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RESUMO

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) implicam diretamente na saude publica.
Podem ter etiologia bacteriana, na qual o patégeno Sthaphylococcus aureus é um dos
principais agentes etioldgicos relacionados a surtos de DTA no Brasil. Os produtos
clandestinos, nesse contexto, apresentam maior risco a saide publica por ndo terem sido
submetido a qualquer tipo de fiscalizagdo sanitéria desde a matéria-prima até a sua
comercializacdo podendo conter patdgenos potencialmente capazes de causar doencas
aos consumidores. Considerando a falta de conhecimento sobre o0s perigos
microbiologicos dos principais alimentos causadores de doencas alimentares existente na
regido norte do Tocantins; no impacto das DTA’s na satide publica; no levantamento de
informacdes técnicas sobre a efetividade dos principios ativos antimicrobianos frente aos
patogenos alimentares; e na falta de embasamento tedrico-cientifico para elaboracdo de
programas profilaticos especificos de controle e vigilancia epidemioldgica e sanitéria do
risco de ocorréncia de perigos dos alimentos de origem animal informalmente
comercializados no norte do estado do Tocantins, o presente trabalho teve como objetivo
identificar em queijos tipo minas frescal clandestinos, espécies de estafilococos coagulase
positiva (ECP) por meio de provas bioquimicas como a capacidade de hemolise, produgéo
de acetoina e fermentacdo de agUcares; avaliar seu potencial enterotoxigénico, por
abordagem molecular; e o potencial deteriorante em diferentes condic¢des de temperatura;
assim como a sua susceptibilidade antimicrobiana através da técnica de difusdo em disco.
Foram avaliadas 21 amostras de queijos comercializadas informalmente no norte do
estado do Tocantins. Da totalidade de 355 isolados ECP, 177 (49,86%) foram
identificados como S. aureus, 2 (0.56%) S. intermedius, 3 (0.84%) S. hycus, 2 (0.56%) S.
delphini, e 1 (0.28%) S. coagulans. Do total de 173 isolados de S. aureus, 25 (52,08%)
foram positivos para o gene tst, que codifica a sintese da toxina de choque tdxico. Outros
16 (33,33%) foram positivos para o gene sea, assim como quatro (8,33%) foram positivos
see, e um isolado positivo para cada um dos genes seb (2,08%), sec (2,08%) e etb (2,08%).
Todos os isolados demonstraram atividade lipolitica em condi¢cdo mesofila e psicrotréfica
sendo que as espécies S. intermedius e S. hycus obtiveram destaque em relagéo a atividade
proteolitica. Em relacdo a sensibilidade antimicrobiana, foi observado multirresisténcia
na maioria dos isolados, sendo a clindamicina o principio ativo com menor eficiéncia
(40%), ja o grupo dos aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) foi o grupo com
maior eficiéncia, sendo capaz de inibir de forma satisfatoria todos os isolados avaliados.
Conclui-se que o0s queijos tipo minas frescal, comercializados na regido norte do estado
do Tocantins, podem apresentar uma curta vida Util devido a atividade deteriorante dos
isolados avaliados, assim como 0s queijos avaliados podem oferecer risco aos
consumidores, ja que apresentavam elevadas contagens de ECP e foram isoladas cepas
com potencial toxigénico.

Palavras chaves: Enterotoxinas estafilococicas, Intoxicagdo, S. aureus, PCR, Queijo.



ABSTRACT

Foodborne diseases (DTA's) directly affect public health. They may have a bacterial
etiology, in which the pathogen Staphylococcus aureus is one of the main etiological
agents related to outbreaks of DTA in Brazil. Clandestine products, in this context,
present a greater risk to public health because they have not been subjected to any type
of sanitary inspection from the raw material to its commercialization, and may contain
pathogens potentially capable of causing diseases to consumers. Considering the lack of
knowledge about the microbiological hazards of the main foods that cause foodborne
diseases in the northern region of Tocantins; on the impact of ATDs on public health; in
the collection of technical information on the effectiveness of antimicrobial active
principles against food pathogens; and in the lack of theoretical-scientific basis for the
elaboration of specific prophylactic programs of control and epidemiological and sanitary
surveillance of the risk of occurrence of dangers of foods of animal origin informally
commercialized in the north of the state of Tocantins, the present work had as objective
to identify in cheeses clandestine fresh mines, coagulase-positive staphylococci species
(ECP) through biochemical tests such as the ability to hemolysis, acetoin production and
sugar fermentation; to evaluate its enterotoxigenic potential, by molecular approach; and
the deteriorating potential under different temperature conditions; as well as its
antimicrobial susceptibility through the disk diffusion technique. Twenty-one samples of
cheese commercialized informally in the north of the state of Tocantins were evaluated.
Of the total of 355 ECP isolates, 177 (49.86%) were identified as S. aureus, 2 (0.56%) S.
intermedius, 3 (0.84%) S. hycus, 2 (0.56%) S. delphini, and 1 (0.28%) S. coagulans. Of
the 173 isolates of S. aureus, 25 (52.08%) were positive for the tst gene, which encodes
the synthesis of toxic shock toxin. Another 16 (33.33%) were positive for the sea gene,
as well as four (8.33%) were positive for see, and one isolate was positive for each of the
seb genes (2.08%), sec (2.08 %) and etb (2.08%). All isolates showed lipolytic activity in
mesophilic and psychrotrophic conditions, with S. intermedius and S. hycus being
highlighted in relation to proteolytic activity. Regarding antimicrobial sensitivity,
multidrug resistance was observed in most of the isolates, with clindamycin being the
active ingredient with the lowest efficiency (40%), on the other hand, the group of
aminoglycosides (gentamicin and streptomycin) was the group with the highest
efficiency, being able to inhibit from satisfactorily all the isolates evaluated. It is
concluded that the Minas Frescal cheeses, marketed in the northern region of the state of
Tocantins, may have a short shelf life due to the deteriorating activity of the evaluated
isolates, as well as the evaluated cheeses may pose a risk to consumers, since they
presented high counts of ECP and strains with toxigenic potential were isolated.

Keywords: Cheese, PCR, Poisoning, S. aureus, Staphylococcal Enterotoxins.
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1 INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) sdo provocadas por agentes que se
instalam no organismo hospedeiro, muitas vezes em decorréncia da ingestdo de 4gua ou
alimentos contaminados (BRASIL, 2010). Tais agentes podem ser de natureza quimica,
como agrotoxicos, ou bioldgicos, como micro-organismos causadores de doencas
(SILVA; BERGAMINI; OLIVEIRA, 2010).

Entre os anos 2000 e 2017 ocorreram 12.503 surtos de DTA em todo o Brasil, nos
quais 2.340.201 pessoas foram expostas e destas 236.403 ficaram doentes, 0 que acarretou
182 dbitos. Contudo, esse nimero de casos pode ser consideravelmente maior, ja que,
segundo Forsythe (2000), os casos de DTASs séo subnotificados.

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2018), no periodo compreendido entre
0s anos 2000 a 2017, os alimentos de origem animal foram discriminados como alimentos
desencadeadores em 17,51% dos surtos notificados de DTAs (BRASIL, 2018). Isso pode
ser decorrente de falhas na manipulacdo desses alimentos nas diversas etapas de
producdo, nas quais a falta ou falha de medidas higiénico-sanitarias eficientes, associada
com o fato de boa parte da microbiota patogénica ser proveniente dos préprios animais,
tornam esses alimentos muito propensos a oferecer perigo microbioldgico ao consumidor
(FORSYTHE, 2000).

O comércio informal de alimentos, sem inspecao sanitaria, configura risco a saude
publica uma vez que esse tipo de comercializacdo permite que os produtos sejam
facilmente contaminados por micro-organismos patogénicos, devido as condigdes
inadequadas do local de preparo e a falta de conhecimento sobre técnicas higiénicas ou
sanitarias de preparo e manipulacdo por parte dos comerciantes (RODRIGUES et al.,
2003).

Segundo o Ultimo levantamento epidemioldgico realizado pelo Ministério da
Saude, publicado em 2018, as bactérias estdo relacionadas como agentes etioldgicos em
mais de 90% dos casos de DTAs (BRASIL, 2018). As intervenc¢des médicas nos casos de
DTAs de origem bacteriana se baseiam principalmente no uso de antibioticoterapia, sendo
assim torna-se necessaria a avaliacdo de principios ativos mais eficientes e o
monitoramento da disseminagdo de linhagens bacterianas multirresistentes (BRASIL,
2010).
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O perfil epidemioldgico das DTAs no Brasil ainda é pouco conhecido e carente
de informacdes (MALACRIDA; DIAS; LIMA, 2017; MELO et al., 2018). Apenas
algumas regiGes, estados e/ou municipios dispdem de pesquisas e dados a cerca dos
agentes etioldgicos de DTAs mais comuns, alimentos frequentemente envolvidos e
fatores contribuintes para os surtos (VAN AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Chin (2002) destaca que para um controle eficiente de doencas transmissiveis,
dados epidemioldgicos confiaveis a respeito da prevaléncia, distribuicdo e etiologia,
configuram um componente essencial de qualquer sistema de investigacdo em salde
publica. Esses estudos estruturam acOes estratégicas para mitigacao de risco.

Considerando, portanto, o grande impacto que as doencas transmitidas por
alimentos tém na salde publica; na falta de estudos e dados epidemiol6gicos necessarios
para acdes de vigilancia epidemioldgica e sanitaria; e, na importancia de investigar fatores
higiénico-sanitarios, microbiologicos e antimicrobianos, esse trabalho teve por objetivo
subsidiar aces médicas e epidemioldgicas a partir da caracterizacdo de Staphylococcus
aureus em queijos tipo Minas Frescal informalmente comercializados no norte do estado

do Tocantins.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Determinar as espécies, o potencial toxigénico e deteriorante de cepas de
estafilococos coagulase positiva e a susceptibilidade antimicrobiana das cepas de S.
aureus isoladas de queijo minas frescal informalmente comercializados no norte do

estado do Tocantins.

2.2 Objetivos Especificos:

e Identificar as espécies de estafilococos coagulase positiva com base nas
caracteristicas morfotintoriais e provas bioquimicas contidas em amostras de queijo
tipo Minas Frescal informalmente comercializados;

e Pesquisar genes de producdo de enterotoxinas dos estafilococos coagulase positiva
por abordagem molecular;

e Verificar o potencial proteolitico e lipolitico dos estafilococos coagulase positiva em
diferentes condic¢des de armazenamento; e,

e Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de S. aureus a

diversos tipos de antibioticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doencas Transmitidas por alimentos (DTAS)

As contaminacdes de alimentos por micro-organismos podem ocorrer ao longo
das diversas etapas de producdo, desde a elaboracdo até a comercializacdo desses, e
configuram um grande problema de salde publica mundial, visto que anualmente,
milhdes de pessoas ao redor do mundo sdo acometidas por DTAs (MELO et al., 2018).

As DTAs estdo associadas a sindrome com sinais clinicos de perturbacédo do trato
digestivo, que pode ser influenciada pelo agente etioldgico ou toxina responsavel,
quantidade do alimento ingerido e susceptibilidade do individuo acometido (CAMARA;
MELO, 2015). Contudo, outros sistemas e 6rgdos, a depender do agente etioldgico,
podem ser acometidos pelas DTAS, como o sistema nervoso central, rins, meninges e
figado (BRASIL, 2005).

A Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) define como DTA as enfermidades de
cunho infeccioso ou toxico causadas pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados
por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos (BRASIL, 2010). O grupo de DTAs é
constituido por volta de 250 tipos de doencas alimentares, que gera, entre outros fatores,
perdas econdmicas expressivas, em virtude dos gastos gerados com o tratamento das
pessoas acometidas, prejuizos no turismo e na sociedade (OLIVEIRA et al. 2010).

Segundo um estudo de perfil epidemioldgico, feito com base nos dados do Sistema
de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) da Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS) do Ministério da Saude, entre os anos 2000 e 2017, os alimentos de origem animal
estdo mais relacionados com surtos alimentares no pais (BRASIL, 2018).

As bactérias estdo comumente relacionadas aos casos de DTAs. Seu grau variado
de viruléncia e sua ampla diversidade confere a esses micro-organismos grande
importancia frente a sua capacidade de gerar danos a saude coletiva (SILVA, 2017). No
Brasil, nos tltimos 17 anos as bactérias foram responsaveis por 92,2% dos casos de surtos
notificados de DTAs, sendo que a Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus
aureus foram os principais agente etioldgicos identificados nesses surtos (BRASIL,
2018).
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3.2 Staphylococcus aureus

Pertencente a familia Staphylococcaceae, 0 género Staphylococcus abrange 37
especies e 20 subespécies de bactérias (GHERARDI; DI BONAVENTURA; SALVANI,
2018). Sdo Gram positivas, de formato esférico e didmetro que varia de 0,5a 1,5 um. Se
caracterizam pela formagao de agrupamentos com formato de cachos de uvas (HARRIS
etal., 2002; SANTOS et al., 2007).

Esses micro-organismos nao sao moveis, ndo formam esporos, podendo ser
positivos na reacdo de catalase, a grande maioria € anaerobio facultativo, exceto as
espécies S. saccharolyticus e S. aureus subsp. anaerobius, que sdo anaerobios
(BERTRAND; HUGUENIN; TALON, 2002).

Tem crescimento 6timo em condi¢cOes aerdbias e em faixas de temperatura que
variam de 18°C a 40°C. Algumas espécies sao positivas a prova de coagulase e crescem
em concentragdo de 10% de NaCl (GHERARDI; DI BONAVENTURA; SALVANI,
2018). Tem como valores pH ideal para o crescimento de 6,0 a 7,0, contudo, pode crescer
em uma escala de pH que varia de 4,0 a 9,8 (FRANCO; LANDGRAFF, 2000).

O S. aureus é uma bactéria amplamente distribuida na natureza, que possui como
seu maior potencial patogénico a producéo de toxinas termoestaveis. Quando presentes
em alimentos, essas toxinas podem permanecer viaveis mesmo ap6s a inativacdo dos
micro-organismos (PELISSER et al., 2009; OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).

A severidade da intoxicacdo provocada pela ingestdo das enterotoxinas
estafilococicas (EE), dependerd da quantidade ingerida e da susceptibilidade do
individuo, sendo que os sintomas podem aparecer até 8 horas da ingestdo de alimentos
contaminados (SILA; SAUER; KOLAR, 2009; OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).

Acredita-se que cerca de 20% a 50% da populacdo seja colonizada por essa
bactéria, ja que ela pode compor a microbiota bacteriana da pele e mucosas nos seres
humanos. Dessa forma, a manipulacdo inadequada dos alimentos, associada aos habitos
de higiene improprios pelos manipuladores contaminados, se torna a principal forma de
contaminagdo dos alimentos por S. aureus (PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010;
RALL etal., 2010).

Além disso, 0 S. aureus € o principal agente etioldgico identificado como causador
de mastites clinicas e subclinicas em bovinos (FREITAS et al., 2018; GIARDINI et al.,
2016). Dessa forma, em alimentos de origem lactea, essa espécie tem especial importancia

para a seguranca do consumo.
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3.3 Intoxicacao estafilococica

A intoxicacao alimentar provocada pelos estafilococos é resultante da ingestéo de
proteinas extracelulares de baixo peso molecular, pertencentes a familia das toxinas
pirogénicas (PT), denominadas enterotoxinas estafilococicas (EE). Essas sdo pre-
formadas no alimento contaminado, essencialmente através da manipulacdo humana, ou
da matéria-prima obtida de animais. Fazem parte desse grupo a toxina da sindrome do
choque toxico (tst), e as toxinas esfoliativas tipos A e B (eta e etb), entre outras (LUZ,
2009).

Atualmente, 23 tipos de enterotoxinas estafilococicas foram caracterizadas e
classificadas estando relacionadas a casos de intoxicagdo (BENKERROUM, 2017; L1 et
al., 2018). Todavia, mesmo com essa grande variedade de toxinas, 95% dos casos de
intoxicacdo alimentar estdo relacionados pelas EEs A, B, C, D e E (LETERTRE et al.,
2003).

As EEs e a toxina da sindrome do choque tdxico tém seu mecanismo de acdo
através da ativacdo massiva de linfdcitos T. Isso acontece devido a ligacdo das toxinas ao
complexo de histocompatibilidade tipo 11, com consequente liberacdo em larga escala de
citocinas pré-inflamatérias que levam a ocorréncia dos sinais clinicos (ETTER, et al.,
2020).

A intoxicacdo estafilococica se da pela ingestdo de alimentos contaminados com
a bactéria, que ndo passaram por um tratamento térmico ou insuficiente para inativacédo
do micro-organismos, e depois foram conservados sob temperaturas inadequadas,
propiciando a proliferagdo bacteriana com consequente producdo de toxinas
(GERMANO; GERMANO, 2015). Da mesma forma, as toxinas produzidas nos
alimentos crus podem permanecer ativas mesmo ap6és a eliminacdo das formas
vegetativas pela sua termorresisténcia (PELISSER et al., 2009).

A presenca de EEs esta relacionada com a capacidade de multiplicacdo da
populacdo bacteriana em atingir cerca de 10° UFC/g ou mL, pardmetro esse que é
utilizado como sugestivo para a presenga de EEs em quantidade suficiente para causar
intoxincacdo (LANDGRAF; DESTRO, 2013).

A produgdo das toxinas estafilococicas podem ser influenciadas por fatores
genéticos e/ou ambientais (OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018). Genes reguladores,
transmitidos de forma funcional através da multiplicacdo de bactérias e 0 aumento ou

diminuicdo da producdo dessas toxinas, a depender da fase de multiplicacdo bacteriana,
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sdo exemplos das influéncias genéticas inerentes ao potencial toxigénico dos
estafilococos. A densidade bacteriana, o pH e a concentracdo de CO> também
influenciam a producéo das toxinas estafilocdcicas (BRONNER; MONTEIL; PREVOST,
2004).

Os sintomas ligados a intoxicacdo por EEs podem ocorrer de forma branda,
moderada ou severa, a depender da quantidade e tipo de EE envolvida. Contudo os sinais
clinicos mais comuns sdo émese, mal-estar, prostracdo, diarreia ndo sanguinolenta,
sudorese e colicas abdominais (SABIONI; HIROOJA; SOUZA, 1988; BRASIL, 2010).

De acordo com Nema et al. (2007), a sintomatologia pode aparecer, geralmente,
de uma a seis horas decorridos da ingestdo das enteroxinas produzidas pelas cepas S.
aureus nos alimentos e a duracdo do quadro clinico pode perdurar por 7 a 10 dias.
Comumente néo € fatal, mas configura risco em casos de pacientes geriatricos, neonatos

ou pacientes com imunodepressdo (FERREIRA et al.,2010).

3.4 Resisténcia a antibioticos

Algumas cepas de S. aureus isoladas de alimentos podem apresentar resisténcia a
antibidticos que sdo utilizados rotineiramente na terapéutica de doencas em seres
humanos (MEDEIROS et al., 2009).

Por volta da década de 1960 surgiram as primeiras cepas de S. aureus resistentes
ameticilina (MRSA), porém em 1980 essas cepas acabaram configurando um importante
problema clinico e epidemioldgico em ambientes hospitalares. Desde entdo essas cepas
comecaram a se espalhar para fora dos hospitais (GHERARDI; DI BONAVENTURA;
SALVANI, 2018).

O surgimento de linhagens multirresistentes nas Ultimas décadas podem estar
relacionado com a pressdo seletiva devido ao uso indiscriminado e intensivo de
antimicrobianos na medicina humana e veterinaria (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004;
RAPINI et al., 2004). A resisténcia a meticilina das cepas MRSA se deve a presenca de
uma proteina que se liga a penicilina (PBP) alterada - PBP2a, promovendo baixa
afinidade a todos os antibidticos beta-lactamicos. Essa proteina ligadora é codificada pelo
gene mecA (WINN et al., 2006).

Gill et al. (2005) destacam que o tratamento e o controle das infec¢es causadas

pelo S. aureus tém se tornado bastante arduo, visto que, essas bactérias, adquiriram
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resisténcia as principiais classes de antibidticos utilizados, como penicilinas, macrolideos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, entre outros.

Bactérias resistentes que podem ser normalmente encontradas em animais de
producdo utilizados como alimentos, possuem a capacidade de contaminar os produtos
alimenticios advindos desses animais e serem transferidas para humanos através da
alimentacdo (RAJALA-SCHULTZ et al.,, 2004). Segundo Witte (2000), no trato
gastrointestinal os genes que conferem a resisténcia antimicrobiana desses micro-
organismos podem, ainda, serem transferidos a outras bactérias.

Desse modo, levando em consideracdo o0 grande ndmero de cepas
multirresistentes, e a grande facilidade de transmissdo dessa capacidade, torna-se
primordial a caracterizacdo do perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos as
diferentes classes de antibidticos, verificando a sua origem e o estabelecimento de
medidas de controle. Essa ferramenta permite a identificacdo de linhagens resistentes que
podem estar sendo selecionadas levando ao comprometimento do tratamento das doengas
ocasionadas por essas bactérias.

Para identificacdo dos perfis de susceptibilidade aos diferentes tipos de
antimicrobianos, o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (2020) recomenda
testes de andlise fenotipica dos isolados. Contudo, essa identificacdo pode ser realizada,
entre outras técnicas, através da analise de genes associados a resisténcia por abordagem
molecular (ZOCCHE et al., 2009) e a técnica de difusdo em disco pela técnica de Bauer
et al. (1966).

3.5 Utilizacdo de PCR para identificacdo de S. aureus e genes associados a producao

de enterotoxinas

Constitui-se como condicdo indispensavel para a determinacdo da fonte de
infeccdo de uma determinada doenca, a correta identificagdo do agente etiologico (CLSI,
2020).

Considerando o0 grande impacto dos micro-organismos patogénicos
desencadeadores das DTAS, se torna cada vez mais necessario que os métodos de
diagndstico sejam mais eficientes e precisos, contribuindo no controle dos surtos dessas
doencgas (CHIN, 2002). As tecnicas moleculares, como por exemplo a PCR (Polymerase
Chain Reaction), tém se mostrado muito eficientes e objetivas no diagnostico de doencas
de origem alimentar (ANDRADE et al., 2010).
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Diversos estudos utilizando a técnica de PCR para identificacdo de S. aureus e/ou
suas toxinas em alimentos foram realizadas (FACCIOLI, 2010; ZOCCHE; SILVA, 2012;
DIEDRICH et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014, GODINHO, 2018). Essa metodologia
possui grande relevancia junto ao inquérito epidemioldgico de surtos de intoxicacdo por
toxinas estafilocdcicas, em virtude da possibilidade de detectar as variedades de EE e os
genes associados a elas em alimentos de origem animal (ZOCCHE; BASTOS; SILVA,
2010).

A identificacdo de cepas enterotoxigénicas de estafilococos coagulase positiva,
principalmente de S. aureus, em alimentos de origem animal utilizando a técnica de PCR
foi relatada pela primeira vez no estudo de Wilson et al. (1991). Desde entéo, algumas
variantes dessa metodologia foram criadas com essa mesma finalidade, dentre as quais
podemos citar a PCR multiplex (SHYLAJA et al., 2010).

Em comparacdo com outras técnicas aplicaveis, a PCR multiplex apresenta a
possibilidade de deteccdo simultanea de varios genes das EEs. 1sso se deve a caracteristica
dessa metodologia de, na mesma reacdo, utilizar dois pares ou mais de iniciadores
especificos, possibilitando a deteccdo simultanea de mais de um gene (ZOCCHE et al.,
2009).
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CAPITULO 1l

4 ARTIGO

POTENCIAL TOXIGENICO, DETERIORANTE E SUSCEPTIBILIDADE
ANTIMICROBIANA DE ESPECIES DE Staphylococcus COAGULASE
POSITIVA ISOLADAS EM QUEIJOS TIPO MINAS FRESCAL NO NORTE DO
ESTADO DO TOCANTINS

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi identificar as espécies de estafilococos coagulase
positiva (ECP) de 21 amostras de queijos tipo Minas Frescal clandestinos; pesquisar o
potencial deteriorante em diferentes temperaturas; pesquisar por abordagem molecular o
potencial toxigénico de S. aureus; determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana
dos S. aureus toxigénicos. A determinacdo da espécie foi realizada baseada na deteccédo
de B-hemolise em agar sangue ovino a 5%; fermentacdo dos agUcares manitol, maltose e
trealose; e, pela producdo de acetoina (teste de VVP). Todos ECP foram avaliados quanto
sua capacidade de protedlise e lipolise a temperatura mesofilica e psicotréfica. Apos a
determinacdo da espécie, as col6nias de S. aureus foram submetidas a extracdo de DNA
e pesquisa dos genes que codificam os fatores de viruléncia e toxinas estafilococicas em
dois ensaios de PCR multiplex. Foram pesquisados 0s genes eta, etb, tst, sea, seb, sec,
sed e see. Os isolados identificados como S. aureus toxigénico foram testados quanto a
susceptibilidade antimicrobiana a tetraciclina, eritromicina, clindamicina, gentamicina,
ciprofloxacina, sulfazotrim, trimetropim, estreptomicina e enrofloxacina. Da totalidade
de 355 isolados ECP, 177 (49,86%) foram identificados como S. aureus, 2 (0,56%) S.
intermedius, 3 (0,84%) S. hycus, 2 (0,56%) S. delphini, e 1 (0,28%) S. coagulans. Do total de
173 isolados de S. aureus, 25 (52,08%) foram positivos para o gene tst, que codifica a
sintese da toxina de choque tdxico. Outros 16 (33,33%) foram positivos para o gene sea,
assim como quatro (8,33%) foram positivos see, e um isolado positivo para cada um dos
genes seb (2,08%), sec (2,08%) e eth (2,08%). Todos os isolados demonstraram atividade
lipolitica sob condicGes mesdfilas e psicrotréfica. Em relacdo a atividade proteolitica, as
espécies S. intermedius e S. hicus se destacaram. Em relacdo a sensibilidade
antimicrobiana, foi observado multirresisténcia na maioria dos isolados, sendo a
clindamicina foi o principio ativo com menor eficiéncia (40%), ja o grupo dos
aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) foi o grupo com maior eficiéncia, sendo
capaz de inibir todos os isolados avaliados. Os queijos tipo minas frescal, comercializados
no norte do estado do tocantins, estdo em desacordo com os padrdes legais de qualidade
e podem oferecer risco a saude publica pelo potencial toxigénico de cepas
multirresistentes.

Palavras chaves: Antibiograma, Enterotoxinas, Estafilococos, Lipo6lise, Prote6lise.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to identify the coagulase-positive staphylococci
(ECP) species from 21 samples of clandestine Minas Frescal cheeses; investigate the
deteriorating potential at different temperatures; to investigate by molecular approach the
toxigenic potential of S. aureus; to determine the antimicrobial susceptibility profile of
toxigenic S. aureus. Species determination was performed based on detection of -
hemolysis on 5% sheep blood agar; fermentation of the sugars mannitol, maltose and
trehalose; and by the production of acetoin (VP test). All ECPs were evaluated for their
ability to proteolysis and lipolysis at mesophilic and psychotrophic temperatures. After
species determination, S. aureus colonies were subjected to DNA extraction and search
for genes encoding virulence factors and staphylococcal toxins in two multiplex PCR
assays. The eta, etb, tst, sea, seb, sec, sed and see genes were searched. Isolates identified
as toxigenic S. aureus were tested for antimicrobial susceptibility to tetracycline,
erythromycin, clindamycin, gentamicin, ciprofloxacin, sulfazotrim, trimethoprim,
streptomycin, and enrofloxacin. Of the total of 355 ECP isolates, 177 (49.86%) were
identified as S. aureus, 2 (0.56%) S. intermedius, 3 (0.84%) S. hycus, 2 (0.56%) S.
delphini, and 1 (0.28%) S. coagulans. Of the 173 isolates of S. aureus, 25 (52.08%) were
positive for the tst gene, which encodes the synthesis of toxic shock toxin. Another 16
(33.33%) were positive for the sea gene, as well as four (8.33%) were positive for see,
and one isolate was positive for each of the seb genes (2.08%), sec (2.08 %) and etb
(2.08%). All isolates showed lipolytic activity under mesophilic and psychrotrophic
conditions. Regarding the proteolytic activity, the species S. intermedius and S. hicus
stood out. In relation to antimicrobial sensitivity, multidrug resistance was observed in
most of the isolates, with clindamycin being the active ingredient with the lowest
efficiency (40%), whereas the group of aminoglycosides (gentamicin and streptomycin)
was the group with the highest efficiency, being able to inhibit all isolates evaluated.
Minas Frescal cheeses, marketed in the north of the state of Tocantins, do not comply
with legal quality standards and may pose a risk to public health due to the toxigenic
potential of multiresistant strains.

Keywords: Antibiogram, Enterotoxins, Lipolysis, Proteolysis, Staphylococci.
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INTRODUCAO

O queijo tipo Minas Frescal é um dos derivados do leite mais consumidos no
Brasil. E caracterizado como produto obtido por coagulagio enzimatica do leite com
enzimas coagulantes (BRASIL, 2004). Em decorréncia do processamento simples,
auséncia de maturacéo e o alto rendimento, associado com a aceitabilidade do consumidor
brasileiro, a producio de queijos tipo Minas Frescal ¢ muito frequente (APOLINARIO;
SANTOS; LAVORATO, 2014).

Quando produzidos de forma clandestina, sem fiscalizacdo sanitéria,
potencialmente em condigdes higiénicas insatisfatdrias e a partir do leite cru (SOUZA et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2021), esse produto pode ser veiculo de diversos patdgenos
de origem alimentar expondo o consumidor ao risco de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) (AMORIM et al., 2014). Dentro do grupo das bactérias responsaveis
por surtos de DTAs pode-se destacar os Staphylococcus aureus, como potenciais
causadores de contaminagdo em diversos alimentos (BRASIL, 2018; ANDRADE
JUNIOR et al., 2019).

A presenca de bactérias do género Staphylococcus spp. em alimentos processados,
em especial os coagulase positiva, pode ser indicativo de falhas higiénico-sanitarias na
manipulagéo (SILVA et al., 2020). Alimentos produzidos a partir de leite, especialmente,
tem importancia destacada considerando que Staphylococcus spp. sdo mais comumente
identificados como micro-organismos causadores de mastite (SA et al., 2004; LEE et al.,
2012).

Algumas espécies possuem a capacidade de produzir toxinas que comprometem a
seguranca dos alimentos contaminados expondo o consumidor a riscos de intoxicacdes
(SANTIAGO et al., 2013), mesmo apds a eliminacao das formas vegetativas dos micro-
organismos pela pasteurizacdo. Trata-se de proteinas extracelulares de baixo pelo
molecular, denominadas enterotoxinas estafilococicas (EE) (LUZ, 2009). Contagens
superiores a 10° UFC de Staphylococcus/g ou mL nos alimentos é relatada como
suficiente para provocar um quadro clinico de intoxicacdo (BERGDOLL, 1989), se esses
organismos forem potencialmente produtores de EE.

Considerando a importancia de Staphylococcus coagulase positiva para a saude
publica e para o processo tecnologico de queijos, 0 objetivo do presente trabalho foi
determinar a contagem dos estafilococos coagulase positiva (ECP); determinar as

espécies de ECP mais incidentes no queijo tipo Minas Frescal através de diferenciacdo
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bioquimica; seu potencial toxigénico por abordagem molecular; o potencial deteriorante
em diferentes condicOes de temperatura; e, a susceptibilidade antimicrobiana dos isolados
de S. aureus potencialmente enterotoxigénicos obtidos de queijos tipo Minas Frescal

produzidos e comercializados informalmente no norte do estado do Tocantins

MATERIAL E METODOS

Contagem de estafilococos coagulase positiva

Foram analisadas 21 amostras de queijo tipo Minas Frescal adquiridas no
comércio informal (feiras) na cidade de Araguaina, Tocantins, Brasil, entre abril e junho
de 2019. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo em suas embalagens originais e
imediatamente avaliadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LabMA) da
Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT).

A contagem de ECP foi realizada conforme recomendacdes da Organizagéo
Internacional de Padronizagéo (ISO) 6888-1:1999/Amd 1:2003 (I1SO, 2003). A prova de
producdo da enzima coagulase foi realizada segundo a metodologia proposta por Costa et
al. (2011) utilizando-se plasma equino. A quantificacdo bacteriana foi computada

conforme 7218:2007/Amd 1:2003 e os resultados foram expressos em UFC/g.

Diferenciacéo bioquimica espécie-especifica

As colbnias positivas na prova de coagulase foram purificadas por repiques
sucessivos em agar padrdo para contagem (PCA) e incubacdo a 35°C por 24 horas. A
partir da obtencdo dos isolados puros em placas, foi realizada a prova de catalase e fixagao
pelo calor das coldnias em laminas de microscopia e realizacdo da coloracdo de Gram
conforme Forsythe (2000). A leitura foi realizada em microscépio dptico em aumento de
100x. Os isolados que apresentavam caracteristicas morfotintoriais do género
Staphylococcus spp. seguiram para etapa de diferenciacdo por provas bioquimicas.

Os isolados foram testados quanto a capacidade de hemolise, pela inocula¢do em
agar sangue de ovino 5%, capacidade fermentativa dos carboidratos maltose, trealose e
manitol e ainda foi verificada a capacidade de producéo acetoina (VP), segundo modelo
proposto por Costa et al. (2010) para diferenciagdo de espécies de ECP. A interpretacao
dos resultados ocorreu conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Interpretagdo do método simplificado de identificacdo de Staphylococcus
coagulase positiva conforme Costa et al. (2010).

Bioguimico S.aureus S.intermedius S. hzcus S.delehini S.coagulans

Hemolise + d - + +

Teste VP + - - - +
Manitol + (d) - + (d)
Maltose + (w) - (nd) -
Trealose + + + - -

"dNZo determinado.>11-89% de cepas positivas. “Reago positiva fraca. YPVoges Proskauer (producdo de
acetoina).

Caracterizacéo molecular do potencial enterotoxigénico

Os isolados positivos para alguma espécie de ECP, identificados através da etapa
de diferenciacdo bioquimica, foram submetidos a extracdo de DNA genémico conforme
Ribeiro Junior et al. (2016) e posterior reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
deteccdo de genes que codificam a sintese das toxinas esfoliativas A e B (eta e etb), toxina
da sindrome do choque tdxico (tst) e toxinas estafilocdcicas A, B, C, D e E (sea, seb, sec,
sed e see). Foram realizadas duas reacdes de multiplex com os primers descritos por

Mehrotra et al. (2000) e condi¢des de amplificacdo modificadas conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Genes que codificam a producéo de toxinas estafilococicas, primers, produtos
esperados e condi¢cdes de amplificacdo individual de cada ensaio multiplex conforme
Mehrotra et al. (2000) e modifica¢Oes otimizadas.

Gene Primers pb Amplificacdo
" GCAGGTGTTGATTTAGCATT 93 g‘;ﬁggm 35X7(g2’(,2521“r;)
AGATGTCCCTATTTTTGCTG gl

" ACAAGCAAAAGAATACAGCG 226
GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG
- GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102
CGGCACTTTTITCTCTTCGG
e
. _AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451 ggzgg(';‘s%"?(gféﬁ)
CACACTTTTAGAATCAACCG et
g _CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 278
ATTGGTATTTTTTTTCGTTC
e AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209

CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

A PCR foi realizada de acordo com a seguinte constituicdo: = 50 ng de DNA

molde, 100 nM de cada ANTP, 2,5 uL. de tampéo 10x, 75 mmol/L de MgCl, 20 pmol/L
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de cada primer, 2.5 U de Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen, CA, USA) e agua
ultrapura para completar o volume final de 25 pL. Os produtos entdo amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados em solugdo de brometo de

etidio a 20 mg/L por 20 min e documentados sob luz ultravioleta.

Potencial proteolitico e/ou lipolitico

Todos isolados identificados ao nivel de espécie de Staphylococcus foram
avaliados quanto a sua capacidade proteolitica e/ou lipolitica em diferentes condicdes de
temperatura. As colénias foram purificadas em agar PCA, com posterior inoculagcdo em
meios especificos.

Para avaliacdo da capacidade proteolitica, as col6nias foram inoculadas em agar
leite (Acumedia, Baltimore, USA), suplementado na proporc¢édo 9:1 com solucdo de leite
em po reconstituido a 10%, incubadas a 35°C por 48 horas, para avaliacdo deteriorante
em temperatura mesofila e, uma duplicata, a 7°C por 10 dias para verificacdo de protedlise
em condic&o psicrotréfica (BEERENS; LUQUET,1990). A formag&o de halo transltcido
foi considerada positiva para atividade proteolitica.

Ja para verificacdo da atividade lipolitica as bactérias foram inoculadas em agar
tributirina (Himedia, Mumbai, India) suplementado a 99:1 com tributirina (Himedia),
conforme Hantsis Zacharov e Halpern (2007). As condic¢des de incubacdo, tempo e
temperatura, bem como a interpretacdo dos resultados, foi realizada nas mesmas

condicdes da avaliacdo de atividade proteolitica.

Resisténcia antimicrobiana

Foram selecionados isolados de S. aureus positivos para algum gene de producéo
de enterotoxinas através da técnica de PCR, oriundos de amostras de queijos distintas.
Como algumas amostras tiveram col6nias com diferentes potenciais de producdo de
toxinas, de algumas amostras foram selecionadas mais de uma col6nia.

Os quimioterapicos utilizados foram tetraciclina (TET 30 pg), eritromicina (ERI
15 ug), clindamicina (CLI 2 pg), gentamicina (GEN 10 pg), ciprofloxacina (CIP 5 ug),
sulfazotrim (SUT 1,25/23,75 ug), trimetropim (TRI 5 ug), estreptomicina (EST 10 pg) e
enrofloxacina (ENO 5 pg).

Os antibiogramas foram realizados segundo modelo de difusdo em disco pela

técnica de Bauer et al. (1966). Os resultados foram interpretados conforme o
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recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens de ECP variaram de <103 a 1,7 x 107 UFC/g com média (desvio
padrdo) de 2,4 (+4,2) x 10° UFC/g nas 21 amostras de queijos Minas Frescal (QMF)
avaliadas. Foram recuperados 355 isolados de ECP de 18 (85,71%) amostras de QMF.
As amostras foram identificadas bioquimicamente por espécie conforme a Tabela 3.

Foi observada elevada quantificacdo de ECP nas amostras avaliadas. Assim como
foi verificado nos estudos de Souza et al. (2017), Vinha, Oliveira e Chaves (2018) e Boas
et al. (2020) também avaliando amostras de QMF. De acordo com Bergdoll (1989),
contagens de ECP superiores a 10° UFC/g sdo suficientes para o potencial de provocar
um quadro clinico de intoxicacdo. Nesse contexto, 17 (80,95%) das amostras do presente
trabalho apresentariam risco de provocar DTA. No entanto, sabe-se que a producédo de
toxinas estafilocdcicas estd relacionada ao potencial genético, ou seja, caracteristicas
autoctones dos isolados que compdem essa microbiota (PINTO, 2014) além de fatores
ambientais que estimulem o micro-organismo a sintetizar o metabélito (MEDEIROS et
al., 2013).

As legislacdes brasileiras que regulamentam a qualidade de QMF nas indUstrias
(BRASIL, 2004) e no comércio (BRASIL, 2019) estabelecem como padrdo para QMF
contagens maximas de 103 UFC/g. Nesse contexto, 18 (85,71%) estdo em desacordo com
0 padrdo microbioldgico previsto na legislacéo.

O protocolo de diferenciacdo bioquimica das espécies foi suficiente para
identificacdo de 52,12% dos 355 isolados recuperados. Foi observado o predominio de S.
aureus (49,86%) em relacdo as outras espécies de ECP. Esse resultado era esperado, uma
vez que esse micro-organismo é o principal agente etiolégico de mastites clinica e
subclinica em bovinos (NOEL et al., 2016; GASPAROTTO et al., 2016; SILVA;
ALCANTARA; MOTA, 2018; ALGHARIB; DAWOOD; XIE, 2020; ZAATOUT;
AYACHI; KECHA, 2020). Além disso, as amostras de QMF avaliadas pelo presente
trabalho foram produzidas potencialmente com leite cru, apresentando micro-organismos
dessa espécie na composicdo da sua microbiota (MISIC et al.,, 2015; HAAG;
FITZGERALD; PENADES, 2019) e, além de ser um importante micro-organismo
indicador da qualidade higiénico-sanitaria da manipulacdo de alimentos, sabidamente

realizada de forma
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Tabela 3. Identificacdo bioquimica de espécies de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de 21 amostras de queijos tipo Minas Frescal
clandestinos comercializados em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

Amostra No. Isolados S. aureus S. intermedius S. hycus S. delphini S. coagulans Staphylococcus
Spp.
1 _ _ _ _ _ _ _
2 _ _ _ _ _ _ _
3 19 6 — — — — 13
4 8 5 — — — — 3
5 4 — — — — — 4
6 4 — — — — — 4
7 15 3 1 — — — 11
8 33 15 — — 1 1 16
9 13 1 — — — — 12
10 19 11 — — — — 8
11 27 7 — — — — 20
12 8 3 — — — — 5
13 29 17 — — — — 12
14 20 15 — — — — 5
15 36 27 — — — — 9
16 20 18 — — — — 2
17 29 27 — — — — 2
18 30 4 1 1 — — 24
19 12 9 — — — — 3
20 29 9 — 2 1 17
21 — — — — — — —
Total (%) 355 (100) 177 (49,86) 2 (0,56) 3(0,84) 2 (0,56) 1 (0,28) 170 (47,88)




32

inadequada na producdo de queijos clandestinos (VINHA; OLIVEIRA; CHAVES, 2018;
CAMPOS et al., 2021).

Foi observada maior diversidade de espécies de ECP nas amostras de QMF 8, 18
e 21. Nao observado nenhum fator de origem/local ou ambiental, durante a
comercializagdo do produto, que poderia ter influenciado nessa maior diversidade. Nesse
contexto, destaca-se a amostra 8, Unica que apresentou Staphylococcus coagulans.

S. coagulans, desde 1990, estava classificado como S. schleiferi subsp. coagulans
(IGIMI; TAKAHASHI; MITSUOKA, 1990), contudo em 2020, como base em diferencas
gendmicas, foi reclassificado como S. coagulans (MADHAIYAN; WIRTH;
SARAVANAN, 2020). Sabidamente, trata-se de uma bactéria oportunista, podendo ser
encontrada compondo a microbiota bacteriana da pele de alguns mamiferos, incluindo o
homem, principalmente cdes de companhia, e possui potencial zoonético (PATERSON,
2021). Nesse contexto, a contaminacdo que levou ao isolamento desta espécie no queijo
analisado pode ser decorrente de falhas higiénico-sanitarias dos manipuladores ao longo

das etapas de producao.

Os resultados em relacdo ao potencial proteolitico e/ou lipolitico dos isolados em
cada condicdo de temperatura avaliada estd descrito na Tabela 4, na qual é possivel
observar o predominio de proteolise e lipdlise das espécies S. intermedius e S. hycus tanto
em temperatura mesofilica quanto em temperatura psicrotrofica. A coldnia identificada
como S. coagulans, mostrou-se proteolitica em temperatura psicrotréfica, mas ndo mostrou

esse potencial em temperatura mesofilica.

Sabe-se que micro-organismos deteriorantes estdo relacionados a diversos
problemas tecnolégicos em queijos frescais, como a rancificacdo, protedlise tardia,
alteracbes sensoriais e reducdo da vida util (FORSYTHE, 2013; CAMARGO et al.,
2021). Esses problemas séo decorrentes da acdo de enzimas bacterianas, liberadas durante
seu processo de multiplicacdo (COUSIN, 1982), comprometendo a integridade dos
componentes lacteos, ja que sdo termoestaveis, podendo permanecer ativas mesmo apés
a inativagdo dos micro-organismo e suas formas vegetativas (BAGLINIERE et al., 2017;
RIBEIRO JUNIOR et al., 2018; RIBEIRO JUNIOR et al., 2019).

Nas amostras avaliadas pelo presente trabalho foram observadas elevadas
contagens de ECP e atividade proteolitica e/ou lipolitica sob refrigeracdo, condigéo de
armazenamento de QMF. Dessa forma, € possivel esperar que esses problemas

tecnoldgicos representem outro prejuizo a sua qualidade e vida util. Conforme pode ser



Tabela 4. Potencial proteolitico e/ou lipolitico de espécies de Staphylococcus isolados de queijos tipo Minas Frescal Clandestinos

comercializados em Araguaina, Tocantins, de abril a junho de 2019.
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Espécies de Amostra de queijo Total de isolados na Proteodlise Lipdlise
Staphylococcus amostra 7°C/10d S%Z 35°C/48h 5%2 7°C/10d s%z 35°C/48h s%z
3 6 — 3 (50) 6 (100) 6 (100)
4 5 1(20) 1(20) 5 (100) 5 (100)
7 3 1(33,3) 2 (66,6) 3 (100) 3 (100)
8 15 13 (86,6) 9 (60) 15 (100) 15 (100)
9 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
10 11 3(27,7) 7 (63,6) 11(100) 11(100)
S. aureus 11 7 2 (28,5) 7 (100) 7 (100) 7 (100)
12 3 — 1(33,3) 3 (100) 3 (100)
13 17 3(17,6) 14 (82,3) 17 (100) 17 (100)
14 15 3 (20) 9 (75) 15 (100) 15 (100)
15 27 12 (44,4) 25 (92,5) 27 (100) 27 (100)
16 18 — 17 (94,4) 18 (100) 18 (100)
17 27 — 25 (92,5) 27 (100) 27 (100)
18 4 — — 4 (100) 4 (100)
19 9 — 1(11,1) 9 (100) 9 (100)
20 9 1(111) 6 (66,6) 9 (100) 9 (100)
Total (%) 177 (100) 40 (22,59) 128 (72,31) 177 (100) 177 (100)
7 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
S. intermedius 18 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Total (%) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
18 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
S. hicus 20 2 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Total (%) 3 (100) 3 (100) 3 (100) 3 (100) 3 (100)
8 1 1 (100) — 1 (100) 1 (100)
S. delphini 20 1 — 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Total (%) 2 (100) 1 (50) 1 (50) 2 (100) 2 (100)
. coagulans 8 1 1 (100) — 1 (100) 1 (100)
' Total (%) 1 (100) 1 (100) — 1 (100) 1 (100)
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observado na Tabela 4, a espécie S. aureus foi predominantemente proteolitica em
condigdo mesofila (72,31%) e todos os isolados foram lipoliticos em condi¢do mesofila
e psicrotréfica. O estudo de Ribeiro Janior et al. (2018), avaliando os principais
deteriorantes mesofilos e psicrotroficos do leite cru refrigerado brasileiro, identificou as
espécies S. epidermidis e S. warneri, demonstrando que esse género intrinsicamente
pertence a microbiota do leite e possui potencial proteolitico e lipolitico.

A degradacdo lipidica, seja pela acdo microbiana ou enzimatica, pode causar
rancidez nos queijos (SOBRAL et al., 2017). No presente trabalho, foi observado que
todos os isolados avaliados possuiam atividade lipolitica, tanto em temperatura mesofilica
quanto psicotrdfica. Dessa forma, sdo esperadas alteracfes organolépticas ndo desejaveis
em produtos frescais, 0 que consequentemente podera levar a rejei¢éo deste produto por
parte dos consumidores.

O potencial toxigénico dos S. aureus esta descrito na Tabela 5. Foi observado que
30% dos isolados apresentaram ao menos um gene que codifica a sintese de enterotoxinas
com predominio do potencial genético de tst e sea. positivos para 48,1% e 33,3% dos
isolados com potencial toxigénico, respectivamente.

A toxina do choque toxico, codificada pelo gene tst, foi relatada por Todd et al.
(1978) acometendo criangas, num quadro clinico caracterizado por febre alta, hipotenséo
sanguinea, émese, erupc¢do cutanea, descamacao da pele e comprometimento sistémico.
No presente trabalho, verificou-se o potencial genético para producéo dessa toxina em 8
(38,09%) das amostras analisadas, com destaque a amostra 13, que apresentou 11 dos 17
isolados positivos para o gene tst, sendo potencialmente isolados clonais com possivel
multiplicacdo na amostra.

A legislacdo brasileira que regulamenta os padrbes microbioldgicos de queijos no
comércio (BRASIL, 2019), estabelece que a quantificacdo de enterotoxinas
estafilococicas (ng/g) deve ser ausente. Infelizmente, em condicfes brasileiras, a rede
laboratorial para quantificacdo de toxinas em alimentos ainda € pouco estruturada, o que
dificulta a analise periddica de controle da qualidade em escala, restringindo sua
aplicabilidade as andlises de controle oficial dos produtos de estabelecimentos
registrados.

No Brasil, o estudo de Cardoso et al. (2000) foi o primeiro a relatar cepas de S.
aureus positivos para tst de amostras de leite provenientes de vacas com mastites no
estado de Minas Gerais. Esse estudo verificou que 47% dos isolados avaliados possuiam

potencial genético para producdo da toxina do choque toxico. Outros estudos
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Tabela 5. Potencial genético de sintese de producéo de toxinas estafilocdcicas de isolados de espécies de Staphylococcus coagulase positiva
isolados de 21 amostras de queijos tipo Minas Frescal comercializados de forma clandestina em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a

junho de 2019.
Total de isolados
Espécie de Amostra . Total de com poten9ial
Staphylococcus  de queijo lsg:ﬁggtsrga gensct)l)fi?] 2: s;r;tese Toxinas estafilocécicas
amostra (%) eta etb tst sea seb sec sed see
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

3 6 4 (44,4) — — 4 — — — — —

4 5 4 (80) — — 4 — — — — —

7 3 2 (66,6) — 1 1 — — — — —

8 15 8 (53,3) — — 2 — 1 1 — 4

9 1 1 (100) — — 1 — — — — —

10 11 2 (18,1) — — 1 — — 1 — —

11 7 — — — — — — — — —

12 3 1(33,3) — — 1 — — — — —

S. aureus 13 17 11 (64,7) — — 11 — — — — —
14 15 — — — — — — — — —

15 27 — — — — — — — — —

16 18 15 (83,3) — — 15 — — — —

17 27 3(11,1) 2 — — 1 — — — —

18 4 — — — — — — — — —

19 9 — — — — — — — — —

20 9 1(11,1) — — — 1 — — — —

S. hycus 20 2 1 (50) — — — 1 — — — —

S. intermedius 8 1 1 (100) — — 1 — — — — —
Total (%) 54 (100) 267 L 26 18 L 2 4

(1,8) (48,1) (33,3 (1,8) (3,7) o (7,4)
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evidenciaram a grande quantidade de S. aureus tst positivo proveniente de leite de vacas com
mastite clinica ou subclinica (NADER FILHO et al., 2007; ROSSI, 2016; SEYOUM et al.,
2016; BONSAGLIA, 2016), corroborando a hipotese que esses queijos foram produzidos com
leite cru oriundo de vacas com mastite.

Foram selecionados 20 isolados identificados como S. aureus, com potencial genético
de producéo de toxinas, para verificagdo do potencial resisténcia antimicrobiana. Os resultados

estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus aureus com potencial genético de
producdo de toxinas isolados a partir amostras de queijos tipo Minas Frescal comercializados
de forma clandestina em Araguaina, Tocantins, no periodo de abril a junho de 2019.

Amostra de gueiio Potencial toxigénico Resisténcia antimicrobiana*

3 tst —

4 tst —

4 tst CLI, CIP

7 tst CLI, SUT, TRI
7 etB TET

8 seB CLI, SUT, TRI
8 tst —

8 SeE ENO

9 tst TET, ERI, CLI
10 seC TET, ERI, CLI
10 tst CLI

12 tst CLI, SUT, TRI
13 tst ERI, CLI
13 tst SUT, TRI
16 SeA TET, ERI
16 SeA TET, ERI
17 SeA —

17 etA —

17 etA —

20 seA CLI, SUT, TRI

CIP — ciprofloxacina, CLI — clindamicjna, ENO — enrofloxacina, ERI — eritromicina, SUT —  Sulfazotrim, TET
— tetraciclina, TRI — trimetropim.

Foi possivel observar que 14 (70%) isolados estudados possuem resisténcia a0 menos
uma classe dos antimicrobianos avaliados no trabalho, e que 11 (55%) sdo multirresistentes, ou
seja, resistente a mais de uma classe de antibiotico. Dos antimicrobianos avaliados, a
clindamicina foi a que se mostrou menos eficiente, sequida da tetraciclina, em que 8 (40%) e 5

(25%) dos isolados avaliados, respectivamente, mostraram-se resistentes a esses farmacos.
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Os antimicrobianos sulfazotrim, trimetroprim e eritromicina, obtiveram a mesma taxa
de ineficiéncia frente os isolados estudados, 20% (n = 4). Ao analisar eficécia da ciprofloxacina
e enrofloxacina apenas 1 (5%) col6nia foi resistente a cada antimicrobiano. Dos antibioticos
avaliados, a gentamicina e estreptomicina, aminoglicosideos de amplo espectro, se mostraram
eficientes sobre todos os isolados avaliados neste trabalho.

A multirresisténcia bacteriana a antibiéticos € um grande e crescente problema de satde
publica, em virtude da ineficiéncia dos protocolos de tratamento frente a doencas bacterianas,
dos impactos econémicos decorrentes de gastos hospitalares, refletindo no aumento das taxas
de morbidade e letalidades dessas doencas (DE CARVALHO et al., 2021). Os tratamentos de
mastites, realizados de forma ndo controlada ou sem o estabelecimento do diagnéstico do agente
etioldgico e sua susceptibilidade antimicrobiana, podem ser um fator que predispde a selecao
de S. aureus resistentes (MORITZ; MORITZ, 2016; SOUZA et al., 2020).

O numero elevado de cepas de S. aureus com resisténcia a clindamicina (66,67% dos
isolados) também foi demonstrado por da Costa; Nascimento; Silva Janior (2018) ao analisar
peixes comercializados em feiras pablicas no municipio de Macapa. Também no norte do Brasil
Marques (2014), avaliou a susceptibilidade antimicrobiana de S. aureus isolados a partir de

QMF, contudo, a taxa de resisténcia a clindamicina foi de 12,9%.

CONCLUSAO

O S. aureus é a principal espécie de ECP em queijos tipo Minas Frescal clandestinos
comercializados no norte do Tocantins, potencialmente por ser o principal agente etiolégico em
casos de mastite, producdo com leite cru e ndo manipulado de forma higiénica. Todos os
isolados demonstraram potencial lipolitico em condicdo mesoéfila e psicotrofica, podendo
também influenciar na qualidade sensorial e vida atil do produto. Além disso, a maioria dos
isolados avaliados mostraram-se multirresistentes aos principios antimicrobianos. O grupo dos
aminoglicosideos se mostrou o mais eficaz dos antimicrobianos avaliados, enquanto a
clindamicina, do grupo das lincosamidas, foi a que demonstrou maior taxa de ineficiéncia sobre
as bactérias do presente trabalho.

Dessa forma, os queijos tipo minas frescal, comercializados na no norte do estado do
Tocantins sdo imprdprios para 0 consumo, ja que as amostras possuiam contagens elevadas de
ECP e foram isoladas cepas com potencial toxigénico, podendo comprometer a saude dos

consumidores.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho foi possivel determinar as principais espécies de ECP presentes
nas amostras de QMF avaliadas. Através da abordagem molecular foi possivel determinar o
potencial toxigénico dos S. aureus avaliados de forma segura. Através da analise do potencial
de deterioracdo demonstrou que as bactérias em questdo, pode-se interferir negativamente na
qualidade e vida Gtil deste produto. A analise do perfil de sensibilidade antimicrobiana permitira
embasar protocolos terapéuticos frente a infec¢bes causadas por S. aureus na regiéo.

Frente resultados demonstrados pelo presente trabalho, cabe aos érgdos de vigilancia
em saude e fiscalizacdo sanitaria a adocao de praticas de conscientizacdo dos consumidores a
saberem identificar e rejeitar produtos clandestino e a restricdo ao comércio desse produto.
Além disso, politicas publicas voltadas para aos pequenos produtores, a fim de capacita-los para
a producdo e regularizacdo dos produtos junto aos 6rgdos fiscalizadores, precisam ser

implementadas.



