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RESUMO

Nos ultimos anos observou-se a melhora da qualidade microbiolégica de alguns
produtos. Ainda assim, o leite e seus derivados devem continuar sendo alvo de
vigilancia constante devido ao risco de veiculacao de patégenos de grande risco
sanitario. Os queijos merecem atencao especial neste contexto, especialmente pela
possibilidade de emprego de leite cru ou por falhas na pasteurizacao e/ou nas boas
praticas de producdo. O queijo coalho, € um produto tipicamente nordestino e é
conhecido em todo territério nacional. Dentre 0s microrganismos patogénicos que
representam risco em potencial para esse produto, o Staphylococcus aureus merece
atencao por estar frequentemente presente. O referido microrganismo pode ser
responsavel por quadros de intoxicagdes alimentares, produgéo de biofilme e algumas
cepas apresentam alta resisténcia aos antibiéticos, como as resistentes a meticilina
(conhecidas pela sigla MRSA — methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiol6gica de queijos de
coalho industrial, caracterizar fenotipicamente e genotipicamente os isolados de
Staphylococcus aureus quanto a presenca dos genes femA, mecA, blaZ, sea e sed,
aléem de avaliar a capacidade in vitro de formagéo de biofilme e de resisténcia a
antibiéticos. Para isso, foram adquiridas quatro marcas industriais de queijo de coalho
comercializado nas redes de supermercado do interior de Sdo Paulo, e de cada marca,
foram analisadas cinco amostras do mesmo lote, realizando a analise representativa
das marcas comerciais, totalizando 20 amostras. Os resultados deste trabalho
demonstram que todas as marcas avaliadas estavam de acordo com a legislacao
quanto aos parametros microbioldgicos. A resisténcia frente aos antibidticos f3-
lactamicos foi avaliada pelo teste fenotipico, no qual todos os isolados provenientes
da marca industrial B apresentaram resisténcia a oxacilina e cefoxitina (44,8%),
compativel com o teste molecular, no qual os mesmos isolados positivaram para os
gene mecA e blaZ.O gene codificador da enterotoxina (sea e sed) nédo foi observado
em nenhum dos isolados, entretanto, uma investigacdo mais aprofundada de outros
genes relacionados a intoxicagdo alimentar se faz necessaria. Quando analisado a
capacidade de formacao de biofilme, observou-se que os isolados da marca industrial
B e os isolados dos queijos artesanais E e F apresentaram fraca capacidade de
formacao de biofilme. Embora a contagem de S. aureus dos queijos comerciais esteja
de acordo com a legislagcao, a presenca de genes de resisténcia contra a classe dos
beta-lactamicos e a capacidade de producdo de biofilmes é preocupante para a
comunidade. Assim, o cuidado no manejo dos animais, ordenha do leite, boas praticas
de fabricacao dos queijos, adequado armazenamento e consumo dentro do prazo de
validade podem representar uma barreira a resisténcia microbiana horizontal e previnir
intoxicagbes alimentares.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, avaliagdo microbiolégica, microrganismos
patogénicos, resisténcia antimicrobiana, seguranca dos alimentos, queijo coalho,
biofilme.



ABSTRACT

In recent years there has been an improvement in the microbiological quality of some
products. Even so, milk and its derivatives must continue to be the target of constant
surveillance due to the risk of transmitting pathogens of great health risk. Cheeses
deserve special attention in this context, especially due to the possibility of using raw
milk or due to failures in pasteurization and/or good production practices. Coalho
cheese is a typically northeastern product and is known throughout the national
territory. Among the pathogenic microorganisms that represent a potential risk for this
product, Staphylococcus aureus deserves attention because it is frequently present.
This microorganism may be responsible for food poisoning, biofilm production and
some strains are highly resistant to antibiotics, such as methicillin-resistant strains
(known by the acronym MRSA - methicillin-resistant Staphylococcus aureus).
Therefore, the objective of this work was to evaluate the microbiological quality of
industrial coalho cheese, phenotypically and genotypically characterize the
Staphylococcus aureus isolates regarding the presence of the femA, mecA, blaZ, sea
and sed genes, in addition to evaluating the in vitro capacity of biofilm formation and
antibiotic resistance. For this, four industrial brands of coalho cheese sold in
supermarket chains in the interior of Sdo Paulo were purchased, and for each brand,
five samples from the same lot were analyzed, performing the analysis representative
of the commercial brands, totaling 20 samples. The results of this work demonstrate
that all evaluated brands were in accordance with the legislation regarding
microbiological parameters. Resistance to -lactam antibiotics was evaluated by the
phenotypic test, in which all isolates from industrial brand B showed resistance to
oxacillin and cefoxitin (44.8%), compatible with the molecular test, in which the same
isolates were positive for the mecA and blaZ genes. When analyzing the ability to form
a biofilm, it was observed that the isolates from the industrial brand B and the isolates
from artisanal cheeses E and F had a weak ability to form a biofilm. Although the count
of S. aureus in commercial cheeses complies with the legislation, the presence of
resistance genes against the beta-lactam class and the ability to produce biofilms is a
matter of concern for the community. Thus, careful handling of animals, milking, good
cheese manufacturing practices, adequate storage and consumption within the
expiration date may represent a barrier to horizontal microbial resistance and prevent
food poisoning.

Keywords: Staphylococcus aureus, microbiological evaluation, pathogenic
microorganisms, antimicrobial resistance, food safety, coalho cheese,
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1. INTRODUCAO

Desenvolvido aproximadamente ha 8.000 anos, o queijo € considerado um dos
produtos lacteos mais consumidos e ricos nutricionalmente, sendo fonte de proteinas,
calcio, vitamina A, 4cido linoleico, linolénico e araquidénico (KAHRAMAN et al., 2010),
e seu estudo ganhou destaque nos ultimos anos (ABIQ, 2021).

O queijo tipo coalho (também chamado simplesmente de queijo coalho) é um
produto tipicamente nordestino, mas que vem sendo produzido em todo o territério
nacional, tanto em escala industrial - com avangadas tecnologias e alto volume de
producgéo - quanto de forma artesanal com uso limitado de tecnologias e baixo volume
de producédo, como pequenas queijarias urbanas e fazendas rurais (DUARTE et al.,
2005; SEBRAE, 2008).

Utilizando de baixa tecnologia, a produgéo artesanal do queijo coalho acarreta
em menor rigidez no controle de qualidade, tornando a qualidade microbioldgica deste
produto duvidoso, podendo se tornar uma via de transmissao de bactérias patogénicas
(NASSU et al., 2006; EVENCIO-LUIZ et al., 2012; MEDEIROS et al., 2021). O queijo
coalho artesanal pode ser elaborado tanto a partir de leite pasteurizado como de leite
cru, havendo necessidade de adequado controle de qualidade (NASSU et al., 2006,
MACHADO et al., 2020).

A preocupacao com a presenca de microrganismos patogénicos em queijo
coalho como bactérias do grupo coliformes termotolerantes, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (S. aureus) é relatado por diversos autores
como Mendes (2011), Nunes (2017), Mehli et al., (2017), Johler et al., (2018), Shibata
(2018), Filho e Filho (2000) e Lehotova et al. (2021), sendo que a presenca de tais
bactérias, podem ser responsaveis por quadros de doenca transmitidas por alimentos
(DTA).

E considerado surto de DTA quando duas ou mais pessoas ap6s a ingestdo de
alimento e/ou agua contaminados provenientes do mesmo local, apresenta sintomas
semelhantes, e sua ocorréncia pode estar associada a diversas situacées como:
alimentos contaminados, falha na higiene pessoal do manipulador, saneamento basico
precario e agua inapropriada para consumo humano (BRASIL, 2023). Por essas
razées, a incidéncia de DTA é maior em regides e paises subdesenvolvidos, e em
populacdes de baixa renda (AMARAL et al., 2021).
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Segundo o boletim epidemioldégico de doengas de transmissdo hidrica e
alimentar (DTHA) no Brasil no periodo 2016 a 2019, foram notificados 2.504 surtos,
acometendo um total de 37.247 pessoas e registrando 38 6bitos. Entre os 541 surtos
identificados, 35,7% tiveram como o agente etioldégico Escherichia coli, 14,9%
Salmonella, 11,5% Staphylococcus aureus, 8,3% Norovirus, 7,4% Bacillus cereus e
6,9% Rotavirus, entre outros (BRASIL, 2020).

Dentre os microrganismos patogénicos citados, o S. aureus é um dos que
apresenta riscos de contaminagdo eminente em produtos lacteos, uma vez que este
microrganismo pode desencadear o quadro infeccioso denominada mastite
estafilococica nos rebanhos leiteiros (KLUYTMANS, 2010; MENEZES et al., 2015,
SONG et al., 2020). A mastite estafilococica se caracteriza pela intensa inflamacao
tecidual, onde o microrganismo adentra a mucosa através de rupturas de pele, lesdes
ou incisdes cirurgicas e produzem enzimas e toxinas, desencadeando dano tecidual
grave e formagéo de abcessos (VASILEIOU et al., 2019).

Além disso, o quadro infeccioso € responsavel por gerar prejuizos para os
produtores de leite e derivados lacteos, sendo que os danos econémicos vao desde
gastos com medicamentos até o descarte do leite contaminado (FONSECA et al.,
2021). Contudo, o leite de descarte € comumente empregado para a alimentacao de
bezerros, devido a proibicdo legal de sua comercializacdo para dieta humana
(NASCIMENTO, 2022). Todavia, segundo Penati et al. (2021), o oferecimento de leite
de descarte ndo pasteurizado aos bezerros, pode influenciar na microbiota intestinal e
funcdo do trato gastrointestinal, além de prejudicar o desempenho do animal e
favorecer resisténcia microbiana.

Devido aos problemas e prejuizos econdmicos acarretados aos produtores, 0s
rebanhos acometidos por mastite necessitam de medidas de controle como
adequacao do ambiente, manejo correto de dejetos, manutencao e higienizacdo dos
equipamentos envolvidos na ordenha (WERNER et al., 2010).

Os cuidados que englobam o manejo e a ordenha do animal refletem a
qualidade da matéria prima, pois o leite desejado € aquele obtido de animais sadios e
bem nutridos. A ordenha pode ser realizada de forma manual, ou utilizando o emprego
de tecnologias, contudo, de ambas as formas, é realizado previamente o pré dipping
dos animais, que se trata de um processo de antissepsia dos Uberes do rebanho
leiteiro, utilizando solugao de iodo, clorexidina ou cloro, e posteriormente, realizado o

pds dipping, no qual utiliza-se solugdo antisséptica iodada e glicerinada apds a
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ordenha (BELOTI et al., 2012). Porém, nem sempre essas medidas sao eficientes
para evitar infec¢oes, fazendo-se necessario por muitas vezes, a administracao de
antibioticos intramamarios ou intramusculares (BLAIR et al., 2015; PIERI et al., 2020).

A antibioticoterapia auxilia a medicina moderna, melhorando e aumentando a
qualidade e expectativa de vida, e sua utilizacdo € datada desde 1940 para o
tratamento de doencas infecciosas em animais e humanos (ALVES et al., 2021). O
tratamento com uso de antibidticos é utilizado de acordo com a gravidade do processo
infeccioso e pode ser classificado como terapia convencional, terapia estendida e
terapia combinada (LANGONI et al., 2017). A terapia convencional consiste na
utilizacdo de antibidticos intramamarios, variando de 3 a 4 dias e € comumente
indicada para microrganismos mais sensiveis; a terapia estendida é indicada para
infecgdes mais crénicas e resistentes, utilizando de 5 a 8 dias; ja a terapia combinada
compreende a associagdo de um antimicrobiano intramamario juntamente com um de
acao sistémica (por via intramuscular ou endovenosa), como é necessario no caso de
identificacado da bactéria Staphylococcus aureus, uma vez que esta possui altas taxas
de resisténcia a antimicrobianos, sendo de dificil tratamento (ALVES et al., 2020;
LANGONI et al., 2017; SANTOS et al., 2011).

A resisténcia dos microrganismos frente aos antibiéticos aumentou ao longo da
emergéncia sanitaria ocasionada pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2) (FIOCRUZ,
2021). O uso exacerbado de antibidticos nos hospitais durante a pandemia é apontado
como situacdo alarmente no Brasil e em outros paises para o surgimento de novas
cepas multirresistentes, agravando ainda mais o cenario mundial e impactando a
saude publica (FIOCRUZ, 2021). Segundo a Organizacao Pan-Americana da Saude
(OPAS, 2022), o S. aureus esta no ranking dos microrganismos mais resistentes a
antibiéticos. As mutagdes génicas que alteram os sitios alvo de ligacdo séo
responsaveis pela resisténcia do microrganismo frente a diversos antibidticos
derivados da meticilina, conhecidos como MRSA — Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (HAABER et al., 2017; FOSTER, 2017, CRAFT et al., 2019).

O MRSA ¢é uma grande preocupagcdo de saude publica pois apresenta
resisténcia frente aos antibidticos da classe B-lactdmicos atualmente disponivel na
pratica clinica, incluindo as penicilinas, amoxicilina, meticilina, oxacilina e apresenta
também resisténcia aos antibiéticos da classe dos cefalosporinas (como por exemplo,
cefalexina), além de ser responsavel por mais de 70.000 infeccbes graves e 9.000
mortes por ano nos Estados Unidos (CDC, 2023).
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Além da resisténcia aos antibidticos, o S. aureus também possui diversos
fatores de viruléncia como: capacidade de producao de toxinas (SILVA et al. 2020) e
formacao de biofilmes (HAABER et al., 2017), o qual fornece protecéo a desidratacao
as células microbianas, colonizagao por bacteri6fagos e resisténcia a antimicrobianos
e sanitizantes (GILBERT et al., 2003; ARCHER et al., 2011, DEFRANCESCO et al.,
2017; CRAFT et al., 2019). Assim sendo, S. aureus representa um microrganismo que
merece atencdo tanto de produtores artesanais de queijos, quanto de produtores em
grande escala em industrias de laticinio. Dessa forma, a avaliagdo microbioldgica
envolvendo a qualidade das matérias-primas, assim como dos queijos recém-

produzidos e ao longo de sua estocagem, se faz necessario.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histodrico do queijo e da producao do queijo de coalho

A producéo de alimentos fermentados se desenvolveu a partir da juncao das
tradigbes folcléricas dos povos indigenas e das tradi¢cdes europeias (PENNA et al.,
2021), e a produgéao de queijos brasileiros é fortemente influenciada pelas origens e
tradicbes de paises como Dinamarca, Espanha, Franga, ltalia, Portugal e Suica
(AMARANTE, 2015; CARRO, 2017).

Recentemente, o queijo adquiriu papel importante como atragéo turistica
surgindo em paralelo ao crescente impacto regional das praticas de turismo
alimentar. Como forma de valorizar os produtos locais e resgatar o patriménio
cultural, a fabricagdo de queijos tornou-se uma atividade significativa para o
desenvolvimento comunitario (FUSTE-FORNE, MUNDET, 2020).

Caracteriza-se como producdo artesanal quando a producdo do queijo é
caracterizada pela auséncia de recursos industriais e meios sofisticados, contudo,
essa definicdo ndo é universal. A divergéncia do conceito esta atrelada entre os
produtores do setor queijeiro e as instituicbes brasileiras, que apoiam o
desenvolvimento e 0 emprego de novas tecnologias (SEBRAE, 2008). Segundo Zuin
e Zuin (2008), os alimentos artesanais, também conhecidos como tradicionais,
caracterizam a historia social e cultural de uma regiao e sao produzidos através da
matéria-prima obtida na grande maioria das vezes pelo préprio produtor,
proporcionando geracdo de empregos e desencadeando o crescimento econémico
regional.

O mercado de lacteos no Brasil mudou expressivamente no ultimo ano em
funcdo dos resquicios da pandemia, como desemprego, reducdo de renda e 0O
endividamento dos produtores brasileiros (Tabela 1), entretanto, proje¢cdes apontam
um cenario positivo para a proxima década, com um acrescimento de
aproximadamente 36% (EMBRAPA, 2022).
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Tabela 1. Produgao de leite sob inspec¢ao no Brasil, por regido produtora (mil/litros)

L Variagao
Regides 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2021/2020
23.169.654 24.333.511 24.457.864 25.011.824 25.032.169 24.989.331 -0,2%
N 1.091.490 1.126.978 1.049.343 1.018.353 1.012.630 964.928 -4,7%
NE 1.173.348 1.250.228 1.406.582 1.554.246 1.718.041 1.791.866 4,3%
SE 9.477.376 9.716.754 9.634.543 9.842.681 10.025.000 9.473.176 -5,5%
S 8.431.814 9.118.698 9.203.724 9.323.928 9.746.231 9.805.756 0,6%
CO 2.994.605 3.120.853 3.163.670 3.266.442 3.130.015 2.992.073 -4,4%

Fonte: Adaptado de CONAB (2022). N- Regidao Norte; NE- Regido Nordeste; SE-
Regidao Sudeste; S- Regiao Sul; CO- Regiao Centro —Oeste

O setor agropecuario do leite possui papel fundamental na geracao de renda
do pais, pelo fato do leite ser um alimento basico e servir de matéria prima para a
producédo de outros derivados como queijos, manteiga, leite em pd, iogurtes entre
outros (NASCIMENTO, 2017).

Dentre os alimentos artesanais e derivados lacteos, o queijo é o produto mais
diversificado e instavel em suas caracteristicas, pois a qualidade do queijo ao longo
de sua vida de prateleira sofre influéncia pela microflora do leite utilizado, atividade
das enzimas coagulantes, e das bactérias laticas iniciadoras que afeta a composicéo
e maturagédo do queijo (BANSAL, VENNA, 2022). Além disso, as caracteristicas e
qualidade final dos queijos dependem de fatores como condicbes ambientais, clima,
alimentacdo animal, raca/espécie do rebanho leiteiro, tecnologia empregada na
fabricacao e a utilizacéo de leite cru (SENOUSSI et al., 2022).

Existem mais de mil variedades de queijos em todo o mundo, com diferentes
formas, sabores e aromas, podendo adotar diferentes processos quimicos e
microbioldgicos para sua produgdo (NASCIMENTO, 2017), variando de acordo com
0 pais que se produz, conforme demonstrado na Tabela 2 (BOUDALIA et al., 2020).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 1996), considera-se queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separagao parcial do soro do leite ou leite reconstituido - integral, parcial ou totalmente
desnatado, ou de soros lacteos, coagulados pela acéao fisica do coalho, de enzimas
especificas, de bactéria especifica, de acidos orgéanicos, isolados ou combinados,
todos de qualidade adequada para uso alimentar, com ou sem agregacao de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente

indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.
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Tabela 2. Origem e caracteristica dos principais tipos de queijos

Produto Origem Caracteristica principal Tipo de Leite
. Massa semi-cozida ou cozida, semi- Cru ou
Coalho Brasil . )
dura e elastica pasteurizado
Minas Frescal Brasil Massa crua Pasteurizado
Mucarela ltalia Massa semi-dura e fiada Pasteurizado
Parmeséo ltalia Massa cozida e de salga longa Pasteurizado
_ _ . . Cru ou
Prato Brasil Massa semi-cozida e macia ,
pasteurizado
Requeijao Brasil Processado e espalhavel Pasteurizado

Fonte: Adaptado de SEBRAE (2008).

Em termos de gordura, os queijos sao subdivididos em extra gordo ou duplo
creme, minimo de 60%; gordo, 45% a 59,9%; semi-gordo, 25% a 44,9%; magro, 10%
a 24,9% e desnatado, menos de 10%. De acordo com o conteudo de umidade, em
porcentagem, 0s queijos classificam-se em: queijo de baixa umidade ou queijo de
massa dura, com umidade de até 35,9%; queijos de média umidade ou queijo de
massa semidura, com valores entre 36,0 e 45,9%:; queijos de alta umidade ou queijo
de massa branda, cuja umidade pode variar entre 46,0 e 54,9% e queijos de muita alta
umidade ou queijo de massa branda, cuja umidade nao seja inferior a 55,0% (BRASIL,
1996).

As caracteristicas sensoriais dos queijos envolvem as alteracdes fisicas,
quimicas e microbianas do leite, assim como a transformacao enzimatica e bioquimica
da lactose, proteinas e lipideos em acidos organicos, sendo que a intensidade dessas
transformacdes esta diretamente relacionada com o tempo de maturagcao (PENNA et
al., 2021).

Dentre os queijos produzidos em territério nacional e que sdo conhecidos por
carregar consigo as tradicbes regionais, destacam-se 0s queijos “marajo’,
“manteiga”, “caipira”, “canastra”, “minas” e “coalho” (Figura 1) (SANT'ANNA et al,,
2017; MORAES et al., 2018; KAMIMURA et al., 2019). O estado de Minas Gerais €
0 maior produtor de queijos do pais, € os alimentos oriundos da regido apresentam
um sabor peculiar, derivado das caracteristicas de clima, temperatura, solo e



pastagem. Na regido nordeste, os estados de destaque principalmente na produgao

de queijos de cabra, sdo produzidos nas regides de Cariri, Curimatau e Sertao, ja no
estado do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina a producao de queijo Serrano €

predominante, envolvendo mais de 3,5 mil estebelecimentos rurais (CHALITA et al.,

2009).
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Figura 1. Principais estados produtores de queijos (NASCIMENTO, 2017).
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No estado da Paraiba, segundo Nascimento (2017), cerca de cinquenta

municipios sao produtores de queijos coalho, destancando as microrregides de Catolé
do Rocha, Cajazeiras, Souza, Itaporanga, Patos e Pianc6 (Figura 2). A producao

artesanal do queijo coalho representa para a regidao nordeste, uma atividade relevante

para a economia regional, devido a grande demanda de volume de leite, envolvendo

pequenos € médios produtores, estimando-se que cerca de 50% de toda a producao

de leite de vaca seja destinada para a producao de queijo coalho (CAVALCANTE,

2017).
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Figura 2. Principais municipios produtores de queijo de coalho no Estado da Paraiba

(CAVALCANTE, 2017).

Relatos indicam que a origem do queijo coalho se deu por viajantes nordestinos
que ao realizar longas viagens estocavam o leite para 0 consumo em recipientes feitos
de estbmago de animais, chamado de matuldo (CAVALCANTE, 2017). Ao longo da
viagem, o leite coagulava e a massa resultante apresentava sabor apreciado e textura
firme. Ao longo dos anos, o modo de fabricagdo do queijo foi se desenvolvendo,
utilizando-se de sacos de pano e prensas de madeira, mantendo a rusticidade e
originalidade (ARAUJO et al., 2011).

O processo de fabricacao do queijo coalho nordestino é relativamente simples
e de baixo custo, utilizando apenas o leite de vaca cru, coalho industrializado e sal
sem adicao de fermentos laticos comerciais. Entretanto, devido a sua grande procura,
outras regides como Sudeste e Sul iniciaram a produgao, empregando o leite de vaca
pasteurizado (MONTEL et al., 2014), fermento latico, coalho industrializado, cloreto de
célcio e sal (CAVALCANTE, 2017) conforme demonstrado na Figura 3.



Recepcao do leite
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Figura 3. Etapas do processo de producao do queijo coalho (NASSU et al., 2006).

A diferenca entre os queijos elaborados com leite cru ou pasteurizado se da
pelas caracteristicas sensoriais do alimento, como aroma, aspecto, sabor e textura, e
pela composicao centesimal e qualidade microbiolégica, uma vez que na utilizagdo do
leite pasteurizado, como o processo térmico inativa as bactérias laticas “nativas”, se
faz necessario a reincorporacao de culturas de fermento latico comercial, modificando
0 sabor original tao apreciado do alimento (MONTEL et al., 2014). Entretanto, a falta
de padronizagdo para a producao artesanal e a atividade clandestina no processo de
manufatura, faz com que a producao de queijos a partir de leite pasteurizado venha
ganhando espaco no pais, inclusive na regidao Nordeste (CAVALCANTE, 2017).

Segundo a Instrugdo Normativa n°30, de 26 de junho de 2001, considera-se
queijo coalho aquele que se obtém por coagulacédo do leite por meio do coalho ou
outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou nédo pela agdo de
bactérias laticas selecionadas e comercializado normalmente com até dez dias de
fabricacao, apresentando de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida
e apresentando um teor de gordura nos sélidos totais variavel entre 35,0% e 60,0%.

Geralmente, possui consisténcia semi-dura e compacta, com aspecto branco
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amarelado, ligeiramente acido e salgado, com forma retangular pesando entre 1,0 a
5,0 kg (CAVALCANTE et al., 2007; SEBRAE, 2008, BRANCO et al., 2003).

O queijo coalho, produto tipicamente nordestino, devido ao seu apreciado
sabor, nas ultimas décadas ganhou espago em Sao Paulo e Rio de Janeiro, onde é
comercializado nos principais supermercados e distribuidoras (CAVALCANTE, 2017)
e seu consumo pode ser feito sem cozimento, frito ou assado na brasa (COSTA et al.,
2020). Um atributo e diferencial do queijo coalho é a capacidade de derreter ou nao
quando submetido a altas temperaturas. Tal fato pode ser explicado pelo baixo valor
de pH e alto teor de umidade, por isso, alguns queijos derretem facilmente em contato
com o calor, e outros, mesmo fritos ou assados, se mantém sélidos (FILHO et al.,
2012).

O teor de umidade presente nos queijos, nao interfere somente no estado fisico
do seu preparo, mas também, auxilia no desenvolvimento de microrganismos e
consequentemente, diminuicdo da vida util do produto (MELO et al., 2020). Durante
as etapas de producao, transporte, armazenamento e distribuicao, a contaminacao por
microrganismos patogénicos € indesejavel e nociva. A auséncia das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) na manipulacdo do queijo e da matéria prima, reflete na qualidade
microbioldgica do produto final, podendo-o tornar um veiculo de doenca alimentar
(SANTOS, 2019).

2.2 Microrganismos patogénicos em queijos

Os anos de inovagéo e os avangos da tecnologia, ainda ndo sao uma barreira
totalmente eficaz para garantir a seguranca e qualidade dos alimentos. As doencas
ocasionadas pela presencga de microrganismos podem ser classificadas em infeccao
alimentar e intoxicagdo alimentar, sendo que as infec¢cées sdo caracterizadas pelo
desenvolvimento do microrganismo no corpo humano através da ingestdo de
alimentos contaminados por microrganismos infecciosos, e a intoxicagao é a doenga
oriunda do consumo de alimentos contaminados por toxinas microbianas pré-
formadas (CHAIDOUTIS et al., 2022). A intoxicacao alimentar mais comum é a por
contaminacao por Staphylococcus aureus, afetando mais de um milhdo de pessoas a
cada ano (WHYTNEY e ROLFES, 2008).

Estudos apontam que aproximadamente 9,4 milhdes de DTA ocorrem nos
Estados Unidos a cada ano, e no cenario brasileiro, a maioria dos casos relatados

ocorrem em domicilios, restaurantes particulares, refeitorios escolares e que atendem
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empresas (WHITE et al., 2022). De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2022),
0 numero de surtos relatados do ano 2012 a 2021, sofreu queda consideravel nos
ultimos 48 meses, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Série de surtos de Doencgas Transmitidas por Alimentos de 2012 a 2019

Ano  Surtos Expostos Doentes Hospitalizados Obitos Letalidade

2012 863 42.137 14.670 1.623 10 0,07%
2013 861 64.361 17.455 1.893 8 0,05%
2014 886 124.358  15.700 2.524 9 0,06%
2015 673 37.164 10.676 1.453 17 0,16%
2016 538 200.895 9.935 1.406 7 0,07%
2017 598 47.408 9.426 1.439 12 0,13%
2018 597 57.296 8.406 916 9 0,11%
2019 771 17.388 9.586 1.301 10 0,10%
2020 292 10.548 4.600 595 6 0,13%
2021 268 9.129 4.385 296 1 0,02%
Total 6.347 610.684 104.839 13.446 89 0,08%

Fonte: BRASIL (2022).

Embora seja possivel observar uma queda no nimero de DTAs nos anos de
2020 e 2021 (anos de pico da pandemia de COVID-19), dentre 6.347 surtos de DTA,
foi possivel rastrear os veiculos apontados como transmissores de doencas de 2.126
casos, dentre eles: agua (25,2%), alimentos mistos (21,2%), doces e sobremesas
(9,9%) e leite e derivados (7,1%) entre outros, conforme apresentado na Figura 4.
Segundo o boletim epidemiolégico, também é possivel observar quais foram os
agentes etiolégicos mais predominantes, sendo eles Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella ssp, dentre outros (Figura 5) (BRASIL, 2022).
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Figura 4. Distribuicdo dos alimentos incriminados em surtos de DTA no Brasil, entre
os anos de 2012 a 2021.Fonte: Adaptado de Brasil (2022).

A presenca de microrganismos patogénicos associado a industria queijeira se
da majoritariamente pela utilizacao de leite cru no processo de producédo do queijo
(ROSENGREEN et al.,, 2010). A preocupagdo com a qualidade microbiolégica do
queijo coalho vem sendo relatada em diversos estudos (SANTANA et al., 2008;
FREITAS-FILHO et al., 2009, DIAS et al., 2015; FONSECA et al., 2016).
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Figura 5. Distribuicdo dos agentes etioldgicos mais identificados nos surtos de DTA
no Brasil, entre os anos de 2012 a 2021. Fonte: Brasil (2022).
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A presenca da Escherichia coli também conhecida como microrganismo
termotolerante, com temperatura étima de crescimento em 44,5°C, indica condicdes
de processamento insatisfatorio durante a producao do queijo. Pertencentes ao grupo
coliformes, a E. coli, € um bacilo Gram negativo, fermentador de lactose com producéo
de gas, anaerobio facultativo e possui como habitat natural o trato intestinal de
humanos e animais homeotérmicos, tornando-se assim um potencial indicador de
contaminacao de origem fecal (ALVES et al., 2009; SILVA et al., 2010b).

Segundo Hleba et al. (2011), as bactérias que compreendem o grupo coliformes
nao sao capazes de sobreviver as condigcdes empregadas durante a pasteurizacao,
sendo assim, a sobrevivéncia de tais microrganismos apos este tratamento térmico,
indica falhas no processamento. Além disso, algumas cepas de E. coli possuem
fatores de viruléncia como a produgdo da toxina Shiga (STEC), agravante na
patogénese e resistente a pasteurizagao, com 2.801.000 casos do mundo notificados,
desencadeando disturbios entérios graves (AMAGLIANI et al, 2018), colite
hemorragica e sindrome hemolitica-urémica (CASTRO et al., 2017).

De acordo com Toro et al. (2018), as variantes da STEC que apresentam maior
viruléncia sao as Stx1 e Stx2, sendo que a primeira € considerada menos perigosa
que a Stx2. A contaminacao de STEC em cadeias leiteiras pode ocorrer pelo contato
direto das fezes bovinas com o leite no momento da ordenha ou em qualquer etapa
do processamento (CARDOSO e MARIN, 2016).

Rosario et al. (2021), avaliando a qualidade microbiolégica de produtos lacteos
de quinze laticinios da Bahia, constataram que 30% das amostras analisadas
apresentaram contagens elevadas para o grupo de coliformes termotolerantes
incluindo amostras de queijo coalho, sendo que das analises, foram recuperados nove
isolados STEC pertencentes a variante Stx2 em creme pasteurizado, queijo minas
padrdo, queijo minas frescal e ricota. Outros estudos evidenciam que dentre os
patégenos mais comumente encontrados em queijos coalho sao Listeria
monocytogenes (CHOI et al., 2016), Staphylococcus aureus e Salmonella ssp
(MENDONCA et al., 2019).

A Salmonella apresenta aproximadamente 2.600 sorovares identificados e € um
dos principais patégenos envolvidos em surtos de doencas transmitidas por alimentos,
representando ameaca a saude publica (AMAJOUD et al., 2017; RICKE et al., 2018),
sendo que sua contaminagcdo pode ocorrer em diversas etapas do processo de
fabricacao (RICKE et al., 2018).
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Cerca de milhdes de casos de salmonelose ocorrem a cada ano nos Estados
Unidos, dos quais 95% sao casos de origem alimentar (HLEBA et al., 2011). Vale
ressaltar que todas as cepas de Salmonella sdo patdgenos responsaveis por
descandear gastoenterite e varios sorotipos vem sendo reportados em queijos (CHOI
et al., 2016). Além dos queijos, a presenca da Salmonella ssp foi relatada em produtos
carneos, frutos do mar, legumes, vegetais, ovos, alimentos frescos e leites (PUIl et al.,
2011; HUR et al., 2012; ABAKPA et al., 2015; GRASSO et al., 2015), conforme

demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Alimentos mais comuns implicados em doengas transmitidas por alimentos
por Salmonella ssp por categoria de alimentos nos Estados Unidos, 2009-2018
(Adaptado de White et al. 2022).

O género Salmonella é considerado termossensivel, e tem sua temperatura
6tima de crescimento entre 37° a 38°C, podendo obter crescimento em condicdes mais
amenas se o periodo de incubacao for estendido, e pode-se manter viavel em produtos
lacteos, como o queijo, por 5 a 8 meses (MODI et al., 2001). Um dos primeiros grandes
surtos envolvendo derivados lacteos, foi relatado em 1982, no Canada, onde houve
uma grande contaminagao de queijos tipo Cheddar, o qual continha aproximadamente
200 UFC/g do microrganismo, onde as altas contagens de Salmonella ssp foi atribuida
a utilizacao de leite cru durante o processo de fabricacao (WOOD et al., 1984). Souza
et al. (2020), analisando queijo coalho oriundas da Paraiba, relatou que dentre as sete
amostras, cinco continham a presenca de Salmonella spp, o que néo é permitido pela
legislacao brasileira vigente.

A listeriose € uma infeccao grave causada pela ingestao de alimentos contendo
células viaveis da bactéria Listeria monocytogenes, responsavel por adoecer
aproximadamente 1.600 pessoas a cada ano, com uma estimativa de 260 mortes



(PALACIOS et al., 2022). No periodo de 2008 a 2016 na Europa, aumentaram-se os
casos de listeriose humana com 2.536 casos registrados, dos quais 97,7% foram
hospitalizados e 16,2% foram casos de 6bitos (HEIR et al., 2018).

Capaz de sobreviver e multiplicar em varios ambientes, a L. monocytogenes é
uma grande preocupacao para ambientes de processamento de alimentos, assim
como as industrias de laticinios (KAHRAMAN et al., 2010; HEIR et al., 2018;
FANCELLO et al., 2020). Em morfologia de bacilo Gram positivo, a L. monocytogenes
é considerado um patogeno intracelular facultativo que se adapta em uma grande faixa
de temperatura, pH, concentracdo de sal e em baixa atividade de agua, podendo ser
isolada em diversos alimentos como produtos a base de carne, vegetais, leite e
produtos lacteos (LEE et al., 2017; MADDEN et al., 2018; MATA et al., 2022). Dentre
0os ramos das industrias alimenticias, os laticinios foram associados a
aproximadamente metade de todos os surtos de listeriose relatados na Europa e nos
Estados Unidos (FANCELLO et al., 2020).

Atualmente, treze sorotipos de L. monocytogenes sao distribuidos
mundialmente em quatro linhagens, entretanto, a 1/2a, 1/2b e 4b sdo mais associadas
a quadros de listeriose humana, sendo que a 4b representa cerca de 50% dos surtos
epidémicos em todo o mundo (MATA et al, 2022). Dentre as manifestagcdes da
listeriose em humanos, as que apresentam maior taxa de letalidade sédo infecgoes
perinatais/ neonatais (80%), meningite listerial (70%) e septicemia (50%), e como
grupo de risco, destacam-se mulheres gravidas, recém-nascidos, idosos e
imunocomprometido (AZENHA, SILVA, 2022).

A contaminacao de L. monocytogenes em alguns tipos de queijos é facilitada
por caracteristicas inerente ao produto, tais como pH levemente acido (5,0 — 6,3), alta
atividade de agua (> 0,97) e baixo teor de sal (CAMPAGNOLLO et al., 2018). Estudos
ja evidenciaram que laticinios brasileiros sdo frequentemente contaminados por L.
monocytogenes, conforme apresentado por Oxaran et al. (2017), Catao e Ceballos
(2001) e Barancelli et al. (2014).

2.3 Staphylococcus aureus

Considerado um importante patégeno de origem alimentar causador de
intoxicacao alimentar, o Staphylococcus aureus foi detectado em uma grande
variedade de alimentos (CHEN et al, 2020). O S. aureus pertence a familia

Staphylococcaceae e possui como caracteristica morfo-tintorial ser do agrupamento
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de cocos Gram-positivos (TORTORA et al., 2002). A bactéria possui aproximadamente
1,0 um de diametro, nao contem flagelo, ndo é esporulada, é anaerébia facultativa e
apresenta maior crescimento sob condicées aerdbias e mesofilas, com faixa total de
temperatura de crescimento de 15°C a 47,8°C (FRANCO et al., 2008; KONEMAN et
al., 2008).

As espécies estafilococcicas podem atuar como colonizadores comensais da
pele habitando as mucosas do trato respiratério superior, trato urogenital inferior e
também sdo encontradas em mucosas de animais (KLUYTMANS, 2010; ZEHRA et
al., 2020). Aproximadamente, 20 a 30% da populagcédo sdo portadores assintomaticas
persistentes, e 30% possui 0 S. aureus como colonizador transitério, ou seja, sédo
portadores intermitentes (PLATA et al., 2009).

A alta contagem deste microrganismo em alimentos pode refletir as condi¢des
de manuseio, producdo e processamento, além de ser responsavel por quadros
recorrentes de intoxicagao alimentar, uma vez que € produtor de toxinas alimentares
termorresistentes (PLATA et al., 2009).

Além de colonizar a pele de humanos, o S. aureus também é capaz de habitar
as mucosas de animais, assim como o0s rebanhos leiteiros, cujo 0 processo infeccioso
se instala nas glandulas mamarias e € responsavel por desenvolver a mastite
estafilococica (BEZERRA et al., 2020). A mastite pode ser classificada em clinica,
quando € notério os sinais de inflamacao nos Uberes dos animais, bem como a
reducéo do volume do leite ordenhado, e em subclinica, que possui carater silencioso
e nao se tem alteragbes perceptiveis no ubere ou no leite, e neste ultimo caso, é
comum que o produtor ndo tenha conhecimento da existéncia da patologia, deixando
o rebanho acometido desacompanhado (KUMARI et al., 2020), refletindo na queda da
qualidade microbiolégica dos sub-produtos e consequentemente, a inocuidade da
saude do consumidor (ARAGAO et al., 2022).

Outro ponto de extrema relevancia € que o S. aureus € capaz de causar
infeccao intermitente, ou seja, desencadear o processo de mastite cronica subclinica,
no qual ocorre a substituicao do tecido sadio, pelo tecido fibroso, dificultando a sintese
do leite (GONCALVES et al., 2020). A capacidade de invasdo do microrganismo €&
justificada pela producao de fatores de viruléncia, permitindo que a bactéria colonize
as glandulas mamarias e adentre os tecidos. Tais fatores englobam componentes
estruturais como coagulase, acido teicoico, proteases, entre outros (ABRIL et al.,
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2020), e producdo de toxinas (COSTA et al., 2018, AGUILAR, 2012), conforme
apresentado na Tabela 4.

O leite e seus derivados lacteos, assim como o queijo, apresentam 6timos
substratos para o crescimento e multiplicagdo de S. aureus, sendo que existem alguns
pontos importantes pelos quais o patégeno pode contaminar tais alimentos, como os
préprios manipuladores, meio ambiente ou diretamente pelo animal colonizado (ABRIL
et al., 2020). Contamina¢des cruzadas como transmissao do patégeno ao leite pelo
homem durante e apds a ordenha e falhas no processamento e estocagem, também
contribui para a propagacéo do microrganismo (CHEN et al., 2020), evidenciando a
necessidade de avaliacao continua da qualidade microbiol6gica dos queijos.

Tabela 4. Fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus

Fator de Viruléncia Atividade/ Funcao
Acido teicdico Polissacarideo capaz de ativar a via complemento e estimular a
secrecao de citocinas

Adesinas Auxilia na aderéncia da bactéria nas células do hospedeiro

Cépsula Estrutura polissacaridica que envolve a bactéria e protege contra
a fagocitose
Coagulase Converte o fibrinogénio em fibrina, dificultando a fagocitose
Catalase Converte o peroxido de hidrogénio que apresentaria fungéo

toxica a bactéria
Despolimeriza o acido hialurénico, proporcionando a a

Hialuronidase . . .
propagacao do microrganismo

sea* - Enterotoxina A Intoxicagao alimentar
seb* - Enterotoxina B Intoxicagao alimentar
sec” - Enterotoxina C Intoxicagao alimentar
sed” - Enterotoxina D Intoxicagao alimentar
. o Promove clivagem do extrato granuloso da epiderme, causando
eta” - Exfoliatina A sindromes cutaneas severas (sindrome da pele escaldada e
impetigo bolhoso)
tst* Toxina do choque Provoca febre, choque e envolvimento de sistemas, incluindo
toxico- 1 erupcao cuténea e descamativa
hla**- a-hemolisina Lisa as hemacias e ocasiona danos as plaquetas
hib** - B-hemolisina Lisa as hemacias e ocasiona danos as plaquetas
hld** - & -hemolisina Propriedade tensoativa frente aos macréfagos e leucocitos
hlg** - y-hemolisina Hemolisina/citotoxina
Y

*= Superantigenos
**= Citotoxinas
Fonte: Adaptado de Iwatsuki et al. (2006), Gindri (2013), Santos et al. (2007).



2.4 Enterotoxinas estafilocécicas (SEs)

A ocorréncia de toxinas bacterianas € apontada como a terceira causa mais
evidentes de casos de intoxicagdo alimentar em todo o mundo (GRISPOLDI et al.,
2021), sendo que a intoxicagdo alimentar por estafilococos € desencadeada pela
ingestdo de enterotoxinas estafilococicas (SEs) pré-formadas em alimentos (ZHANG
et al., 2022). As SEs sao proteinas altamente estaveis, termorresistentes (com
capacidade de manterem-se integras por até 100°C durante 2 horas), e resistentes a
enzimas proteoliticas, ou seja, sua fungdo se mantém preservada no trato digestoério
(ARGUDIN et al., 2010).

Os sintomas mais comuns dessa intoxicagdao sao vomitos, diarreia, nauseas e
célicas abdominais, e os primeiros sinais aparecem dentro de duas a seis horas apds
a ingestédo da toxina. Apenas alguns microgramas (ug) de SEs séo suficientes para
desencadear a intoxicagdo em um adulto e aproximadamente 100 nanogramas (ng)
para afetar criancas (WU et al., 2016), sendo que a gravidade dependera do sistema
imunoldgico do paciente e da quantidade de toxina ingerida (FISHER et al., 2018). A
resposta inflamatéria gerada pelas SEs resulta em danos graves no jejuno e ileo, além
de alterar a expresséo de citonas, producéao de linfocitos T, macréfagos, mondcitos e
mastocitos (ABRIL et al., 2020).

Atualmente, na literatura sado listadas vinte e quatro enterotoxinas
estafilococicas (SEs), entretanto, apenas cinco sao consideradas enterotoxinas
classicas devido aos métodos de identificagdo disponivel do mercado, sendo a sea,
seb, sec, sed e see (GRISPOLDI et al., 2021). Tais toxinas sdo constituidas de 220-
240 aminoacidos e apresentam pesos moleculares semelhantes (ABRIL et al., 2020).
As enterotoxinas sdo subvididas em quatro grandes grupos com base em suas
sequéncias de aminoacidos e nucleotideos, sendo eles, o grupo SEA (sea, sed, see,
selj, seh, sem, seo, sep, ses), grupo SEB (seb, secs, seg, ser, selu, se1w) grupo SEI
(sel, sek, sel, seq, sem, selv) e o grupo SE1X (TSST-1, set, se1x, sely) (ONO et al.,
2015).

A alta disponilidade de amido e proteina presente em alimentos como carne,
ovos e queijos favorece a presenca das SEs, mas sua producdo também é
influenciada por outros fatores ideais e faixas necessarias para o crescimento, como
Aw (086 a 0,99), pH (4,9 a 9,6) e temperatura (10°C a 46°C) (ABRIL et al., 2020;
CAMPOS et al., 2022). Segundo estudos de Nia et al. (2016), as categorias de

alimentos mais comumente envolvidos em doencas estafilococicas sao alimentos
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mistos (29,7%), carnes e produto carneos (20,8%), queijos e outros produtos lacteos
(14,4%), produtos de panificacao (8,4%) e peixes (6,5%).

De acordo com Wu et al. (2016) e Babic et al. (2018), as enterotoxinas classicas
sea, seb, sec e sed sédo responsaveis por 95% dos casos de intoxicagao estafilococica,
e as sea e sed sdo as mais relatadas em surtos alimentares, devido a maior
estabilidade em faixas mais amplas de Aw e condi¢gdes de pH. Outro estudo, tal como
Francoz et al. (2017), reafirma que os casos de intoxicagdes estafilocdcicas
relacionadas ao consumo de produtos lacteos, s&o oriundos de animais com o quadro
de mastite estafilocécica. Outro meio de contaminacdo dos alimentos envolvendo as
SEs geralmente ocorre devido a falta de higiene na producao, diretamente ligada aos
manipuladores, no armazenamento, temperatura de transporte ou na comercializacao
(AYDIN et al., 2011; KOTZEKIDOU, 2013).

2.5 Staphylococcus aureus e a resisténcia aos antibioticos

Os antibidticos sdo substancias sintéticas ou naturais que devem apresentar
atividade antimicrobiana efetiva e seletiva, serem preferencialmente mais bactericidas
do que bacterostaticos afim de danificar definitivamente a parede celular e promover
a morte dos microrganismos (ARAUJO, 2013).

A préatica de antibioticoterapia vem sendo aplicada visando o aumento da
qualidade de vida do animal e a qualidade microbiolégica de seus subprodutos
(CHUNG et al, 2021). Estudos comprovam a relacdo entre o uso abusivo de
antibiéticos na agricultura e no tratamento dos animais com o aumento da incidéncia
de bactérias resistentes na comunidade (ROLA et al., 2015; HARAN et al., 2012).

Atualmente, quase todos os paises enfrentam resisténcia microbiana,
considerada um problema de saude publica global por limitar drasticamente as op¢des
de tratamento em humanos e animais (BELHOUT et al., 2022), como é o caso das
cepas denominadas MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, ou seja
resistentes a metilicina (CHUNG et al., 2021), conhecidas por apresentar altas taxas
de morbidade e mortalidade (MURUGESAN et al., 2015; ROLO et al., 2012).

Antigamente, as infecgées causadas por Staphylococcus aureus eram tratadas
apenas com penicilina, a qual exercia seu mecanismo de ac¢ao sobre a parede celular
bacteriana. Entretanto, a resisténcia antimicrobiana do microrganismo foi relatada pela
primeira vez em meados da década de 1940, sendo que a resisténcia ao anel -
lactdmico da droga foi inativado a partir da produgédo de B-lactamases (FOSTER,
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2017), que sdo enzimas microbianas que catalisam a hidrélise do anel B-lactamico
(Figura 7) dos farmacos através da ligacao C-N (BERTONCHELI, HORNER, 2008).
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Figura 7. Estrutura quimica do anel B-lactamico (ARAUJO et al., 2020).

Na tentativa de reverter a resisténcia a penicilina, na década de 1950 utilizou-
se a meticilina (primeira penicilina semi-sintética) resistente a enzima 3-lactamases.
Os primeiros antibidticos resistentes a B-lactamase disponiveis para o uso clinico
foram oxacilina e meticilina. Porém, em 1961, identificou-se o primeiro caso de MRSA
(MONECKE et al., 2013). Apesar da ampla resisténcia fornecida, e mesmo que a
meticilina ndo seja mais usada clinicamente, a nomenclatura MRSA permaneceu para
tais isolados (VESTERGAARD et al., 2019).

O Staphylococcus aureus apresenta trés mecanismos distintos de resisténcia
a meticilina: a hiperprodugao de B-lactamases; a presenca de uma proteina ligadora
de penicilina (PBP protein binding penicilina) e as modificacdes na capacidade de
ligacdo das PBPs (SOUZA et al., 2005; MENEGOTTO, PICOLI, 2007).

Pelo fato dos antibiéticos apresentarem diferentes mecanismos de acéo, as
bactérias, por sua vez, desenvolveram diferentes mecanismos de resisténcia.
Normalmente a resisténcia bacteriana aos antibiéticos € devido a: uma mudanca na
permeabilidade da membrana celular que, ou impede a entrada do antibiético na
célula, ou faz com que o antibidtico seja bombeado para o meio extracelular; aquisicao
da capacidade de degradar ou inativar o antibiético; ou surgimento
de uma mutacdo que altera o alvo do antimicrobiano (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Um dos genes que codificam a resisténcia ao antibiético é o blaZ, responsavel
pela produgdo da B-lactamase (FOSTER, 2017; PLATA et al., 2009; CHUNG et al.,
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2021). O anel B-lactamico, constituido por trés atomos de carbono e um de nitrogénio,
nao determina somente o mecanismo de acdo dos antibiéticos, mas também é
responsavel por inibir a sintese de peptideoglicano da parede celular do
microrganismo, levando-o a morte (ARAUJO, 2013).

Os antibioticos pertencentes a familia dos B-lactamicos sao considerados os
mais heterogéneos, pois ndo apresentam estrutura quimica igual, contudo, todos
apresentam o anel B-lactamico. E a classe de antibiéticos amplamente utilizada devido
a sua baixa toxicidade, eficacia terapéutica e propriedades farmacocinéticas e sao
divididos em diferentes grupos como: penicilina, cefalosporinas, carbapenemes e
monobactamo (BARBOSA, 2013) (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura molecular dos antibiéticos B-lactamicos. (A) Penicilina, (B)
Cefalosporina, (C) Carbapenémico (D), Monobactamico (ARAUJO et al., 2020).

Outro mecanismo de resisténcia da MRSA esta relacionado com uma
alteracao da proteina ligadora de penicilina (PBPs), denominada PBP2a. A PBP2a
possui baixa afinidade com os antibioéticos B-lactamicos fazendo com que o sitio ativo
da bactéria ndo se ligue a meticilina ou a outros antibiéticos da classe, conferindo
resisténcia (VIVEHANANTHAN, LUPHZHY, 2021). Tal processo é mediado pelo gene

mecA que esta localizado em um elemento genético movel de 20-60 kb conhecido
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como cassete estafilococico cromossomal-mec (SCCmec - staphylococcal
chromossome cassete mec) (FOSTER, 2017; CHUNG et al., 2021).

Os SCCmec séao classificados de | a V de acordo com a complexidade e
natureza de seus genes (SUZUKI et al.,, 1992; MOUSSALLEM et al.,, 2007), e a
prevaléncia do tipo I, Il e Ill sdo de origem hospitalar (denominado HA-MRSA), e as
do tipo IV e V sdo comumente associadas em infecgbes na comunidade (CA- MRSA).
O surgimento de CA-MRSA se deu durante a década de 1990 e suas cepas costumam
ser mais virulentas, ocasionando infecgbes como pneumonia e sepse em individuos
saudaveis e sem comorbidades (SNITSER et al., 2020). Outra nomenclatura que vem
crescendo significativamente € o LA-MRSA, associado aos achados de MRSA em
animais de producéo leiteira na Europa. De acordo com Wendlandt et al. (2013), as
cepas LA-MRSA podem ser transferidas entre os animais e hospedeiros humanos,
mesmo em um curto periodo de contato, podendo evoluir para uma colonizagéo ou
infeccdo oriundo do manuseio e/ou consumo de alimentos contaminados por MRSA.

A pesquisa e identificacdo de MRSA em alimentos de origem animal tais como:
carne, leite de vaca e produtos lacteos, foi amplamente avaliado na ultima década
(LARSEN et al., 2016), sendo que o Staphylococcus aureus resistente a meticilina vem
sendo a principal causa de quadros de mastites em rebanhos leiteiros (KHAIRULLAH
et al., 2020). Estudo realizado por Coelho e colaboradores (2009), avaliou que no
Brasil, a taxa de prevaléncia de MRSA foi de 25% quando avaliado 98 amostras de
leite de vacas diagnosticada com mastite subclinica.

Além dos leites crus, cepas de MRSA foram identificadas de uma grande
variedade de produtos lacteos, como queijo, iogurte, manteiga, sorvete e leite
pasteurizado (NORMANNO et al., 2007; PAPADOPOULQOS et al., 2018; TITOUCHE
etal.,2019). Além das resisténcias aos antibioticos, o S. aureustambém possui genes
responsaveis pela formacao de biofilmes (HAABER et al., 2017).

2.6 Producao de biofilmes

O biofilme é resultado da aderéncia de células microbianas ligadas a uma
superficie e mantidos por uma matriz polimérica altamente hidratada contendo
exopolissacarideo (polissacarideos extracelulares produzidos por alguns fungos e
bactérias). A matriz polimérica atua como “cola natural’, aderindo as células

bacterianas e fornecendo protecdo a desidratacdo, colonizagdo por bacteriéfagos e
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resisténcia a antimicrobianos (GILBERT et al., 2003; ARCHER et al., 2011;
DEFRANCESCO et al., 2017).

A formacao inicial do biofilme acontecer a partir de uma Unica célula,
entretanto, gradientes de oxigénio, nutrientes e receptores de elétrons sao capazes de
alterar a expressao génica do microrganismo, potencializando o desenvolvimento do
biofilme (RANI et al., 2007; ARCHER et al., 2011).

A matriz do biofilme ¢é basicamente constituida por agua, com
aproximadamente 95 -97%, conforme apresentado na Tabela 5 (SEKHARAN, 2017).

Tabela 5. Componentes do biofilme

Componentes % da Matriz
Agua 95 — 97%
Células microbianas 2—-5%
Polissacarideos 1-2%
Proteinas 1-2%

Fonte: Adaptado de Sekharan (2017).

As etapas que compreendem a formacdo do biofilme sdo: adeséo inicial,
formagdo de microcolénias, formacdo do biofilme, maturagcdo e desprendimento
(CHAGNOT et al., 2013), conforme demonstrado na Figura 9.

1 2 3 4 5

Figura 9. Ciclo de desenvolvimento do biofilme (KONING, 2010). Etapa 1, processo
de aderéncia do microrganismo; Etapa 2, formagdo de microcol6nias; Etapa 3,
formacgao do biofilme; Etapa 4, maturacao do biofilme; Etapa 5, desprendimento do
biofilme.

Segundo Stoodley et al. (2002), Banerjee et al. (2015) e Sekharan (2017), a

etapa 1 compreende a aderéncia do microrganismo de vida livre a superficie



transitoria, sendo conhecida como fase reversivel. A etapa 2 é irreversivel e promove
um ambiente ideal para fixagdo de microrganismos e formacdo de microcoldnias.
Aderidas a superficie, as bactérias multiplicam-se através de sinais quimicos dando
origem a etapa 3, formando assim, o biofilme. A maturagdo do biofilme (etapa 4)
envolve substancias como agucares, poros e canais de agua que fornecem a troca de
nutrientes, oxigénio e metabdlitos para o crescimento celular atingindo o potencial
maximo de reproducdo (KONING, 2010). Por fim, quando a matriz de polimero nédo é
mais favoravel para o crescimento e manuteng&o do biofilme, ocorre o desprendimento
(etapa 5) das porgdes aderidas, dando origem as células microbianas de vida livre que
poderao recomecar o processo, com formacao de novos biofilmes (STOODLEY et al.,
2002; SEKHARAN, 2017). A participagao de proteinas na membrana da parede celular
e de algumas estruturas desempenham papel fundamental para a formacéo de
biofiimes de S. aureus (FOSTER et al., 2014), tais como Bap, PIA, SacC e SasG
(BATISTAO, 2014).

A presenca da Bap (proteina associada ao biofilme) na superficie das
bactérias Gram positivas € responsavel por fixar e mediar a adesao intercelular
(CUCARELLA et al., 2001; TORMO et al., 2005; LASA; PENADES, 2006). Constituida
com aproximadamente 2276 aminoacidos, a Bap pode ser dividida principalmente em
regiao A (de 45 — 360 aminoacidos) e regido B (361 — 819 aminoacidos). Além de
contribuir para formacado de biofilmes, a proteina também esta envolvida em
receptores de células hospedeiras que facilitam a colonizagcdo e desenvolvimento de
infeccdes cronicas (CALLEBAUT et al., 2000; LASA; PENADES, 2006).

Outra proteina que desempenha papel fundamental para o desenvolvimento
do biofilme € a adesina intercelular polissacaridica (PIA) que é regulada pela Bap
(CUCARELLA et al., 2014), e sintetizadas por enzimas codificadas pelo gene icaA,
icaB, icaC e icaD (O'GARA, 2007; CERCA et al., 2008; ROHDE et al., 2010).

A PIA, também conhecida como PNAG (poli-N-acetilglucosamina) de acordo
com a composicdo quimica, € um polimero parcialmente desacetilado de N-
acetilglucosamina ligada a beta1-6 que juntamente com acidos teicdicos e proteinas
constitui a maior parte da matriz extracelular dos estafilococos formadores de biofilme
(OTTO, 2008), aderindo as células da matriz proteica por interacdo eletrostatica
(MACK et al., 1996; ARCIOLA et al., 2015).

A presenca de SasC (proteina C de superficie de S. aureus) esta intimamente

envolvida na adeséo intercelular e na formacao de biofilmes. Sua sequéncia consiste
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em 6558 nucleotideos e € responsavel por codificar proteinas de 2186 aminoacidos,
além de ser responsavel pela formacdo de aglomerados de células de S. aureus
(SCHROEDER et al., 2009; BABA et al., 2002; VASQUEZ-SANCHEZ, RODRIGUEZ-
LOPEZ, 2018).

A SasG@G (proteina G de superficie de S. aureus), compreende uma sequéncia
de N-terminal e esta envolvida na fase de formacao do biofilme, processo que requer
concentragdes fisioldgicas de Zn?*, sendo de extrema relevancia para a maturagao da
matriz polimérica (CONLON et al., 2002; GEOGHEGAN et al., 2010).

Estas proteinas responséaveis pela formacéo de biofilmes s&o reguladas por
um complexo sistema de genes, mais conhecido como quorum sensing (QS) Agr
(acessory gene regulator) (KALIA et al., 2018). E definida como QS a comunicagéo
entre as bactérias através de pequenas moléculas sinalizadoras que coordenam o
comportamento dos microrganismos em relacdo ao meio ambiente (SCHAUDER,
BASSLER, 2001).

Na industria de laticinios, a formacao de biofiimes é um grande empecilho a
segurancga dos alimentos pela possibilidade de desprendimento de porcoes aderidas
e contaminagdo da linha de producdo. Desta forma, biofilmes podem representar
riscos a saude do consumidor e diminuigcdo do tempo de vida de prateleira de produtos
(GILBERT et al., 2003). O uso de sanitizantes pode ser ineficiente para bactérias
formadoras de biofilmes (LANGSRUD et al., 2003; FRIEDRICZEWSK et al., 2018).

2.7 Integracao entre a saude humana, saude animal e ambiente

No final do século 19 e o inicio do século 20, profissionais da area de medicina
infatizaram que o conceito de salde humana e saude animal estdo intimamente
ligadas com o meio ambiente (CARNEIRO, PETTAN-BREWER, 2021). Entretanto, a
preocupacao entre estas trés esferas ganhou real espaco na ultima década devido as
complexas mudancgas globais, onde se destaca o aumento da populagdo humana e
sua urbanizacao, a intensa producao pecuaria e a invasao de ecossistema e danos ao
ambiente (ZINSSTAG et al., 2011).

O termo One Health pode ser definido como conceito global de promocao a
saude humana com base em uma estratégia para melhor compreensao dos problemas
de saude atuais criados pelas interacdes entre animais, pessoas, plantas e meio
ambiente (CARNEIRO, PETTAN-BREWER, 2021). Segundo Embrapa (2023), One
Health se trata de uma abordagem multidisciplinar, colaborativa e multissetorial,



abrangendo niveis local, regional, nacional e global, reconhecendo a interconexao
compartilhada entre todos os seres vivos e 0 ambiente.

A Food and Agriculture Organization (FAO) promove a abordagem em One
Health com enfoque em agricultura sustentavel, seguranca dos alimentos, nutrigéo,
saude animal e vegetal e resisténcia antimicrobiana, sendo que o principal objetivo é
prevenir, detectar e controlar doengas entre humanos e animais, garantindo a
qualidade dos alimentos (FAO, 2023). Estudos estimam que até 75% das doencas
infecciosas humanas relatadas nas ultimas décadas sdo zonodticas, isto €, se
originaram de animais, reforcando a importancia do conceito One Health. A grande
maioria dos antimicrobianos é aplicado tanto em infeccbes humanas, quanto animais,
incluindo mamiferos, aves, peixes, abelhas produtoras de mel, entre outros, € a sua
administragdo é feito como profilaxia, tratamento de infec¢gées e em situagdes pos-
cirurgicas (McEWEN, COLLIGNON, 2018).

Contudo, ainda ha a administracdo de antibioticos de baixa dosagem por um
longo periodo de exposi¢ao visando a promog¢ao do crescimento animal, sendo que
tal condicdo auxilia na disseminacao de bactérias resistentes entre os grupos de
animais, humanos, alimentos e outras vias ambientais (Figura 10) (McEWEN,
COLLIGNON, 2018).

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é considerado um
patdgeno zoondtico (Figura 11) emergente, com importancia veterinaria e de saude
publica (ALGAMMAL et al., 2020). Segundo Elsayed et al. (2015), o S. aureus é
considerado mundialmente um patégeno causador de infec¢des intramamarias em
vacas leiteiras, acarretando perdas econémicas para as fazendas produtoras de leite.
Paralelamente o consumo de produtos lacteos contaminados com cepas de S. aureus
resistentes a meticilina pode ser responsavel por favorecer a resisténcia ao referido
principio ativo para microrganismos pertencentes a microbiota do corpo humano
(KHAIRULLAH et al., 2020).
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Figura 10. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana. A resisténcia antimicrobiana
pode se espalhar por multiplas vias diretas e caminhos indiretos para humanos e
animais de producéo (setas) (adaptado de Woolhouse e Ward, 2013).
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Figura 11. Mecanismos de difusdo de MRSA em ambiente comunitario, hospitalar e
em animais de alimentagao (Autoria Propria).



Os MRSAs desenvolveram novos mecanismos eficazes de resisténcia frente
aos antibidticos, e atualmente sdo considerados multidroga resistentes (MDR), desta
forma, é considerado um fator de risco global (ALGAMMAL et al., 2020). Frente ao
exposto, é de extrema importancia a avaliagdo microbiol6gica de queijos, afim de
avaliar a presenca de microrganismos patogénicos e potenciais causadores de
intoxicacdo alimentar, bem como, avaliar genes de resisténcia para prevencao do
surgimento de novas cepas multirresistentes, afim de garantir a inocuidade dos

consumidores, dos animais de produgéo e do meio ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade microbiol6gica de queijos
tipo coalho industrial, caracterizar fenotipicamente e genotipicamente os isolados de
Staphylococcus aureus quanto a presencga dos genes femA, mecA, blaZ, sea e sed,
além de avaliar a capacidade in vitro de formagao de biofilme e de resisténcia a
antibioticos.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta presente tese foram os seguintes:

e Avaliar microbiologicamente os queijos coalho comerciais e isolamento de S.
aureus eventualmente presentes.

e Caracterizar fenotipicamente os isolados de S. aureus dos queijos coalho,
utilizando as provas bioquimicas como catalase, coagulase e fermentacao do

manitol;
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Avaliar o perfil de sensibilidade e resisténcia frente aos antibidticos [-
lactamicos;

Caracterizar genotipicamente os isolados para confirmacdo da espécie S.
aureus, avaliando a presenca do gene femaA;

Caracterizar genotipicamente os isolados para confirmagéo da resisténcia aos
B-lactamicos, avaliando a presenca do gene mecA e blaZ;

Avaliar a capacidade de produc&o de enterotoxinas estafilococcica, avaliando a

presencga do gene sea e sed,

Avaliar in vitro da capacidade de desenvolvimento do biofilme e aderéncia a
placa.

59



60

4. CAPITULO 1: Avaliacdo microbiolégica de queijos coalho
industrial

Os surtos de origem alimentar tém se tornado mais graves devido a
globalizacdo e ao comeércio de alimentos entre os paises, fazendo-se necessario que
cada nacao tenha suas regulamentacdes de seguranca alimentar e controle efetivo de
DTAs (LEE, YOON, 2021). As DTAs sao responsaveis por mortes, problemas
hepaticos, neuroldgicos e renais, além de apresentarem grande impacto econémico
para a sociedade, industrias agropecudrias e érgaos governamentais (FOCKER, VAN
DER FELS-KLERX, 2020).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), estima-se que
48 milhdes de pessoas adoecem anualmente, 128 mil necessitam de hospitalizagao e
3 mil morrem. No Brasil, entre os anos de 2007 a 2020, foram notificados por ano, uma
média de 662 surtos de DTA, envolvendo 156.691 doentes, 22.205 hospitalizados e
152 mortes (BRASIL, 2023). O aumento de casos e surtos de doencas transmitidas
por alimentos, vem sido atreladas aos produtos elaborados a partir de animais, e
dentre o0s casos, 0s patdogenos mais envolvidos sdo Escherichia coli
enterohemorragica, Salmonella spp., Staphylococus aureus, entre outros (HEREDIA,
GARCIA, 2008).

Existe uma grande variedade de queijos produzidos no Brasil refletindo
aspectos historicos e culturais do pais (KAMIMURA et al., 2019). No territorio nacional,
um dos queijos de maior expressao socioeconémica € o queijo de coalho, que se trata
de um alimento de importancia cultural e econdmica, cujos métodos de fabricagdo sao
transmitidos de geragdo em geracdo seguindo uma tradicao familiar (ARAGAO et al.,
2022).

O queijo coalho é caracterizado por ser um queijo semiduro, de alta a média
umidade e é obtido apds a coagulacao do leite cru ou pasteurizado e comercializado
apos dez dias de armazenamento (QUEIROGA et al., 2013). Por ser um queijo fresco
e com alto teor de umidade, este queijo apresenta prazo de validade limitado (entre
45 a 60 dias) e necessidade de cuidado nos processos de armazenamento para sua
melhor conservacado (LEANDRO et al., 2021).

A segurancga microbiolégica do queijo depende de uma série de obstaculos que
influenciam o crescimento, a sobrevivéncia e a inativagdo de microrganismos

patogénicos, como a qualidade microbiolégica do leite cru, a taxa e o grau de
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acidificacao durante a producao e a atividade de agua (Aw) do produto final (WILLIS
et al., 2021), sendo que a contaminacao cruzada do ambiente de fabricagdo também
pode afetar a qualidade microbiol6gica do alimento (DONNELLY, 2018).

Desta forma, o objetivo do primeiro capitulo desta tese foi avaliar a qualidade
microbioldgica de diferentes marcas comerciais de queijo coalho comercializadas em
redes de supermercado das cidades de Araras-SP e Limeira-SP, segundo a Instrucao
Normativa — IN n°161, 1° de julho de 2022 e realizar a caracterizagdo das amostras

de queijo de acordo com o teor de umidade e Atividade Agua (Aw).

4.1 Metodologia

4.1.1 Obtencao e identificacao das amostras

Foram analisadas quatro marcas industriais de queijo tipo coalho disponiveis
nos mercados da cidade de Araras e Limeira — SP, identificadas como A, B, Ce D
para a confidencialidade das amostras. Dentre as quatro marcas comerciais, foram
avaliadas cinco unidades de cada lote, sendo consideradas amostras representativas
(n=b), totalizando 20 amostras analisadas.

Apenas para fins comparativos em relagdo a influéncia do processamento
térmico frente a qualidade microbiolégica, foram analisadas 2 amostras de queijo
coalho artesanal produzido sob encomenda, provenientes da cidade de Jundiai — SP.
A amostra identificada como E foi elaborada a partir de leite cru, e a amostra
identificada como F foi elaborada a partir do leite termizado (65° C — 15 segundos).

4.1.2 Avaliacao da atividade de agua

Para avaliagdo da atividade de agua (Aw), foi utilizado o equipamento digital
Aqualab, modelo CX-2, fabricado pelo DECAGON. A determinacao foi realizada em
duplicata pelo “ponto de orvalho” que é medida diretamente quando ocorre o
equilibrio entre a agua da amostra com o ar (vapor de dgua no espaco vazio da
camara de amostra) (XU et al., 2019).

4.1.3 Avaliacao do teor de umidade
A determinacao do teor de umidade foi realizada pela técnica em secagem
direta em estufa de 105°C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Em placas secas,
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pesou-se aproximadamente 2 gramas de queijo de coalho e colocou-as em estufa até
atingir peso constante. A analise foi realizada em triplicata, e posteriormente aplicada
a férmula abaixo:
m((i)—m
% umidade = 100 x M
m (i)

Onde:
m (i) = massa inicial

m(f) = massa final

4.1.4. Enumeracao de Escherichia coli

Para a contagem de Escherichia coli, foi adotado uso de Petrifim® (3M
Microbiology Products) analisando-se amostras em duplicata. Realizou-se trés
diluicbes seriadas de cada amostra (10!, 102 e 10-) utilizando como diluente agua
peptonada 0,1%, e inoculou-se 0,1 mL na Placa 3M™, e incubou-se em estufa de
37°C por 24h. Posteriormente, realizou-se os calculos e o resultado foi expresso em
UFC/g.

4.1.5. Pesquisa de Salmonella ssp.

Para a pesquisa de Salmonella ssp. utilizou-se 225mL de Caldo Lactosado
juntamente com 25g da amostra de queijo de coalho com incubacéo de 37°C por 24h
para a etapa de pré-enriquecimento. Para a etapa de enriquecimento em caldos
seletivo, utilizou-se o Caldo Tetrationato e Selenito Cistina e incubou-os a 37°C por
24h. Em seguida, foi realizado o plaqueamento diferencial nos meios de culturas Agar
Desoxicolato-Lisina-Xilose (XLD), Agar Hektoen Entérico (HE) e Agar Salmonella
Shigella (SS) com incubacao a 37°C por 24h. Apéds, foi observado a presenca de
colénias caracteristicas de Salmonella e repicadas em agar semi-solido inclinado
contendo Agar Lisina Ferro (LIA) e Agar Triplice de Ferro (TSI) com incubagéo a 37°C
por 24 horas. Para a verificacdo de ocorréncia de reacdes tipicas de presenca de
Salmonella foram aplicados os testes soroldgicos, utilizando o Sorokit Probac® para
Salmonella (ANDREWS, HAMMACK, 2007).
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4.1.6. Enumeracao de Staphylococcus aureus

Foram realizadas diluicdes seriadas (10", 102 e 109), sendo que para o
preparo da primeira utilizou-se como diluente 225mL de citrato de sédio 2%,
juntamente com 25 gramas da amostra, homogeneizadas por 2 minutos em stomacher
(Marca:SP-Labor/ Modelo SP-190) e as demais diluigdes foram realizadas a partir de
agua peptonada 0,1%.

Para as amostras de queijo coalho industrial foram inoculados 0,1mL de cada
respectiva diluigdo em caldo TSB (Triptona de Soja) suplementado com 10% de NaCl
e 1% de Piruvato de Sodio e incubados por 48h a 37°C. Apds a incubagéo, observou-
se os tubos positivados e esgotou-se em meio Baird Parker (BP) suplementado com
emulsao gema de ovo 1:1 e telurito de potassio 10% para confirmacao das col6nias
caracteristicas e incubou-se as em estufa de crescimento por 48h a 37°C (BENNETT
e LANCETTE, 2001), os resultados foram expressos em NMP/g, conforme

demonstrado pela Figura 12.

Diluicdo 101 Dilui¢do 102 Diluicio 103
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Inoculagdo de 0,1mL de diluigdo
em caldo TSB suplementado
Inoculagdo de 0,1mL de diluigdo
em caldo TSB suplementado
Inoculagdo de 0,1mL de diluicdo
em caldo TSB suplementado

Incubacao emestufa 37°C por 48 horas Para as colénias com crescimento

caracteristico foram realizadas as
provas bioquimicas: catalase,
coagulase e manitol.

2

Os resultados foram expressos por
NMP/g de queijo coalho

Os tubos turvados foram considerados como
positivos e semeou-seuma algada em agar Baird
Parker suplementado com emulsao gemade ovoe
telurito de potassio 10% para confirmacao das
coldnias caracteristicas

Figura 12. Representacdao de NMP/g para a estimativa de Staphylococcus ssp em
queijos industriais (Autoria Propria).



Para as amostras artesanais, realizou-se as diluicdes seriadas conforme
descrito anteriormente, e inoculou-se pela técnica de Spread Plate 0,1 mL da diluicao
com auxilio da alga de drigalski em meio BP suplementado com emulsdo gema de ovo
1:1 e telurito de potassio 10% (BENNETT e LANCETTE, 2001). Ap6s o periodo de
incubacdo de ambos o0s queijos, observou-se as colbnias com crescimento
caracteristico e realizou-se as provas bioquimicas como catalase, coagulase e
fermentacdo do manitol. Os resultados das contagens de S. aureus em queijos

artesanais foram expressos em UFC/g.

4.1.7 Pesquisa de Listeria monocytogenes

Foi utilizada a metodologia USDA (HITCHINS, 2003) que compreende as
etapas de enriquecimento seletivo primario, secundario, plaqueamento seletivo e
provas bioquimicas. Para a etapa de enriquecimento primario, homogeneizou-se 25¢
da amostra com 225mL do Caldo Universidade de Vermont (UVM) e incubou-se a
30°C/24h. Apbs o tempo de incubacéao, para o enriquecimento secundario transferiu-
se 0,1mL do caldo UVM para um tubo contendo 10mL de caldo Fraser, incubou-se a
35°C/24h. Observou-se o escurecimento do caldo e estriou-se uma al¢cada do caldo
em placa de Agar Oxford Modificado (MOX), e apés 48h de incubagdo em 35°C,
observaram-se as coldnias tipicas (esféricas e rodeadas por halo preto de hidrélise de
esculina). Para a confirmacao, foi realizada as seguintes provas bioquimicas: prova da
catalase, teste da motilidade, teste de nitrato, reagédo em Agar Triplice Aglicar de Ferro,
Teste da hemdlise, Teste de Camp, fermentacdo da dextrose, xilose, ramnose, manitol

e esculina.

4.1.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram avaliadas através do teste de variancia Tukey
utilizando o software SISVAR®. Os valores de p<0,05 foram considerados
significativos.
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4.2 Resultados e discussao

4.2.1. Caracterizacao do queijo coalho - teor de umidade e atividade de agua

Ao observar a Tabela 6, em relacao ao teor de umidade, € possivel observar
que a média dos valores de teor de umidade expressa em porcentagem variou de
53,2% a 56,8% para as amostras industriais, e 46,9% e 48,7% para as artesanais,
podendo ser classificado, segundo a Instrucdo Normativa — IN n°161, 1° de julho de
2022, queijos de muito alta umidade (acima de 55%) e queijo de alta umidade (acima
de 46%), respectivamente.

Tabela 6. Média do Teor de Umidade (%) e Atividade de agua (Aw) das quatro
marcas de queijo coalho industrial (A, B, C e D) e das amostras artesanais (E e F)

Amostras Teor de Umidade (%)  Atividade agua (Aw)

A 56,8% a 0,9541 a
B 55,7% ab 0,9471 a
C 54,7 % bc 0,9523 a
D 53,2% ¢ 0,9468 a
E 48,7% d 0,9866 a
F 46,9% d 0,9901 a

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey- p >0,05.

O valor médio de umidade das amostras de queijo coalho industrial sofreram
diferenca entre as marcas comerciais, sendo que a marca A apresentou percentual de
umidade significativamente maior que as marcas C e D. Por outro lado, quando
analisado apenas as amostras de queijo coalho artesanal, observa-se que as
amostras E e F ndo apresentam diferenca significativa entre elas, entretanto, o teor de
umidade apresentada foi significativamente menor quando comparado as amostras
industriais.

A diferenca entre os teores de umidade de queijos pode ser justificada pelo
modo de preparo do produto. Segundo Nassu et al. (2001), as variagbes entre a
matéria-prima utilizada no processamento, tempo de prateleira, manuseio da coalhada

e o tempo de prensagem e de maturacdo (quando for o caso), podem afetar a
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composigcao centesimal como o teor de gordura e o teor de umidade, diferengca que
podemos notar ao comparar os queijos industriais e queijos artesanais.

Estudo realizado por Barroncas et al. (2019) analisando o teor de umidade de
amostras de queijo coalho com registro de inspe¢ao sanitaria e sem registro, obtiveram
uma variagao de 44,9 a 51,7% e de 38,5 a 45,2%, respectivamente, fato este que
corrobora parcialmente com o presente estudo, uma vez que 0s queijos industriais
analisados apresentaram maior teor de umidade quando comparado as amostras
artesanais.

Os valores obtidos pelo trabalho citado, estdo de acordo com o estudo de Silva
etal. (2010b), que ao analisar a umidade de queijo coalho proveniente de trés laticinios
do sertdo de Alagoas, apresentaram umidade entre 45,5 a 51,5%, sendo caracterizado
como queijo de média a alta umidade (39% a 55%), o que difere do presente estudo.
Entretanto, teores de umidade classificado como alta (>46% e < 55%) e muita alta
(<55%) conforme observado no presente trabalho, foram descritos por Vieira et al.
(2003) e Freitas Filho et al. (2009).

O teor de umidade apresenta impacto direto na textura, sendo que os queijos
de alta umidade possuem tendéncia de ter um aspecto mais fragil e textura granulada,
enquanto que os queijos com teor mais baixo de umidade se apresenta mais firmes,
secos e quebradicos (HENNELLY et al., 2004), consequentemente, com menor teor
de proteinas e disponibilidade de matéria organica para microrganismos heterotroficos
(MORAES et al., 2018).

De acordo com Food Safety Brazil (2018), durante o processo de maturacao
dos queijos, o teor de umidade, concentracao de sal, pH e atividade agua sao fatores
fundamentais para o controle de microrganismos patogénicos, sendo que, a perda de
agua é inevitavel em tal processo, o que favorece o controle microbiolégico.

A atividade agua (Aw) também foi mensurada no presente trabalho conforme
apresentado na Tabela 5. Quando observado os valores de atividade agua para as
amostras industriais e artesanais, nota-se que ndo obteve-se diferenga significativa
para este parametro, corroborando para os achados de Barros et al. (2019).

Os dados encontrados neste estudo nos mostram que todas as amostras
analisadas apresentaram valores de Aw acima de 0,8, indicando a necessidade de
uma atengdo maior na producao e preservacao dos queijos. Valores muito alto de Aw
tornam os queijos mais susceptiveis a proliferacdo microbiana (SILVA et al., 2021).
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Contudo, a Aw pode ser controlada por processos fisicos e quimicos, assim
como pela adicao de alguns solutos, como o cloreto de sodio. Ermolaev et al. (2020)
em estudos com amostras de queijos, observou-se que a Aw do produto sofre
diminui¢cdo quando adicionado concentrag¢des diferentes de cloreto de sodio, variando
de 0,971 a 0,843, quando adicionado concentragao de 1 a 4 mg/g, respectivamente.
Em estudo, Andrade (2006) analisando o perfil sensorial e aceitacdo de
diversas amostras de queijo coalho, infere que as amostras industriais apresentam
teor de atividade agua superior as das amostras de produgéo artesanal, sendo de
0,968 e 0,955, respectivamente, entretanto, este fato ndo foi observado neste estudo.
Ja Silva et al. (2021) avaliando as caracteristicas fisico-quimicas dos queijos
tipo coalho comercializado no Cear4, obtiveram uma variacao de 0,697 a 0,714, dados
estes significativamente menores ao encontrado no presente trabalho. Entretanto,
Freitas Filho et al. (2009) e Sousa et al. (2014) encontraram valores de 0,970 e 0,890
a 0,960, respectivamente, o que se aproxima dos resultados aqui apresentados.
Outros parametros também podem interferir na Atividade Agua. Segundo
Freitas Filho et al. (2009), a umidade, pH, textura do produto e metabdlitos de

microrganismos pode causar alteragées no valor de Aw.

4.2.2. Analise microbioldgica do queijo coalho

Segundo a Instrucdo Normativa — IN n°161, 1° de julho de 2022, as amostras
de queijo coalho caracterizada com o teor de alta umidade e muito alta, devem
abranger a pesquisa microbioldgica de alguns microrganismos patogénicos, como a
contagem de Escherichia coli, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella spp,
conforme demonstrado nas Tabelas 7 e 8. As imagens das provas bioquimicas

utilizadas para identificacdo de S. aureus estéao representadas pela Figura 13.
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Figura 13. Provas bioquimicas para identificagdo de S.aureus dos isolados de queijos
(a)=> colbnia caracteristica de S. aureus ; (b) prova da catalase; (c) fermentacao do
manitol; (d) prova da coagulase (Autoria Propria).

Observando a Tabela 7, nota-se que as amostras industriais identificadas como
A, B, C e D apresentam-se de acordo com a legislacao vigente considerando todos os
microrganismos avaliados, tanto para os considerados planos de Ill classes
(Estafilococos coagulase positiva e Escherichia coli), quanto o plano de Il classes
(Salmonella ssp), segundo a Intrucao Normativa n°161. A enumeracao de Listeria
monocytogenes nao faz parte da na atual legislacdo (IN n°161), entretanto, levando
em consideracao a relevancia deste microrganismo e sua alta incidéncia em produtos
lacteos, tais como queijo, foi realizado a pesquisa desse microrganismo e utilizou-se
a antiga legislacao como parametro (RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001), sendo que
todas as amostras, sendo elas comerciais e artesanais, apresentaram-se de acordo
devido a auséncia de L. monocytogenes em 259 do produto.

De acordo com o plano de amostragem, os alimentos e/ou matérias primas
avaliadas nos permitem inferir as condi¢cdes microbiolégicas do produto e nos
permitem o julgamento sobre sua aceitacao ou rejeicdo. Os planos de amostragem
foram propostos em 1974 pela International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF) e até nos dias atuais, sofre revisdo e modificacao
(FOOD SAFETY BRAZIL, 2014).

Para o critério de aceitacao ou rejei¢cao do produto, se faz necessario avaliar o
“n”, “c”, “m” e “M”, onde o n é caracterizado pelo numero de unidade retiradas de um

lote que sera analisado (unidades amostrais), o ¢ € 0 niumero maximo aceitavel de



unidades do lote em que as contagens microbiolégicas estdo acima do limite minino
(m), e o M é caracterizado sendo o limite maximo tolerado. Desta forma, para as
amostras de queijo coalho avaliado, se faz necessario a contagem maxima de
103UFC/g de Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva, entre uma e duas
amostras avaliadas, respectivamente, e auséncia em 25g do produto analisado para
Salmonella ssp e Listeria monocytogenes.

Tabela 7. Pesquisa microbiolégica das cinco unidades amostrais de queijo coalho
industrial identificada como A, B, C e D.
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Estafilococos

Unidades E. coli coagulase Listeria
Marcas Amostrais  (UFC/g) Salmonelia ssp positiva monocytogenes
(NMP/g)
A1 3x10 Ausente 3x10 Ausente
A2 3x10 Ausente 1,1x10? Ausente
A A3 3x10 Ausente 3x10 Ausente
A4 3x10 Ausente 3x10 Ausente
A5 3x10 Ausente 4,6x10 Ausente
B1 1,9x10? Ausente 3x10 Ausente
B2 3x10 Ausente 4,6x10 Ausente
B B3 3x10 Ausente 1,1x102 Ausente
B4 3x10 Ausente 1,1x10? Ausente
B5 3x10 Ausente 3x10 Ausente
C1 3x10 Ausente <2x10 Ausente
c2 3x10 Ausente <2x10 Ausente
C C3 3x10 Ausente <2x10 Ausente
C4 3x10 Ausente <2x10 Ausente
C5 3x10 Ausente <2x10 Ausente
D1 3x10 Ausente 9x10 Ausente
D2 6x10 Ausente 4x10 Ausente
D D3 3x10 Ausente 3x10 Ausente
D4 3x10 Ausente 3x10 Ausente
D5 3x10 Ausente 3x10 Ausente
n=>5, c=1
. ~ % ’ ’ n=5, c=0, n=5, c=2, m=102 e n=>5, c=0,
Legislagao mﬂgi m=Auséncia** M=103 m=Auséncia***

* Instrugcdo Normativa — IN n°161, 1° de julho de 2022
**Auséncia em 25¢.
***RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001.

Para as amostras artesanais (expressas na Tabela 8), pode-se observar que
quando avaliado a presenca de Staphylococcus coagulase positiva, 0s queijos
identificados como E e F excederam o valor permitido (2,1x10°UFC/g e 6,7x103 UFC/g,
respectivamente) quando comparada ao limite estipulado pela legislagdo (m=102e



M=10% UFC/g, sendo o M ¢ valido para amostras indicativas). Também pode-se
observar que para a contagem de Escherichia coli, apenas a amostras E excedeu o
limite determinado (M= 103 UFC/g) apresentando contagens de 6,7x103 UFC/g.

Tabela 8. Pesquisa microbioldgica das amostras de queijo coalho artesanal
identificada como E e F
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Estafilococos

E. coli coagulase Listeria
Amostras (UFC/g) Salmonella ssp positiva monocytogenes
(UFC/g)
E 6,7x10° Ausente 2,1x10° Ausente
F 5,2x102 Ausente 6,7x103 Ausente
Legislagao® n=5, c=1, n=5, c=0, n=5,c=2, m=10% e n=3, ¢=0,

m=1 02 m=Auséncia** M=103 m=Auséncia***
M=10

*Instrucdo Normativa — IN n°161, 1° de julho de 2022
**Auséncia em 25¢.
*** RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001.

Vale ressaltar que ambas as amostras foram produzidas sob encomenda e
que uma utilizou-se para a producao do queijo o leite cru (amostra E), e a outra,
utilizou-se o processo de termizagéo para o tratamento do leite (amostra F). Destaca-
se também que o queijo coalho obtido de leite cru deixou de ser produzido no Estado
de S&o Paulo e interior de Minas Gerais e por isso ndo foi possivel aumentar o numero
de amostras deste produto para a presente pesquisa. Ainda assim, os resultados
obtidos com as amostras de queijos artesanais foram incluidos na tese, visando
estabelecer uma comparagcdo quali-quantitativa com as amostras de queijo coalho
industrial. Os resultados obtidos reforcam o conhecimento amplamente estabelecido
do importante papel da pasteurizacao e de Boas Praticas de Fabricagao para garantia
de qualidade microbiolégica de queijos.

Os potenciais microrganismos patogénicos avaliados neste estudo, podem
entrar em contato com o alimento de diversas maneiras, como diretamente no contato
com Uberes em animais infectados, contaminagdes do ambiente da fazenda leiteira e
das instagbes de producdo das industrias, ou ainda durante a manufatura e
armazenamento do queijo (JAKOBSEN et al., 2011).

As contagens de Escherichia coli e Estafilococos coagulase positiva em queijos
geralmente ultrapassam o permitido pela legislacdo pois, segundo Le Marck et al.,
(2009), os estafilococos possuem capacidade de se multiplicar rapidamente no leite



cru (8h a 25°C) e E. coli, por ser considerado um microrganismo indicador de falhas
higiénicos sanitarias e indicador de contaminacado fecal. Ombarak et al. (2016)
infantiza que se a presenga de E. coli encontrada em produtos lacteos néo for de
carater patogénico, tais achados nao oferece grandes riscos ao consumidor, contudo,
se as células de E. coliisoladas possuirem genes de viruléncia, elas apresentam risco
a saude dos consumidores.

Quando avaliado a presenca de Salmonella ssp e Listeria monocytogenes,
observamos que nenhuma das marcas dos queijos coalho industrial e nenhuma das
duas amostras de queijo coalho artesanal apresentaram células vidveis das
respectivas bactérias em 25g do produto analisado. Segundo Constanzo et al. (2020),
a presenca da microbiota do leite cru desempenha acgao inibitéria sobre L.
monocytogenes, fato este que pode ser explicado quando avaliado o queijo
identificado como E. De acordo com estudos do mesmo autor, quando avaliado a
qualidade microbioldgica de queijos elaborados com leite cru no varejo da ltalia, dentre
as 245 amostras de queijos, nenhuma foi positiva para Salmonella ssp e L.
monocytogenes, fato este que corrobora para este estudo.

Em pesquisa, avaliando os padrdes microbiolégicos de queijo coalho com e
sem registro comercializados na regido Nordeste, Sousa et al. (2014) observaram que
das 104 amostras analisadas, 100 apresentaram inconformidade com a legislacéao
para a enumeracéao de Estafilococos coagulase positiva e 32 amostras apresentavam
contagens que excediam a legislacdo vigente para coliformes termotolerantes.

Estudo de Pimentel (2019) que avaliou a qualidade microbiolégica de 40
amostras de queijo coalho, sendo 20 amostras comercializadas em feiras e 20
amostras comercializadas em supermercados, relata que todas as amostras
apresentaram contagens elevadas para a coliformes termotolerantes. Em relacao a
contagem de Estafilococos coagulase positiva, 20% das amostras provenientes das
redes de supermercado e 60% das amostras provenientes de feiras livres,
apresentaram contagens acima do permitido pela legislagao.

A qualidade microbiolégica de queijo coalho comercializada na regido
metropolitana de Recife, foi relatada por Torres (2022), observando-se que de seis
amostras (trés amostras industriais e trés amostras artesanais), apenas uma (amostra
industrial), estava de acordo com a legislacao vigente respeitado os valores maximos
para a contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli,

Estafilococos coagulase positiva, Listeria monocytogenes e auséncia de Salmonella.
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Através destes relatos, € possivel inferir que, embora o queijo coalho apresente
relevancia cultural e socioeconémica, este alimento pode estar vinculado a DTAs,
principalmente quando sua producéo é feita de forma artesanal.

A contaminacao por microrganismos deteriorantes e patogénicos pode ocorrer
em diversas etapas da cadeia de produgdo do queijo. Algumas praticas podem
contribuir para amenizar os riscos de contaminacdo e/ou proliferacdo microbiana,
como a higienizacao dos uberes do rebanho leiteiro, bem como todos os equipamentos
utilizados durante a ordenha, controle de temperatura dos tanques de armazenamento
e rigoroso controle do bindmio tempo x temperatura de pasteurizagédo (BALDUINO et
al., 2021).

4.3 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que todas as marcas
comerciais de queijo coalho analisadas apresentaram contagens microbiol6gicas
dentro dos padrdes estipulado pela legislagao vigente.

Pode-se observar também que a qualidade microbioldgica dos queijos sofre
influéncia pelo tratamento térmico do leite e condi¢cbes de processamento, pois
embora as amostras comerciais tenham apresentado resultados satisfatérios em
relacdo aos parametros higiénico-sanitarios, as amostras de queijo coalho artesanais
(tomadas para fins comparativos) apresentaram imprdprios para consumo devido a

contagens inadequadas para Estafilococos coagulase positiva e de E. coli.
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5. CAPITULO 2: Genes codificadores de enterotoxinas,
resisténcia antimicrobiana e capacidade de formacao de
biofilmes de isolados de Staphylococcus aureus obtidos de
queijo coalho

Nos ultimos anos, a fabricagdo do queijo coalho passou por melhoramentos
tecnoldgicos, devido as exigéncias de higiene e do processo de pasteurizagdo da
matéria-prima, sem influenciar nas caracteristicas sensoriais do produto final (ABIQ,
2022). Contudo, a microbiota dos queijos é rica em diversas espécies de fungos e
bactérias, podendo influenciar na qualidade microbiolégica, vida util e seguranca deste
alimento (BROOKS et al., 2012).

Outro fator alarmante sobre a qualidade microbiolégica dos queijos é a possivel
presenca do patégeno Staphylococcus aureus, que se encontra entre 0s mais
frequentes causadadores de mastites estafilococicas em todo o mundo (ABREU et al.,
2021), sendo associado as maiores perdas econOmicas devido a sua alta
patogenicidade, infeccao persistente, baixas taxas de curas e sua resisténcia aos
tratamentos a base de antibioticos (RAINARD et al., 2018).

O S. aureus além de ser um patdogeno de grande interesse no contexto
alimentar, é colonizador assintomatico da pele e fossas nasais de humanos, tendo
aproximadamente 30% dos individuos colonizados permanentemente € o principal
causador de infecgdes cutaneas, infeccdes em tecidos moles e bacteremia, o qual é
responsavel por altas taxas de mortalidade e comprometimento severo em mais de
um terco dos sobreviventes (KWIECINSKI, HORSWILL, 2020).

Frente a estas infecgbes, assim como na medicina humana, o emprego de
antimicrobianos vem ganhando destaque na pecuaria veterinaria, sendo utilizado
como agente terapéutico para o controle e tratamento de diversas afec¢des e como
promotores de crescimento e ganho de peso dos animais de produgao, contudo, o uso
desta classe de farmacos, tem originado resisténcia antimicrobiana, para humanos e
para animais (VIDOVIC, VIDOVIC, 2020).

A resisténcia frente a antibiéticos ao longo da cadeia alimentar € uma grande
preocupagao global em saude publica, pois 0os animais podem ser carreadores de
cepas resistentes aos antibidticos, disseminando a resisténcia horizontal na
comunidade (FOUNOU et al., 2016; PATEL et al., 2020), uma vez que ja € descrito na
literatura o conceito One Health, o qual aponta e comprova a estreita conexao entre
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seres humanos, animais, plantas e o ecossistema como um todo (ZHOU et al., 2022).

Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) é o principal
patogeno humano que apresenta maior viruléncia e resisténcia a diferentes
antibidticos, responsaveis por desencadear inumeras infecgcbes (BARCUDI et al.,
2020). Outro fator agravante é a capacidade dos isolados de MRSA oriundos de leites
e derivados lacteos em transportar genes que codificam enterotoxinas estafilococicas
(BASANISI et al., 2017; AHMED et al., 2019; TITOUCHE et al., 2019) e também outros
genes de viruléncia, como a toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1), e a
capacidade de formacgao de biofilmes (genes icaA e icaD) (FILIPELLO et al., 2019;
NORMANO et al., 2020; ZAYDA et al., 2020).

Considerando o agravante e a grande incidéncia deste patégeno em produtos
lacteos tais como o queijo, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de
susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus aureus em queijo
coalho, genes codificadores de toxina dos isolados obtidos e avaliagéo (in vitro) da
capacidade de formacéao de biofilmes.

5.1 Metodologia

5.1.1 Obtencao dos isolados de Staphylococcus aureus

Os isolados foram obtidos a partir da pesquisa de Staphylococcus coagulase
positiva através do método de NMP/g utilizando o caldo TSB suplementado, avaliando
quatro marcas industriais (identificadas como A, B, C e D) comercializadas nas redes
de supermercado da cidade de Araras/SP e Limeira/SP, e dentre as quatro marcas
comerciais foram avaliadas cinco unidades de cada lote, sendo consideradas
amostras representativas (n=5), totalizando 20 amostras analisadas.

Também foi realizado a contagem de Staphylococcus coagulase positiva de
duas amostras de queijo coalho artesanal, produzido sob encomenda, proveniente da
cidade de Jundiai- SP. Os queijos artesanais foram identificados como amostra E e F,
sendo que a amostra E foi elaborado com leite cru e a amostra F, com leite termizado
(65°C a 15 segundos). A enumeracao para as amostras de queijo artesanal, foram
realizadas conforme descrito por Bennett e Lancette (2001), utilizando o plaqueamento
em agar Baird Parker suplementado e o resultado foi expresso em UFC/g (conforme
descrito no Capitulo 1). Para as colénias sugestivas de Staphylococcus ssp obtidas,
tanto das amostras artesanais quanto industriais, foi realizado o teste da catalase,
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coagulase e fermentacao do manitol para a confirmacao da espécie S. aureus. Dos
isolados obtidos foram realizadas as etapas de susceptibilidade antimicrobiana,

deteccdo de genes de resisténcia e de genes codificadores de enterotoxina
estafilococica.

5.1.2 Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

Para os isolados confirmados como S. aureus, foi realizado o teste de
suscetibilidade antimicrobiana (TSA), que foi determinado pelo método de difusao
em disco, de acordo com as recomendacgdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005), afim de classificar os antibioticos como resistentes, sensiveis
ou intermediarios frente aos isolados (Tabela 9), como demonstrado na Figura 14.
Os seguintes antimicrobianos (OXOID®) foram testados: Cefoxitina (CFO 30ug) —
pertencente ao grupo dos B-lactamicos, Eritromicina (ERI 15ug)- pertencente ao
grupo dos macrolideos, Gentamicina (GEN 10ug)- pertencente ao grupo dos
aminoglicosideos, Oxacilina (OXA 1ug) — pertencente ao grupo dos B-lactamicos e
Vancomicina (VAN 30ug) — pertencente ao grupo dos glicopeptideos. A cepa de
referéncia S. aureus ATCC 25923 foi usada como controle.

Tabela 9. Halos de interpretacao do teste TSA

Antibidticos Conc(c; n;)r agao Sensivel Intermediario  Resistente
Cefoxitina 30ug > 20mm - < 19mm
Eritromicina 15ug = 23mm 14 a2 22mm <13mm
Gentamicina 10ug = 15mm 13 a 14mm <12mm
Oxacilina 1ug = 13mm 10 a12mm <9mm
Vancomicina 30ug > 15mm -* -*

Fonte: Adaptado de CLSI (2005). ( *representa que nao ha documentado antibiotico

intermediario ou resistente, sendo que todos que apresentam halo menor ou igual a
15mm é considerado resistente).



Figura 14. Teste de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de disco difusdo
(Autoria Propria)

5.1.3 Extracao de DNA

As colbnias caracteristicas do Agar BP foram cultivadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI - Disco, Becton Dickinson, MD) a 37°C por 24h. Com a amostra na
concentragdo de 2x10° UFC/mL, a extragdo do DNA foi realizada com o kit comercial
Purelink Genomic DNA (Invitrogen®) de acordo com as instru¢des do fabricante. O
DNA foi quantificado e verificado quanto a sua pureza usando equipamento nanodrop
(Thermo Scientific). O material genético extraido foi armazenado a -80°C.

5.1.4 Deteccao de genes de resisténcia por PCR

A deteccéo de genes que codificam mecanismos de resisténcia foi realizada
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o gene mecA e o gene femA
(presente no metabolismo celular) conforme descrito por Teixeira et al. (2014), e 0
gene blaZ, descrito por Ferreira et al. (2017) (Tabela 10). A amplificagao por PCR foi
detectada por eletroforese em gel de agarose 1,5%.
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Tabela 10. Iniciadores de PCR para amplificacdo de genes mecA e blaZ

81

Tamanho do

Gene Primers Sequencia (5’- 3’) amplicon (pb)
Formard GTT CTG CATGGTCAC CGG ATT

mecA Reverse AAA ATC GAT GGT AAA GGT 532 pb

TGG C

Forward  AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG

femA Reverse GAT AAA GAA GAA ACC AGC 132 pb

AG

Formard CAA AGA TGA TAT AGT TGC

bz TTA TTC TCC 42106

a TGC TTG ACC ACT TTT ATC P

Reverse AGC

De acordo com a metodologia adaptada de Teixeira et al. (2014), o volume
final da reacdo de PCR foi de 20 pyL. Foram utilizados 4uL de Taq Polimerase
5x FIREPol® Master Mix 12,5mM, 0,5 pL de cada iniciador (10 uM), 1 uL de DNA
(1-10ng/uL) e completados com 14 uL de agua livre de nucleases. A amplificacao foi
realizada utilizando o termociclador com os seguintes parametros: desnaturacao
inicial 95°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de amplificacdo (desnaturacao
95°C por 30 segundos, anelamento 57°C por 60 segundos, extensao a 72°C por 45

segundos) e extensao final a 72°C por 5 minutos. Para cada par de primers foi

preparada uma reacao com agua em vez do DNA como controle negativo.

5.1.5 Avaliacao dos genes codificadores de enterotoxina estafilococica

A deteccdo de genes de enterotoxina foi determinada por PCR. Foram

utilizados primers especificos para detectar genes sea e sed (PEREIRA et al., 2017)

(Tabela 11). As cepas FRI100 (sea) e FRI472 (sed), foram usadas como controles

positivos, generosamente cedidas por D. Doro e T. C. Oliveira da Universidade

Federal de Londrina, Brasil.



Tabela 11. Iniciadores de PCR para amplificagao de genes sea e sed

Tamanho do

Gene Primers Sequéncia (5’- 3’) amplicon (pb)

Forward _ CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 2700
sea Reverse  TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAA C P

CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT

Forward TAA ACG
sed 319pb

Reverse  TTAATG CTATAT CTT ATA GGG

TAA ACA TC

O volume final da reacdo da PCR foi de 20 pL conforme descrito
anteriormente. A amplificagdo para estes primers foi realizada utilizando o
termociclador com os seguintes parametros: desnaturacao inicial 95°C durante 5
minutos, seguido por 30 ciclos de amplificagcao (desnaturacao 95°C por 30 segundos,
anelamento 55°C por 60 segundos, extensao a 72°C por 45 segundos) e extensao
final a 72°C por 5 minutos. Para cada par de primers foi preparada uma reacao com

agua em vez do DNA para controle negativo.

5.1.6 Capacidade de formacao de biofilmes - teste quantitativo in vitro

Os isolados de Staphylococcus aureus obtidos das amostras de queijo coalho
industrial e artesanal (para fins comparativos) foram inoculados em caldo TSB
enriquecidos com 5% de glicose e incubados a 37°C por 24 horas. O volume de
200uL de cada cultura foi adicionada a microplaca de 96 pogos e incubada a 37°C
por 24 horas.

Apoés o periodo de incubagéo, o meio de cultura foi descartado e realizou-se
trés lavagens dos pocos com 200uL de agua destilada esterilizada. Secou-se a placa
a temperatura ambiente e adicionou-se 100uL de corante Cristal de Violeta
(Laborclin®) e deixou-se em temperatura ambiente por 3 minutos. Realizou-se mais
trés lavagens com agua destilada estéril. Apds a secagem, 200uL de alcool acetona
(80:20) foi adicionada e a densidade 6ptica foi mensurada a 595nm em leitor de
absorbancia 800™ TS Biotek®. Para controle positivo, utilizou-se Staphylococcus
aureus (ATCC) 25923 e controle negativo, Staphylococcus epidermidis (ATCC)
12228, conforme descrito por Oliveira et al. (2019).

A interpretagcédo da capacidade de producao de biofilme foi classificada como
sendo:
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-sem capacidade de producao (Ado < Acn);
-producao fraca (AcN < Ado < 2X AcN);
-produc@o moderada (AcN < Ado < 4X Acn);
-producéao elevada (Ado > 4x AcN);
Sendo: Ado - absorbancia da densidade Optica da amostra; Acn= absorbancia do

controle negativo.

5.1.7 Analise quantitativa de bactérias totais

Para a andlise quantitativa, foi realizado um pool dos queijos industriais (A, B,
C e D), totalizando apenas em uma amostra e um pool dos queijos artesanais (E e
F), e o DNA bacteriano foi extraido utilizando o kit QlAamp Fast DNA Stool®,
conforme as recomendacdes do fabricante.

A microbiota das amostras de queijos industriais e artesanais foram
confirmadas por PCR em tempo real (QPCR) utilizando os primers especificos
(Tabela 12) (MATSUKI et al., 2004) e SYBR Green (Bio-Rad®) utilizando o
equipamento LightCycler® 480 (Roche Diagnostics).

Os primers utilizados para a amplificagdo do DNA das amostras também foram
empregados para a construgéo da curva padrao em diferentes concentragdes, sendo
elas de 10" a 10* UFC/mL. O DNA de bactérias ndo alvos do estudo foram utilizadas
como controle negativo (POSSEMIERS et al., 2006).

Tabela 12. Sequéncia de nucleotideos dos primers e tamanhos esperados dos
amplicons para analise quantitativa de bactérias totais

Sequéncia (5’ - 3’) pares de base (pb)

ACT CCT ACG GGA GGC AGC A
200 pb
ATT ACC GCG GCT GCT GG

Fonte: Adaptado de Matsuki et al. (2004).

5.1.8 Analise estatistica
A quantificagao de bactérias totais por gPCR foi apresentado pela média +
desvio padréo (DP). As andlises estatisticas foram avaliadas através do teste de
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variancia (ANOVA), utilizando o software GraphPad Prism 5. Os valores de p<0,05

foram considerados significativos.

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Confirmacao dos isolados de Staphylococcus aureus

Apos a realizacdo dos testes bioquimicos para confirmacado da espécie S.
aureus, vinte e nove isolados (29) foram identificados, sendo 4 isolados da marca
industrial A, 13 da marca industrial B, 2 da marca industrial D, 5 isolados da amostra
artesanal E e 5 da amostra artesanal F. A marca C néo teve nenhum isolado de
Staphylococcus aureus identificada.

Os estafilococos constituem um grupo heterogéneo de microrganismos e sao
considerados patégenos oportunistas responsaveis por intoxicagdo alimentar e suas
espécies sado divididas pela capacidade ou ndo da produgdo da coagulase:
Estafilococos coagulase-positivo (CPS) e Estafilococos coagulase-negativo (CNS),
sendo que os isolados de CNS é considerada menos patogénica quando comparada
aos CPS por apresentarem menos fatores de viruléncia (CHAJECA-
WIERZCHOWSKA et al., 2023). A coagulase é uma enzima que estd envolvida na
coagulacao do sangue, sendo capaz de fazer a conversao catalitica do fibrinogénio
em fibrina, resultando na formacgao do coagulo sanguineo (KHUSRO, AARTI, 2022).

Na literatura sdo descritos 53 espécies de estafilococos, sendo que 40 espécies
e 24 subespécies foram categorizadas como CNS. Dentre as classificadas como CPS,
destacam-se S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S.
delphini (MELO et al., 2020; BECKER et al., 2014). Os alimentos derivados do leite,
sao frequentemente associados a presencga de CPS, principalmente pela espécie S.
aureus (CHENOUF et al., 2021), sendo que sua alta prevaléncia em alimentos é
atribuida pela facilidade de se difundir entre os manipuladores de alimentos,
superficies e durante o processo de embalagem, além de serem tolerantes a diversos
fatores ambientais (CHAJECA-WIERZCHOWSKA et al., 2014).

5.2.2 Analise genotipica dos isolados de Staphylococcus aureus (gene femA)
Como prova confirmatoria, para todas as amostras identificadas como S. aureus

pelos testes bioquimicos, tanto amostras industriais quanto artesanais, foi realizado a
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analise molecular utilizando como ferramenta a Reacdo da Cadeia da Polimerase

(PCR) avaliando o gene femA (Figura 15 e Figura 16).

Amostras A Amostras B Amostras D
|
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Figura 15. Detecgédo do gene femA (amplicon 132pb) para os isolados de S. aureus
dos queijos industriais (Amostras A, B e D). Ap6s PCR, eletroforese em gel de agarose
1,5 % foi realizada para separagao das bandas.
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Figura 16. Deteccdo do gene femA (amplicon 132pb) para os isolados de S. aureus dos
queijos artesanais (Amostras E e F). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose 1,5 % foi
realizada para separagao das bandas.

Conforme apresentado na Figura 15 e 16, todos os isolados avaliados (19
isolados das marcas industriais e 10 isolados das amostras artesanais), apresentaram
o gene femA, conforme tamanho do amplicon esperado, corroborando com o0s
resultados das provas bioquimicas realizadas para a caracterizagao inicial, tais como:

catalase, coagulase e fermentacdo do manitol.



As andlises moleculares, avaliando genes especificos como marcadores ou
identificadores de genomas de microrganismo é imprescindivel para uma analise
fidedigna, uma vez que provas bioquimicas podem sofrer influéncias do ambiente
apresentando resultados falsos-positivos. A identificagdo molecular da espécie S.
aureus através do gene femA, € de extrema confiabilidade, uma vez que se trata de
uma proteina codificada geneticamente por este microrganismo cuja qual apresenta
de 48-50kDa, estando envolvida na estrutura da parede celular bacteriana (TEIXEIRA
etal., 2014).

A identificagdo do gene femA é relatado por autores (COSTA, 2008; DIAS et al.,
2011) como marcador epidemiolégico, principalmente quando avaliado em amostras
provenientes de leite, indicando incidéncia de infeccbes intramamarias, enfatizando a
relevancia de estudo deste gene.

Em estudos de Pelisser et al. (2009), que avaliaram 102 isolados de
caracteristicos de Staphylococcus coagulase positiva em queijos comerciais,
observaram que apenas 91 isolados (89,2%) apresentaram o gene femA utilizado
como prova molecular para identificacao da espécie S. aureus, sendo que os demais
isolados se tratavam de espécies CNS. Entretanto, relatos de Andrade et al. (2019),
demonstraram que a espécie Staphylococcus aureus estavam presentes em todas as
amostras de queijo coalho artesanal e industrial analisadas, comercializada nos
mercados de Fortaleza, corroborando para os achados deste presente trabalho.

A presenca de Staphylococcus aureus em alta frequéncia em queijos e
derivados lacteos é uma forte indicacdo de uma segurangca microbiolégica
comprometida nas cadeias de producao leiteiras, onde as falhas podem ocorrer nas
etapas de obtencao do leite ou nas etapas de fabricacdo do queijo. Pesquisas relevam
que na cadeia produtiva de alimentos pode ocorrer a disseminagdo de agentes
infecciosos e transmissdo de bactérias resistentes a antimicrobianos, ameagando a
saude humana e animal (ARAGAO et al., 2022).

5.2.3 Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

Afim de avaliar tal capacidade, para os isolados dos queijos industriais e
artesanais confirmadas pelas provas bioquimicas e pela presenca do gene femA, foi
realizado o teste de susceptibilidade aos antibidticos afim de investigar
presuntivamente quais dos isolados pertenciam a classificacdo de MRSA, como
demonstrado Figura 17.
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Figura 17. Perfil de sensibilidade e resisténcia dos isolados S. aureus em queijos, frente aos antibioticos

Os isolados provenientes da mesma amostra, apresentaram o mesmo perfil de resisténcia e sensibilidade, sendo representado pela média. Referéncia: CFO-
Sensivel: 220mm/ Resistente: <19mm; ERI- Sensivel: 223mm/ Resistente: <13mm; GEN- Sensivel: 215mm/ Resistente: <12mm; OXA — Sensivel: 213mm/
Resistente: <9mm/ VAN- Sensivel: 215mm/ Resistente: <15mm. A linha horizontal tragada (====---- ) representa o valor de referéncia dos antibiéticos, sendo

que, acima da linha considera-se sensivel ao antimicrobiano e abaixo da linha, considera-se resistente.
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Pode-se observar que dentre as amostras comerciais e artesanais analisadas,
ambas apresentam o mesmo perfil de sensibilidade e resisténcia frente aos
antibidticos, exceto a amostra industrial identificada como B, que apresentou
resisténcia a cefoxitina e oxacilina, o que difere das outras amostras.

Ao observar o teste de susceptibilidade, destaca-se que 100% dos isolados
eram resistentes a pelo menos um antimicrobiano, sendo que todos os isolados
apresentaram resisténcia a eritromicina, pertencente ao grupo dos macrolideos, ou
seja, apresentaram o halo de inibicdo menor que 13mm.

Os macrolideos sédo importantes agentes antimicrobianos de amplo espectro
na medicina humana e veterinaria, e seus genes de resisténcia podem ser transferidos
horizontalmente através de linhagens, espécies ou géneros (KRUGER et al., 2022).

A resisténcia frente ao antibidtico pertencente a classe dos macrolideos se da
pelo mecanismo de metilagdo do sitio ribossémico de antibidticos mediada pela
presencga do gene erm, o qual atualmente existem mais de vinte classes diferentes. A
presenga do gene msr também vem sendo associado a resisténcia frente aos
macrolideos, sendo que o gene msr (C) € o que mais estd documentado ao grupo dos
estafilococos, modificando a bomba de efluxo dependente de ATP (PIEKARSKA-
RADZIK et al., 2022).

Segundo Zhang et al. (2023), a administracdo da classe de macrolideos para
animais produtores de alimento afim de crescimento, mesmo em concentragdes muito
baixas, podem originar resisténcia antimicrobiana, o que pode explicar a resisténcia
apresentada em 100% dos nossos isolados. Outros dados na literatura (RAPINI et al.,
2003), inferem que quando analisado o perfil de sensibilidade dos isolados de leite
cru, 100% dos isolados apresentaram resisténcia a eritromicina, o que corrobora para
este presente trabalho.

A exposicao de antibioticos frente aos animais € de extrema preocupacao e foi
relatada em estudos por Kenyon (2021), onde em um estudo ecoldgico, o autor
observou uma associacdo positiva dos paises que incluiam quinolonas na
alimentacdo dos animais e o aumento da prevaléncia de bactérias resistentes ao
mesmo grupo de farmacos.

Quando observado o perfil dos vinte e nove isolados de S. aureus oriundos dos
queijos coalho frente ao antibidtico gentamicina, observa-se que todos (n=29)
apresentaram sensibilidade ao farmaco. A gentamicina, pertencente a familia dos
aminoglicosideos, foi introduzida na década de 1970 e é conhecida por inibir a fungao
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dos ribossomos bacterianos, bloqueando a sintese de proteinas, resultando na morte
bacteriana (LIU et al., 2020), sendo que tal capacidade pode justificar a sensibilidade
frente aos isolados testados (100%). A sensibilidade da gentamicina frente aos
isolados de S. aureus obtidos do leite e queijo coalho também foi realizada por Pereira
et al. (2018), onde dentre os 35 isolados de leite e 69 isolados do queijo, apenas uma
amostra apresentou resisténcia a gentamicina.

O antibiético vancomicina também foi avaliado no presente trabalho,
observando-se o perfil de sensibilidade dentre todos isolados testados (29/29). A
vancomicina € um antibiético pertence a classe dos glicopeptideos e atua contra
bactérias Gram-positivas inibindo a sintese da parede celular (BHATTACHARYYA et
al., 2016). O uso da vancomicina foi realizado com sucesso para as cepas
consideradas MRSA até o final da década de 90, sendo relatado a primeira “falha”
deste antibidtico frente ao microrganismo. Entretanto, tal resisténcia nao foi observada
neste estudo, o que difere de dados reportados por alguns autores. Bomfim e
colaboradores (2020), em estudos com queijo coalho, observaram que 52,9% das
amostras analisadas, apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano,
sendo a maior prevaléncia a oxacilina e gentamicina, e posteriormente a eritromicina.
Segundo Rapini et al. (2004), dos 22 isolados de S. aureus em queijos coalho
comercializados em praias nordestinas, 90,9% apresentaram resisténcia a
gentamicina, seguido por eritromicina e tetraciclina (86,4%), e oxacilina (81,8%).

Embora o perfil de resisténcia e sensibilidade dos antibidticos eritromicina,
gentamicina e vancomicina apresentados estejam em divergéncia com a literatura, se
faz necessario a analise molecular afim de averiguar a presenca de genes especificos
de resisténcia a estes antimicrobianos. Contudo, a prevaléncia dos antimicrobianos [3-
lactamicos tais como penicilina, oxacilina, ampicilina e meticilina, aumentou nos
ultimos anos em todo o mundo (AREFI et al., 2014), e esta preocupacao foi avaliada
e documentada no presente estudo.

Aproximadamente 700.000 pessoas morrem por ano devido a infecgoes
bacterianas resistentes a antibioticos. Residuos de antibidticos em alimentos e
animais aumentaram devido ao seu uso excessivo e algumas vezes desnecessario, €
este fato é apontado como responsavel pelo surgimento de cepas multidroga
resistentes (KIM, AHN, 2022). Outro fato a ser levantando é a correlacdo da
resisténcia antimicrobiana e o uso de sanitizantes. De acordo com Zmantar et al.

(2011), a resisténcia a multiplas drogas vem sido associado ao uso de anti-sépticos e
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detergentes a base de amdnia, sendo que algumas bactérias que abrigam o gene
gacA/B, apresenta resisténcia a penicilina, o que se faz de extrema importancia a
realizacdo de estudos relacionando a distribuicao dos genes de resisténcia e a
suscetibilidade a antissépticos.

Ao observar a resposta fenotipica dos isolados frente aos antibidticos [3-
lactamicos, podemos observar que apenas os isolados de S. aureus do queijo coalho
proveniente da amostra B (n=13), foram resistentes a oxacilina e cefoxitina, sendo que
as demais marcas industriais e amostras artesanais apresentaram sensibilidade frente
aos antibidticos a esta classe.

Observou-se neste experimento que todos os isolados apresentaram
resisténcia a eritromicina, e 44,8% apresentaram resisténcia a cefoxitina e oxacilina.
Esta situacdo requer muita atencdo, uma vez que esses antibiéticos sdo amplamente
utilizados em rotinas clinicas. E extremamente importante estudar a transferéncia de
resisténcia microbiana, uma vez que esta pode ocorrer em alimentos através de
residuos de antibidticos, transferéncia de patdégenos, ou através da ingestao de
alimentos contaminados por cepas resistentes (HENNEKINEE et al., 2012).

Estudos de Kayili e Sanlibaba (2020), analisando queijos tradicionais da regiao
da Turquia, inferem que dentre os 85 isolados de S. aureus, 60 (84,71%)
apresentaram resisténcia aos B-lactamicos, como penicilina, ampicilina e oxacilina,
corroborando para nossos achados.

Outros achados acerca da resisténcia de cefoxitina e oxacilina em queijos
coalho também estdo descritos na literatura. De acordo com Santos (2013),
analisando seis amostras de queijo coalho (sendo trés com leite pasteurizado e outros
trés com leite cru), obtiveram 48 isolados de S. aureus (sendo 15 isolados para o
queijo pasteurizado e 33 para queijo ndo pasteurizado), dos quais todos os isolados
foram sensiveis a ciprofloxacina, gentamicina e amicacina, 50% apresentaram
resisténcia frente a penicilina e 10,42% apresentaram resisténcia a cefotixina
(oriundos dos queijos elaborados com leite cru).

Resultados de Aragao et al. (2022), também condizem com o presente
resultado. A presenca de microrganismos patogénicos em superficies de preparo de
queijo coalho, materiais de ordenha e manipuladores de alimentos em onze fazendas
leiteiras no estado de Pernambuco. Em seus resultados, os autores apontaram a

prevaléncia de Estafilococos coagulase positiva em 62,20% das amostras analisadas,
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sendo que 46,37% apresentaram resisténcia a penicilina e 10,14% para cefotixina e
oxacilina.

Estudos recentes revelam a presenca de isolados resistentes a muitos
antimicrobianos em cadeias leiteiras, enfatizando a importancia de boas praticas de
higiene ao leite e seus derivados, para garantir a qualidade microbiolégico do leite,
queijo e outros produtos lacteos (ZEINHOM e ABED, 2021).

A resisténcia apresentada frente a cefoxitina e oxacilina dos isolados de S.
aureus da marca industrial identificada como B, reflete uma grande preocupacao, pois
o MRSA, responsavel por inumeras infeccées na comunidade (CA-MRSA), em
ambiente hospitalar (HA-MRSA) e associado ao gado (LA-MRSA), apresenta
resisténcia frente a oxacilina e outros antibidticos pertencentes a classe dos B-
lactamicos. Neste contexto, analisando apenas a resposta fenotipica, 44,8% dos
isolados de marcas industriais e artesanais, se apresentam como fortes indicadores
de MRSA.

Entretanto, a expressao fenotipica frente a oxacilina pode alterar dependendo
das condicbes de crescimento submetidas ao S. aureus, como temperatura e
osmolariade do meio, interferindo na precisao dos métodos para deteccdo da
resisténcia (FUDA et al, 2005). Os resultados obtidos por meio de andlises
moleculares dao suporte a atividades epidemiolégicas como vigilancia e investigacao
de surtos de DTAs, e essas ferramentas proporcionam uma melhor compreensao da
patogénese das doencas. Desta forma, a deteccdo molecular pelo gene mecA e blaZ
€ considerado o método de referéncia para determinar isolados resistentes aos [3-

lactamicos.

5.2.4 Genes codificadores de resisténcia aos B-lactamicos

Para os todos os isolados (n=29) de S. aureus foi avaliado a presenga do gene
mecA e blaZ, conforme ilustrado na Figura 18, 19, 20 e 21.

Podemos observar que dentre todos os isolados avaliados (n=29), apenas
44 8% (13 isolados provenientes da marca industrial B) apresentaram 0 gene mecA e
blaZ, conforme tamanho de amplicon esperado, demonstrando capacidade genotipica
para conferéncia a resisténcia aos antibioticos B-lactamicos. Vale ressaltar que estes
achados corroboram para a anadlise fenotipica realizada, sendo demonstrado

resisténcia aos antibidticos cefoxitina e oxacilina.
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Figura 18. Deteccdo do gene mecA (amplicon 533pb) para os isolados de S. aureus
dos queijos industriais (Amostras A, B e D). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose

1,5 % foi realizada para separagao das bandas.
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Figura 19. Deteccédo do gene mecA (amplicon 533pb) para os isolados de S. aureus
dos queijos artesanais (Amostras E e F). Apés PCR, eletroforese em gel de agarose

1,5 % foi realizada para separacio das bandas.
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Figura 20. Deteccdo do gene blaZ (432pb) para os isolados de S. aureus dos queijos
industriais (Amostras A, B e D). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose 1,5 % foi
realizada para separacao das bandas.

Amostras E Amostras F

Controle -

il Leader

SRE

Figura 21. Deteccao do gene blaZ (432pb) para os isolados de S. aureus dos queijos
artesanais (Amostras E e F). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose 1,5 % foi
realizada para separagao das bandas.

As cepas conhecidas como MRSA apresentam o gene blaZ e mecA, em DNA
plasmidial e cromossémico, respectivamente, e sdo responsaveis pela resisténcia a
antibidticos da classe B-lactamicos (OKIKI et al., 2020). A contaminagao do queijo com
S. aureus, portador do gene mecA e blaZ, é uma questao epidemiolégica que se
destaca porque o leite e seus derivados sado fontes de disseminagdo do S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (PEXARA et al., 2015).

Os MRSA sao amplamente resistentes a diversas classes de antibiéticos, e
seus isolados em alimentos, apresentam capacidade de transferéncia de genes de
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resisténcia para seus consumidores, tornando-o extremamente perigoso (JANS et al.,
2017). A presenca de MRSA em fazendas produtoras de alimentos lacteos esta
diretamente relacionada a transferéncia dessas cepas entre humanos e animais.
Outro fator importante € o compartilhamento de espagos em ambientes de criacao,
onde o surgimento de linhagens MRSA entre suinos, caprinos e ovinos, esta se
tornando cada vez mais comum (PEXARA et al., 2015).

Relatos na literatura inferem que o tipo de elemento genético do SCCmec
encontrados nos isolados da origem ao tipo de resisténcia microbiana apresentada,
sendo que os tipos I, IV, V, VI e VIl favorecem a resisténcia apenas aos antibibticos
B-lactamicos, enquanto os tipos Il e Il sdo caracteristicos de cepas multirresistentes
(AGUIAR et al., 2020), entretanto, néo foi possivel realizar tal observagao no presente
estudo.

Pesquisa realizada nos estados nordestinos de Pernambuco e Bahia, avaliou-
se a qualidade microbioldgica de 70 amostras de leite de cabra cru e 70 amostras de
queijo coalho artesanal. Nos resultados, os autores apontam que dentre as 140
amostras, todos os isolados apresentaram o gene mecA e o gene blaZ (OLIVEIRA et
al., 2019).

Aragao e colaboradores (2019), avaliando a qualidade microbiol6gica de
queijos coalho artesanal produzidos por leite de cabra na regidao do Nordeste, destaca
que apenas 15,8% (27/171) apresentaram resisténcia fenotipica a oxacilina,
entretanto, o gene mecA nao foi detectado em nenhum dos isolados. O mesmo foi
observado por Franca et al. (2012) e Peixoto et al. (2013) que analisando
fenotipicamente os isolados de S. aureus, observaram que alguns isolados
apresentavam resisténcia aos B-lactamicos, porém, o gene mecA nao foi detectado.
Entretanto, o gene blaZ estava presente dentre as amostras resistentes a oxacilina.

Apesar da disseminacao de bactérias resistente ser uma realidade, nota-se que
o percentual de MRSA em leite e produtos lacteos difere conforme o local e regiéo,
fato este que pode ser explicado pelas diferencas ambientais, climéaticas e até habitos
humanos (CUONG et al., 2018).

Varios mecanismos estdo envolvidos na resisténcia aos -lactamicos, como a
producdo de penicilinases ou a alteracao da proteina-alvo. No presente estudo, a
triagem para a presenca de mecA e blaZ entre os isolados de S. aureus mostrou uma
alta prevaléncia desses genes, sugerindo que esses microrganismos no queijo coalho

podem apresentar parede celular alterada ou possuir a capacidade de producao de -
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lactamases. Contudo, o fato de ndo detectar os genes mecA e blaZ nos isolados
provenientes dos queijos artesanais elaborados com leite cru (amostra E) e leite
termizado (amostra F) neste presente trabalho, pode estar associado a saude do
rebanho leiteiro e das boas praticas de manipula¢ao do produtor.

5.2.5 Genes codificadores de enterotoxinas estafilocécicas

A intoxicacdo alimentar por estafilococos devido a ingestdo de enterotoxinas
estafilococicas (SEs) € uma das doengas transmitidas por alimentos mais comuns no
mundo, entretanto, sua incidéncia ainda nao é totalmente conhecida por se tratar de
uma doenga autolimitada, com duragao de aproximadamente 24 a 48 horas, 0 que
dificulta sua notificacao (VITALE et al., 2015).

As SEs sao divididas conforme a fungcdo que apresentam, podendo ser
classificada como toxina gastroinstetinal, responsaveis por estimular o efeito emético
do Sistema Nervoso Central e receptores neurais do intestino (desencadeando
vomito, diarréia e fortes dores abdominais), e classificadas como superantigenos,
capaz de promover a proliferacao de células T ndo especificas, sendo responsaveis
pelos sinais clinicos observados nos quadros de septicemia e sindrome do choque
toxico (ACOSTA, 2018).

Algumas SEs sao mais frequentes em alimentos, como sea e sed, sendo que
a primeira é considerada a principal toxina relacionada a surtos de intoxicacao
alimentar, e a sed, é considerada a segunda toxina mais comum e virulenta, sendo
que baixas quantidades podem causar intoxicacao alimentar (SCHELIN, 2010). Pela
alta prevaléncia nos alimentos, se justifica a escolha destes genes para esta estapa
do trabalho.

A pesquisa dos genes sea e sed nos isolados de queijo coalho de marcas
industriais e amostras artesanais estao representadas na Figura 22, 23, 24 e 25. De
acordo com os resultados obtidos, nenhum dos 29 isolados foi positivo para os genes
avaliados codificadores de enterotoxina (sea e sed), ja que os amplicons nos
tamanhos esperados ndo foram encontrados, o que corrobora parcialmente com
Pereira et al. (2018), que ao analisar amostras de leite cru, leite pasteurizado e queijo
pasteurizado, ndo observaram cepas positivas para o gene sea e sed, no entanto, as

amostras positivaram para o gene sec.
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Figura 22. Deteccao do gene sea (amplicon 127pb) para os isolados de S. aureus dos
queijos industriais (Amostras A, B e D). Apos PCR, eletroforese em gel de agarose

1,5 % foi realizada para separagao das bandas.

AmostraE ArmostraF

L
-
8 ) |
—

Controle -

Figura 23. Detecgéo do gene sea (amplicon 127pb) para os isolados de S. aureus dos
queijos artesanais (Amostras E e F). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose 1,5 %

foi realizada para separacao das bandas.
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Figura 24. Deteccao do gene sed (amplicon 317pb) para os isolados de S. aureus dos
queijos industriais (Amostras A, B e D). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose
1,5 % foi realizada para separagao das bandas.
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Figura 25. Deteccao do gene sed (amplicon 317pb) para os isolados de S. aureus dos
queijos artesanais (E e F). Apds PCR, eletroforese em gel de agarose 1,5 % foi
realizada para separagao das bandas.

A deteccdo do gene sea, composto por 771 nucleotideos, pode ser feita na
metade da fase exponencial do crescimento de estafilococos, sendo que a quantidade
de 100-200ng ja é suficiente para a producdo de sintomas. J& o0 gene sed esta
localizado no plasmideo da penicilinase de 27,6kb e sua expressao acontece apdés a
fase exponencial do crescimento (ACOSTA et al, 2018), o que pode ser uma
justificativa pelo qual ndo conseguimos observar a expressado dos genes avaliados.

Estudos de Ribeiro et al. (2020), avaliando a ocorréncia do género

Staphylococcus em fazendas leiteiras produtoras de queijos ndo pasteurizado no
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estado de Sao Paulo, observaram que de 16 isolados de Staphylococcus ssp.
resistentes a meticilina, nenhum apresentou o gene codificador de enterotoxina, fato
este que corrobora para os achados deste trabalho. O mesmo pode ser observado em
relatos de Hegab et al. (2020), que avaliaram os isolados de S. aureus em queijos
tradicionais egipcios, e que dentre 40 isolados, nenhum apresentou o gene sea.

Entretanto, Castro e colaboradores (2020), avaliando a capacidade de
formacao de toxinas em isolados de queijos tipo Minas, comercializado no estado de
Minas Gerais, relatam que dos 68 isolados, apenas 26 apresentaram algum gene
codificador da toxina estafilocéccica. Os genes encontrados com maior frequéncia
foram sea e TSST-1 (14 isolados), enquanto 0 gene sed apresentou em apenas 2
isolados (2,63%).

De acordo com o Rall et al. (2014), avaliando a qualidade microbiolégica de
leite de vaca, apontaram que dentre os quinze isolados de S. aureus, oito
apresentaram o gene sea, o que difere deste trabalho. Outro trabalho descreve que
foram encontrados 0s genes sea, seb, sec e sed em queijarias do estado de Sao Paulo
na producéo de queijo minas frescal (MEDEIROS et al., 2013).

Mesmo com os resultados negativos para os genes sea e sed nao € possivel
afirmar categoricamente que as cepas nao sejam produtoras de toxinas
estafilococicas, nem que o alimento ndo é capaz de ser veiculo de intoxicacao
alimentar, pois ha outros genes relacionadas a tal capacidade.

A combinagéo das enterotoxinas néo classicas como 0s genes seg, sei, sem,
sen e seo também sao capazes de desencadear intoxicacao estafilococica, como foi
observado por Johler et al. (2015), que ao investigar a causa de um surto na Suica
pela ingestao de queijo de cabra cru, observou que nenhum dos isolados de S. aureus
apresentaram os genes de enterotoxina classica (sea — see). O mesmo foi observado
por Umeda e colaboradores (2017) que ao investigar o surto envolvendo alimentos
servidos em almoco, observaram a presenca apenas dos genes seg, sei, sem, sen,
seo e sel.

Segundo estudos, sdo necessdrias cinco condi¢des ideais para promover
surtos de intoxicacdo alimentar: matérias-primas ou manipuladores portadores de
cepas de S. aureus produtoras de SE; transferéncia de microrganismos de alimentos
para equipamentos ou superficie através de ma manipulacdo; alimentos com
caracteristicas favoraveis para multiplicagdo microbiana e produgéo de enterotoxinas;

tempo e temperatura suficientes para o crescimento microbiano; e ingestao de toxinas
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em alimentos (HENNEKINNE et al., 2012). Além do mais, a produgéo de enterotoxinas
pode ser influenciada por uma combinacao de fatores, como umidade, atividade agua,
acidez e temperatura de armazenamento (BELLIO et al., 2019).

Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que essas condi¢des favoraveis
nao foram encontradas durante o processo de manufatura dos queijos industriais e
queijos artesanais, corroborando para a inocuidade da saude do consumidor frente

aos riscos que as SEs apresentam.

5.2.6 Capacidade de formacao de biofilme in vitro

Neste presente trabalho, também foi avaliado a capacidade de formacao de
biofilme in vitro dos isolados de S. aureus proveniente das amostras de queijos. Esta
capacidade em desenvolver o biofiime é considerada um fator de viruléncia do
microrganismo, pois confere protecdo a bactéria em ambientes diversos, assim como
em industrias, que pode consequentemente aumentar o risco de contaminacao
cruzada além de gerar perda econdmica (VAZQUEZ-SANCHEZ et al., 2013).

A habilidade de adesao celular e formacao de biofilme facilita a troca de genes
de resisténcia antimicrobiana entre bactérias, diminuem a permeabilidade a drogas,
criam barreiras e, assim, contribuem para o surgimento de novas cepas de MRSA
(SOHAIL, LATIF, 2018). Microrganismos que apresentam capacidade de adesao e
crescimento celular, podem utilizar de diferentes materiais e superficies como aco
inoxidavel, vidro, borracha e polipropileno para a formacéao do biofilme (MURGA et al.,
2001).

Embora esse teste qualitativo ndo seja o mais sensivel para determinar a
capacidade de formacéao de biofilme, ele foi utilizado como triagem para classificar os
isolados quanto a capacidade de producao de biofime, sendo ela alta, média ou baixa
capacidade. Como pode ser observado na Figura 21, todas as barras (representando
os isolados) que ultrapassam a linha tragada, apresentam alguma capacidade de
formagé&o de biofilme. Por outro lado, as barras que ficam abaixo da linha, ndo
apresentam tal capacidade.

Dentre os 29 isolados, apenas 20,7% (6 isolados) nao apresentaram
capacidade de formacao de biofilme nesta analise. Todos os isolados da amostra B
(amostra industrial), amostra E e amostra F (amostras artesanais) apresentaram uma

fraca capacidade para a producao, totalizando 79,3% (23/29).
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Figura 26. Capacidade de producgao de biofilme — teste in vitro, dos isolados de S. aureus de queijos industriais e artesanais
A linha horizontal tracada (-=---- ) representa a média da absorbancia do controle negativo (ATCC 12228).



De acordo com Ballah et al. (2022), a interacao entre os sistemas regulatérios
e a expressao dos genes de adesao para a formacéo do biofilme, dependem da
temperatura de superficie de contato, osmolaridade e concentragdo de glicose no
meio utilizado. A adicao de glicose 1% no meio TSB pode aumentar a ocorréncia
de formacao de biofilme em isolados de S. aureus em até 83%, segundo o estudo
de Rohde et al. (2001). Contudo, a adi¢cao da glicose neste presente trabalho foi de
5%, favorecendo a resposta de formagéo de biofilme, conforme apresentado pelos
resultados.

Chen et al. (2020), avaliando isolados de S. aureus de diversos tipos de
alimentos, enfatizam que apenas 3 isolados foram classificados como fortemente
produtor de biofilme, e que a classificacdo de fraca producdo foi de 54,64%,
corroborando em partes para o presente estudo.

Em pesquisa com os isolados de queijo de leite de ovelha, Laukova et al.
(2020), descrevem que de 17 cepas isoladas de S. aureus, 12 apresentavam
capacidade fraca de formacao de biofilme, enquanto apenas 5, ndo obtiveram a
capacidade de formagéao de biofilme, fato este observado neste trabalho.

Bravo e colaborares (2019), ao avaliar genotipicamente os isolados de S.
aureus de leites e queijos provenientes de fazendas do estado de Sao Paulo,
observaram que a maioria das cepas apresentaram um ou mais genes que
codificam a aderéncia ao biofilme, entretanto, quando avaliado o teste in vitro,
notou-se que a incubacgao apods 12 horas nao foi capaz que promover a formacao
de biofilme, porém, quando observada a incubacao por 96h, foi possivel identificar
a aderéncia em alguns isolados. Este fato, vem de encontro com o descrito na
literatura, que a observacdo da expressao fenotipica em testes in vitro séo
dependentes de alguns fatores externos.

Pesquisa rastreando 420 amostras entre swabs de maos de manipuladores
e alimentos como carne, leite, queijo, ovo, peixe e fast food, observaram que pelo
método quantitativo, 20% dos isolados de S. aureus foram considerados fortes
frente a capacidade de formacao de biofilme, 77% considerados intermediarios e
3% nao apresentavam a capacidade (BALLAH et al., 2022).

Estudos de Atshan et al. (2012), apontam que os isolados de S. aureus e
MRSA produtores de biofilme avaliados em seu trabalho, apresentavam a proteina
de ligagdo a elastina, conhecida como ebps a qual favorece a aderéncia do
microrganismo. Segundo Falaki e Mahdavi (2017) a primeira fase de adesao das
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células microbianas em superficie para a formacao do biofilme, € mediada pela PIA
(Polissacarideo Intercelular de Adesao), cuja sintese € desencadeada pela
presenca de proteinas de adesao intercelular, como icaA, icaB, icaC e icaD, além
dos genes como fnbA, fnbB e clfB, que desempenham papel fundamental para a
adesao bacteriana.

Nesta etapa do trabalho, ndo foi realizado a pesquisa de genes envolvidos
na formagéao de biofilmes, contudo frente aos relatos na literatura, € de extrema
importancia a avaliacdo genotipica afim de averiguar os genes envolvidos e a

capacidade de expressao dos genes envolvidos.

5.2.7 Analise quantitativa de bactérias totais

Outro ponto avaliado no presente trabalho, foi o estudo da importancia do
tratamento térmico do leite empregado na producdo de queijo coalho. Para essa
etapa, foi realizado a analise comparativa e quantitativa de bactérias totais do queijo
coalho industrial (comercializado nas redes de supermercado) e do queijo coalho
artesanal (elaborado com leite cru e leite termizado, apenas para fins comparativos)
utilizando PCR quantitativo. Os resultados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 27. Quantificacdo de DNA das bactérias totais em amostras de queijo.
PCR em tempo real foi realizada com DNA extraido das amostras. *demonstra
diferencga significativa p<0,05 utilizando teste ANOVA.



Podemos observar que quando quantificado o DNA das bactérias totais/ng
das amostras, 0s queijos artesanais apresentam maior concentracao quando
comparado aos queijos industrias. A meédia da concentracdo de DNA de bactérias
totais em queijos artesanais, foi de aproximadamente 68ng/ng de amostra (sendo
69,3ng/ng para a amostra E, e 66,9ng/ng para a amostra F), enquanto que a
amostra de queijo industrial foi 11,7ng/ng, demonstrando diferenga significativa
entre as amostras comerciais e artesanais.

Tais concentragdes de DNA bacteriano estao relacionadas a presenca de
bactérias acido laticas (BAL) e/ou de microrganismos patogénicos e deteriorantes.
As BAL estdo presentes naturalmente no leite cru e podem ser adicionadas
intencionalmente como culturas iniciadoras na producdo de queijo, conforme
demonstrado por varios autores (MORAES et al., 2018, SANTOS et al., 2014),
afim de acentuar as propriedades sensoriais. Os géneros que compreendem este
grupo sao: Lactobacillus, Lactococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, QOenococcus,
Pediococcus,  Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella,
Microbacteerium, Bifidobacterium, entre outros (CARR et al., 2002; YERLIKAYA,
2018).

A diferenca da massa de DNA das bactérias totais dos queijos industriais e
artesanais, se deve pela qualidade microbiolégica da matéria prima, ou seja, do
leite utilizado para a producéo dos queijos. Por se tratar de um produto alimenticio
com selo de inspecao proveniente de um processamento industrial, espera-se que
a saude do rebanho leiteiro, aléem dos cuidados como armazenamento e transporte
do leite empregado, esteja em condi¢des ideiais de salubridade, fato este que
podemos observar quando quantificado as bactérias totais das amostras
industriais (11,7ng/ng). Ja para os queijos provenientes de producao artesanal,
frente aos achados da quantificacao de bactérias totais (68ng/ng), podemos inferir
que a qualidade microbioldgica do leite ordenhado e os cuidados de manejo do
rebanho leiteiro estdo insatisfatorios, devido a diferenca significativa quando
comparada ambas as amostras (industriais versus artesanais).

Outra diferenca das amostras analisadas, € a presenca ou ndo do
tratamento térmico do leite empregado na producéo de queijo. Todas as amostras
comerciais (A a D) adquiridas nas redes de supermercados, utilizam leite
pasteurizado para a fabricacdo do queijo, enquanto que as amostras artesanais
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foram elaboradas através de leite cru e leite termizado (processo pelo qual nao
atingem o tempo e temperatura empregada no processo de pasteurizagao).

O tratamento térmico do leite altera varios fatores como o pH, consisténcia,
acidez, matéria seca, microbiota entre outros. Para o processo de pasteurizacao
pode ser adotado o processo lento, no qual consiste em empregar temperaturas
de 62-65°C por 30 minutos, e o processo de curta duragao, também conhecida por
High Temperature Short Time (HTST), no qual a temperatura atinge 72-75°C por
15-20 segundos (TORREZAN et al., 1998). Neste processo térmico, a intencao é
a destruicdo da carga microbiana patogénica e deteriorante, contudo a
contaminagao pode ocorrer também pos pasteurizacdo (MARTINS, 2022).

J& o processo de termizagéo é considerado o tratamento térmico utilizando
temperatura de 64°C de 5-20 segundos, e tem por objetivo a eliminagédo da grande
maioria de microrganismos psicotroficos, aerdbias meséfilas e prevencao da acao
enzimatica no processo de refrigeracao (TORREZAN et al., 1998).

Contudo, ndo podemos inferir que a redug¢ao da carga microbiana quando
comparada as amostras industriais e artesanais se deva pelo processamento
térmico do leite utilizado, uma vez que a técnica de PCR quantitativo é feita a partir
do DNA microbiano, n&o permitindo concluir diretamente se os organismos
identificados estavam viaveis no produto no momento da anélise.

A presenca das BAL nos alimentos é de extrema importdncia em duas
principais vias, sendo a primeira, na degradagcdo de carboidratos e
consequentemente, na reducao do pH, contribuindo para o aumento da vida util
do produto, e no processo de biopreservacdo de alimentos frente a outras
bactérias patogénicas e deteriorantes, pela capacidade de produgdo de agentes
antimicrobianos, acidos orgéanicos, bacteriocinas, entre outros (MADERA et al.,
2003, CHEN; HOOVER, 2003).

De acordo com Machado et al. (2011), o queijo é um dos alimentos no qual
a presenca de BAL é a de maior predominancia, e a presenca de S. aureus é
fortemente encontrada como microrganismo patogénico. Estudos de Caridi (2003)
revelaram a utilizacdo das bactérias acidos laticas, isolados a partir de queijos e
leite, na conservagdo de outros alimentos e no controle de microrganismos
patogénicos como Staphylococcus spp e encontraram resultados positivos frente
a biopreservacgao.
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Os achados dessa analise nos permitem inferir que o processo térmico
eficaz, como o da pasteurizacao, reduz a carga microbiana do alimento, conferindo
maior segurancga aos consumidores. Contudo, apenas com os resultados obtidos
para esta etapa, uma vez que foi quantificado a concentracao do material genético
de bactérias totais presentes nas amostras, ndao é possivel afirmar que a
concentragdo bacteriana encontrada nos queijos artesanais, seja somente pela
presenca de bactérias patogénicas e deteriorantes, ja que a presenca de BAL é
fortemente observada neste grupo de derivado lacteo.

5.3Conclusao

Frente ao apresentado, pode-se concluir que os isolados de MRSA foram
provenientes apenas de uma marca industrial analisada, o que nos faz questionar
sobre a qualidade e saude do rebanho leiteiro do qual este produto foi obtido, ja que
a presenca de cepas resistentes pode ser oriunda da grande exposicao aos
antibiéticos. Além disso, os mesmos isolados (amostra B) apresentaram fraca
capacidade de formacédo de biofilme, assim como os isolados das amostras
artesanais (E e F), demonstrando outro fator de viruléncia associado ao
microrganismo, comprometendo a produg¢ao queijeira, uma vez que a formagao de
biofilme dentro da cadeia produtiva pode levar a grandes perdas econdmicas,
comprometer a qualidade dos produtos e desencadear um problema de saude
publica.

Por outro lado, através da anélise quantitativa em qgPCR, podemos observar
gue as amostras comerciais apresentam carga microbiana significativamente menor
quando comparado as amostras artesanais, contudo, através dessa analise, ndo
podemos afirmar que a menor carga microbiana observada seja destinada apenas
ao grupo de microrganismos patogénicos e/ou deteriotantes, fazendo-se necessaria
a quantificacéo através de gPCR utilizando iniciadores especificos para um resultado
preciso.
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6. DISCUSSAO GERAL — CAPITULO | e CAPITULO Il

A qualidade microbioldgica de queijos e produtos lacteos € de extrema
importancia uma vez que estes alimentos, pelas suas caracteristicas nutricionais,
podem a vir abrigar microrganismos deteriorantes e patogénicos, assim como S.
aureus, responsavel por inumeros surtos de intoxicagdo alimentar em todo o
mundo.

O manejo do gado leiteiro, a qualidade microbioldgica do leite utilizado, o
emprego do tratamento térmico e a saude do rebanho leiteiro, reflete de forma direta
e incisiva a presencga de S. aureus. Afim de promover a saude e ganho de peso dos
rebanhos, o uso de antibiéticos passou a ser utilizado de forma indiscrimada, o que
favorece o surgimento de novas cepas resistentes a estes farmacos, denominados
MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina).

Frente aos resultados observados no Capitulo | e |l desta presente tese,
podemos observar que o tratamento térmico do leite a ser utilizado para a produgéo
do queijo coalho, é de extrema importancia para a qualidade microbiol6gica do
produto final, uma vez que as contagens de Staphylococcus coagulase positiva e
Escherichia coli, dos queijos comerciais (elaborados a partir de leite pasteurizado),
se mantiveram de acordo com a legislagéo vigente e foi observada auséncia de
Salmonella spp e Listeria monocytogenes (IN n°161 e RDC n° 12). Entretanto,
observa-se que quando avaliado a qualidade microbiolégica do queijo elaborado
com leite cru e leite termizado (para fins comparativos), embora também néo se
tenha observado a presenca de Salmonella e Listeria monocytogenes, as
contagens obtidas de E. coli e Staphylococcus coagulase positiva ultrapassam o
permitido.

Foi observada menor carga microbiana dos queijos de coalho comerciais
quando comparado aos queijos artesanais utilizando-se a técnica que gPCR.
Contudo a referida técnica nao avalia a viabilidade dos microrganismos presentes.
Empregando-se métodos convencionais em contagens em placas foi observado
menor contagens de Staphylococcus e E. coliquando comparado o queijo industrial
frente ao artesanal.

Observou-se a concentracéo de 11,7ng DNA/ng de bactérias totais para as
amostras de queijo coalho comerciais. Essa concentracdo pode estar relacionada
com a presenca de DNA bacteriano de possiveis bactérias patogénicas e
deteriorantes que foram inativadas pelo tratamento térmico, e também de bactérias
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acido laticas presente no alimento, adicionado de forma intencional na industria,
podendo apresentar a capacidade bioprotetora frente a bactérias patogénicas.

A comercializagdo de queijos elaborados por leite cru nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais deixou de ser permitida, porém, ainda € possivel observar
sua comercializacdo em pequenas queijarias de forma clandestina, pois as
propriedades sensoriais ainda s&o muito apreciadas por alguns consumidores.

Quando avaliado a presenca de S. aureus, de acordo com estudos, a carga
celular deste microrganismo necessaria para a producao de SEs tem de ser superior
a 10%UFC /g, contagem esta ndo obtida nas amostras de queijos coalho industrial,
contudo, a amostra artesanal elaborada com leite cru, obteve contagem de
2,1x105UFC/g.

Embora as contagens obtidas para S. aureus das amostras comerciais e a
partir de leite termizado estejam em conformidade com a normativa IN n°161 (Vide
Capitulo 1), este microrganismo pode produzir diversos fatores de viruléncia
responsavel pela invaséo celular e redugédo das células do sistema imunologico.
Desta maneira, foi investigado a capacidade de producdo de enterotoxinas,
avaliando o gene sea e sed, além de realizar a pesquisa fenotipica e genotipica dos
isolados de S. aureus frente a antibibticos e genes de resisténcia, além de avaliar a
capacidade de formagéao de biofilme.

N&o foi possivel observar a expressao dos genes sea e sed, entretanto, ndo
se pode descartar a possibilidade dos isolados, obtidos neste trabalho, em
representarem risco de proporcionar intoxicacbes alimentares, uma vez que
existem outros genes conhecidos na literatura por tal capacidade, nao avaliados na
presente pesquisa. Em relacdo ao perfil de susceptibilidade microbiana, um fato
interessante que pode ser observado é que apenas os isolados da amostra
industrial B apresentou resisténcia frente aos antibioticos oxacilina e cefoxitina
(teste fenotipico) e apresentou os genes blaZ e mecA, responsaveis pela resisténcia
aos antibibticos B-lactamicos, sendo um forte indicativo do uso indiscriminado
destes farmacos utilizados em rebanhos leiteiros.

Ainda que o queijo coalho industrial B tenha atendido a legislacdo, a
presenca de isolados de S. aureus com capacidade de resistir a acdo dos
antibiéticos testados e a presenca de genes de resisténcia, é de grande
preocupacao. Outro ponto de extrema relevancia € que estes mesmos isolados,
oriundos da amostra B, e isolados das amostras de queijos E e F, apresentam uma
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fraca capacidade de formacado de biofilme, agravando a patogénese destas
bactérias. A capacidade de adeséo celular em superficie e presenca de genes de
resisténcia a antimicrobianos, faz dos isolados da amostra B uma ameaca potencial
para saude publica, pois conforme descrito anteriormente, a formacao do biofilme
proporciona a troca de genes de resisténcia entre uma espécie e outra, resisténcia
horizontal e o surgimento de outras cepas multiresistentes em ambientes
comunitarios.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Frente os resultados obtidos no Capitulo | e Capitulo Il desta presente tese,
podemos inferir que a qualidade microbiolégica das marcas industrias analisadas
apresentam-se em conformidade com a legislagdo vigente frente a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli e pela auséncia de Salmonella
spp e Listeria monocytogenes, podendo ser classificados como adequados para o
consumo e comercializagao.

Entretanto, ainda que as contagens nao ultrapassem o estipulado pela
legislacao, a presenca de isolados de S. aureus que carregam genes de resisténcia
frente a classe de antibi6ticos mais utilizados na rotina clinica e de apresentar
capacidade de formagédo de biofilme, é de grande preocupagdo em ambito
industrial, comunitario e hospitalar.

Desta forma, se faz necessario a realizagdo de mais pesquisas de forma
continua dos microrganismos patogénicos em alimentos, bem como a nivel
molecular afim de avaliar a capacidade de expressao dos fatores de viruléncia de
S. aureus presentes, afim de reduzir riscos microbiolégicos.
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