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RESUMO

Diversos relatos indicam que queijos Minas Frescahercializados no Brasil séo
amplamente contaminados, sendo o gén@aphylococcus spp. incriminado em
diversos surtos de toxinfeccdo alimentar. Os olgstideste estudo sdo a pesquisa de
caracteristicas fenotipicas e genotipicas de éesist a antimicrobianos de
Saphylococcus spp. isolados a partir de queijo Minas Frescalifieando a presenca
dos genesnecA e gacA/B através da técnica de reacdo em cadeia da poienéPER).
Estes isolados, caracterizadas como estafilocooagutase positiva e estafilococos
coagulase negativa por Freitas (2005), neste egtadsaram por verificacdo de sua
pureza, atraves de caracteristicas macroscopisatimias em crescimento em Triptic
Soy Agar, coloracdo de Gram, prova da catalase eodgulase. Apds a selecdo de
culturas puras de estafilococos foi realizado tdstesuscetibilidade a antimicrobianos
(mupirocina, ampicilina, tetraciclina, clindamicjnasulfazotrim, norfloxacina,
cefotaxima, piperacilina+tazobactam, meropenem, icpea G, cefepima,
cloranfenicol, gentamicina, eritromicina, oxaciliracefoxitina), extragdo de DNA e
pesquisa dos genasecA e gacA/B através da reacdo em cadeia da polimerase. Os
resultados foram que apenas 14 (14,7%) dos isoladaissados pelo antibiograma se
mostraram sensiveis a todos os antibioticos testafincontrou-se 27 (28,4%) dos
isolados multiresistentes e suscetiveis a meticéil5 (15,8%) eram multiresistentes e
resistentes a meticilina. O gen®cA foi detectado em 21 (22,1%) dos 95 isolados
pesquisados, e dentre estes, 9 (9,5%) apresensa&rammo resistentes pelo teste de
suscetibilidade a antimicrobianos (incluindo deslados coagulase negativos). Dentre
os isolados 74 (77,9%) nao apresentaram o gawd e 6 (6,3%) apresentaram-se
resistentes a meticilina pelo antibiograma. Folizatila estatistica descritiva pelo
calculo de porcentagens com os dados obtidos maigas Demonstramos através desta
pesquisa que O gengacA/B ndo estava presente em nenhum dos isolados de
estafilococos provenientes de queijo Minas Fres€xd. queijos Minas Frescal
analisados neste estudo possuem isoladd®agbylococcus spp. com o potencial de
resistir a tratamentos de antibioticoterapia casmsigam causar infeccao ao
consumidor através da ingestdo, porém eliminaves a@mnbientes de producdo de
alimentos pelo uso dos agentes desinfetantes albapsaternarios de aménio.
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ABSTRACT

Several reports indicate that cheese commercializd&tazil are widely contaminated
with the Staphylococcus spp. incriminated in several outbreaks of foodspoing. The
objectives of this study are to search for phenotygnd genotypic antimicrobial
resistance ofBtaphylococcus spp. isolated from Minas Frescal type cheesesfyiay
the presence of theecA gene andjacA/B using the technique of polymerase chain
reaction (PCR). These isolates were characterigembagulase-positive and coagulase-
negative staphylococci by Freitas (2005) and thidysbegan by checking its purity by
means of macroscopic features of colonies growmmdgriptic Soy Agar, Gram stain,
tests of catalase and coagulase. After selectiqmuad cultures of staphylococci, these
isolates were tested for susceptibility to antimidals (mupirocin, ampicillin,
tetracycline, clindamycin, sulfazotrim, norfloxacincefotaxime, piperacillin +
tazobactam, meropenem, penicillin G, cefepime, ranhphenicol, gentamicin,
erythromycin, oxacillin and cefoxitin ), DNA extrig@an and research of the gemaecA
and gacA/B by polymerase chain reaction. The results were ¢mdy 14 (14.7%)
isolates analyzed by antibiotic susceptibility weemsitive to all antibiotics tested. 27
(28.4%) of multiresistant strains were methicikinsceptible and 15 (15.8%) were
multidrug resistant and resistant to methicillimeTmecA gene was detected in 21
(22.1%) of 95 isolates studied, and of these, n@&%) were resistant to the
antimicrobial susceptibility testing (including twisolates of coagulase-negative).
Among the isolates, 74 (77.9%) showed mheeA gene and 6 (6.3%) were resistant to
the antibiotic methicillin. Descriptive statistiegere used for calculating percentages
with datas obtained in this search. We demonstitealigh this research that the gene
gacA/B were not present in any of staphylococcal isoldtesy Minas Frescal type
cheeses. The Minas Frescal type cheese analyzbis istudy hadaphylococcus spp.
with the potential to resist antibiotic treatmehthey can cause infection to consumer
through ingestion, but eliminable of the environtseof food production through the
use of disinfecting agents based on ammonium queater
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1 INTRODUCAO

1.1 Queijo Minas Frescal e a colonizacao pelo génestaphylococcuspp.

A elaboracéo de queijos constitui uma das mais itaptes atividades das industrias de
laticinios, sobretudo no Brasil, onde um dos tigesmaior consumo € o Minas Frescal
(BEHMER, 1991). A partir da década de 80, o volutegproducdo do queijo Minas Frescal
superou o do queijo minas curado, que até entaesemava menos de 1/3 do total fabricado
dentre as duas variedades (SANTOS, 2004). Entengesqueijo Minas Frescal, o queijo
fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leita coalho e/ ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo com acdo deribaclécticas especificas (BRASIL,
199%. E um queijo semi-gordo, de muito alta umidadsgaconsumido fresco, de acordo
com a classificacdo estabelecida no Regulamentaid@de Identidade e Qualidade de
Queijos (BRASIL, 2004).

No processo tradicional de fabricacdo do queijoddiRrescal, uma cultura especifica de
bactérias acido-lacticas é adicionada, promovemdtegido microbiologica pela competicao
com patogenos pelo nicho de crescimento, aumentanddividade de coagulacdo e
facilitando a remocéo do soro (FOX et al.,, 2000yol&indo a partir deste processo
tradicional, a adicdo de cultura lactica foi subtia pela adicdo de &cido lactico industrial,
denominado processo de acidificacao direta, pangeatar o rendimento de queijo Minas
Frescal e reduzir as alteragcGes fisico-quimicaardersua vida util. Mais recentemente foi
introduzido também o processo de ultrafiltracddizando o método do liquido pré-queijo
desenvolvido por Maubois, Mocquot e Vassal (MAUBGISMOCQUOT, 1975). Este
método permite a producdo de queijo Minas Freseial poagulacéo direta do liquido “pré-
queijo”, adicionando coalho na sua embalagem cdalerfinal. Uma quantidade
consideravelmente menor de coalho € necessariaogmiscesso de ultrafiltracdo aumenta a
produtividade através da concentragdo da gordurgpraeinas (a lactoalbumina e
lactoglobulina séo retiradas com a caseina nas naeadbde ultrafiltracdo). N&o ha adicao de
cultura “starter” neste processo, somente a adle&acido latico. O processo de ultrafiltracdo
também aumenta as condi¢Bes higiénicas do prodenaal ao seu circuito fechado de
processamento (CARVALHO, VIOTTO e KUAYE, 2007).

O leite a ser utilizado deve ser higienizado poiomeecanicos adequados e submetido a
pasteurizacdo, ou tratamento térmico equivalentebgwado ou ndo com outros processos
fisicos e biologicos que garantam a inocuidade molyio (BRASIL, 1997). Sua massa é
crua, com alto teor de umidade (46-55%) e nao rad#ajrque deve ser consumido nos
primeiros quinze dias apds sua fabricacdo, seruitargo, um produto altamente perecivel
(HOFFMAN, SILVA e VINTURIM, 2002 apud LISITA, 2005)



Os problemas com a producéo de queijos no Brasibegelacionados com as precarias
condicdes do leite produzido, as péssimas condi@dabricacdo dos queijos (em especial o
Minas Frescal) e a falta ou ineficiéncia do sistedearefrigeracdo ao longo da cadeia
produtiva que agravam a situacdo e criam condigéesontaminacao e desenvolvimento de
micro-organismos em diferentes etapas (LISITA, 20@9ém disso, os funcionarios que
manipulam o produto nas fabricas podem ser poradde agentes microbianos patogénicos
e representarem um elo na cadeia epidemioldgicasddss de doencas veiculadas por
alimentos (BRYAN, 1998). Em geral, manipuladores alienentos apresentam multiplas
cepas d&taphylococcus aureus nas narinas e maos (ANDRE et al., 2008).

Diversos relatos indicam que queijos Minas Fresmahercializados no Brasil séo
amplamente contaminados (ROCHA, BURITI e SAAD, 2006cluindo patégenos como
Listeria monocytogenes, S. aureus e Aeromonas (SABIONE e MAIA, 1998; SILVA,
HOFFER e TIBANA, 1998; ALMEIDA FILHO e NADER FILHO2000; BULHOES e
ROSSI JUNIOR, 2002 apud ROCHA, BURITI e SAAD, 2Q0B)n muitos paiseS aureus é
considerado o segundo ou terceiro patdgeno maisurcomresponsavel por surtos de
intoxicacao alimentar (ATANASSOVA, MEINDL e RINGQR1 apud VERAS et al., 2008).

O génerdxaphylococcus produz catalase, e séo bactérias coagulase pestiivnegativas
dependendo da espécie (KLOSS e LAMBE, 1991). Hratrrge composto por 41 espécies e
24 subespécies (EUSEBY, 2009) que podem ser patagérsaprofiticas ou usadas na
industria de alimentos como culturas “starter” migiadoras (IRLINGER, 2008). Em relacéo
a toxinas,S. aureus pode produzir um amplo repertério de mais de A8stide enterotoxinas
(SE), exibindo propriedades superantigénicas, cdgnnss diferencas estruturais e de
atividade biol6gica (THOMAS et al.,, 2007 apud FISER et al., 2009). O género
Saphylococcus spp. pode produzir uma ou mais toxinas da famika ewterotoxinas
estafilococicas, toxina 1 da sindrome do choqueca6XMCCORMICK, YARWOOD e
SCHLIEVERT, 2001 apud CHIANG et al., 2008), aléemtdginas esfoliativas (Eta e Etb)
(MEHROTRA, WANG e JOHSON, 2000). Cinco tipos cléssi de enterotoxinas, de SEA
até SEE (DINGES, ORWIN E SCHLIEVERT., 2000 apud BNG et al., 2008) e muitos
tipos novos de SE como SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER
e SEU ja foram relatados (SU e WONG, 1995; MUNS®BAl.e 1998; ZHANG, IANDOLO e
STEWART, 1998; FITZGERALD et al., 2001; JARRAUD &i, 2001; KURODA et al.,
2001; NOVICK, SCHLIEVERT e RUZIN, 2001; ORWIN et.aP001; ORWIN et al., 2002;
YARWOOD et al., 2002; LETERTRE et al., 2003; OMOtEag, 2003; ORWIN et al., 2003;
OMOE et al., 2004; apud CHIANG et al, 2008). Outtgms de enterotoxinas ja foram
citados por Omoe et al. (2005) e Borges et al.§200



A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAgstipula os estafilococos
coagulase positiva como 0s Unicos produtores deratokinas do grupo de estafilococos a
serem pesquisados em alimentos, porém os estaiilsamagulase-negativa (SCN) capazes
de produzir enterotoxinas ja foram isolados deosude intoxicacdo alimentar (OLSVIK,
FOSSUM e BERDAL, 1982; KREISWIRTH, SCHLIEVERT e N@K, 1987; ORDEN et
al.,, 1992; UDO et al., 1999; VERNOZY-ROZAND et d996; MIWA et al., 2001;
BLAIOTTA et al., 2004; apud VERAS et al., 2008). eXisténcia de linhagens coagulase-
negativas produtoras de SE ja foi observada haralgmpo como relatado por Bautista e
Taya em 1988, sobre surto de intoxicacédo alimgraaBtaphylococcus epidermidis. Embora
muitas espécies coagulase negativas sejam adaptadagpalmente a hospedeiros nao-
humanos, ndo se exclui a possibilidade desses 4migemismos contaminarem alimentos
para humanos e serem produtoras de SE (JAY, 2005).

Dentre os estafilococos coagulase-positiva, a ésf@aureus se destaca pela incidéncia
em surtos de intoxicagdo alimentar. Esse microrosgeo é capaz de crescer em uma ampla
variacdo de temperaturas, pH e em elevadas coacéaf de cloreto de sédio, conforme Le
Loir, Baron e Gautier (2003), correspondendo a mei$5% de NaCl. Estas caracteristicas de
S aureus permitem que tenham capacidade de colonizar uaraigrvariedade de alimentos e
podem explicar a sua ocorréncia em alimentos qusepa por manipulagdo durante seu
processamento, incluindo alimentos fermentados coma@ueijos (LE LOIR, BARON e
GAUTIER, 2003) e alimentos salgados, devido a siatblerancia.

Segundo registros do Sistema de Informacdo paraigdadia das Enfermidades
Transmitidas por Alimentos na América Latina e Bar{SIRVETA), entre 1993 e 2002,
ocorreram 250 surtos de intoxicacdo estafilococeevolvendo produtos lacteos com
acometimento de 4.247 pessoas em 11 paises dg&sg sendo que entre 1996 e 2002 ha 18
relatos de surtos causados por queijos ocorridoBnagil, com 93 pessoas acometidas
conforme pode ser observado no quadro 1 (INPPAZIOMS, 2006). Segundo o Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de DoencaanBmitidas por alimentos (VE-DTA),
no periodo de 1999 ate 2004, foram notificados pldstério da Saude 3.737 surtos, com
acometimento de 73.517 pessoas e registro de 38solos 3.737 surtos, 80% foram
encerrados sem dados sobre o agente etiolégicy &dam identificados pelo critério
clinico-epidemiolégico e somente 15,5% foram iderados pelo critério laboratorial clinico
e/ou bromatolégico. Destes, 34,7% foram causadeosSglononella spp., seguida po&.
aureus (11,7%) e o restante por outros agentes (BOLETIMEERONICO
EPIDEMIOLOGICO, 2005).

Carmo et al. (2002) relataram a ocorréncia de doitos de intoxicacao estafilocdcica
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causados pelo consumo de queijo Minas Frescateedri, ocorridos em Manhuacu e Passa
Quatro (MG) e notificados ao servigo de VigilanSianitaria em fevereiro e margo de 1999.
O primeiro surto envolveu 50 pessoas e as amastrgsieijo Minas Frescal e leite cru inicial
apresentaram contagens 8eaureus de 2,4 x 16 a 2,0 x 18 UFC/g e presenca de
enterotoxinas SEA, SEB e SEC. No segundo surtmnswno de leite cru foi a causa das
intoxicacdes alimentares e contagem de estafil@acooagulase negativa foi superior a 2,0 x
10° UFC/mL, além de serem detectadas as enterotoxiE&s € SED, o que atingiu 328
pessoas (BORGES et al., 2008). Através das enxémaw especificas encontradas pode-se
identificar que no primeiro surto a provavel fod& contaminacéo para o alimento foram os
manipuladores de alimentos e no segundo caso feaaas leiteiras em processo de mastite
(CARMO et al., 2002).

Os sintomas da intoxicacdo estafilococica aparegeralmente dentro de quatro horas
apos a ingestdo dos alimentos contaminados, ennteraalos de 1 a 6 horas tenham sido
relatados. Os sintomas sdo nausea, cdibras abdsnmaréia, dor de cabeca, sudorese,
prostracao e, algumas vezes, uma queda na tempecatporal, que geralmente tém duragéo
de 24 a 48 horas (JAY, 2005).



Quadro 1- Relatos de surtos de intoxicacao atribuidos aournasde produtos
lacteos contaminados cofaphylococcus aureus no Brasil no periodo de 1993-
2002, registrados no Sistema de Informacao pargiddihcia das Enfermidades
Transmitidas por Alimentos na América Latina e Ba(SIRVETA)

Ano

1996

1996

1996

1999

1999

1999
1999
1999
1999
1999
1999
2000

2000

2000

2000
2000

2000
2002

Alimento

Queijo

Queijo

Queijo mussarela

Leite

Queijo colonial

Leite
Queijo
Queijo
Queijo
Queijo
Queijo
Queijo

Queijo
Queijo colonial
Queijo
Queijo colonial
Queijo
Queijo

Fonte: INPPAZ/OPS/OMS (2006)

Cidade

Belo Horizonte- MG

Belo Horizonte- MG

Belo Horizonte- MG

Belo Horizonte- MG

Arapongas- PR

Curitiba- PR
Curitiba- PR
Curitiba- PR
Curitiba- PR
P. Fontim-PR
Viaméo- RS
Rio Grande- RS

Caxias do Sul-RS

Quedas do lguacu-
PR

Itapajé- CE
Porto Alegre- RS

Fortaleza-CE
Autazes-AM

N° de pessoas
acometidas



1.2 Staphylococcuspp. como agente de infec¢des

Além da intoxicacdo alimenté&@ndo como agente etioldégico micro-organismos cege
Saphylococcus, estes micro-organismos também possuem a capecid@dcausar desde
quadros de infecgbes localizadas até septicenmmasasos mais graves.

O arsenal de viruléncia d& aureus é extenso, com a acdo de produtos estruturais e
secretados, desempenhando um papel na patogénesdedgdo. Ao estabelecer uma
infec¢d0,S aureus possui inimeras proteinas de superficie, chama@elasomponentes de
superficie microbiana (CSM) que reconhecem molécud@esivas da matriz e sado
responsaveis pela aderéncia aos tecidos, liganda-seoléculas como o colageno,
fibronectina e fibrinogénio. Os CSM parecem deserhpeum papel fundamental no inicio
das infeccOes endovasculares, dos 0ssos e infecoimms. Cepas diferentes 8eaureus
podem ter diversos tipos de CSM e por isso podempredispostas a causar diferentes tipos
de infeccédo (PATTI et al., 1994; TUNG et al., 2@@ud GORDON e LOWY, 2008).

Uma vezS. aureus aderido ao tecido hospedeiro estara apto a sepioat e persistir
através de diversos mecanismos. Pode ocorrer aa¢donde biofiilmes (DONLAN e
COSTERTON, 2002 apud GORDON e LOWY, 2008) e de pegucolbnias, o que pode
contribuir para infeccéo persistente ou recorr@lfeHL et al., 1998; PROCTOR e PETERS,
1995 apud GORDON e LOWY, 2008). Alem dis$baureus possui diversos fatores para
ajudar na fuga do sistema imune hospedeiro (GORBPQAWY, 2008).

Durante a infec¢@o$S aureus produz inUmeras enzimas, como as proteases, dipase
elastases, que Ihe permitem invadir e destruidéscido hospedeiro e se espalhar pelo
organismo.S. aureus é também capaz de produzir choque séptico (BHAKOIRANUN-
JENSEN, 1991; TIMMERMAN et al., 1993; LOWY, 1998umpGORDON e LOWY, 2008),
sindrome de choque téxico (DINGES, ORWIN e SCHLIRJE 2000; MC CORMICK,
YARWOOD e SCHLIEVERT, 2001 apud GORDON e LOWY, 2p08indrome da pele
escaldada e impetigo bolhoso (PREVOST, COUPPIE e&NVEIL, 2003 apud GORDON e
LOWY, 2008).

1.3 Resisténcia aos antimicrobianos e biocidas pStaphylococcuspp.

A resisténcia antimicrobiana € um problema glolekdlude publica que € afetado pelo
uso indiscriminado de antimicrobianos em humanesienimais, tendo como consequéncia
o desenvolvimento e propagacdo deste tipo de é&msist (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Algumas espécies de bactériapresentam resisténcia

natural/intrinseca ou resisténcia adquirida a estdsstancias. A resisténcia natural pode
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ocorrer por variacdo da permeabilidade da pareldéac@ara diferentes drogas, producao de
enzimas que degradam ou modificam as drogas, efinagdio espontanea de cromossomas
de genes alvos dos antimicrobianos (NIKAIDO, 199WON et al., 1995; NATAL, 2002).

A resisténcia adquirida ocorre pela aquisicdo degeale resisténcia (normalmente situados
em elementos transmissiveis, como plasmidios msgmsons), por recombinacdo de DNA
exdgeno no cromossomo da bactéria ou ainda porcAU&ETO e DE ALMEIDA, 2006).

O termo antimicrobiano € frequentemente utilizadarap se referir a antibidticos e
quimioterapicos e este sera também 0 seu uso esso

Nas ultimas décadas o perfil de resisténcia a agemntimicrobianos mudou
drasticamente, principalmente devido ao aument@rdaaléncia deS. aureus resistente a
meticilina, assim como o aumento dos niveis dest@stia antimicrobiana em muitas
espécies de bactérias Gram-negativas (CHASTRE,)2B08toricamente, a resisténcia as
penicilinas estaveis na presenca de penicilinases $ido denominada “resisténcia a
meticilina”, assim, os acrébnimos MRSA (p&aaureus resistente a meticilina) ou SRM (para
estafilococos resistente a meticilina) ainda sadmabmente usados, embora a meticilina nao
seja mais o0 agente de escolha para testes ou érat@sr(CLSI, 2003).

A meticilina, primeira penicilina semi-sintéticasigente a penicilinase, foi introduzida
em 1961 para combater linhagensSdaureus produtoras de penicilinase (LOWY, 2003). A
resisténcia a meticilina ocorre na sequéncia desiggo de mutacdes no DNA cromossémico,
com o aparecimento d& aureus resistentes a meticilina (MRSA), com a capacidade d
producdo de uma nova proteina ligadora de perac{i#LP), denominada PLP2 ou PLP2a,
com baixa afinidade pelos antimicrobian®$actamicos, o que consequentemente confere
resisténcia a todos dslactamicos (ROSSI et al., 1985; LYON e SKURRAY,819 DE
JONGE et al.,, 1992). A PLP2a é codificada pelo geeeA que esta localizado em um
grande segmento de DNA inserido ao DNA cromoss@wmanhecido como regidoec, gene
mec, ou atualmente denominada cassete cromossoe@lestafilocécico ftaphylococcal
Cassete Chromossome mec/ SCQrec) (LIVEMORE, 2000; HIRAMATSU et al., 2001). O
reservatorio inicial de SQ@ec é incerto, porém ele pode ter advindo de espédees
estafilococos coagulase-negativas (WU et al.,, 1996PLINGHOFF et al., 2003 apud
GORDON e LOWY, 2008). Nao ha um gene homélogarecA em cepas susceptiveis aos
antibiéticosp-lactamicos (CHAMBERS, 1997).

Ambas as cepas susceptiveis e resistent&s aleeus produzem quatro maiores grupos
de PLPs, as PLPs 1, 2, 3 e 4 (GEORGOPAPADAKOU ¢ LB80; REYNOLDS, 1988 apud
CHAMBERS, 1997). As PLPs sao proteinas associadagrabrana que funcionam como

transpeptidases, como carbopeptidases e em powrsss aemonstram atividade de
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transglicosilases (NAVRATNA et al.,, 2009). Estasziemas catalisam a reacdo de
transpeptidacdo, promovendo ligacdes cruzadas estpeptideoglicanos da parede celular
bacteriana. Os antibibtic@islactamicos séo substratos andlogos que covalenterse ligam
ao sitio ativo serina das PLPs, inativando as eairem concentracdes que sao
aproximadamente as mesmas das concentracoes miimibasrias administradas dos
antibioticos. As PLPs 1, 2 e 3, que tém alta afidal para a maioria dos
B-lactamicos, sao essenciais para 0 crescimento lagelu para a
sobrevivéncia de cepas sensiveis e a ligacaf-ldetamicos a elas € letal para a célula
bacteriana (GEORGOPAPADAKOU, DIX e MAURIZ, 1986; REOLDS, 1988;
CHAMBERS e SACHDEVA, 1990 apud CHAMBERS, 1997). Neélulas meticilina
resistentes, a PBP2a, com baixa afinidade pargéiaya antibiotico-lactamicos (BROWN e
REYNOLDS, 1980; HAYES et al.,, 1981; HARTMAN e TOMZS 1984; UTSUI e
YOKOTA, 1985 apud CHAMBERS, 1997) pode agir comoausubstituta para funcdes
essenciais das PLPs originais em concentracfesques 0s antibidticos seriam letais
(CHAMBERS, 1997).

As cepas MRSA s&o normalmente resistentes a mautiiisioticos, como a eritromicina,
aminoglicosideos, mupirocina e quinolonas, além mlscilinas penicilinase-resistentes e
cefalosporinas (AYLIFFE et al., 1998 apud AYLIFFE)01). Seguindo a disseminagéao das
cepas MRSA, os (glicopeptideos (usualmente a vamdoamie mais recentemente a
teicoplanina) se tornaram a base do tratamento pdemcOes por este patdégeno. A
vancomicina foi introduzida em 1958, mas uma cep& dureus totalmente resistente a este
antibiotico (VRSA) foi achada em 2002 (SIEVERT kf 2002 apud SCHITO, 2006). Antes
disso, cepas dé&. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina foriaoladas,
primeiro no Japao em 1996 e depois em outros paiees o0 Estados Unidos (SCHITO,
2006).

As cepas resistentes a meticilina podem possuiurewd heterogénea, com o nivel de
resisténcia variando de acordo com as condi¢cdesuttara das bactérias e o tipo de
antibioticop-lactamico que esta sendo usado. A maioria datasém colonias heterogéneas
(tipicamente 99% ou mais) é suscetivel a pequenaseatracoes dep-lactamicos (1 a
5ug/mL), com apenas uma pequena propor¢do daaséutscendo em concentracdes de
50pug/mL de meticilina ou mais. A maioria dos isoladlinicos exibem o padrao heterogéneo
de resisténcia em condicdes rotineiras de crestimés cepas heterogéneas podem, no
entanto, aparecer homogéneas em determinadas @esdig cultivo. Estas alteracbes na
expressao da resisténcia com diferencas nas fatenasltivo sdo transitorias. A passagem de
cepas heterogéneas em contato com antibidfidastamicos altera o fenétipo de resisténcia
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pela selecdo de cepas mutantes de clones bactersi@mente resitentes (SABATH e
WALLACE, 1974; CHAMBERS e HARCKBARTH, 1987; apud @QMWIBERS, 1997). Esses
clones produzem uma populacdo homogénea de céltdasente resistentes que pode crescer
em concentracdes de meticilina de 50 a 100ug/mténpassas caracteristicas tendem a ser
instaveis nestes clones selecionados em laboratoim repeticdes de sub-culturas em meio
de cultura livre de antibiéticos, a propor¢cdo drileé altamente resistentes gradualmente
diminiu e o padrao heterogéneo reaparece (CHAMBHERSY).

A maioria das cepas clinicas de MRSA possui tipeterblogos de expressao de
resisténcia para meticilina. Foi demonstrado gleanalemecA e de genes regulatérios na
expressdo de altos niveis de resisténcia a meéiciierca de 20 genes cromossomais estdo
envolvidos (KOPP et al., 1996Jm destes fatores, conhecidos como gfane (factors
essential for methicillin resistance) ou geme (auxilary), esta diretamente envolvido na
biossintese da parede celular bacteriana ou nassirmde fatores associados, além de
influenciar o nivel de resisténcia a meticilina BEON et al., 2002). Trés desses genes,
femX, femA e femB, desempenham um papel vital nos estagios possriarsintese de
peptideoglicano da parede celular dos estafiloc&;osor essa razao, podem servir como
alvos apropriados para o desenvolvimento de nogestas antibacterianos (BENSON et al.,
2002). Inser¢cbes mutagénicas nestes genes levamodaicio de mutantes sensiveis a
meticilina a partir de cepas originalmente restet®nA inativacdo déemA, femB ou femX
abole completamente a resisténcia a meticilinay@mgp que a inativacdo em outros fatores
reduzem o nivel de resisténcia, mas ainda perméermversdo para cepas resistentes. A
inativacdo destes fatores em uma cepa suscetixehl@iper sensibilidade pgsdactamicos
(KOPP et al., 1996)A0 contrario do genenecA, o operorfemA-femB esta presente tanto no
genoma des. aureus resistente a meticilina quanto no de cepas suseeph este antibidtico
(VANNUFEL, 1999).

Vérios testes moleculares desenhados para detieotdr em S aureus falharam na
amplificacédo de sua sequéncia homologa nos SCNhénesidéncias da presenca de um gene
estruturalmente relacionado confemA dosS. aureus emS. epidermidis. Estes dados foram
confirmados através da completa identificacdo eliesrjamento ddpen Reading Frame
(ORF) dos genefemA e femB em S. epidermidis e S. simulans (dados originarios do Gene
Bank). Ao contrario da aproximada identidade dosegenecA em S. aureus e nas cepas
SCN, os genetemA e femB de S. aureus e deS. epidermidis exibem aproximadamente 20-
22% de divergéncia, o que ndo ocorre com o argedmico do operofemA-femB dosS
epidermidis que é aproximadamente idéntico ao encontraddnagreus. A ligacéo intra- e

interespécies desses genes e a conservacao dazaggangendmica sdo, por essa razao,
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consistentes com a copia de um desses genes emrganismo ancestral e com a
possibilidade da conservacdo filogenética fdmA em todas as espécies estafilococicas
(VANNUFEL, 1999 apud FREITAS, 2005).

Em julho de 2006, a Rede Nacional de Monitoramet@dResisténcia Microbiana em
Servigos de Saude (Rede RM) iniciou o monitorameot@erfil de sensibilidade de agentes
prioritarios de infeccbes primarias de correntegaarea (IPCS) em pacientes de terapia
intensiva. Até junho de 2008, 97 hospitais paréicmn de alguma forma no envio mensal de
dados de sensibilidade. No periodo de julho de 2a66unho de 2008 foram totalizadas
5.406 notificacdes de isolados obtidos a partitRieS, sendo que destes isolados 0s micro-
organismos do géner&aphylococcus corresponderam em média a 47% de todas as
notificagdes de IPCS enviadas, os SCN a 29% aureus a 18% de total. Os isolados de
Klebsiella pneumoniae representaram 13% do total de notificacdes, seguigor
Pseudomonas aeruginosa (11%), Acinetobacer (11%), Enterobacter (6%), Enterococcus
(5%), Candida (4%) e Escherichia Coli (3%). Entre 2.406 micro-organismos do género
Saphylococcus testados para oxacilina, foi verificada a senisiédale em apenas 20% de SCN
(nimero = 1483) e em 39% & aureus (nUmero = 897) nos 24 meses do monitoramento,
variando entre 36% (jul-dez/2007) e 42% (jan-juf/2QANVISA, 2009).

Além da utilizacdo de antibidticos e quimioteragicexiste uma outra classe de agentes,
os desinfetantes, que sdo amplamente utilizadoasneiientes de saude, locais de preparo de
alimentos e domicilios (SIDHU et al.,, 2002). Destahtes sdo definidos através da
Resolucdo n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 comdupps que matam todos os micro-
organismos patogénicos, mas ndo necessariamemie asdformas microbianas esporuladas
em objetos e superficies inanimadas, e 0s sartitig@omo agentes ou produtos que reduzem
0 numero de bactérias a niveis seguros de acordasmormas de saude. Essa resolucéo se
refere a produtos com acdo antimicrobiana paralastria alimenticia e afins, limitando-se
por tipo e ambito de aplicacdo a produtos destimadexclusivamente a
sanitizacdo/desinfeccdo de superficies e equipasiegtie entram em contato com o
alimento, somente permitindo o uso das substamoiastantes da lista do Code of Federal
Regulation n° 21 paragrafo 178.1010 e as da Daeath98/8/CE, obedecendo as respectivas
restricbes e suas atualizagbes (BRASIL, 2007). fieeasta lista os produtos a base de
guaternario de amoénio estao incluidos.

O termo biocida é também muito utilizado na literatpara se referir aos desinfetantes.
Biocida, por definicdo, é o agente fisico ou quonitcdo quimioterapico, que mata todas as
formas vivas de organismos, micro e macro, porderrao € normalmente utilizado para se
referir aos micro-organismos (BLOCK, 2001 apud MBEAKI, 2006).
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Os biocidas a base de quaternario de amonio (QAG) largamente utilizados em
industrias de alimentos por apresentarem acdo ctamte (MIYAGI, TIMENETSKY e
ALTERTHUM, 2000). Esses compostos sdo consideraglasmicrobianos de pequeno
espectro de acao, por agirem sobre bactérias péoudesdas, fungos e virus com envoltorio
lipidico, inativando-os, ndo sendo, porém, capades inativar esporos bacterianos,
micobactérias e virus sem envoltério (MCDONELL eF8EL, 1999).

A interagdo entre o biocida e 0s micro-organisisegue uma sequéncia de eventos na
qual o biocida primeiramente se liga@perficie microbiana, em seguida penetra na parede
celular, entra no citoplasma, onde ele podera dgtercom proteinas celulares e &cido
nucleico. A acéo letal resulta da leséo a célulsada pelo biocida em algum momento deste
processo. Alguns dos agentes séo ativos para mealm@mo € o caso dos biocidas a base de
quaternario de amoénio, que desestruturam a memloeludar por interacdo fisica com
componentes da mesma, permitindo o0 extravasameatocahteudo vital da célula
(LAMBERT, 2004).

O uso de desinfetantes tem levado a emergéncia BSAMcom decréscimo de
suscetibilidade a estes agentes (NOGUSHI et aP9;18/AYER et al., 2001; ALAM,
ISHINO e KOBAYASHI, 2003; ALAM et al., 2003; NOGUQF¢t al., 2005 apud NOGUCHI
et al., 2006). Pelo menos 12 tipos de genes cadific para a resisténcia a desinfetantes ja
foram identificados nas espécies de estafilocogasA(B a gacJ, smr enorA) (ROUCH et al.,
1990; PAULSEN et al., 1996; GRINIUS et al., 199REIR, SUNDHEIM e HOLK, 1998;
HEIR, SUNDHEIM e HOLK, 1999; BJORLAND et al., 20@®ud NOGUCHI et al., 2006).
Quatro genes de resisténcia a desinfetarqash, gacB, smr e norA, sao encontrados
principalmente em isolados clinicos 8eaureus (MAYER et al., 2001; ALAM, ISHINO e
KOBAYASHI, 2003; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al2005 apud NOGUCHI et al.,
2006) e estdo associados com resisténcia a ageatié®icos monovalentes, tais como
compostos quaternarios de amoénio e brometo deoefidiTTLEJOHN et al.,, 1992;
PAULSEN et al., 1996; PUTMAN, VAN VEEN e KONINGS0Q0; ALAM, ISHINO e
KOBAYASHI, 2003; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al2005; apud NOGUCHI et al.,
2006). OgacA, gacB, e smr sdo encontrados principalmente em plasmideos (EBNNNet
al., 1989; LITTLEJOHN et al., 1991 apud NOGUCHé&t 2006), enorA esta localizado no
cromossomo d&. aureus (NG, TRUCKSIS e HOOPER, 1994; YOSHIDA et al., 198ud
NOGUCHI et al., 2006). O gengmcA e gacB codificam uma proteina transmembrana que
pertence a maior superfamilia facilitadora (ROUGHle 1990; PUTMAN, VAN VEEN e
KONINGS, 2000; apud NOGUCHI et al., 2006). A reSmtia deS aureus aos biocidas
cationicos ocorre por um mecanismo de bomba dceftle drogas dependente da forca
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préton motora e este mecanismo envolve os gegaeA, gacB, gacC, gacD, smr e ebr
(PUTMANN, VAN VEEN e KONINGS, 2000 apud NOGUCHI &, 2006).

EmboragacA confira maior resisténcia a agentes divalenteriabs do quegacB, a
sequéncia deacB é idéntica a dajacA exceto para apenas sete ou nove pares de bases
(PAULSEN et al., 1996; ALAM et al., 2003; apud NOGHI et al., 2006), tornando dificil
distinguir os genegacA e gacB através da técnica de reacdo em cadeia da poien@?&R),
sendo estes dois genes entdo considerados o m@sgenesnr, que é idéntico aos genes
gacC, gacD, eebr, e codifica uma pequena proteina que pertenceaapequena familia de
multiressisténcia a antimicrobianos (LITTLEJOHNakt 1991; LEELAPORN et al., 1995;
PUTMANN, VAN VEEN e KONINGS, 2000 apud NOGUCHI €t,&2006). Desta forma, os
genes plasmidiais de resisténcia aos desinfetafteslassificados em duas familigacA/B
e smr (PUTMANN, VAN VEEN e KONINGS, 2000). O gene de is#g8ncia cromossOmica
norA confere baixo nivel de resisténcia a fluoroquinakhidrofilicas, como a norfloxacina e
a levofloxacina, bem como aos desinfetantes (YO2t#Dal., 1990; NOGUCHI et al., 2004;
apud NOGUCHI et al., 2006). Em comparacdo com @ gaoA/B, as transcricdes d®rA
sdo consideradas de pouca contribuicdo para dérses aos agentes catibnicos. O gene
gacA/B tem sido associado com alto nivel de resisténdasinfetantes e a ser amplamente
prevalente entre MRSA isolados na Europa e na (\&SGUSHI et al., 1999; MAYER et al.,
2001; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al., 2005 apN@®GUCHI et al., 2006). Portanto, o
gene gacA/B tornou-se o0 maior gene de resisténcia a desinéstaatn cepas MRSA
(NOGUCHI et al., 2006).

Os determinantes de resisténgac estdo associados a transposons contendo genes de
resisténcia a gentamicina, trimetoprim, penicilioanamicina e tobramicina (SIDHU et al.
2002). A introducdo de antibidticos na pratica ichnlevou ao desenvolvimento e
disseminacdo de micro-organismos apresentanddémdis cruzada ou co-resisténcia entre
esses antimicrobianos e os desinfetantes. A rasiat&ruzada ocorre quando diferentes
agentes antimicrobianos atacam o mesmo alvo, mloiaassim a morte celular através de
uma via em comum e a co-resisténcia ocorre quasdeies de resisténcia ao biocida estéo
localizados junto com marcadores de resisténciamaiilsioticos no mesmo elemento genético
mével, como plasmidio, transposon ou integron. SDltado final para ambos os mecanismos
€ que o desenvolvimento de resisténcia para umtegamimicrobiano pode levar ao
aparecimento de resisténcia para outro agente (GHAR 2003).

Miyazaki et al. (2007) verificaram que dos 74 islols clinicos estudados, provenientes de
trés hospitais do Rio de Janeiro, 59 (80%) aprasant o geneacA/B. Os pesquisadores
verificaram que o nivel de 80% dacA/B em cepas de MRSA isolados no Brasil era muito
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maior do que os 45.9% encontados no Japao por Nogtual. (2006). Este foi o primeiro

relato da presenca do geqeeA/B nas cepas de MRSA brasileiras, e em niveis tée.alt

1.4 Resisténcia d&taphylococcuspp. aos antimicrobianos em alimentos

Micro-organismos isolados de alimentos tém demadstrnas ultimas décadas um
consideravel aumento de resisténcia para a maidtmsaantibidticos(YUCEL, CITAK e
ONDER, 2005) inclusive a meticilina (KITAE et al., 2005umpPESAVENTO et al., 2007).
Para alimentos, a questdo da resisténcia a anpioieros pode ter dois enfoques maiores: 0s
residuos de antimicrobianos em alimentos com pelssiyparecimento de resisténcia
bacteriana no trato gastro-intestinal humano euss&do de bactérias resistentes a partir de
alimentos de origem animal (NETO e ALMEIDA, 2006).

A possibilidade de transmissao de infecgbes Siaphylococcus spp. pelaingestdo de
alimentos contaminados ainda néo esta totalmentédada, visto que este microrganismo €
reconhecido classicamente pela producdo de gasdritenmediada por enterotoxinas
estafilococicas. A possibilidade de transmissdo MRRSA através da alimentacdo era
desconhecida até 1994, entretanto, segundo Pesdq2€0{7), quand&. aureus esta presente
na alimentacdo de um paciente imunocomprometidseteexa possibilidade de chegar ao
sistema circulatorio e causar infec¢des, podendar gepticemia.

Em 1995 Kluytmans et al. relataram um surto prodogaor MRSA em um hospital na
Holanda, que teve inicio na unidade de hematoldgichospital e se disseminou para a
unidade cirargica, com 21 pacientes desenvolvendimeaca clinica e cinco levados a obito.
O primeiro caso de Obito ocorreu em uma pacientenassuprimida (neutropenia) que
recebia alimentos preparados para pacientes néaioms no setor de hematologia. Esta
desenvolveu septicemia por MRSA e faleceu dentrdrée dias, apesar de ter recebido
tratamento imediato com vancomicina. Nenhuma fantbiental ou de outros pacientes, dos
funcionarios do setor de hematologia e de outrotatos neste setor se mostrou positiva para
MRSA. Apés 10 dias de que a primeira paciente fl@nfificada, outros pacientes que
carreavam MRSA foram identificados na unidade gio#, que era localizada longe do setor
de hematologia. Uma enfermeira da unidade cirdrgstava colonizada por uma cepa de
MRSA. Esta enfermeira provavelmente transmitiu estto para a unidade de hematologia,
pois ela foi transferida da unidade de hematoldggo ap6s o primeiro caso ter sido
identificado. Vinte e duas semanas apés o inicisudto, a andlise bacteriana de rotina dos
alimentos preparados para pacientes neutropénécasidade de hematologia revelou MRSA

em um pedaco de banana, que havia sido preparadanpduncionario de preparo de
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alimentos. Este funcionario estava trabalhandoraparo de alimentos na época do primeiro
caso, mas nunca entrou em contato direto com asnpas. A cepa de MRSA cultivada da
paciente do setor de hematologia, do pedaco dendamalo funcionario demonstrou ser a
mesma nas analises laboratoriais.

Outro caso com o envolvimento de MRSA foi relatado 2001, quando uma familia foi
envolvida em um surto de toxinfec¢do alimentar die\a ingestdo de MRSA em carne de
porco contaminada por um manipulador de alimentmsagor de MRSA (JONES et al.,
2002; PESAVENTO et al., 2007).

O leite de vaca € uma fonte significativa de cegm$1RSA (LEE, 2003; KWON et al.,
2005 apud MCKAY, 2008), além de poder também setarninado por SCN, principalmente
de infecgOes resultantes de mastite, originadortar i@ contato humano durante a ordenha
(THORBERG et al., 2006 apud MCKAY, 2008). Assimyenda e o consumo de leite e
produtos lacteos ndo pasteurizados podem expoormumidores ndo somente aos MRSA
como também as espécies de SCN, que podem vireacanultiplas resisténcias a agentes
antimicrobianos, incluindo o genmecA (MCKAY, 2008). Os alimentos podem estar
desempenhando um papel importante na disseminagste tpo de resisténcia (SIDHU,
2001).

McKay (2008) utilizando 70 amostras de leite nastg@aizado isolou oito cepas de
Saphycoccus spp. carreando o gemaecA a partir de crescimentos bacterianos em meios de
cultura enriquecidos com oxacilina, pois os estefitos resistentes a esse antimicrobiano séo
resistentes a todos @slactamicos atualmente disponiveis. Além dissos dedlados de.
epidermidis também apresentaram o geqerA/B, que esta relacionado a resisténcia aos
biocidas a base de quaternario de amoénio

1.5 Resisténcia d&taphylococcuspp. aos biocidas em alimentos

Estudos recentes tém indicado que a utilizacaedesdesinfetantes impds uma pressao
seletiva e contribuiu para o surgimento de micigaarsmos resistentes a desinfetantes em
ambientes de producdo de alimentos (BAQUERO et1808; RUSSELL, 2000). Se as
bactérias resistentes a desinfetantes sobrevivaréesinfeccbes podem causar problemas de
deterioracdo nos alimentos e afetar o processanadintentar (como por exemplo causando
fermentacdes). Patdgenos resistentes, ao contapsnalimentos, representam uma ameacga
para a industria alimentar e para os consumidofesombinacdo de resisténcia aos
desinfetantes com outros tipos de agentes antiméros pode também tornar-se um desafio

para as industrias de alimentos no futuro. A rés@a cruzada entre desinfetantes e
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antibioticos nos patogenos alimentares podera lavaonsequéncias graves para a saude
publica (LANGSRUD et al., 2003).

As industrias alimenticias frequentemente usamntitantes a base de QAC para
erradicar e prevenir a propagacdo de micro-orgarssimdesejaveis (MCDONNEL e
RUSSEL, 1999). Os determinantes de resisténciaQ#ds ja foram descritos em SCN, os
guais sdo menos valorizados do @i@ureus como patdégenos humanos, mas fornecem um
potencial reservatério para a transferéncia de gyeieeresisténcia antimicrobiana p&a
aureus. Segundo MCKAY (2008) os antibiéticos e desinfegarutilizados nos hospitais e na
pecuaria de corte ou de producédo de leite seletiotepas resistentes de estafilococos,
levando a um acumulo potencial de resisténcia artimiana.

Sidhu et al, em 2001, investigaram 0s genes dstéesia aos quaternarios de amoénio em
estafilococos coagulase negativa isolados de alomes de industrias de processamento de
alimentos. Os resultados desse estudo revelaranalguas estafilococos carreavam tanto
determinantes para resisténcia a desinfetantes J@aénto de resisténcia aos antibiéticos
(penicilina) no mesmo plasmideo, associados a el@meayenéticos méveis, enquanto que
outros estafilococos carreavam determinantes dst@&esia em plasmideos separados. A
resisténcia g-lactamicos foi a mais prevalente, porém algunafigstocos se apresentaram

carreando plasmideos de resisténcia também a auttibsoticos.

1.6 Critérios microbioldgicos para alimentos

Uma das formas de promover a saude publica € dedstéamento de critérios
microbioldgicos, fornecendo alimentos que sejamuley saudaveis e satisfacam os
requerimentos das justas praticas de comércio.n8egaCodex Alimentarius, um critério
microbiolégico para alimentos define a aceitabdielale um produto ou lote de alimentos,
com base na auséncia ou presenca do numero deongeneismos, incluindo parasitas, e/ou
quantidade de suas toxinas ou metabolitos por dae{da de massa, volume, area ou lote
(FORSYTHE, 2002).

O padréo microbiol6gico é um critério obrigatonmis faz parte de uma lei ou de uma
regulamentacdo administrativa. O nao atendimentopadrdo microbiolégico vigente
constitui violagdo da lei, e medidas legais porteyaios 6rgdos competentes sdo possiveis
(FRANCO, 2004). A Agéncia Nacional de Vigilanciararia publicou a Resolucdo n° 12,
de 2 de janeiro de 2001, que aprova o “regulamitioico sobre padrées microbiol6gicos
para alimentos” no Brasil e estipula a enumeragicestafilococos coagulase positiva e,

guando necessario podem ser determinadas a cagacidgproducdo de termonuclease e de
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toxina estafilocécica das cepas isoladas a fimedelser dados de interesse a saude publica
(BRASIL, 2001).

De acordo com os padrfes microbiologicos vigenéeResolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n°12 (BRASIL, 2001), os queijos de muita altaidade, em torno de 55%, incluindo
0s gueijos de coalho com umidade correspondenteasvirrescal e outros, elaborados por
coagulacdo enzimatica e acdo de bactérias latleeem apresentar as seguintes tolerancias
para amostras indicativas: 5X10FC (Unidades Formadoras de Coldnias) de coliformes
45°C/g, 5x18UFC de estafilococos coagulase positiva/g e aindérecia dé&almonella spp.

e Listeria monocytogenes em 25g.

Métodos baseados em PCR para determinar a oc@m@achicro-organismos patogénicos
e toxigénicos em alimentos sdo amplamente recaihdgecomo capazes de diminuir o tempo
de deteccdo e aumentar a especificidade e sedad®elidos resultados (ERCOLIM al.,
2004). Devido as informacfes sobre a sequénciaNik @as SEs (MCLAUCHLINet al.,
2000; RENet al., 1994; SU; WONG, 1995, 1997), a PCR torna-se uétodo para a
deteccdo dos genes destas toxinas (BECKER; ROTHERE, 1998), mostrando-se uma
técnica simples e reprodutivel, funcionando coma uerramenta genética para estudos
epidemiolégicos (FREITASt al., 2004 apud LUZ, 2008).

Freitas, em 2005, pesquisou a presenca de estafilsacoagulase-positiva e coagulase
negativa isolados de queijo Minas Frescal de alguegides do Rio de Janeiro e padronizou
um protocolo de multiplex PCR baseado no trabakdveéhrotra, Wang e Johnson (2000)
para a deteccdo de genesSdaureus que codificam para as suas enterotoxinas e ofgare
Das 30 amostras de queijo Minas Frescal analisaglste trabalho, 12 (40%) apresentaram
contagens de estafilococos coagulase-positiva agerx18 UFC/g, valor este estabelecido
como limite permitido pela ANVISA para o queijo Mis Frescal. Dez por cento das amostras
apresentaram valores acima de W&FC/g, o que é preocupante principalmente pelo fato
destes valores estarem muito préximos dos requefdm a producdo de enterotoxinas (10
UFC/g a 18UFC/g) e para a ocorréncia de surtos de intoxicalifientar estafilocécica. Das
231 colbnias isoladas foram selecionadas 104 adbooagulase positivas e 7 coagulase
negativas para o teste da multiplex PCR. Trintaarq colonias (30,62%) foram positivas
para algum dos cinco genes de enterotoxinas pesipss Os resultados deste trabalho
revelam que alguns dos queijos Minas Frescal abtedoomercializados na area geografica
deste estudo estdo em desacordo com a Resoludd) dé 2 de janeiro de 2001 quanto a
quantificacdo de estafilococos coagulase posifan relacdo a deteccdo do géemA, 57
(51%) das 111 coldnias analisadas amplificaramgeste.

Os critérios devem ser revisados periodicamentbugoa de patdgenos emergentes, troca
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de tecnologia, e novas descobertas cientificas §&ARIE, 2002). A legislacdo vigente no
Brasil para padr6es microbiolégicos de alimentogedser atualizada periodicamente para
uma maior abrangéncia dos riscos que 0s consursidirealimentos possam estar sendo
submetidos, principalmente o0s imunossuprimidos, iepées hospitalizados, criancas,
gestantes e idosos, que possuem uma maior vulhésdlei dentre o conjunto de

consumidores de alimentos submetidos a esta legitsla

1.7 Vigilancia Sanitaria como instrumento de protego da populagéo

As origens da vigilancia sanitaria remontam a pupacédo, das organizacfdes sociais, com
0 nhocivo, nocdo social e historicamente definidan@ofundamento para imposicdo de
medidas de controle (COSTA, 1998). De acordo comrtgo 196-a da Constituicdo da
Republica Federativa do Brasil a saude é direitatadi®s e dever do Estado, garantido
mediante politicas sociais e econdmicas que viseaddcao do risco de doenca e de outros
agravos e ao acesso universal e igualitario assag@ervicos para sua promocao, protecao e
recuperacao (BRASIL, 1988).

A saude tem como fatores determinantes e condigiesaentre outros, a alimentacgéo, a
moradia, 0 saneamento basico, o meio ambientapalbo, a renda, a educacao, o transporte,
0 lazer e 0 acesso aos bens e servigcos essepsiaijeis de saude da populagcédo expressam a
organizacdo econdmica e social do pais (BRASILOL99 conjunto de acdes e servigcos de
saude, prestados por 6rgdos e instituicbes pubfedesrais, estaduais e municipais, da
administracdo direta e indireta e das fundacOestidesnpelo poder publico, constitui o
Sistema Unico de Saude (SUS), no qual estdo irsduaGes de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 1990).

Entende-se por Vigilancia Sanitaria um conjuntad@es capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problesaagarios decorrentes do meio ambiente,
da producdo e circulacdo de bens e da prestacéseme&os de interesses da saulde,
abrangendo o controle de bens de consumo quea duendiretamente, se relacionem com a
saude, compreendidas todas as etapas do procassmdiicdo ao consumo; e o controle da
prestacdo de servicos que se relacionam diretanditeiamente com a saude (BRASIL,
1990).

O laboratorio integra a estrutura da Vigilancia iei@ e constitui um instrumento
imprescindivel para a execucdo de suas acdes aispeate no controle de produtos, e o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em $addINCQS,que é o laboratério

tecnicamente ligado a Anvisa (Lei n° 9782, de 28@)1 tem como misséao “contribuir para a
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promocao e recuperacao da saude e prevencao dgadpatuando como referéncia nacional
para as questfes cientificas e tecnoldgicas ratatho controle da qualidade de produtos,
ambientes e servigos vinculados a Vigilancia Sdaita

Entendendo a importancia do fator alimentacdo cdeterminante e condicionante da
saude, este estudo pretende trazer dados a resl@ejppoesenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos e biocidas presentes &maphylococcus spp. isolados de queijo Minas
Frescal e sua suscetibilidade aos antimicrobiaatentando para a possibilidade de um
possivel risco para consumidores, o que caractarpa objeto de interesse para 0s

laboratorios de Vigilancia Sanitéaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Tragar o perfil de resisténcia aos antimicrobiarsa biocidas de isolados de

Saphylococcus spp. obtidos de queijo Minas Frescal.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar o perfil de suscetibilidade aos antiob@nos (mupirocina, ampicilina,
tetraciclina, clindamicina, sulfazotrim, norfloxael cefotaxima,
piperacilina+tazobactam, meropenem, penicilina Ggfemma, cloranfenicol,
gentamicina, eritromicina, oxacilina e cefoxitirtys isolados d&aphyl ococcus spp.
obtidos por FREITAS (2005) de queijo Minas Fresedtavés do teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos estabelecida p@rma técnica M2-A9 do
Clinical and Laboratory Standards Institut (CL&Z)08);

Verificar a presenca dos gemneecA (gene de resisténcia a meticilinajaeA/B (gene

de resisténcia a biocidas a base de quaternaamdeio) através da técnica de reacao

em cadeia da polimerase (PCR) nos isolados sugdasit
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Verificagao da viabilidade e pureza dos isoladaleStaphylococcuspp.

Foi verificada a pureza e viabilidade de 111 isoéadeSaphylococcus spp. obtidos no
estudo realizado anteriormente por Freitas (200Este estudo foram analisadas trinta
amostras de queijo Minas Frescal (10 amostras dgogucomercializados em embalagens
plasticas de polietileno de baixa densidade, 18ndlealagens plasticas tipo queijeira e 10 em
potes plasticos hermeticamente fechados, sendoogu20 primeiros foram obtidos pelo
processo de acidificacdo direta pela adicdo dendaiito e os 10 Ultimos pelo processo de
ultrafiltracdo), de trés marcas comerciais coletagla trés supermercados do Estado do Rio
de Janeiro.

Os isolados haviam sido testados em relacdo aweagpor Freitas (2005) e mantidos
criopreservados em freezer -20°C. No presente @stoidpreparada uma cultura estoque em
agar nutriente inclinado a partir dos criotubo®estios por Freitas (2005), armazenada em
geladeira por periodo maximo de um més. Cerca OGeulOde cada cultura estoque foram
semeados em 5 mL de caldo tripticaseina de(3@8), incubados a 37°C por 18-24 h, sob
agitacdo a 200 rpm e posteriormente semeados guhoas de Petri contendo agar
tripticaseina de sojdTSA) para verificar a pureza da cultura. As cadsticas morfo-
tintoriais foram confirmadas através da coloragédsdam e foi realizada a prova da catalase
e da producéo de coagulase, que foram conduzidasaddo com a American Public Health
Association (LANCETTE e BENNETT, 2001), Food andu@rAdministration (BENNETT e
LANCETTE, 1998) e o POP INCQS 65.3210032 (MANUAL DAJALIDADE, 2007).

3.1.1 Produgéo da enzima catalase

Uma alcada de crescimento em TSB foi transferida pasuperficie de uma lamina de
vidro. Foi adicionada 100uL de peréxido de hidrag@&n3% sobre o crescimento. Observou-
se o desprendimento de oxigénio através da formde&molhas, o que indicou o resultado
positivo para representantes do gérigaphylococcus. Uma cepaSaureus ATCC 12600 foi
utilizada como controle positivo e uma cepaterococcus faecalis ATCC 4083 como

controle negativo do teste.

3.1.2 Producao da enzima coagulase

Neste teste a primeira etapa realizada foi a tea@stia de 0,3 mL de uma cultura em
caldo TSB para tubo de ensaio vazio e estéril.adaiionado 0,5 mL de plasma de coelho
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com EDTA ao tubo e este foi homogeneizado vigor@rae Incubou-se a 35+2°C e
observou-se em um periodo de até 6 horas a forntecéion coagulo de intensidade variando
de 1+ até 4+ (caracterizan@maphylococcus spp. coagulase positiva) ou a ndo formacéo de
coagulo (caracterizandg@iaphyl ococcus spp. coagulase negativa). Utilizou-se uma cepa de
aureus ATCC 12600 como controle positivo e a ldecuria rhizophila ATCC 9341 como

controle negativo.

3.2 Preparacéo do estoque das amostras bacterianas

Apoés a verificacdo da pureza, aliquotas de @0@as culturas foram transferidas para
criotubos estéreis, adicionadas de gD@e solucéo de glicerol a 50% e estocadas emereez
a -20°C. Culturas de trabalho foram mantidas em dgigiente e estocadas em geladeira pelo

prazo maximo de um més até a sua utilizacdo nosnpod experimentos.

3.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianogdalizado de acordo com o método
estabelecido pela norma técnica M2-A9 do Clinical haboratory Standards Institute (CLSI,
2008) paraSaphylococcus spp., utilizando os seguintes antimicrobianos estet MUP-
mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLIlidamicina, SUT-sulfametoxazol-
trimetoprim, NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPTPiperacilinattazobactam, MER-
meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CL@ahfenicol, GEN-gentamicina,
ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina eAN-vancomicina.

Uma alcada do crescimento de cada isolado de lestafos obtidos a partir de queijo
Minas Frescal foi inoculada em 3mL de caldo TSBiabado a 37°C/ 24 horas. No dia
seguinte, este crescimento foi ajustado com TSBEa pmamresponder a 0,5 da escala
McFarland. Esse crescimento foi semeado em placagal Mueller-Hinton com o auxilio de
um swab, em seguida foram colocados os discos diierobianos listados acima e
incubados a 35+ 2°C. Apds o periodo de incubacgddl@lea 18 horas para todos os
antimicrobianos testados, com exce¢ao de oxaodiv@ancomicina, que necessitam de 24
horas de incubacdo para serem reportados comotisesefoi procedida a leitura do
diametro dos halos de inibicdo e classificacdoislmados dentro de uma das trés categorias:
sensivel, intermediariamente resistente ou resesteso antimicrobiano testado. A
interpretacdo dos resultados de todos os antimarob ocorreu de acordo com a tabela 2C
da norma técnica M100-S18 do CLSI (CLSI, 2008), exrecado da interpretacdo em relacéo

ao antimicrobiano mupirocina, que nao esta constares$te manual, sendo entdo adotada a
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interpretacdo proposta por Creagh e Lucey (2000epa detaphylococcus aureus ATCC
25923 foi utilizada como microrganismo controle no teste de suscetdmle aos

antimicrobianos.

3.4 Extracao de DNA

Para este procedimento foram semeados 10 pL deis@Eddo em estudo em 5 mL de
TSB e incubados a 37°C/18-24 horas sob agitacd®Oar@m. Do tubo de TSB com
crescimento bacteriano foi transferida uma aliqdetd000 pL para um microtubo de 2 mL e
este foi centrifugado. O sedimento das célulasebacias foi suspenso em um tampéao de lise
para o Kit Qiagen (Qiagen, Inc, Valencia, CA) adlieido de 0,2 mg/mL de lisostafina e 10
mg/mL de lisozima e incubado a 37°C por 30 minub®NA foi entdo extraido através da
utilizacdo do Kit Dneasy Tissue Kit (Qiagen, Incal®hcia, CA) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

3.5 Pesquisa dos gen@secA eqacA/Batraveés da reacdo em cadeia da polimerase

A técnica de PCR foi realizada utilizando iniciaskorprimers) especificos para
amplificar os genesnecA e gacA/B, conforme descrito na Tabela 1, utilizando o aparelh
DNA Engine- Peltier Thermal Cycler (MJ Research-ssichussets-EUA).

Para a pesquisa do gemecA foi preparada uma mistura de reacao com 25 plotleme
final, contendo 3uL de DNA gendmico purificado, @raol/pL de primersnecA, 0,2 mM de
solucdo de desoxirribonucleotideos (dNTP), 0,02eUTdq DNA polimerase e 2,5 ul de
tampéao de reacao 10X do kit da Platinum® Taq DNAnRgrase contendo 2 mM de MgCl
A amplificacdo do genmecA foi realizada de acordo com o programa realizamdfehrotra
et al. (2000): uma desnaturacdo inicial de 94°C Homin, seguido de 35 ciclos de
amplificacédo (desnaturacédo a 94°C por 2 min, anatéma 57°C por 2 min e extensdo a 72°C
por 1 minuto), terminando com uma extensdo final2&C por 7 minutos. As cepas de
Saphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 33591 foram os micro-organismidézados
na deteccao do gengecA como controles negativo e positivo, respectivament

Para o gengacA/B foi preparada uma mistura de reacdo com 25 pLotleme final
contendo 3uL de DNA gendmico purificado, 1 pmolfgd.par de primergacA/B, 0,2 mM
de dNTP, 0,05U de Tag DNA polimerase e 2,5 pL depéo de reacdo 10X do kit da
Platinum® Taq DNA Polimerase contendo 1,5 mM de Mg®@ amplificacdo do gene
gacA/B foi realizada de acordo com o programa realizasloMdyazaki et al. (2006) com

algumas modificacfes, ficando estipulado da segumtma: uma desnaturacdo inicial de
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95°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de amplifica¢desnaturacdo a 94°C por 1 min,
anelamento a 55°C por 1 min e extensdo a 72°C poing, terminando com uma extensao
final a 72°C por 10 min. As cepas S®aphylococcus aureus resistente a meticilina 05/02 RJ-
A (GenBank EF 418548) eXaphylococcus aureus ATCC 6538 foram utilizadas
respectivamente como controles positivo e neggi@ra 0 gengacA/B.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletrofamasgel de agarose a 1,5% em TBE
1X a 90V por 1,5 horas, adicionado de 3 pL de btormde etidio e visualizados em

transiluminador de luz ultra-violeta.

Tabela 1 — Sequéncias dos oligonucleotideos (psin@eserem utilizadas nas amplificacdes
dos genes BtA e gacA/B em Saphylococcus isolados de queijo Minas Frescal

Gene Primer Sequéncias dos oligonucleotideos Loz@cdo Amplicon Referéncias
no gene Tamanho
(pb)
mecA mecA-R ACTGCTATCCACCCTCAAAC 1182-1201 163 Mehrotra
etal.
2000
mecA-F CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 1325-1344
gacA/B gacA/B-R CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT 1801-1824 417 Mayer
al 2001

gacA/B-F  CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG 2193-2217

*pb = pares de bases. R = primer de orientacdasevE = primer de orientacdo foward.
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4 RESULTADOS

4.1 Verificacdo da viabilidade e pureza d&taphylococcuspp.

Dos 111 isolados obtidos a partir do estudo reddizaor Freitas (2005) foram utilizados
95 cocos Gram-positivos produtores da enzima caldtravés da prova da coagulase foi
vericado que 89 isolados se mostraram como coagplastiva e 6 isolados como coagulase
negativa (marcados com * nos quadros 2, 5, 7, 8142k 13). Os 16 isolados n&o utilizados
neste estudo foram descartados por se apresentzmataminados por outros micro-
organismos.

Freitas (2005) codificou os isolados obtidos dgjqurinas frescal da seguinte maneira:
a amostra de queijo (A) vinha seguida de uma nu@erajue caracterizou a ordem
cronologica de sua analise, seguido da unidadeaftwra de colénia (C) e numeracdo da
mesma quando foi obtida em placa de agar BairdelPadla seguinte forma: o isolado A2C2
foi obtido da segunda amostra de queijo Minas Ritesnalisada e foi a segunda unidade
formadora de col6nia selecionada em placa de &ged-Barker. Esta codificacdo foi mantida

nesse estudo

4.2 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade de cada um dos 95 dgsancontram-se nos quadros 2, 3, 4,
5, 6 e 7 no caso de bactérias sem fenétipo detéesia a meticilina e no quadro 8 para
bactérias com fendtipo de resisténcia a meticilikteavés do quadro 10 pode ser verificado
que 15 (15,8%) isolados apresentaram-se como eetasta cefoxitina, sendo 14 (14,7%)
destes como resistentes também a oxacilina e ueseppu resisténcia intermediaria a
oxacilina (A25C7). Foram obtidos isolados com fgwide resisténcia a meticilina apenas
das amostras de queijo denominadas A1l e A25.

No teste de suscetibilidade aos antimicrobianos temos os isolados resistentes a
meticilina se mostraram resistentes aos outros teg@Alactamicos testados, o que foi
evidenciado pela sensibilidade de alguns destésdis® aos antibidticos ampicilina (A11C7,
Al11C12, A25C6) e cefepima (A11C10, A11C12, A25C14),isolados sensiveis e um unico
resistente a piperacilina + tazobactam (A11C6),iskdlados sensiveis e 4 apresentaram
resisténcia ou resisténcia intermediaria a merapeffel1C13, A25C4, A25C6 e A25C8).
Todos os isolados classificados como resistentasticilina se mostraram como resistentes
também a penicilina G. Segundo o manual do CLSI 0308 (2008), no caso de

Saphylococcus aureus resistente a oxacilina/ cefoxitina e estafilococoagulase negativas
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(SCN), outros agente$-lactamicos podem aparecer ativos in vitro, mas @décamente
ineficazes, portanto os resultados para essassidmy@m ser relatados como resistentes, ou
nao devem ser relatados. Apesar disto, optou-de eetudo por relatar estes dados por se
tratar de uma pesquisa cientifica.

Dentre os isolados analisados, apenas 14 (14,7%)os¢raram sensiveis a todos 0s
antimicrobianos e 81 (85,3%) dos isolados interar@mnente resistentes ou resistentes a
pelo menos um antimicrobiano testado e dentreavades ndo multirresistentes, 39 (41,0%)
eram intermediariamente resistentes ou resistenfedo menos um antimicrobiano. Foram
encontrados 27 (28,4%) isolados multiresistentes femotipo de suscetibilidade a meticilina
e 15 (15,8%) eram multiresistentes com fenotipagedisténcia a meticilina (Quadro 9). A
definicAo de multiresisténcia adotada neste eststid relacionada com a resisténcia a duas
ou mais classes de antimicrobianos diferentes @edaccom a definicdo adotada por
Rabatsky-Her et al., (2004), Gibbs et al., (2008)Jmiquerque et al., (2007).

O perfil global de suscetibilidade aos antimicrolo dos 95 isolados pode ser observado
no quadro 10 e na figura 1, sendo que os antimamob aos quais os isolados mostraram o0s
maiores niveis de resisténcia foram a ampicilima &4 cepas (56,8%) e penicilina G com 51
cepas (53,7%). Observou-se tambéem que 20 (20,X#8dEs apresentaram-se resistentes a

mupirocina.

4.3- Pesquisa dos genesecA gacA/B através da reacdo em cadeia da polimerase e sua
relacdo com o genéemA pesquisado por Freitas (2005).

A amplificacdo dos geneasecA e gacA/B através de reacdo em cadeia da polimerase de
alguns isolados esta ilustrada nas figuras 2 espectivamente.

A pesquisa dos genesecA e gacA/B comparada com os dados da presenca do gene
femA, sendo este Ultimo gene pesquisado e os seus dadados por Freitas (2005), e
fenotipo de resisténcia para meticilina se encantres quadros 11, 12 e 13 para os 95
isolados de&xaphylococcus spp. testados.

Segundo o manual do CLSI (2008), o teste para chtedo genenecA é o método mais
acurado para predizer a resisténcia a oxacilineseerestudo o gemeecA foi detectado em
21 (22,1%) dos 95 isolados pesquisados, sendo enutecdestes, 9 (42,8%) apresentaram-se
com fendtipo de resisténcia correspondente ao tksteuscetibilidade aos antimicrobianos
(incluindo dois isolados SCN) e 12 (57,1%) se apr@sam suscetiveis a meticilina. Dentre
os isolados, 74 (77,9%) ndo apresentaram o geewd, sendo que 68 (91,9%) nao
apresentaram fenotipo de resisténcia, incluind@h 8 6 (8,1%) apresentaram resisténcia a

meticilina no teste de suscetibilidade aos antiofi@nos (tabela 2).
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Em relacdo ao genfemA, especifico par&. aureus, 35 (36,8%) isolados dentre os 95
analisados apresentaram este gene. Dentre osdsodped ndo possuem o gemecA, 32
(91,4%) apresentam o gef@nA, sendo dois (5,7%) com fenétipo de resistéridas que
possuem O geneecA, apenas trés (8,6%) possuiam o gémeA e destes, dois (5,7%),
possuiam fendtipo de resisténcia a oxacilina/ agfax(tabela 2).

Foi procedida também a PCR para pesquisa doggAéB que demonstrou que nenhum
dos isolados estudados possuiam este gene (tgbela 2
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Quadro 2: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isoladoSaphylococcus spp. sem fendtipo de resisténcia a
meticilina obtidos da amostra de codigo A2.
Cepas Antimicrobianos

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN

A2C1 S R S I R S R S S R S S R R S S S
A2C2 S R S S S S S S S R S S S R S S S
A2C3* S S S S S S S S S S S I S S S S S
A2C4 S R S S S S S S S S S S S I S S S
A2C5 S R S S I S R S S R I S S I S S S
A2C6 S R S I R I R S S R R S I R S S S
A2C7 R R I R S S R S S S S S S R S S S
A2C8 S R S S S S I S S R S S S R S S S
A2C9 R S S S R I R S S S S S S I S S S
A2C10* S R S S S S S S S R S S S I S S S
A2C11 S R S S S S S S S S S S S I S S S
A2C12 R R S I R S I S S S S S S R S S S
A2C14 S S S S S S I S S S S S S I S S S
A2C15 R R S I S S I S S S S S S I S S S

Abreviagbes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim,
NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilinattazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM cefepima, CLO-cloranfenicol,
GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviagfes paraiscetibilidade: S- isolados sensiveis, I-
isolados com resisténcia intermediaria, R- isoladagsistentes ao antimicrobiano testado. Os isoladosarcados com * sdo coagulase negativas.



Quadro 3: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isoladnStaphyl ococcus spp. sem fendtipo de resisténcia a
meticilina obtidos da amostra de cédigo A3.

Cepas Antimicrobianos

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN
A3C2 S R S S s S | S S R S S S | S S S
A3C3 S S S S R S S S S S S S S R S S S
A3C4 R R S S s S R S S R S S R R S S S
A3C5 R R s s s S | S S R S S S | S S S
A3C7 S R | S s S S S S R S S S s S S S
A3C8 S S S | S S R S S S S S R | S S S
A3C9 S R S S s S S S S S S S S | S S S
A3C10 S R S s s S | S S R S R s s S S S
A3C11 S R S S s S | R S R S S S | S S S
A3C12 R R s S s S S S S R S S S | S S S
A3C13 R R S | S S S S R R S S S R S S S
A3Cl14 R R S R S S | S S S S S S | S S S
A3C15 S S S S s S S S S S S S | R S S S

Abreviagdes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim,
NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilinartazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPMcefepima, CLO-cloranfenicol,
GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviacdes paraiscetibilidade: S- isolados sensiveis,

I- isolados com resisténcia intermediaria, R- isoldos resistentes ao antimicrobiano testado. Os isdias marcados com * sdo coagulase negativas.



Quadro 4: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isoladoStaphyl ococcus spp. sem fendtipo de resisténcia a
meticilina obtidos das amostras de codigos A5 e.All

Cepas Antimicrobianos

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN
A5C1 S R | S s S S S S R S S s s S S S
A5C2 S S S S R R | S S R S S S | S S S
A5C4 R R S S R | | S S R S S R R S S S
A5C5 S R S S s S S S S R S S S R S S S
A5C7 S S S s s S S S S S S S s s S S S
A5C8 S S S S s S S S S S S S S | S S S
A5C9 S R s S s | S S S S S S S | S S S
A5C10 R R R | S S S S S S S S R | S S S
A5C11 R R S | S R S S S R S S | | S S S
A5C12 S S | S s S S S S S S S S | S S S
A5C15 S R s S s S S S S R S S S R S S S
A5C16 S S S S s S | S S R S S S | S S S
A11C3 S S S s s S | S S R S S S | S S S
A11C8 S R S S s S S S S R S S | | S S S

Abreviagbes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim,
NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilinattazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPMcefepima, CLO-cloranfenicol,
GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviacdes paraiscetibilidade: S- isolados sensiveis,
I- isolados com resisténcia intermediaria, R- isoldos resistentes ao antimicrobiano testado. Os isdias marcados com * sdo coagulase negativas.
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Quadro 5: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolada&tdphylococcus spp. sem fendtipo de resisténcia a
meticilina obtidos das amostras de codigos A21le A22
Cepas Antimicrobianos

MUP AMP TET  CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN
A21C1 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A21C2 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A21C3 S R S R S S S S S S S S S I S S S
A21C4 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A21C6 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A21C7 S S S S S S S S S S S S S I S S S
A22C2* S S S S S S S S S S S S S S S S S
A22C3 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A22C4 S S S S S S S S S S S S S I S S S
A22C5 S S S S S S S S S S S S S S S S S

Abreviagfes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, NOR-
norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tanbactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- depima, CLO-cloranfenicol, GEN-
gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviacdes para sustibilidade: S- isolados sensiveis, |- isolados

com resisténcia intermediaria, R- isolados resisté®s ao antimicrobiano testado. Os isolados marcadesm * sdo coagulase negativas.
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Quadro 6: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolado&aphylococcus spp. sem fendétipo de resisténcia a
meticilina obtidos da amostra de cddigo A27.
Cepas Antimicrobianos

MUP AMP TET  CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN
A27C1 S R S S S S S S S R S S S I S S S
A27C2 S S S S S S S S S R S I S I S S S
A27C3 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A27C4 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A27C5 S S S S S S S S S S I S S S S S S
A27C6 S R S S S S S S S R S S S I S S S
A27C8 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A27C9 S S S S S S S S S S S S S I S S S
A27C10 S S S S S S S S S S S S S I S S S
A27C11 R S S S S S S S S S S S S I S S S
A27Cl12 S R S S S S S S S R S S S S S S S
A27C13 S R S S S S S S S R S S S I S S S
A27C14 R R S S S S I R S R S S S I S S S
A27C15 S R S S S S S S S R S S S S S S S

Abreviagbes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim,
NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilinartazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM cefepima, CLO-cloranfenicol,
GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviacdes parauscetibilidade: S- isolados sensiveis, I-

isolados com resisténcia intermediaria, R- isoladagsistentes ao antimicrobiano testado. Os isoladasarcados com * sdo coagulase negativas.
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Quadro 7: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isoladestdphylococcus spp. sem fendétipo de resisténcia a
meticilina obtidos das amostras de cédigos A28 @ A3

Cepas Antimicrobianos
MUP  AMP  TET PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA

(@]
=
n
C
3
=z
o
Py
(@]
-
x
(@]
m
O
<
>
z

A28C1 S R S S S S S S S R S S S I S S S
A28C2 S R S S S S S S S R S S R R S S S
A28C5 S R S S S S S S S R S S S I S S S
A28C6 S R I S S S S S S R S S S I S S S
A28C7 S R S S S S S S S R S S S I S S S
A28C8 S R S S S S S S S R S S S S S S S
A30C1 S S S S S S S S S S S I S I S S S
A30C2 S S I S S S I S S S S S S I S S S
A30C3 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A30C4 S S S S I I S S S S S S S I S S S
A30C5 S S S S S S S S S S S S S S S S S
A30C6 S S S I S S I S S S S S I I S S S
A30C7 R S S I S S S S S S S S I I S S S
A30C8 R S S S S I I S S S S S I I S S S
A30C9* S S S S S S S S S S S S S S S S S

Abreviagdes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, NOR-
norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tambactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- depima, CLO-cloranfenicol, GEN-
gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviacdes para sustbilidade: S- isolados sensiveis, |- isolados

com resisténcia intermediaria, R- isolados resisté®s ao antimicrobiano testado. Os isolados marcadesm * sdo coagulase negativas.



Quadro 8: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolaBaphylococcus spp. com fendtipo de resisténcia a
meticilina obtidos das a mostrasafeligos A1l e A25.

Cepas Antimicrobianos

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN
A11C1 S R S | S S R S S R R S | | R R S
Al1C4* S R S | S S R S S R R S S | R R S
A11C5 S R S R R | R S S R R S R R R R S
A11C6 S R S R R | R R S R R S R | R R S
A11C7 S S S R S | R S S R R S R | R R S
A11C9 R R S R R S R S S R R S R | R R S
A11C10 R R S S R R S S S R S S R | R R S
A11C12 R S S S R | S S S R S S S | R R S
Al11C13 S R S R S S R S R R R | | | R R S
A25C1* S R S R S S R S S R R S | | R R S
A25C4 S R S R S S R S | R R S R | R R S
A25C5 S R S R S S R S S R R S R | R R S
A25C6 S S S s s S R S | R R S S | R R S
A25C7 R R S R S S | S S R S S R | | R S
A25C8 S R S R S S R S R R R R S | R R S

Abreviagbes para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim,
NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilinartazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPMcefepima, CLO-cloranfenicol,
GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. AbreviacBes para iscetibilidade: S- isolados
sensiveis, |- isolados com resisténcia intermediati R- isolados resistentes ao antimicrobiano testadOs isolados marcados com * sdo coagulase

negativas.



Quadro 9: Nivel de resisténcia aos antimicrobianos dos dssadeSaphylococcus spp. obtidos de queijo
Minas Frescal

Tipos de cepas Numero de cepas
Sensiveis a todos os antimicrobianos testados 14 (14,7%)
Intermediariamente resistentes ou resistentesoa pel 81 (85,3%)
menos um antimicrobiano testado
Resistentes a duas ou mais classes de antimicosbcam 27 (28,4%)
fendtipo de suscetibilidade a meticilina (multistentes)
Resistentes a duas ou mais classes de antimicosbocam 15(15,8%)
fendtipo de resisténcia a meticilina (multiresistsh
Intermediariamente ou resistentes a pelo menoshimiarobiano 39(41,0%)
e ndo multiresistentes
Total de isolados testados 95 (100%)

A definicdo de multiresisténcia adotada neste esegta relacionada a resisténcia a duas ou maseslade antimicrobianos
diferentes de acordo com a definicdo de Rabatskyeta., (2004), Gibbs et al., (2006) e Albuquergtial., (2007).



35

Quadro 10: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isoladoStaphylococcus spp. obtidos de queijos

Minas Frescal

trimetoprim
Norfloxacina
Cefotaxima
Piperacilina+tazobactam
Meropenem
Penicilina G
Cefepima
Cloranfenicol
Gentamicina
Eritromicina
Oxacilina
Cefoxitina
Vancomicina

82(86,3%)
58(61,0%)
92(96,8%)
90(94,7%)
44(46,3%)
80(84,2%)
89(93,7%)
71(74,7%)
22(23,1%)
80(84,2%)
80(84,2%)
95(100%)

3(3,1%)
19(20,0%)
3(3,1%)
3(3,1%)
51(53,7%)
13(13,7%)
2(2,1%)
14(14,7%)
15(15,8%)
14(14,7%)
15(15,8%)
0

Antimicrobianos Isolados Isolados Isolados Total de
testados sensiveis resistentes  intermediariamente isolados
resistentes estudados
Mupirocina 75(78,9%) 20(21,1%) 0
Ampicilina 41(43,1%) 54(56,8%) 0
Tetraciclina 88(92,6%) 1(1,0%) 6(6,3%)
Clindamicina 70(73,7%) 13(13,7%) 12(12,6%)
Sulfametoxazol- 81(85,3%) 12(12,6%) 2(2,1%)

10(10,5%)
18(18,9%)
0
2(2,1%)
0
2(2,1%)
4 (4,2%)
10(10,5%)
58(61,0%)
1(1,0%)
0
0

95 (100%)
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MUP- mupirocina, AMP- ampicilina, TET- tetraciclina, CLI- clindamicina, SUT- sulfametoxazol-trimetoprim, NOR-
norfloxacina, CTX- cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina G, CPM- efepima, CLO-
cloranfenicol, GEN- gentamicina, ERI- eritromicina, OXA- oxacilina, CFO- cefoxitina, VAN- vancomicina.

Figura 1: Perfil global de suscetibilidade aos antimicrobmrdos isolados d&aphylococcus spp. obtidos de queijo Minas
relacionando numero de isolados com antibiGticemtios.

Frescal



PM 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 1213 14 15 16 17

PM (pb)- peso molecular (pares de base); pist&dureus ATCC 25923 (controle
negativo), pista 2Saureus ATCC 33591 (controle positivo). Pistas 3 a 12 eal45:
Saphylococcus spp. mecA positivos. Pista 3- isolado A5C9, pista 4- ASCpista 5-
A5C15, pista 6- A5C16, pista 7- A11C1, pista 8- &2] pista 9- A11C3, pista 10-
A11C4, pista 11- A11C6, pista 12- A11C7, pista A31C8, pista 14- A11C9, pista 15-
A11C11, pista 16- A11C12, pista 17- A11C13

Figura 2: Produto da amplificacdo do gemecA obtido através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)
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PM 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 18 1

PM (pb)- peso molecular (pares de base); pist&dphylococcus aureus ATCC 6538
(controle negativo), pista Zaphylococcus aureus resistente a meticilina 05/02 RJ-A-
(controle positivo). Pistas 3 a 17- isolados negatipara o gengacA/B. Pista 3-
isolado A22C1, pista 4- A22C2, pista 5- A22C3, it A25C1, pista 7- A25C4, pista
8- A25C5, pista 9- A25C7, pista 10- A25C8, pista A27C1, pista 12- A27C2, pista
13- A27C3, pista 14- A27C4, pista 15- A27C5, pista A27C6, pista 17- A27C8

Figura 3: Produto da amplificacdo do gegacA/B obtido através da reacdo em cadeia

da polimerase (PCR)
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Quadro 11: Presenca dos genesecA, gacA/B, femA e fenotipo de resisténcia a
oxacilina/meticilina nos isolados @maphylococcus spp. obtidos das amostras de queijo
Minas Frescal de codigos A2, A3 e A5

Isolados gacA/B mecA femA Fenaotipo em
relacéo a
oxacilina/cefoxiting
e multiresisténcia
A2C1 - - sim sensivel- MR
A2C2 - - sim sensivel- MR
A2C3* - - - sensivel
A2C4 - - - sensivel
A2C5 - - - sensivel- MR
A2C6 - - sim sensivel- MR
A2C7 - - sim sensivel- MR
A2C8 - - sim sensivel- MR
A2C9 - - - sensivel- MR
A2C10* - - - sensivel
A2C11 - - - sensivel
A2C12 - - sim sensivel- MR
A2C14 - - sim sensivel
A2C15 - - - sensivel- MR
A3C2 - - - sensivel
A3C3 - - sim sensivel- MR
A3C4 - - sim sensivel- MR
A3C5 - - sim sensivel- MR
A3C7 - - sim sensivel
A3C8 - - - sensivel- MR
A3C9 - - - sensivel
A3C10 - - sim sensivel- MR
A3C11 - - sim sensivel- MR
A3C12 - - - sensivel- MR
A3C13 - - - sensivel- MR
A3C14 - - - sensivel- MR
A3C15 - - sim sensivel
A5C1 - - sim sensivel
A5C2 - - sim sensivel- MR
A5C4 - - sim sensivel- MR
A5C5 - - sim sensivel- MR
A5C7 - - sim sensivel
A5C8 - - sim sensivel
A5C9 - sim sim sensivel
A5C10 - - sim sensivel- MR
A5C11 - - sim sensivel- MR
A5C12 - sim sim sensivel
A5C15 - sim - sensivel- MR
A5C16 - sim - sensivel

A definicdo de multiresisténcia (MR) adotada nesg®ido esta relacionada a resisténcia a duas @ mai
classes de antimicrobianos diferentes de acordoacdefinicdo de Rabatsky-Her et al. (2004), Gikhel.e
(2006) e Albuquerque et al. (2007). Os isoladoscados com * sdo coagulase negativas. Os dadosngo ge
femA foram obtidos no trabalho desenvolvido por Fre{@305). Os isolados que nao possuiam o0 gene
apontado no quadro foram marcados com o simbams que possuiam o gene com a palavra “sim”.
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Quadro 12: Presenca dos genesecA, gacA/B, femA e fenotipo de resisténcia a
oxacilina/meticilina nos isolados @maphylococcus spp. obtidos das amostras de queijo
Minas Frescal de coédigos All, A21, A22 e A25

Isolados gacA/B mecA femA Fendtipo em
relacéo a
oxacilina/cefoxiting|
e multiresisténcia
All1C1 - sim - resistente- MR
Al11C3 - sim - sensivel
A11C4* - sim - resistente- MR
Al1C5 - sim - resistente- MR
Al11C6 - sim - resistente- MR
Al1C7 - sim - resistente- MR
Al11C8 - - - sensivel
A11C9 - sim - resistente- MR
A11C10 - sim - resistente- MR
All1C12 - - - resistente- MR
A11C13 - - - resistente- MR
A21C1 - - - sensivel
A21C2 - - - sensivel
A21C3 - - - sensivel- MR
A21C4 - - - sensivel
A21C6 - sim - sensivel
A21C7 - sim - sensivel
A22C2* - - sim sensivel
A22C3 - - sim sensivel
A22C4 - - sim sensivel
A22C5 - - - sensivel
A25C1* - sim - resistente- MR
A25C4 - - sim resistente- MR
A25C5 - sim sim resistente- MR
A25C6 - - - resistente- MR
A25C7 - - - resistente- MR
A25C8 - - sim resistente- MR
A27C1 - - - sensivel
A27C2 - - - sensivel
A27C3 - sim - sensivel
A27C4 - sim - sensivel
A27C5 - sim - sensivel
A27C6 - sim - sensivel
A27C8 - - - sensivel
A27C9 - sim - sensivel
A27C10 - - - sensivel
A27C11 - - - sensivel
A27C12 - - - sensivel
A27C13 - - - sensivel
A27C14 - - - sensivel- MR
A27C15 - - - sensivel

A definicdo de multiresisténcia (MR) adotada nesttudo esta relacionada a resisténcia a duas @ mai
classes de antimicrobianos diferentes de acordoacdefinicdo de Rabatsky-Her et al. (2004), Gikthel.e
(2006) e Albuquerque et al. (2007). Os isoladoscawws com * sdo coagulase negativas. Os dadosngo ge
femA foram obtidos no trabalho desenvolvido por Fre{@B05). Os isolados que ndo possuiam o gene
apontado no quadro foram marcados com o simba@as que possuiam o gene com a palavra “sim”.
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Quadro 13: Presenca dos genesecA, gacA/B, femA e fenotipo de resisténcia a
oxacilina/meticilina nos isolados @maphylococcus spp. obtidos das amostras de queijo
Minas Frescal de codigos A28 e A30

Isolados gacA/B mecA femA Fendtipo em
relacdo a meticilina
e multiresisténcia
A28C1 - - sim sensivel
A28C2 - - sim sensivel- MR
A28C5 - - - sensivel
A28C6 - - - sensivel
A28C7 - - - sensivel
A28C8 - - sim sensivel
A30C1 - - sim sensivel
A30C2 - - sim sensivel
A30C3 - - - sensivel
A30C4 - - - sensivel
A30C5 - - - sensivel
A30C6 - - - sensivel
A30C7 - - - sensivel
A30C8 - - - sensivel
A30C9* - - - sensivel

A definicdo de multiresisténcia (MR) adotada nesttido esta relacionada a resisténcia a duas @ mai
classes de antimicrobianos diferentes de acordoacdefinicdo de Rabatsky-Her et al. (2004), Gittbal.e
(2006) e Albuguerque et al. (2007). Os isoladoscados com * sdo coagulase negativas. Os dadosngo ge
femA foram obtidos no trabalho desenvolvido por Fre{@305). Os isolados que ndo possuiam o gene
apontado no quadro foram marcados com o simba@as que possuiam o gene com a palavra “sim”.
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Tabela 2: Presenca dos genesecA, gacA/B e femA e do fenétipo de resisténcia a

oxacilina e cefoxitina nos isolados 8@aphylococcus spp.

NUmero N° e % de
total de isolados Fenotipo em relagdo a
isolados Presenca dosencontrados oxacilina/ cefoxitina
analisados genes em relacao
aos genes
pesquisados Resisténcia Suscetibilidade
ComgacA/B 0 0 0
SemgacA/B 95 (100%) 15 (15,8%) 80 (84,2%)
CommecA 21 (22,1%) 9 (42,8%) 12(57,1%)
SemmecA 74 (77,9%) 6 (8.1%) 68 (91.9%)
ComfemA 3 (8,6%) 2 (5,7%) 1 (2,8%)
95 (100%) CommecA
ComfemA 32 (91,4%) 2 (5,7%) 30 (85,7%)
femA SemmecA
(total com  SemfemA 18 (30%) 8 (13,3%) 10 (16,7%)
femA: 35 CommecA
(36,8%) € SemfemA 42 (70%) 4 (6,7%) 38 (63,3%)
total sem  semmecA
femA: 60
(63,1%))

Os dados déemA foram obtidos na pesquisa realizada por Freit@®5R As porcentagens dos grupos
“com” ou “sem” os genesgacA/B, mecA e femA se referem ao total de 95 (100%) isolados e ewdo
coluna “n° e % de isolados encontrados em relag&oganes pesquisados”, com excessdo dos dados
correspondentes pafemA que se encontram na coluna “gene”. As porcentadassolunas que fazem
parte de “fen6tipo em relacdo a oxacilina/cefosititomam como 100% o subgrupo a que se referem em
“presenca dos genes”, ou seja, o n° apresentadolmaa “n° e % de isolados encontrados em relag&o a
genes pesquisados”, com excessdo dos que se redergmnefemA. No caso do gengemA a coluna
“fenotipo em relacdo a oxacilina/cefoxitina” tomawmo 100% o n° total com o gefeenA (35) no caso

dos subgrupos “corfemA e commecA” e “com femA e semmecA” e como 100% o n° total sem o gene
femA (60) no caso dos subgrupos “stamA e commecA” e “semfemA e semmecA”.
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5 DISCUSSAO

Queijos frescos constituem um meio adequado parastimento de patdgenos e muitos
tém sido frequentemente associados a varias dotagamitidas por alimentos em diversos
paises. Neste sentido, as caracteristicas fisicoicas do queijo Minas Frescal aumentam o
risco potencial da ocorréncia de patégenos ngstedé alimento (CARVALHO, VIOTTO e
KUAYE, 2007). A contaminacédo de alimentos c&maureus deve-se primariamente a sua
presenca na matéria-prima (DE BUYSER et al., 208[d¢sar de um grande nimero de surtos
de intoxicagcOes alimentares envolverem cepas dgerari humana como fontes de
contaminacdo (VAUTOR et al., 2003). A cavidade hasao principal habitat dos
estafilococos no homem e sua presenca em manipetadassintomaticos esta bem
documentada na literatura (AL BUSTAN, UDO e CHUGHD96; SOTO et al.,, 1996;
SOARES et al.,, 1997; SUZUKI, SAITO e ISHIKAWA, 19990NDO et al., 2000;
FIGUEROA et al., 2002; ACCO et al., 2003; AYCICEK a., 2004; HATAKKA et al.,
2004). Neste estudo foram utilizados isoladoStdphylococcus spp. provenientes de queijos
cuja matéria-prima passa por processamento térpaca eliminacdo de micro-organismos
patogénicos 0 que sugere que a sua provavel corggéd deve ter ocorrido ao longo da
cadeia produtiva.

Foram utilizados 95 isolados obtidos por Freita308), oriundos de 30 amostras de
queijo Minas Frescal, sendo que a presencaagtylococcus spp. foi observada apenas nas
amostras de queijos comercializados em embalagksticas de polietileno de baixa
densidade e de embalagens tipo queijeira, ou agjgqueijos obtidos pela acidificacao direta
pela adicdo de &cido latico. Os queijos analispdod-reitas (2005) que foram obtidos pelo
processo de ultrafiltracdo ndo apresentaram nemnescimento microbiano. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por Carvalho, Viettiuaye (2007), que avaliaram a
influéncia de trés diferentes métodos de fabricagiqueijo Minas Frescal nas caracteristicas
fisico-quimicas e microbiologicas destes produthgste ultimo estudo citado, em relacdo a
pesquisa de estafilococos coagulase positiva, foodotidas contagens destes micro-
organismos somente em queijos elaborados peloegmoe de adicdo de culturas acido-
lacticas e por acidificacdo direta pela adi¢cdo dddélactico industrial. Por outro lado, no
caso do queijo obtido pelo processo de ultrafifita@ resultado para presencga destes micro-
organismos foi negativo.

Estafilococos possuem uma notavel capacidade dersarem resistentes a agentes
antimicrobianos (WEESE e DUIJKEREN, 2010). A raSisia bacteriana € uma resposta ao
estresse antimicrobiano com base na selecdo, cemfuaquece o efeito da quimioterapia
(MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004). A evolucdo e disseminacdo de micro-
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organismos resistentes aos antimicrobianos sasultado da pressao seletiva imposta pela
prescricdo necesséaria dessas drogas ou pelo uswetocem tratamentos sem diagndstico
estabelecido, automedicacdo, desperdicio de redst@ntimicrobianos no meio ambiente e
emprego de farmacos como promotores de crescineemi@nimais de producédo (TAVARES,
2000).

No presente estudo os resultados obtidos no tesseigtetibilidade aos antimicrobianos
dos isolados d&aphylococcus spp. obtidos de queijos Minas Frescal demonstrayaenl4
(14,7%) isolados se mostraram sensiveis a todantsicrobianos testados, 15 (15,8%)
isolados apesentaram-se resistentes a cefoxitidd €14,7%) resistentes a oxacilina,
juntamente com um adicional possuindo resistémtiermediaria a oxacilina. Além disso,
todos os isolados com suscetibilidade a oxacilgfexitina eram resistentes a duas ou mais
classes de antimicrobianos, portanto sendo comgldsr multiresistentes, incluindo dois
isolados negativos na prova da coagulase. Os aintits com maiores porcentagens de
resisténcia foram ampicilina com 54 (56,8%) e pénacG com 51 (53,7%). Estes resultados
estdo de acordo com outros estudos que vém docamdgenta presenca de cepas de
estafilococos resistentes aos antimicrobianos ewergbs alimentos, inclusive produtos
lacteos. Em um estudo realizado por Pereira e2809) no qual véarios alimentos foram
analisados (incluindo carnesuas, produtos cérneos fermentados tradicionaisigqueeses,
gueijos, leite cru poveniente de vacas com madsgite, cru proveniente de vacas saudaveis e
outros produtos alimenticios), na pesquisa de shdwmde aos antimicrobianos para
isolados deStaphylococcus aureus, 15% se mostraram sensiveis a todos os antibsotico
testados, sendo que a resisténcflactamicos como ampicilina, penicilina e oxaciliioa
evidente em 70, 73 e 38% respectivamente, sendor mpae o percentual encontrado nesse
estudo.

No trabalho realizado por André et al. (2008) pesmacterizar fenotipicamente 73
Saphylococcus aureus isolados de manipuladores de alimentos, leite ecrgueijo Minas
Frecal em um laticinio em Goias, 9 (12,3%) isoladosam susceptiveis a todos os
antibioticos testados e todos os isolados forameqiiveis a gentamicina, 0 que nao ocorreu
no presente estudo, no qual 14 (14,7%) dos isolselosostraram resistentes e 10 (10,5%) se
mostraram intermediariamente resistentes a esi@i@imp. Os mesmos autores observaram
resisténcia em 18 (24,7%) dos isolados para telraaj 51 (69,9%) para penicilina, quatro
(5,5%) para oxacilina e eritromicina. No caso eHmecde queijo Minas Frescal, foram
obtidos 20 isolados, dos quais 12 (60.0%) apresmntaesisténcia a penicilina. Neste
alimento a resisténcia a oxacilina foi obtida eraregs um isolado, sendo outros trés obtidos
de manipuladores de alimentos. Os autores consalerque a disseminagdo de MRSA, ou
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outrosS. aureus multiresistentes por alimentos ou manipuladorealideentos € uma situacao
preocupante e deve ser evitada na cadeia alimentar.

Pesavento et al. (2007) obtiveram 42 isoladosStdphylococcus aureus a partir de
amostras de carne crua (aves, suinos e bovinosp deste de suscetibilidade aos
antimicrobianos verificaram que 13 (30.95%) isotad® mostraram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados, 28 (66.67%) resistentg®la menos um dos antimicrobianos
testados e muitos isolados multiresistentes, ofgueonsiderado por estes autores como a
resisténcia a trés ou mais antimicrobianos difeerEstes resultados reforcam a hipotese de
que a resisténcia a antibidticos esta presenteap@oas em bactérias nosocomiais, mas
também em micro-organismos na comunidade.

Foi observado também no presente estudo que 20%2@jos isolados analisados se
mostraram resistentes ao antimicrobiano mupirogjna,é um antibiotico topico com um alto
nivel de acdo contra estafilococos e estreptocdSaSTHERLAND et al., 1985 apud
UPTON, LANG e HEFFERNAN, 2003) e é usado no trataimele infeccbes superficiais da
pele e para controlar a propagacéo de cepas MREAQYI, LANG e HEFFERNAN, 2003).
Segundo UPTON, LANG e HEFFERNAN (2003) a resist@nai mupirocina na Nova
Zelandia é grande na comunidade onde este tipontbidico € disponibilizado sem
prescricdo médica. No caso do presente estuddsééresa pode estar ocorrendo pelo uso por
manipuladores de queijo Minas Frescal, o que estg@rando bactérias com este tipo de
caracteristica fenotipica nos queijos.

Neste estudo, dentre os estafilococos que forassifitados como multiresistentes, 27
(28.4%) possuiam suscetibilidade a meticilina g1158%) eram resistentes a meticilicina.
Intermediariamente resistentes ou resistentes a p®nos um antimicrobiano e néao
multiresistentes totalizaram 39 (41,0%). Albuquerget al. (2007) realizaram uma
investigacao a respeito da presenc&.dmireus resistente aos antimicrobianos nas bancadas
de venda de peixe, nas maos, cavidades nasal @eom@nipuladores de pescado e obtiveram
27 isolados, sendo que 6 eram resistentes a aaailois provenientes dos manipuladores de
alimentos e 4 provenientes de bancadas de vendpeike. 15 (55.55%) eram né&o
multiresistentes, com 14 resistentes apenas a gimgie um isolado resistente a ampicilina e
a oxacilina. Um dos isolados multiresistentesSdaureus era resistente a seis antibioticos de
quatro classes distintas. Os isoladoSdmireus multiresistentes representaram 44% e dentre
estes 18,5% possuiam fendtipo de resisténcia alimeade acordo com 0 exposto pode-se
observar que estafilococos obtidos de diversosstige alimentos, de locais onde séo

manipulados para comercializagdo e dos propriosipu@dores dos mesmos, vem
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demonstrando perfil de resisténcia para diversosimamobianos, inclusive para
oxacilina/cefoxitina, o que caracteriza a resigg@aaneticilina.

No estudo aqui realizado dois isolados SCN mostrgassuir fenétipo de resisténcia a
meticilina. Em um estudo realizado por Resch, NageHertel (2008) foi avaliada a
resisténcia aos antimicrobianos de 330 SCN assxiadalimentos, usados em culturas
“starter” comerciais e de amostras clinicas de gpdes. As espécies estudadas foram
Saphylococcus carnosus, Saphylococcus condimenti, Saphylococcus piscifermentans,
Saphylococcus equorum, Staphylococcus succinus e Saphylococcus xylosus, testadas contra
21 antimicrobianos pelo método de disco difusdo.t@al de isolados a partir de queijos
duros e moles (17 isolados 8Seaphyl ococcus equorum, 4 deStaphylococcus succinus e 10 de
Saphylococcus xylosus) o fendtipo de resisténcia foi de 55% a penicil286 a ampicilina,
42% & tetraciclina, 35% a oxacilina e 3% a cefoaitiE possivel observar que as espécies de
SCN isoladas de queijos podem possuir resisténaigihioticos. Segundo Irlinger (2008) a
alta prevaléncia de SCN e seu potencial patogéf@gisténcia de enterotoxinas e cepas
multirresistentes), ndo foram claramente identificg mas isso é cada vez mais necessario
para avaliar o estado de seguranca dos SCN irglgsénn alimentos lacteos fermentados.
Nenhum SCN isolados de leite ou produtos lactedsi janvolvido em um caso de infeccao
humana apés a ingestdo de produtos lacteos comtdosinNo entanto, alguns casos de
infeccdo hospitalar causada por algumas espéamssi@o relatados em pacientes com
sistema imunoldgico deprimido, que tenham sido ®iloibs a tratamentos hospitalares
invasivos, uso de cateter ou préteses cardiacasxeonplo. Estes estafilococos podem ser
considerados como oportunistas excepcionais em rntietedas situacbes clinicas
(IRLINGER, 2008).

Apesar dos dados obtidos através de testes conde ossco difusdo dos manuais do
CLSI, a expressao de resisténcia heterogénea &ilmatié uma limitacdo inerente dos
métodos de detecc¢do fenotipica de MRSA (MONSEN. e2@03). A detecgcdo do gemecA
através de técnicas moleculares como a PCR é evadal como padrdo ouro na
caracterizacdo de MRSA (MIYAZAKI, 2006).

No presente estudo foi determinada a presencaaihesgecA e fendtipo de resisténcia a
oxacilina/cefoxitina (ou seja, a meticilina) nosl&los deaphylococcus spp. obtidos das
amostras de queijo Minas Frescal e foi verificade @4 (77,9%) deles ndo possuiam o gene
mecA, com 68 (91,9%) destes, incluindo quatro isola8@3N, ndo possuindo fenotipo de
resisténcia a meticilina @ (8,1%) possuindo fenoétipo de resisténcia. Aléssali 21 (22,1%)
dos isolados possuiam o gemecA, sendo que 9 (42,8%) deles possuiam o fendtipo de
resisténcia, incluindo dois isolados SCN, e 121(%j,ndo possuiam fenotipo de resisténcia.
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Pode-se observar que ocorreram quatro situacoemtats na correlacdo genotipica e
fenotipica: a de isolados que ndo possuem o g&cA e ndo apresentaram fendtipo de
resisténcia, os que possuem o0 gemeA e apresentaram fenétipo de resisténcia, e duas
situacbes ndo previstas, que foram os isoladosngoepossuem 0 gemeecA e possuem
fendtipo de resisténcia e os isolados que possugenemecA e nao possuem fendtipo de
resisténcia a meticilina.

Dados semelhantes em relacdo aos resultados nasigsele isolados que ndo possuiam
0 genemecA mas apresentaram fendtipo de resisténcia parailmetiforam obtidos por
Pereira et al. (2009), que relataram ter obtidosemns experimentos, utilizando o teste de
suscetibilidade a antimicrobianos do CLSI, que 2R8% micro-organismos eram resistentes a
oxacilina, porém os resultados obtidos por PCR pekyjuisa do germeecA demonstraram
que este gene foi determinado em apenas 0.68%sdl&los. Em um estudo realizado por
Lee et al. (2003) foram coletadas amostras de féziés, matérias-primas, das articulacoes,
traguéias, Uteros e carne bovina, suina e de frahigoteste agar screen com oxacilina foi
realizado para determinar o fenétipo de resistéacixacilina em isolados d& aureus e
isolados SCN, além da pesquisa do geweA pela PCR. Vinte e oito isolados de origem
animal foram resistentes a oxacilina. Destes, YanianecA positivos e 13 forammecA
negativos pela PCR. De 35 cep@saureus meticilina susceptiveis, todas foramecA
negativas. De 156 isolados de SCN, nove continhgenemecA e 147 nao possuiam. Neste
caso 0s nove isoladasecA positivos de SCN possuiam fenoétipo de resistéacas 147
isoladosmecA negativos foram negativos também em relacao awipende resisténcia.

Moon et al. (2007) realizaram uma pesquisa do feodle resisténcia a meticilina e
presenca do geneecA com S aureus e SCN isolados a partir de amostras de leite
provenientes de vacas com mastite. Estes autorggsaram que 21 (2.5%%. aureus e 19
(2.4%) SCN foram fenotipicamente resistentes a aiieh (com concentracdo minima
inibitéria de oxacilina>4pg/mL). O genamecA também foi encontrado em 18 aureus
resistentes a meticilina e 12 SCN resistentes &ilitet. Estes autores perceberam também
que tanto os isolados d& aureus quanto os isolados de SCN, resistentes a me#cisa
mostraram resistentes também a outros antimicrobigampicilina, cefalotina, kanamicina e
gentamicina). No presente estudo, todos os isolgdegpossuiam resisténcia a meticilina se
mostraram também multiresistentes. No estudo eahizoor Moon et al. (2007) pode-se
observar que muitos isolados que ndo apresentarg@nemecA eram fenotipicamente
resistentes a meticilina.

A explicacdo para o fato de algumas bactérias r@ssurem o0 genenecA porém
apresentarem o fenoétipo de resisténcia para obi@titos B-lactamicos ou possuirem este
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gene e ndo apresentarem fenoétipo de resisténcide pstar em um tipo de bactéria
denominadas resistentes a meticilina borderlinecya pequeno nivel de resisténcia). Essas
cepas sdo caracterizadas por possuirem concentnggma inibitéria para meticilina no
valor limite ou pouco acima do valor da suscetilbille. As cepas borderline podem ser
divididas em duas categorias: cepas borderlinecqugm o genenecA e sdo extremamente
heterogéneas na producgéo de PLP 2a (possuem sulaqigs de células resistentes, embora
Isto possa ser uma pequena parte, que conseguestercrem altas concentracdes do
antibiotico) (GERBERDING et al., 1991 apud CHAMBER®97) e cepas borderline que
nao contém o genaecA, sendo que estas podem ser diferenciadas feratipitte das
extremamente heterogéneaseeA positivas, pois nas primeiras, clones altamersgistentes
nao ocorrem. Cepas borderlimeecA-negativas podem ter surgido hipoteticamente da
modificacdo dos genes regulares de PLP ou frutarda hiperproducdo dp-lactamase
estafilococica (TOMASZ et al., 1989 apud CHAMBERS97).

Além disso, o0 mecanismo de resisténcia a meticéirmmplexo e envolve a regulacao
por uma série de genes e seus produtos. O plasrefdafilocécico de3-lactamase pode
afetar a resisténcia de varias maneiras. Poder exitaupressao espontanea mec do
cromossoma (HIRAMATSU et al., 1990 apud CHAMBERS917), o que pode produzir um
fenotipo suscetivel. A introducdo de um plasmifidactamase em cepas homogeneamente
resistentes pode levar a um padrdo heterogénecesisténcia (BOYCE et al., 1990;
HARCKBARTH, MIICK e CHAMBERS, 1994 apud CHAMBERS,927). Os genes
regulatorios dé-lactamase podem afetar a expressdo da resistdmeiacOes alterando a
inducibilidade dg-lactamase tém sido associadas com a reducéo id@€mneg a meticilina
(COHEN, GIBSON e SWEENEY, 1972 apud CHAMBERS, 199Z¢pas contendo genes
reguladores danec funcionais produzem pouca ou nenhuma PLP 2a basténe sdo mal
induzidas por muitos antibioticslactamicos, e a inducéo € lenta quando ocorrenaido
que a expressédo de resisténcia € relativamentetalmente suprimida (RYFFEL, KAYSER
e BERGER-BACHI, 1992; KUWAHARA-ARAI et al., 1996 ad CHAMBERS, 1997).
Mutacdes na regido promotora decA que afetam a ligacdo do repressor a sua regiao
operadora, alteram a transcricdo de genes de modopguca ou nenhuma PLP 2a é
produzida e/ou mutacdes genéticas estruturaisajnarnh a proteina expressa nao funcional,
resultam em um fendtipo suscetivel (CHAMBERS, 1997)

Apesar de toda a possibilidade de resultados faisitivos ou falso negativos em relagcao
a determinacado d&taphylococcus spp. resistentes a meticilina apenas se baseamdesées
que levam em consideracdo seu fendtipo de resiaté&egundo Chambers (1997) ndo ha

dados clinicos que sugiram que o nivel de resigté@xpressado por cepa®&cA negativas
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borderline levem a uma ineficacia do tratamentoniadi. Além da dificuldade na
diferenciagcdo de cepasecA-negativas das cepasecA-positivas em cepas expressando
resisténcia borderline, o fendbmeno é provavelmdatbaixo ou nenhum significado clinico.
Isto € mais um fator que demonstra que a deteri@indg resisténcia a meticilina, baseada na
pesquisa do genmecA fornece, de forma segura, a real situacédo det@asia de cepas de
estafilococos.

Além destes dados, diversos estudos vém fornecdadios a respeito da contaminacéo
de alimentos por cepas MRSA: Kitai et al. (2005)vavam dois isolados MRSA (0,5%) de
444 produtos a base de carne de frango crua vendid® supermercados do Japdo. Um
estudo realizado na Coréia, incluindo 930 abatedo@w amostras de carne, mostrou a
presenca de MRSA em duas amostras de carne de f(@r&$0), mas ndo em amostras de
carne suina ou bovina (KWO# al., 2006). Van Loo et al. (2007) encontraram dojS%@
isolados MRSA em 79 amostras de carne de porco ercarne bovina. Nestes estudos a
presenca deé&S. aureus em alimentos foi investigada e os isolados forastados para a
presenca do gen@ecA (CORRENTE et al., 2007). Boer et al. (2009), usanth método
direto para a deteccdo de MRSA, analisaram 2.21@staas e obtiveram 264 (11.9%)
isolados MRSA destas amostras. Os maiores pergembuam encontrados em carne de peru,
frango e bovinos. Foi avaliada a presenca do g®eé em alimentos por Normanno et al.
(2007), que obtiveram 160 isoladosSl@ureus a partir de alimentos de origem animal (leite,
produtos lacteos, carne e produtos carneos) et @astes isolados conseguiram detectar
seis (3.75%) que carreavam o geneeA. Quatro isolados eram de leite bovino, um era de
queijo mucarela e um de queijo pecorino. Todos &SKM eram também sintetizadores de
enterotoxinas.

Outro importante aspecto da resisténcia bactedanpesquisa de resisténcia a biocidas a
base de quaternario de amdnio. A resisténcia aidai®cé de interesse na area médica,
especialmente se observada resisténcia cruzadaanbbidticos, como ja foi relatado em
Saphylococcus spp. isolados na industria de alimentos e também Pseudomonas
aeruginosa (SIDHU et al., 2001; SIDHU et al. 2002).

No presente estudo foi realizada a pesquisa do ge#éB relacionado a resisténcia a
biocidas catidnicos nas espécies de estafilocagestre os 95 isolados estudados, nenhum
apresentou o gergacA/B através da reacdo em cadeia da polimerase. MQG8] obteve
oito isolados dé&taphylococcus spp. carreando o gemaecA através do enriquecimento com
oxacilina de 70 amostras de leite ndo pasteurizadmos os isolados eram SCN e carreavam
genes de resisténcia a outros antibioticos em @digdnecA. Dois isoladosS. epidermidis
continham o gengacA/B. Este estudo demonstrou que genes de resistédeisirfetantes a
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base de quaternario de aménio podem ocorreiSegpidermidis, que também possuam o
genemecA e sejam resistentes a oxacilina. Segundo estg autabilidade d&aphylococcus
spp. resistir a agentes antimicrobianos poderialteesem crescimento seletivo destas
bactérias em ambientes de producdo de alimentdermm estes agentes, com o aumento
potencial da transferéncia destes genes para diiaisyl ococcus spp., incluindo patégenos
humanos mais virulentos.

Outros estudos também obtiveram estafilococos aadie gene de resisténcia a
compostos quaternario de amoénio a partir da in@dide alimentos, como o caso de Heir,
Sundheim e Holck (1999), que determinaram a remigéa antibioticos de 24 isolados
contendo genes QAC de diferentes espécies delesbafis obtidos da industria de alimentos
e demonstram que a resisténcia a ampicilina e ipeaidoi prevalente em estafilococos
contendo os genegacA/B. Bjorland et al. (2005) demonstraram uma ampl&idiscdo de
genes mediando resisténcia aos compostos quatedeaamonio em estafilococos a partir de
leite pasteurizado em 127 amostras de gado legedt® 70 de caprinos leiteiros. Os genes de
resisténcia a compostos quaternario de amonio fadentificados em 27 (21,3%) de leite
bovino e em 70 (10%) de leite caprino. Neste estlféldsolados se mostraram resistentes a
penicilina, porém todos se mostraram sensiveisailna.

Em um estudo realizado por Smith, Gemmell e Hu(2607) no qual se pesquisou a
presenca de genes de resisténcia a quaternarinaeémem isolados de MRSA adquiridos de
hospitais e da comunidade, os isolados obtido®daigidade ndo apresentaram estes genes.
O fato de nao ter sido encontrado o gea®/B no presente estudo sugere que ou este tipo de
desinfetante esta sendo usado de maneira adeqaaaddstria de producdo de queijo Minas
Frescal (em relagdo a sua concentragdo e tempontigt@ com as superficies) ou ndo esta
sendo utilizado. Em condicfes praticas, a maioos groblemas em relacdo a desinfeccao
passa a ser relacionado a pseudo-resisténcia.id difinir exatamente onde a variagéo
natural de tolerancia deve terminar e uma resist&wmecar. Deve-se separar a verdadeira
resisténcia de pseudo-resisténcia, que é princgdbncausada por erros na aplicacdo de
desinfetantes. A verdadeira resisténcia € um eumgtante raro, enquanto pseudo-resisténcia
é frequente. A resisténcia verdadeira pode seriadigem condi¢cdes naturais ou pode ser
artificialmente aumentada em laboratério, e é dgemmente determinada por plasmideos ou
pelo cromossoma. A adaptacdo é uma resisténciametiéaria causada por condi¢cbes
fisiologicas do biotipo de micro-organismo. A ré8igia adaptativa € perdida rapidamente
logo que as condicOes fisiologicas forem altera@#SINZEL, 1998). A escolha de um
desinfetante com um espectro de acao apropriadea, @atar problemas com resisténcia

intrinseca de micro-organismos € o primeiro pass@ @ criagdo de um plano de higiene
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adequado. A adaptacdo da frequéncia de limpezasiafelecdo para evitar a formacao de
biofilmes € outro ponto crucial. A aplicacdo deidfegantes que garanta contato com as
superficies a serem desinfetadas com concentrag@@quada pode prevenir 0
desenvolvimento de adaptacdo por parte das bact&om desinfetantes. O risco na cadeia
produtiva de alimentos causado pela resisténcigoeidas é considerado baixo se estas
substéancias estédo sendo utilizadas de maneirarsggtagMEYER, 2006).

Em relacdo a pesquisa do gdéemA, 35 (36,8%) isolados possuiam este gene, sendo que
destes, 32 (91,4%) ndo possuiam o geesA (incluindo um isolado SCN) e apenas 3 (8,6%)
possuiam este gene. Os primers utilizados parsqusa do genéemA foram especificos
paraS. aureus, portanto apenas os isolados que possuiam esteegem realments. aureus.
Porém, um isolado SCN demonstrou a presenca dofgade o que também j& foi relatado
em um estudo realizado por Veras et al. (2008qual 15 isolados de SCN foram testados
para a presenca do geoma (relacionado com a coagulase) e do geEn@d. Trés isolados
SCN néo amplificaram o gemea, porém amplificaram o geriemA.

Em um estudo feito por Vannufel et al. (1999) fenwnstrado que genes homadlogos
parafemA estdo presentes eéfnaureus e em certos isolados de SCN. Um gene homdélogo de
femA ja foi caracterizado ers. epidermidis, demonstrando a possibilidade da conservacao
filogenética defemA nas espécies estafilocOcicas. A organizacdo genée todos esses
genedemA aparenta uma alta conservagdo, com alternancegiiies homologas e variaveis.
A homologia da sequéncia de acidos nucléicos resttedo esteve em torno de 75.1% a
78.3% entres. aureus e espécies de SCN (VERAS et al., 2008).

O presente estudo demonstrou a existéncia de e®lpdssuindo a0 mesmo tempo o
genemecA e o fendtipo de resisténcia para este antibioiioduindo dois isolados SCN.
Estes resultados fornecem a indicacdo de que gesjidinas Frescal de onde estes isolados
foram oriundos estdo passando por uma contaminaff#ante seu processamento,
armazenagem ou transporte, com possibilidade @msadvindos de manipuladores destes
alimentos.

A real importancia da presenca deste tipo de é&®igt em alimentos ainda é incerta
apesar de autores como Khan et al. (2000), Pesaeer. (2007) e Pereira et al. (2009) ja
terem afirmado que os alimentos sao importantegefatde transferéncia de resisténcia a
antibioticos e que esta transferéncia pode ocatevés de residuos de antibidticos em
alimentos, levando a selecdo de cepas resistenteato gastrointestinal do consumidor, pela
transferéncia de patdégenos alimentares resistanteimento e pela ingestdo de microbiota
resistente junto com o alimento e subsequentefér@meia de resisténcia a micro-organismos

patogénicos.
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Normalmente adquire-se um grande numero de miganrismos com a ingestdo de
alimentos. A imensa maioria da microbiota do meimbignte e dos alimentos é
completamente inofensiva ao homem. Em geral, apehagrmes que tém caracteristicas de
patogenicidade sdo capazes de causar manifesiaaidsgicas no organismo, ou entao isso
ocorre quando um grande numero de agentes, coadaeoportunistas, € ingerido e altera a
microbiota do trato gastrointestinal. A aquisic&obéctérias resistentes a partir de alimentos
de origem animal, em um individuo imunocompetetiéee superar os mecanismos de defesa
do organismo, como o pH, enzimas estomacais, npgtaltismo, competicdo microbiana
pelo nicho de crescimento com micro-organismosdgptados, sistema imune nos tecidos,
epitélio intestinal, neutrofilos, imunoglobulinagg@ e IGM circulatérios (NETO e
ALMEIDA, 2006).

A imunidade do hospedeiro deve ser considerada ecomomportante fator no processo
de infeccdo. Em muitas partes do mundo o numerindigiduos imunocomprometidos
vivendo na comunidade esta crescendo, sendo ge iagividuos possuem maior risco de
aquisicdo de doencas veiculadas por alimentosmassmo estas doencas podem se
apresentar com maior severidade para os mesmosT(§CXD03). A ocorréncia de cepas
consideradas resistentes aos antimicrobianos é fatocupante quando observadas as
caracteristicas de patogenicidade da bactéria esstdm e quando ha a possibilidade de
infecgBes extra-intestinais decorrentes de gasiosss em grupos mais sensiveis da
populacdo, como criangas, idosos, imunossuprimedoaunocomprometidos (VARNAM e
EVANS, 1991).

Existem evidéncias sugerindo que, além da heteeidgie da resposta imunolbgica
humana, a composicdo quimica dos alimentos potleeidiar a dose infectante de micro-
organismos necessaria para causar doenca. Alimeotoggrandes porcentagens de lipideos
podem encapsular e proteger os patdégenos da afglodée acidez gastrica. A acdo de
dispersao dos sais biliares podem de forma substglilgerar os patégenos encapsulados no
duodeno (BLOCK, 2001).

O fato de um grande numero de estudos relataremolamento de estafilococos
possuindo resisténcia a meticilina e a varios guantibidticos utilizados na pratica clinica,
aliados ao relato clinico feito por Kluytmans et #995), a respeito de uma septicemia
desenvolvida por uma paciente imunossuprimida emhaspital que teve como provavel
causa a ingestdo de um alimento contaminad&pphylococcus spp. possuindo resisténcia a
meticilina, devem ser levados em consideracdo emliagbes de riscos visando o

fornecimento de alimentos seguros para pacientesdssuprimidos e novos estudos devem
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ser conduzidos visando elucidar a ocorréncia @esipara os consumidores pela ingestdo de
alimentos contendo estafilocos resistentes a rie#ci

Na RDC n°12 de 2001 (BRASIL, 2001) existe uma aatiegde alimentos para grupos
populacionais especificos, na qual um dos grupos atlmentos é destinado a
imunossuprimidos e imunocomprometidos, na quakégmizada a pesquisa de estafilococos
coagulase positiva/g, cuja tolerancia para amastlizativa € de 10 UFC de estafilococos
coagulase positiva/g de alimento. Como foi vist@seetrabalho, isolados SCN também
podem representar um risco, seja pela producamteéeotoxinas ou pela presenca de cepas
possuindo resisténcia a antibiéticos, inclusivedigiiina. Portanto isto nos leva a sugerir a
incluséo da pesquisa destes SCN nos alimentosxa@éss a imunossuprimidos. Em relacao
ao queijo Minas Frescal, 0 consumo mais seguranpamossuprimidos seria o de queijos que
passam pelo processo de ultrafiltracdo, pelo menoaspecto de uma maior eficacia deste
tipo de metodologia de producdo para a protecadracasolados detaphylococcus spp.

patogénicos.
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6 CONCLUSOES

1. Os isolados d&aphylococcus spp. analisados neste estudo apresentaram mustiéresa

aos antimicrobianos fenotipicamente e suscetilWibda meticilina, e alguns também
multirresistentes fenotipicamente e resistentesta a&ntibidtico. A veiculacdo deste tipo de
micro-organismo resistente nestes alimentos, premtes de leite pasteurizado, tem como

provavel causa manipuladores de alimentos na cpdaiitiva de queijo Minas Frescal

2. Foram encontrados isolados de estafilococospggsuem tanto o gemeecA quanto o
fendtipo de resisténcia a meticilina, ou seja, cootencial de resistir a tratamentos de

antibioticoterapia caso consigam causar infecc&masumidor através da ingestao.

3. A PCR mostrou-se como a técnica mais seguragvalacao de isolados de estafilococos
possuindo resisténcia a meticilina, pois eliminainaerteza causada pela expressao
heterogénea de resisténcia pelos métodos fenatjgicotanto seu uso deve ser estimulado
por laboratérios de microbiologia que estejam prattlp este tipo de resultado.

4. A resisténcia a biocidas a base de quatern@&ianddnio ndo ocorreu nos isolados de
estafilococos obtidos de queijo Minas Frescal aadbs neste estudo (auséncia da deteccdo
do genegacA/B), o que demonstra que nas industrias de queijosnde foram obtidas as
amostras o uso destes grupos de biocidas esta adedoado, ou 0s mesmos nao estdo sendo
utilizados. Devido a relatos de presenca do ggawd/B em outros estudos a partir de
alimentos, sua pesquisa deve ser estimulada pa@femar a real prevaléncia deste tipo de

resisténcia no Brasil.

5. Foram obtidos SCN possuindo fenoétipo de resisaénmeticilina, ou seja, estes devem ser
levados em consideracdo nos planos de analisesde para alimentos devido ao seu
potencial enterotoxigénico e pela possibilidade mhessuir e transmitir resisténcia a
antimicrobianos. Além disso, a discussdo sobre a isalusdo como um dos critérios

microbioldgicos pela RDC n°12 de 2001 deve ser éambstimulada.
6. Os queijos Minas Frescal que foram elaboradmsvég do processo de ultrafiltracdo

avaliados no estudo realizado por Freitas (200%) @dresentaranstaphylococcus spp.

contaminando o produto. Queijos elaborados pormesesso deve ser a escolha de consumo
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por individuos imunossuprimidos/imonocomprometidisaindo a protecdo quanto aos micro-

organismos patogénicos deste género.
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ANEXO A
MEIOS DE CULTURA

8.1 Agar tripticaseina de soja

T o1 (o] = e (= o= TSY= T 1 o - U 15¢g
ST o1 (o] g F= W0 [T = VTP SRURPRRP 5g
(O o] =3 (o 0 [ 8 Yo [ 1SRRI 5g
o T SRRSO 15¢
o UT= N T [o=Te - NP 1000mL

Suspender os componentes em agua purificada e eaqeeb agitacdo até a completa
dissolucéo do agar. Esterilizar em autoclave a@2iurante 15 minutos.

pH final: 7,3+ 0,2 a 2&.

8.2 Agar nutriente

= (o 0 [ o= T PSR PPPPPUPPRRPRRT 39
=T 0] (0] 1 = TR PP 5g
o T SRRSO 15¢
Yo UT= N LT [o=Te - NP 1000mL

Suspender os componentes em agua purificada eeaqmdragitacéo até a dissolucéo.

Distribuir aliguotas de 3mL em tubos 13X100mm, rdstar em autoclave a 12C, durante
15 minutos. Deixar o agar solidificar em posi¢adinada.

pH final: 6,8+ 0,2 a 2&C.

8.3 Caldo tripticaseina de soja

=T o0 g P e [ R o= 1T =] o - TP 179
T o1 (o] 0= e (=R - USSR 39
(@4 (o] 1110 1o [ 1Ko To [ To TSP 59
Fosfato de potassio diDASICO..........ccciiieeeeeeeeie e e e e e e e 2,59
€1 1o 0 1= U UUPPPPPPPRTRPRRPIN 2,59
o UT= N T [e=Te - NPT 1000mL

Suspender os componentes da formula em agua pdafie aquecer sob agitacdo até a
completa dissolucdo. Dispensar aliquotas de 50mifr&sgo erlenmeyer com capacidade de
250mL. Esterilizar em autoclave a t€lpor 15 minutos.

pH final: 7,3+ 0,2 a 2&C.



8.4 Agar Mueller-Hinton

EXTrAL0 08 CAIM@...eiiiiiiiii et et e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeennes 29
(O 1T 1 0 F= T a0 [ 0] 15T =T - U US 17,59
Y 01 o o TR RRSRPPPP 1,59
0 = PP PPPT 139
o UE= N LT o%=To - USSR 1000mL

Suspender os componentes da formula em agua pddfie aquecer sob agitacdo até a
completa dissolugcéo do Agar. Autoclavar sob corafigirandas (126 por 10 minutos).

pH final: 7.4 £ 0.2 a 25°C



