (300uL), sulfametoxazol com trimetropim (25uL), e
tetraciclina (30uL). As placas foram incubadas em estufa a 55°C por 24 horas e, ap0s este tempo,
foram realizadas as leituras. Os resultados obtidos foram classificados em sensivel ou resistente de
acordo com a tabela de pontos de corte do BrCAST (2024b). Visto que é orientado que isolados
resistentes a cefoxitina sejam considerados resistentes a todas as penicilinas, algumas cepas com
diametros de halo descritos como sensiveis para as penicilinas testadas, foram classificados como
resistentes para estas. Ademais, apenas o0 antimicrobiano sulfametoxazol com trimetropim possui

classificacéo de intermediario de acordo com a classificag&o utilizada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Lista de verificacdo

A partir da aplicacao da lista de verificacéo foi possivel constatar ndo conformidades em
todas as bancas analisadas. Feiras com instalagdes permanentes apresentaram melhores condicgdes
de comercializagdo devido a existéncia de pisos e paredes revestidos de material impermeavel e
lavavel. Ademais nestes locais ha a possibilidade de instalacdo de lavatorios destinados a higiene
pessoal. J& as bancas localizadas em feiras livres, a comercializacdo é realizada em bancadas de
madeira e ndo ha lavatorios, portanto, as condi¢cdes das instalacbes sdo, de forma geral, mais
inadequadas. Entretanto, foram observadas em todas as bancas problemas relacionados aos
manipuladores dos alimentos. Foi verificado auséncia de uniformes, de acessorios para protecéo
dos cabelos, utilizacdo de adornos e presenca de unhas compridas e com esmalte. Em 100% das
bancas nédo foi observado a lavagem das maos antes e ap6s a manipulacdo, porém néo foi verificada
o0 contato direto da pele do manipulador com o alimento, haja visto que a manipulacgéo era realizada
com sacos plasticos, filme de PVC ou com facas. Em 100% das bancas, 0s queijos eram mantidos
em temperatura ambiente, porém em 8 delas eram mantidos cobertos com filme de PVC. Apenas
em 5 bancas foi observado o armazenamento em local organizado a fim de garantir protecdo do

alimento contra contaminantes.

3.2 Isolamento de Staphylococcus aureus

Acerca dos testes para identificacdo de S. aureus, a Tabela 1 descreve os resultados dos
testes bioguimicos realizados em coldnias isoladas com morfologia compativel com
Staphylococcus spp. A partir das 10 amostras de queijo de coalho, foram isolados 16 cocos Gram-
positivos, entre eles dois demonstraram ser catalase-negativa, portanto, foram descartados. Quanto
as demais coldnias, todas se apresentaram como fermentadoras de glicose no teste de OF, porém
apenas 5 demonstraram coagulase-positiva no teste de coagulase. Os resultados apontaram 14
coldénias com testes bioquimicos em conformidade com os resultados esperados para
Staphylococcus spp.

Dos 14 cocos Gram-positivos, catalase-positiva e fermentadores de glicose, 9 coldnias
foram positivas para o gene Nuc e entre estas, 8 foram positivas para 0 gene Coa (Tabela 2),
revelando uma frequéncia de 89% do gene Coa em amostras positivas para o gene Nuc. Este
resultado estd em consonancia com o estudo realizado por Moghassem et al. (2015), que relatou
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uma frequéncia de 90% do gene Coa em S. aureus isolados em alimentos com resultados positivos

para o gene Nuc.

Tabela 1 — Resultado dos testes bioquimicos

Coldnia Catalase OF Coagulase
C1l + Fermentativo +
C2 Fermentativo +
C3 + Fermentativo —
C4l + Fermentativo —

Call + Fermentativo +
Calll -A — NR NR

C4l111 -B + Fermentativo +

C5l + Fermentativo —

C5l1 + Fermentativo +

C5l11 + Fermentativo —
C6 + Fermentativo —
C7 + Fermentativo -
C8 - NR NR
Cal + Fermentativo -
Call + Fermentativo -
C10 + Fermentativo —

NR = néo realizado

No que se refere aos resultados negativos para o teste de coagulase, mas positivos para a
PCR do gene Coa, estima-se que o falsos negativos sao devido a producéo de estafiloquinase, uma
enzima produzida por estafilococos que dissolve os coagulos ap6s incubacdo prolongada (Fader,
2021, p. 269). Acerca da amostra A2, que se apresentou como coagulase-positiva no teste de
coagulase e negativo para gene Coa, supde-se que trata-se de um falso positivo para o teste de
coagulase em tubo, resultado relatado também por Kateete et al. (2010).

A contaminacgdo por S. aureus pode ocorrer em diferentes momentos da producdo do
queijo, podendo ocorrer, inclusive, no momento da ordenha ou devido as mastites bacterianas
subclinicas (FAO, 2013). Um estudo realizado por Borges et al. (2008) que avalia a contaminacgao
por Staphylococcus spp. na matéria-prima e no proprio queijo de coalho, identificou elevados
niveis de contaminagdo por Staphylococcus coagulase-positiva no leite cru e no queijo de coalho

finalizado em alguns lotes analisados, porém nao detectou sua presenga no leite pasteurizado e na
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coalhada, indicando recontaminacdo mesmo apos o tratamento térmico relacionada a falhas nas
BPF.

Tabela 2 — Resultado das provas moleculares e associacdo com o teste de coagulase

B PCR

Amostra  Colonia  Teste de coagulase Gene Coa Gene Nuc
Al C1 + * i
A2 C2 + - ¥
A3 C3 - - _
Ad cal —~ + M
A5 call + + *
A6 C4lll -B + + *
A7 Csl — - —
A8 C5ll + + *
A9 C5l1I —~ + *
A10 C6 - * i
All C7 - * i
Al2 col - - —
Al3 coll - + —
Al4 C10 — - -

A contaminag&o por S. aureus também pode ocorrer através dos manipuladores ou das
superficies ambientais, estando, nestes casos, estritamente relacionada as condic¢des higiénicas-
sanitarias da elaboragdo ou da comercializagdo do produto (Baran et al., 2017). As néo
conformidades observadas na aplicacdo da lista de verificacdo evidenciam falhas nas boas préaticas
que podem ter correlagdo com a deteccdo de S. aureus em 60% das amostras de queijo de coalho

coletadas.

3.3 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os resultados obtidos nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos estdo sumarizados na
Tabela 3. As cepas indicaram o0s seguintes perfis de resisténcia: 77,77% para amoxicilina com
acido clavuléanico, 77,77% para ampicilina, 88,88% para penicilina G, 55,55% para cefoxitina,
33,33% para cefalexina, 55,55% para eritromicina; 88,88% para gentamicina, 100% para

polimixina B; 33,33% para sulfametoxazol com trimetropim; e 77,77% para tetraciclina.
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Todas as cepas testadas apresentaram resisténcia para ao menos uma das penicilinas
utilizadas. As penicilinas pertencem ao grupo dos B-lactamicos, caracterizados pela capacidade de
interferir na sintese da parede células das bactérias. Estes farmacos sdo conhecidos pela sua baixa
toxicidade e alta eficicia, porém devido ao seu uso indiscriminado, o desenvolvimento de
resisténcia pelas espécies bacterianas tem limitado sua utilizagdo (Whalen, Finkell, Panavelil,
2016, p. 483-485). De acordo com BrCAST (2024) a maioria dos S. aureus sdo produtores de
penicilases (B-lactamases), caracteristica que contribui para a perda da capacidade bactericida
destes antimicrobianos e que se relaciona com o perfil de resisténcia encontrado neste estudo para

este grupo de farmacos.

Tabela 3 — Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de S. aureus isolados

o N° de Susceptibilidade [n° (%0)]
Antimicrobianos - — -
amostras Sensivel Intermediaria Resistente
Penicilinas
Amoxicilina + Ac. 2 (22.22%) ) 7 (77.77%)
Clavulanato
Ampicilina 2 (22,22%) - 7 (77,77%)
Penicilina G 1(11,11%) - 8 (88,88%)
Cefalosporinas
Cefoxitina 4 (44,44%) - 5 (55,55%)
Cefalexina 6 (66,66%) - 3 (33,33%)
Macrolideos
Eritromicina 4 (44,44%) - 5 (55,55%)
Aminoglicosideos
Gentamicina 1(11,11%) - 8 (88,88%)
Polipeptidicos
Polimixina B 0 - 9 (100%)
Sulfonamidas
Sulfametoxazol +
) . 5 (55,55%) 1(11,11%) 3 (33,33%)
Trimetropim
Tetraciclinas
Tetraciclina 2 (22,22%) - 7 (77,77%)

Foram identificadas 55,55% das cepas resistentes a cefalexina (primeira geracao) e 33,33%
sensiveis a cefoxitina (segunda geracgdo). As cefalosporinas também sdo B-lactdmicos, entretanto,

sdo frequentemente mais resistentes as penicilinases. (Ritter, 2020, p. 665). Baseado no descrito
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por Whalen, Finkell, Panavelil (2016, p. 489-491), supfe-se que o padrdo de resisténcia maior para
cefalexina em comparacdo ao para cefoxitina é devido as cefalosporinas de primeira geracéo serem
mais resistentes as B-lactamases estafilococicas, visto que ndo foram encontrados relatos de cepas
de S. aureus isoladas em derivados lacteos e submetidas a testes de susceptibilidade antimicrobiana
com utilizacdo das cefalosporinas avaliadas.

A eritromicina é pertencente ao grupo dos macrolideos, compostos que impedem a sintese
proteica bacteriana por meio da ligacdo a uma subunidade do ribossomo do microrganismo. Este
composto tem espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas, inclusive contra Staphylococcus
spp. resistentes aos -lactdmicos, assim como as cepas isoladas neste estudo (Spinosa, 2023, p.
576-586). Apesar desta caracteristica, foram observadas 55,55% das cepas resistentes para
eritromicina, em contraste com o analisado por Kayili e Sanlibaba (2020), Gajewska,
Wierzchowska-Chajecka e Zadernowska (2022) e Liu et al. (2017), os quais encontraram
incidéncias a eritromicina de 23,35%, 30%, 46,4% respectivamente.

Os aminoglicosideos sdo compostos bactericidas, em oposicdo & maioria dos
antimicrobianos que interferem na sintese proteica dos microrganismos. Estes agentes sdo
amplamente utilizados para tratamentos de infec¢des causadas por bactérias Gram-positivas, poréem
causam efeitos toxicos e deixam residuos em produtos de origem animal (Spinosa, 2023, p. 570-
574). Visto que o presente estudo verificou que apenas uma cepa isolada manifestou sensibilidade
a gentamicina, este resultado assemelha-se com o observado por um estudo realizado por
Prabakusuma et al. (2022) em S. aureus isolados em queijos no sudoeste de China. O autor
verificou que 100% das cepas apresentaram resisténcia ao antimicrobiano em questéo.

As polimixinas sdo farmacos que possuem capacidade de romper a membrana celular
bacteriana externa. Eles tém seu uso limitado devido sua toxicidade e ndo sdo utilizados para
tratamento de infec¢bes causadas por S. aureus em razéo da sua habilidade de crescer na presenca
deste antimicrobiano (Ritter, 2020, p. 665-666; Silva, 2017, p. 169). Esta caracteristica é
confirmada nesse estudo pelo o perfil de resisténcia verificado de 100% das cepas resistentes a
polimixina B.

Referente as sulfonamidas, compostos que funcionam como bacteriostaticos e bactericidas
a depender da concentracdo administrada, o perfil de resisténcia observado (33,33%) é compativel
com o Prabakusuma et al. (2022), que verificou resisténcia ao sulfametoxazol com trimetropim em

34,78% das cepas isoladas. Entretanto, o perfil de sensibilidade analisado pelos autores encontra-
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se moderadamente abaixo do observado neste estudo, em virtude de uma das cepas (11,11%) ter
apresentado susceptibilidade intermediaria ao farmaco.

As tetraciclinas sdo antimicrobianos classificados como de amplo espectro, frequentemente
utilizados para tratamento de infecgbes em rebanhos bovinos em virtude de seu baixo prego (Liu
et al., 2017). Este estudo observou incidéncia de resisténcia a tetraciclina (22,22%)
significativamente menor que Kayili e Sanlibaba (2020) as quais encontraram apenas 5,88% de
cepas resistentes ao antimicrobiano em questdo. Em oposicéo, Prabakusuma et al. (2022) obtiveram

resultados semelhantes aos dados deste experimento, com 21,74% de cepas resistentes.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Dessa maneira, nota-se que a comercializacdo informal de queijo de coalho na regiéo do
Gama/DF estd fora dos padrbes estabelecidos pelas legislacbes dos 6rgdo competentes. Esta
situacdo coloca os produtos em risco de contaminacgdo por microrganismos, incluindo S. aureus.
Para avaliar a relacdo entre as condi¢cbes da comercializagdo informal e a presenca do
microrganismo avaliado, sdo necessarios estudos mais extensos, os quais devem analisar diferentes
pontos durante a elaboracdo dos produtos.

Em suma, as cepas de S. aureus isoladas a partir das amostras coletadas demonstraram
alguns perfis de resisténcia a antimicrobianos semelhantes aos estudos observados. Estima-se a
diferenca entre os perfis de resisténcia € em virtude do nimero de bactérias testadas, visto que o
presente estudo foi realizado com poucas amostras em comparacdo aos estudos avaliados. Outra
hipdtese € que cepas de outras regides apresentem perfil de resisténcia diferentes dos observados
no Brasil. Por fim, é importante que estudos futuros realizados no Brasil avaliem o0s impactos para
0s consumidores e para a satde publica da resisténcia a antimicrobianos de S. aureus isolados em

queijos.
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Apéndice A - Lista de verificacdo das condigdes higiénico-sanitarias da comercializacdo de
queijo de coalho, baseada ha RDC n° 275/2002 e na RDC n° 216/2004, da ANVISA

LISTADE VERIFICACAO DAS CONDINC;()ES HIGIENICO- | Ne:
SANITARIAS DA COMERCIALIZACAO INFORMAL DE
QUEIJO COALHO Data:_ [ [

INSTALACOES, EQUIPAMENTOS, MOVEIS E

~ N .
UTENSILI0S SIM | NAO |NA Observacdes

As instalacdes fisicas do estabelecimento possuem
revestimento liso, impermeavel e lavavel?

Existem lavatorios supridos de produtos destinados a
higiene pessoais e de coletores de residuos dotados de
tampa e acionamento sem contato manual?

As superficies dos equipamentos, mdveis e utensilios
utilizados na exposicao a venda dos alimentos sdo
lisas, impermedveis, lavaveis e estdo isentas de
rugosidades, frestas e outras imperfeicdes que possam
comprometer a higienizacdo dos mesmos e serem
fontes de contaminacao dos alimentos?

As instalac@es, 0s equipamentos, 0s moveis e 0S
utensilios estdo em condicGes higiénico-sanitérias
apropriadas?

A edificacéo, as instalagOes, 0s equipamentos, 0s
moveis e os utensilios estdo livres de vetores e pragas
urbanas ou qualquer evidéncia de sua presenca, Como
fezes, ninhos e outros?

MANIPULADORES SIM | NAO | NA | Observacdes

Os manipuladores apresentam-se com uniformes
limpos e em adequados estados de conservacao?
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Os manipuladores tém asseio pessoal,
apresentando-se com cabelos presos,
protegidos por redes, toucas ou outro
acessorio apropriado para esse fim; sem
barba; com unhas curtas e sem esmalte
ou base; e sem adornos pessoais e
maquiagem?

Os manipuladores ndo espirram sobre
o0s alimentos, ndo cospem, ndo tossem,
ndo fumam, ndo manipulam dinheiro ou
ndo praticam outros atos que possam
contaminar o alimento?

Os manipuladores utilizam
Equipamentos de Protecéo Individual
(EPI)?

O estabelecimento possui cartazes de
orientacdo aos manipuladores sobre a
correta lavagem das méos e demais
habitos de higiene, afixados em locais
apropriados?

Os manipuladores lavam as méaos
cuidadosamente antes e apds manipular
os alimentos?

ARMAZENAMENTO DO
ALIMENTO

SIM

NA

Observagoes

Os alimentos s@o mantidos em
condigdes de temperatura que ndo
comprometam sua qualidade higiénico
sanitaria?

Os alimentos séo armazenados em local
limpo e organizado, de forma a garantir
protecédo contra contaminantes?

Os alimentos sdo mantidos em local
protegido da presenca de vetores e
pragas urbanas?

*NA = ndo se aplica



