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RESUMO

O comércio informal de leite e
derivados possui relevante impac-
to na saude publica, pelo risco de
transmissdo de doengas alimenta-
res. O S. aureus configura-se um
dos principais patogenos associados
a contaminacdo de queijos. O obje-
tivo do presente trabalho, portanto,
foi estudar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos de S. aureus isola-
dos de amostras de queijo manteiga
comercializadas nas feiras publicas
de Macapa. Foram obtidas 20 amos-
tras de queijo comercializados em
feiras livres da cidade de Macapa,
AP. O isolamento foi realizado em
Agar Baird Parker e para confirma-
c¢do das colonias tipicas, foi realizada
a coloragdo de Gram, identificacdo
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bioquimica, catalase, coagulase e
DNase. Posteriormente, pela técnica
de disco-difusdo foram testados os
seguintes antibidticos: Gentamici-
na 10 pg (GEN), clorafenicol 30 pg
(CLO), tetraciclina 30 pg (TET), eri-
tromicina 15 pg (ERI), norfloxacina
10 pug (NOR), nitrofurantoina 300 ug
(NIT), sulfametoxazol/trimetoprim
1,25/23,75 pg (SUT), oxacilina 1 ug
(OXA), vancomicina 30 pg (VAN).
Das amostras avaliadas, 60% esta-
vam fora do padrdo para S. aureus,
mas mostraram que os antibioticos
NIT, SUT, TET, CLO e OXA foram
eficazes frente a todas as cepas, por
outro lado, das 12 estirpes avaliadas,
cinco (41,67%%) apresentaram re-
sisténcia total a ERI, 3 (25%) apre-
sentaram resisténcia total a GEN e
uma (8,33%) apresentou resisténcia
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intermedidria a NOR. Estes resul-
tados demonstram a importancia de
uma legislacdo mais rigorosa para
o fortalecimento do Sistema de Vi-
gilancia Sanitaria, com o intuito de
fiscalizar alimentos oferecidos a po-
pulagdo e seus lugares de comerciali-
zagdo, diminuindo os riscos a popu-
lagdo que consome esses produtos.

Palavras-chave: Queijo.
Microbiologia de alimentos.
Comercializacado.

ABSTRACT

The informal trade in milk and dai-
ry products has a significant impact
on public health because of the risk
of transmission of foodborne dise-
ases. S. aureus is one of the main
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pathogens associated with cheese
contamination. The present work
aimed to study the antimicrobial
resistance profile of S. aureus iso-
lated from samples of butter cheese
commercialized in the public fairs of
Macapa. twenty samples of cheese
marketed in free markets of the city
of Macapa. Isolation was performed
in Baird Parker agar and for con-
firmation of typical colonies, Gram
Staining, biochemical identification,
catalase, coagulase and DNase were
performed. Subsequently, by the disc-
-diffusion technique, the following
antibiotics were tested: Gentamicin
10 ug (GEN), Chlorphenicol 30 ug
(CLO), tetracycline 30 ug (TET),
erythromycin 15 ug (ERI), norfloxa-
cin 10 ug (NOR), nitrofurantoin 300
ug (NIT), sulfamethoxazole / trime-
thoprim 1,25 /23, 75 ug (SUT), oxa-
cillin 1 ug (OXA), vancomycin 30 ug
(NPYV).

Of the samples evaluated, 60%
were non-standard for S. aureus but
showed that NIT, SUT, TET, CLO
and OXA antibiotics were effecti-
ve against all strains, on the other
hand, of the 12 strains evaluated,
5 (41.67%) presented total ERI re-
sistance, 3 (25%) presented total
resistance to GEN, and 1 (8.33%)
presented intermediate resistance
to NOR. These results demonstrate
the importance of stricter legislation
for the strengthening of the Sanitary
Surveillance System, with the purpo-
se of inspecting food offered to the
population and their places of sale,
reducing the risks to the population
that consumes these products.

Keywords: Cheese. Food
microbiology. Marketing.

INTRODUCAO

Os queijos produzidos artesanal-
mente, dentre os produtos lacteos,
sdo considerados o veiculo mais fre-
quente de patdgenos pelo principal

fato de serem produzidos, a maioria,
com leite ndo pasteurizado (LOPEZ-
-PEDEMONTE et al., 2006). O co-
mércio informal de leite e derivados
possui relevante impacto na satude
publica, pelo risco de transmissao
de doencas alimentares (FLEMING
et al., 2010). Staphylococcus aureus
configura-se como um dos principais
patogenos associados a contamina-
¢do de queijos (CREMONESI et al.,
2007).

Vale ressaltar que o manipulador
pode carregar de maneira assintoma-
tica este micro-organismo (RAPINI
et al., 2004), fato este que, aliado a
falta de controle higienicossanitario,
pode levar a contaminagao do produ-
to final (SOUZA et al., 1998).

O S. aureus ¢ o principal repre-
sentante dos estafilococos coagulase
positiva, sdo ativos biologicamente,
produzindo diversas proteinas, to-
Xinas e enzimas que possuem a ca-
pacidade de causar infeccdes e/ou
intoxicag¢Oes alimentares (SCHLIE-
VERT et al.,, 2000; MADIGAN et
al., 2004; VERAS et al., 2008). Além
disso, tem-se verificado que muitas
estirpes podem carregar genes de re-
sisténcia a antibidticos, o que pode
levar a um quadro infeccioso mais
grave, pela dificuldade no tratamen-
to (WOLSON, 2006; VERMELHO
et al., 2008).

A provavel origem do gene de
resisténcia, apesar de controversa,
aponta micro-organismos ambientais
como sua fonte primaria (AARES-
TRUP,2006). E na era dos antibioti-
cos que foi acelerada a disseminacao
desse gene para micro-organismos
comensais e patogénicos. Atualmen-
te, diversos paises estdo propondo
programas de monitoramento de iso-
lados resistentes em alimentos em
funcdo de sua transmissdo pelo con-
sumo de alimentos de origem animal
(AARESTRUP; SCHWARZ, 2006;
VARMA, 2005).

Neste contexto, destacada a po-
sicdo relevante de bactérias como
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agente etiologico de doencas infec-
ciosas, a resisténcia antimicrobiana
e seu respectivo impacto na saude
publica, que o presente trabalho vi-
sou estudar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos de S. aureus isola-
dos de amostras de queijo manteiga
comercializadas nas feiras publicas
de Macapa-Amapa.

MATERIAL E METODOS

As amostras de queijo foram com-
pradas na feira do Produtor Rural
unidade Buritizal, onde foram em-
baladas pelos proprios vendedores e
transportadas na embalagem original
em caixas isotérmicas, até o labora-
torio de microbiologia do Instituto de
Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas
do Estado do Amapa — IEPA. O tem-
po entre a coleta e a analise nao ex-
cedeu 60 minutos.

A unidade analitica utilizada foi
de 20g da amostra em 180mL de Sa-
lina Peptonada 0,1% (H,Op) como
recomenda a ISO 6887-1 (1999),
sendo homogeneizada e chamada de
101, Na segunda dilui¢do (102) foi
transferido assepticamente ImL da
primeira dilui¢do (10") para 9mL do
diluente. Para a diluicdo subsequen-
te, procedeu-se de maneira similar,
transferindo-se 1mL da diluicdo an-
terior para 9mL de diluente.

A partir da diluigdo 1073, foi ino-
culado 0,ImL distribuindo na super-
ficie de placas de Agar Baird-Parker
(BP) e foram incubadas, invertidas,
a 35-37°C/45-48h. Apos incubagdo
realizou-se contagem somente das
colonias tipicas de Staphylococcus,
que sdo circulares, pretas ou cinza
escuras, com 2-3mm de didmetro
(em placas cheias sdo menores, com
cerca de 1,5mm), lisas, convexas,
com bordas perfeitas, massa de c¢-
lulas esbranquigadas nas bordas, ro-
deadas por uma zona opaca e/ou um
halo transparente se estendendo para
além da zona opaca.

Para confirmacdo das colonias
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Tabela 1 - Quantificagdo de S. aureus em amostras de queijo manteiga comercializadas em feiras puablicas na cidade de Macapd, AP.

Amostra

a1

Q2
Q3
Q4
Q5
Q6
Q9
Q10
Q12
Q14
Q16
Q20

S. aureus

(UFC/g)
1,12 x 10°
1x10
3x10°
4x10°
9x 108
6 x 108
4,2 x104
3,7 x10¢
3,8 x10¢
5x10°
3x10°
1,1x10*

tipicas, foi realizada a coloragdo de
Gram; aquelas que se apresentavam
como cocos Gram positivos agrupados
em cachos, foram submetidas a iden-
tificagdo bioquimica, catalase, coagu-
lase e DNase (ZURITA et al., 2010).
Ainda foram realizadas as provas de
utilizagdo de glicose e maltose, teste de
Voges-Proskauer, utilizagao de manitol
e crescimento em NaCl a 7,5% com o
intuito de diferenciar S. aureus de ou-
tros S. Coagulase-positivos.

O perfil de resisténcia dos S. aureus
isolados foi avaliado seguindo a técni-
ca de disco difusao (CLSI, 2015), onde
foram utilizados os discos comerciais
dos seguintes antibidticos: Gentami-
cina 10 pg (GEN), clorafenicol 30 pg

(CLO), tetraciclina 30 pg (TET), eri-
tromicina 15 pg (ERI), norfloxacina
10 pg (NOR), nitrofurantoina 300 pg
(NIT),  sulfametoxazol/trimetoprim
1,25/23,75 pg (SUT), oxacilina 1 ug
(OXA), vancomicina 30 pg (VAN).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Das 20 amostras de queijo manteiga
avaliadas, 60% estavam contaminadas
por S. aureus (Tabela 1), com conta-
gem variando entre 3x10°* UFC/g e
1,12x10° UFC/g. Dessa forma, encon-
travam-se fora do padrdo determinado
pela legislagdo vigente, considerando-
-se que a RDC n°12 de 02 de janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001) preconiza

0 nimero maximo permitido de 10°
UFC/g, sendo considerados como ina-
propriados para o consumo humano.
Os altos valores encontrados neste
trabalho estdo em consonancia com a
literatura, Almeida Filho et al. (2000),
avaliando queijo minas frescal comer-
cializado na cidade de Pogos de Caldas
— MG, verificaram 50% das amostras
avaliadas com contagens acima do
permitido para S. aureus. Os autores
justificaram alta contaminagdo pela
manutencao dos produtos em exposi-
¢do na temperatura ambiente, mesma
condi¢do encontrada neste estudo.
Ferreira et al. (2011) demonstra-
ram que, 90% das amostras avalia-
das de queijo comercializadas em

Tabela 2 - Perfil de resisténcia a antimicrobianos de cepas de S. aureus isolados de queijo manteiga comercializado em feiras publicas na

cidade de Macapa, AP.

. SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
AR N° isolados % N° isolados % N° isolados %
Nitrofurantoina 12 100% 0 - 0 -
Sulfametoxazol/Trimetoprim 12 100% 0 - 0 -
Norfloxacina 12 100% 0 - 0 -
Tetraciclina 12 100% 0 - 0 -
Cloranfenicol 12 100% 0 - 0 -
Eritromicina 7 58,33% 0 - 5 41,67%
Gentamicina 09 75% 0 - 3 25%
Oxacilina 12 100% 0 - 0 -
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feiras livres da cidade de Uberlandia,
MG, estavam com contagens acima
do padrao. No trabalho de Souza et
al. (2011), 93,3% das amostras ava-
liadas comercializadas no municipio
de Sacramento, MG apresentaram-se
insatisfatorias. Loguercio e Aleixo
(2001) mostraram que 96,67% dos
queijos analisados, obtidos no centro
comercial de Cuiabd/MT, estavam
fora do padrdo determinado pela AN-
VISA.

O S. aureus, em altas densidades
em alimentos, constitui risco a sau-
de humana, por causa do seu poten-
cial toxigénico (FRANCO; LAND-
GRAF, 2004). E, diante do exposto
anteriormente, ¢ provavel que este
queijo, que ¢ consumido sem trata-
mento térmico nenhum, esteja veicu-
lando este micro-organismo patogé-
nico.

Nos ultimos anos, ja foram desen-
volvidos alguns estudos que demons-
tram a resisténcia do Staphylococcus
spp. a antimicrobianos, destacando-o
como multirresistente a pelo menos
trés classes de antibioticos (LOE-
FFLER; LLOYD, 2010; PENNA,
2011). Por este motivo, uma estir-
pe de cada isolado, identificado das
amostras testadas, foi submetida a
avaliagdo do perfil de resisténcia a
antibioticos, como pode ser visto na
Tabela 2.

Os resultados para os isolados
de S. aureus mostraram que os an-
tibidticos NIT, SUT, TET, CLO e
OXA foram eficazes frente a todas
as cepas, por outro lado, das 12 es-
tirpes avaliadas, cinco (41,67%%)
apresentaram resisténcia total a ERI,
trés (25%) apresentaram resisténcia
total a GEN, e uma (8,33%) apresen-
tou resisténcia intermediaria a NOR
como demonstrado na Tabela 2.

A multirresisténcia ¢ mais comum
em S. aureus proveniente de amos-
tras clinicas, onde, segundo Resch
et al. (2008), cerca de 70% das bac-
térias de infeccdes hospitalares sdo
resistentes a pelo menos, uma das

drogas utilizadas convencionalmente
no tratamento. Outro fator importan-
te que pode ser observado neste tra-
balho, foi a resisténcia a ERI, droga
comumente utilizada na terap€utica
humana e veterinaria (GUIMARAES
etal., 2012).

No presente estudo o antibidtico
com menor eficacia foi a ERI com
cinco (41,67%) estirpes resistentes.
Este pode ser considerado um niime-
ro baixo se comparado com o traba-
lho realizado por Rapini et al. (2004),
em que 86,4% das cepas avaliadas de
S. aureus eram resistentes a ERI.

Por outro lado, ndo foi encontrada
nenhuma estirpe resistente a OXA,
mesmo que apenas sugestivo pela
técnica de disco-difusdo, sendo con-
siderados S. aureus Meticilina sen-
siveis (MSSA). O micro-organismo
resistente (MRSA), que designa li-
nhagens de S. aureus que nao respon-
dem ao tratamento com antibioticos
B-lactamicos (STURMER, 2008),
¢ considerado em infec¢des hospi-
talares, o maior problema clinico e
epidemiologico desde a década de
90 (RODRIGUES, 1997). A maioria
dos estudos de isolados de MRSA, a
partir de alimentos de origem animal,
apresenta baixissimas frequéncias de
isolamento (<8%), segundo Cerquei-
ra e Almeida (2013).

A grande relevancia do achado
de bactérias resistentes a antibioti-
cos, perpassa pela capacidade desses
micro-organismos transferirem o0s
genes de resisténcia antimicrobiana
a outras bactérias, seja da propria
espécie ou ndo, independentemente
de serem patogénicas (RAPINI et al.,
2004). Neste caso, isso pode ocorrer
assim que o alimento contaminado
por micro-organismos resistentes, al-
cangarem o trato gastrointestinal.

CONCLUSAQ
A presenga de S. aureus acima

do limite estabelecido pela legisla-
¢do vigente em 60% das amostras
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avaliadas, classifica o produto como
improprio para o consumo humano.
Altas contagens demonstram que
o tratamento térmico do leite esta
sendo ineficaz, ou, que o queijo esta
sendo produzido a partir de leite ndo
pasteurizado, estando em desacordo
com o preconizado pelos Ministérios
da Saude e da Agricultura.

Este estudo condiz com a literatu-
ra, que vem demonstrando, cada vez
mais, um aumento da resisténcia a
antibioticos de bactérias isoladas a
partir de alimentos, o que pode con-
tribuir para casos mais graves de in-
feccdes, além da dificuldade no tra-
tamento.

Desta maneira, ¢ importante uma
legislacdo mais rigorosa para o for-
talecimento do Sistema de Vigilancia
Sanitaria, com o intuito de fiscalizar
alimentos oferecidos a populagdo e
seus locais de comercializacdo, di-
minuindo os riscos a populagdo que
consome esses produtos.
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