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RESUMO

AVALIAGAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE QUEIJOS DE COALHO
PRODUZIDOS NO ESTADO DO CEARA: UMA ANALISE DO ANIMAL AO
PRODUTO FINAL.

Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas, Universidade Federal do Cear3,
Fortaleza, Brasil, 2021.

Staphylococcus aureus é um microrganismo presente na microbiota de humanos e
em varios animais de sangue quente. Por causa das atividades agricolas, esses
microrganismos costumam ser transferidos para alimentos, como leite e produtos
lacteos, que podem levar a graves doencas transmitidas por alimentos. Durante
décadas, varios estudos demonstraram a capacidade desses microrganismos em
adquirir resisténcia aos antimicrobianos, incluindo a meticilina, e, assim, tornarem-se
um grande problema de saude publica. A meticilina, por sua vez, foi a primeira
penicilina sintética resistente as penicilinases produzidas por S. aureus, torna-se,
inclusive, a molécula protétipo do grupo das penicilinas anti-estafilocécicas, que
deveria ser plenamente eficaz no combate a esse microrganismo. O presente estudo
avaliou a presenca de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) em 112 amostras de
queijos de coalho provenientes de 56 laticinios e fazendas produtoras em 28 cidades
de todas as mesorregides do Estado do Cearda, observando também a presenca de
genes codificadores de enterotoxinas e toxina da sindrome do choque toxico e do
gene blaZ e resisténcia a meticilina. A pesquisa encontrou 69 cepas de S. aureus,
10,14% delas possuidoras do gene mecA de resisténcia a meticilina em queijos de 6
cidades diferentes, sendo a capital do Estado, Fortaleza, possuidora da maior
prevaléncia (57,14%). Também verificou-se que 55,07% das cepas de S. aureus
possuiam o gene blaZ e 7,25% demonstraram resisténcia a meticilina em testes de
disco-difusao em placas. O perfil de resisténcia mostrou que 14,49% das cepas de S.
aureus nao foram resistentes a nenhum antimicrobiano, enquanto 42,03% mostraram-
se resistentes a 3 ou mais farmacos. A maior resisténcia apresentada foi a
eritromicina, seguida por amoxicilina e sulfametoxazol/trimethoprim. O estudo nao
evidenciou a presenca de isolados carreadores de genes toxigénicos através da
analise por Multiplex PCR. Estas descobertas demonstram que a supervisdo rigida
dos processos de producgio na industria de laticinios é necessaria desde o estagio de
producdo, evitando contaminagao e possiveis problemas para os consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: MRSA. Produtos lacteos. Enterotoxinas. Staphylococcus
aureus. Meticilina.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF RENNET CHEESES
PRODUCED IN THE STATE OF CEARA: AN ANALYSIS OF THE ANIMAL TO THE
FINAL PRODUCT.

Departament of Toxicology and Clinical Analysis, Federal University of Ceara,
Fortaleza, Brazil, 2021.

Staphylococcus aureus is a microorganism present in the microbiota of humans and
in several warm-blooded animals. Because of agricultural activities, these
microorganisms are often transferred to foods, such as milk and dairy products, which
can lead to serious foodborne illnesses. For decades, several studies have
demonstrated the ability of these microorganisms to acquire resistance to
antimicrobials, including methicillin, and thus become a major public health problem.
Methicillin, in turn, was the first synthetic penicillin resistant to the penicillinases
produced by S. aureus, it even becomes the prototype molecule of the group of anti-
staphylococcal penicillins, which should be fully effective in combating this
microorganism. The present study evaluated the presence of methicillin-resistant S.
aureus (MRSA) in 112 samples of rennet “coalho” cheese from 56 dairy farms and
producing farms in 28 cities in all mesoregions of the State of Ceara, also observing
the presence of genes coding for enterotoxins and toxin from toxic shock syndrome,
as well as the presence of the blaZ gene and resistance to methicillin. The research
found 69 strains of S. aureus, 10.14% of which possess the methicillin resistance mecA
gene in cheeses from 6 different cities, the capital of the state, Fortaleza, having the
highest prevalence (57.14%). It was also found that 55.07% of the strains of S. aureus
had the blaZ gene and 7.25% demonstrated resistance to methicillin in plate disc
diffusion tests. The resistance profile showed that 14.49% of the strains of S. aureus
were not resistant to any antimicrobial, while 42.03% were resistant to 3 or more drugs.
The greatest resistance presented was erythromycin, followed by amoxicillin and
sulfamethoxazole/trimethoprim. The study did not show the presence of isolated
carriers of toxigenic genes. These findings demonstrate that strict supervision of
production processes in the dairy industry is necessary from the production stage,
avoiding contamination and possible problems for consumers.

Keywords: MRSA. Dairy products. Enterotoxins. Staphylococcus aureus. Methicillin.
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1 INTRODUGAO

1.1 O leite nao humano como alimento

Durante muitos anos a histéria da utilizacdo do leite de outros animais para a
alimentagcdo humana ficou obscura pela falta de metodologias e dados que pudessem
comprovar as varias teorias existentes, de quando, onde e como se utilizava essa
fonte nutricional. Entretanto, com o advento de tecnologias modernas de avaliagao
molecular e datacao quimica, muitos desses questionamentos comecgaram a ter
respostas.

Vestigios pré-histéricos que rememoram o periodo neolitico encontrados na
Europa trazem diversas informagdes, inclusive sobre o modelo de alimentagdo do
homem durante sua transicdo entre a vida nbmade e o sedentarismo, onde este
construia abrigos mais “elaborados”, iniciava o processo de criacdao de animais e
cultivo de vegetais. Vasos de argila datados de 9.000 a 8.000 a.C., os primeiros desse
tipo encontrados, mostraram a presenca de “bicos”, por onde liquidos seriam
derramados, e resquicios de alimentos contidos nesses recipientes continham uma
ampla variedade de acido graxos, sugerindo que eram utilizados para nutrir lactentes
com produtos lacteos derivados de ruminantes (DUNNE et al., 2019).

Evidéncias também encontradas no continente africano, especificamente na
regido da Africa oriental, sugerem a presenca de sistemas pastoris especializados
datados entre os anos 5.000 e 1.200 a.C., demonstrando o consumo de plantas,
carnes e também de leite de ruminantes. E interessante se observar que, até certo
ponto, o aumento do consumo de leite e produtos lacteos influenciou diretamente no
processo evolutivo humano, pois percebeu-se a persisténcia da enzima lactase,
inclusive no periodo pés-desmame, a partir dessas populagdes até chegar no perfil
genético relacionado a ela que encontramos nos dias atuais (GRILLO et al., 2020).

Contudo, é de se esperar que o consumo de leite e derivados, comprovado com
base nesses estudos moleculares, também traga outras informag¢des importantes
sobre a relagao histéria entre o homem e a domesticagao de animais para consumo.
Esses achados corroboram evidéncias rupestres encontradas ao norte da Libia, no
deserto do Saara, que mostram que ha 7.000 anos ja havia naquela regido a presencga

de vacas domesticadas e confinadas para a producéo de leite e queijo (ZERBONI;
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NICOLL, 2018). No Iraque, obras histéricas de, aproximadamente, 5.100 anos
mostram figuras de gado confinado e “gordo” além de cenas tipicas da producgao de
leite e derivados, como manteiga, incluindo a ordenha da vaca, a coagao e a produgao
do derivado (GADD, 1932).

Segundo Lowe (1938), apesar de o leite de vaca, ovelha e cabra fossem os
mais consumidos durante a pré-historia e até a época atual, ha registros de outros
animais que também eram utilizados para essa producéo, inclusive mula e égua,
citada pelo filésofo romano Marcus Terentius Varro (116 a.C. — 27 a.C.) como
produtora de leite com propriedades laxativas. O leite de égua, é, inclusive, utilizado
ha muito tempo para a produgédo de uma bebida alcodlica fermentada chamada kumis,
apreciada na regido da Asia central e que também pode ser obtida por meio da
acidificacéo do leite de mula e de camela (GRIEVE, 1789; CLARKE, 1811).

Varro (1912), em sua obra Rerum Rusticarum, descreve e classifica os queijos,
produzidos a partir de leite de ordenha, a partir de seu local de produc¢ao e sua origem,
dizendo que “os queijos mais nutritivos, pelo menos digeriveis, sdo os de vaca; em
seguida os das ovelhas, e menos nutritivos, mas mais leves no estbmago, séo os das
cabras. Além disso, existe uma diferengca que depende se o queijo € macio e fresco
ou seco e envelhecido: o primeiro é mais nutritivo e é facilmente suportado na digestao
do que o outro” (VARRO, 1912).

Virgilio (Publius Vergilius Maro, 70 a.C. — 21 a.C.), poeta classico romano,
demonstra em uma de suas obras e importancia do queijo para a alimentagao aquela
época, dizendo que “o que se ordenha pela manha, ao largo do dia se prensa e pela
noite se converte em requeijdo, o que se ordenha de madrugada, se elabora na
primeira hora da manha e o pastor o leva a cidade na cesta de queijo. Ou se deixa
salgar um pouco e se guarda para o inverno’. E a clara demonstracdo de que a
fermentacdo do leite para a producdo de queijo teve papel fundamental para o
armazenamento do produto, antes, extremamente perecivel (VIRGILIO, 1825).

E interessante compreender que a evolugcdo da utilizagdo do leite ndo &
somente com a finalidade nutricional, mas, engloba também a utilizacdo de seus
derivados fermentados para o tratamento de enfermos (DUNNE et al., 2019). O que
conhecemos atualmente como produtos lacteos probidticos tém indicios de utilizagao
préximo ao ano 2000 a.C., a partir da descoberta do homem de como conservar o
leite, ja que, anteriormente, o consumo era in natura em decorréncia da sua

perecibilidade. Os primeiros produtores desses alimentos, que depois seriam
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chamados de laticinios, utilizavam leveduras e bactérias para provocarem a
acidificacdo do leite, mesmo sem conhecerem a existéncia de tais microrganismos
(NAKAZAWA; HOSONO, 1992; OZEN; DINLEYICE, 2015).

Com a revolugdo industrial e o avango tecnoldgico pés-idade média, novas
metodologias para a conservagao do leite e seus derivados e para diminuir o risco de
contragdo de doengas por meio da alimentagcdo foram surgindo, como a
pasteurizagdo. Em 1900, Russell e Hastings descreveram os pontos de morte através
da pasteurizacao para a eliminacdo do bacilo da tuberculose, comumente presente no
gado leiteiro e causador de uma das doengas mais temidas da época. Segundo eles,
0 aquecimento do leite e do seu creme por 15 a 20 minutos a 60 °C melhoraria muito
a qualidade microbiolégica do leite sem afetar suas caracteristicas organolépticas,
incluindo a destruicdo também dos microrganismos da difteria (Corynebacterium
diphtheriae) e febre tifoide (Salmonella typhi).

No Brasil, a pecuaria leiteira iniciou-se trinta e dois anos apds o descobrimento,
quando Martim Afonso de Souza trouxe da capital para a entdo colénia portuguesa
trinta e duas cabecas de gado entre bois e vacas, que desembarcaram na cidade de
Sao Vicente, de acordo com historiadores. Enretanto, o registro oficial da atividade
somente ocorreu em 1641, por meio de uma pintura em que se vé a ordenha de uma
vaca na antiga capitania de Pernambuco, proximo a cidade do Recife (DIAS, 2012).

Dias (2012) relata também que durante quase 400 anos o leite era um produto
secundario na col6nia, com poucas vacas mantidas com finalidade leiteira, exceto em
pequenas propriedades rurais no interior do pais. Isso trouxe como consequéncia a
falta de habito de consumo de leite e derivados pela populagao brasileira até meados
do século XX. Além disso, o leite brasileiro somente comegou a receber algum tipo de
tratamento no pés-década de 1950, tendo sido transmissor de doengas por todos os
séculos anteriores, o que diminuia ainda mais o consumo.

A década de 1930 ocasionou situagdes importantes para o estimulo do
consumo de leite no pais: em 1931, uma peca publicitaria que trazia um jovem
esportista com uma garrafa de leite e os dizeres “Beba mais leite!” estavam presente
nas paginas dos maiores jornais que circulavam pelo Brasil. Frases impressas em
negrito com varias frases como “O leite encerra a vitamina®, “O leite faz de um fraco
um forte”, “O leite da bom humor’, “Leite: bebei e multiplicai-vos” tentavam convencer
o leitor de que o produto deveria ser considerado um alimento basico (JORNAL DO
BRASIL, 1933a; JORNAL DO BRASIL, 1933b; JORNAL DO BRASIL, 1933c).
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Em 1936, um importante estimulo ao consumo de leite no Brasil veio de um
nordestino, o pernambucano Dr. Josué de Castro, que realizou um estudo com 500
familias de trabalhadores no Recife e demonstrou que o padrdo de alimentagao com
base no consumo de charque, feijdo e mandioca era insuficiente para a manutencao
nutricional saudavel, tanto em relacdo ao componente calérico quanto a vitaminas e
minerais. Para ele, o leite era rico em todos esses componentes e recomendou ao
governo do estado de Pernambuco que incluisse esse alimento na dieta diaria da
populagédo (CASTRO, 1936).

Com isso, em 1940, o Presidente Getulio Vargas providenciou, por meio do
Decreto-Lei n® 2.384, de 10 de julho de 1940, a criagdo uma Comissao Executiva para
promover, organizar e executar, diretamente, o fornecimento de leite para a capital,
Rio de Janeiro, que consideraria a “necessidade de fornecer ao consumidor do Distrito
Federal leite puro, atendendo ndo s6 as necessidades alimentares, como ainda aos
requisitos de absoluta higiene e sanidade e a conveniéncia de um reajustamento entre
0S pregos pagos ao produtor e cobrados ao consumidor’. Esse decreto visava
nacionalizar as empresas de laticinios que estavam estabelecidas no pais e formar
cooperativas de produtores (BRASIL, 1940).

A preocupacdo com a qualidade microbiolégica e sanitaria do leite foi trazida
as politicas de Estado em 1952, também no governo Vargas, com a publicacdo do
Decreto n° 30.691, de 29 de margo de 1952, que aprovou o entdo novo Regulamento
da Inspecéao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal. No capitulo Il deste
decreto, que trata especificamente do leite, os estabelecimentos produtores foram
distribuidos em: | — Propriedades Rurais (produtores de leite); || — Postos de Leite e
Derivados; e Ill — Estabelecimento Industriais, além de classificar o leite de acordo
com a sua origem: tipo “A” para os produzidos em “granjas leiteiras”, tipo “B” para os
produzidos em ‘“estabulos leiteiros” e tipo “C” para os produzidos em “fazendas
leiteira”. E importante salientar que esse decreto também relaciona os tipos de leite
com a presenca ou auséncia de processamentos como a pasteurizacdo (BRASIL,
1952).

Sendo assim, com o advento da pasteurizagao citada anteriormente, método
de diminuicado de microrganismos patdgenos em leite e derivados, a expansao da
industria lactea foi inevitavel. Houve um substancial aumento na demanda de queijo e
manteiga nas areas urbanas, distantes da regido rural produtora, e a ordenha familiar,

com pequenos produtores que dependiam da familia para a criagdo dos animais foi
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substituida pela mecanizagao do processo, liderada pela maquina de ordenha, além
da melhoria do transporte, da eletrificacdo das propriedades e da propria
pasteurizagao. Com isso, as antigas fazendas de subsisténcia deram lugar a grandes
espacos pecuarios que ampliaram a distribuicdo geografica da pecuéria leiteira
(MCGUFFEY; SHIRLEY, 2011).

Estas evidéncias demonstram a importdncia que o leite de animais
domesticados possui desde a pré-historia na alimentagao de enfermos e no desmame
de bebés para essas comunidades, perpassando pela Idade Média e Moderna, com
evolugdo no processo produtivo, inclusive relacionado as questbes sanitarias, tendo

na pasteurizagdo um modelo de sucesso para a eliminacdo de patégenos.

1.2 A industria do Leite

Em todo o mundo e ha muitos anos a industria do leite vem se mostrando um
dos pilares da economia agropecuaria. Em decorréncia da diversidade de produtos
derivados que podem ser produzidos, inclusive em larga escala, esta atividade
econdmica tem papel fundamental desde a manutencdo da estabilidade econdmica
de muitos paises até a promogao da subsisténcia de milhdes de familias de pequenos
produtores. Sabe-se que o motivo de essa area econOmica estar em constante
desenvolvimento e ser altamente competitiva tem relagdo com as altas intervencgdes
governamentais nesse setor e em decorréncia do alto consumo desses produtos ao
redor do mundo (FRANCO; NAGRALE, 2020).

Contudo, a industria lactea tem caracteristicas que a diferenciam de varias
outras, pois se trata de um setor que produz durante todo o ano, dependente da
criacdo pecuaria para sua producdo e ordenha, além de o leite tratar-se de um produto
altamente perecivel que precisa ser transportado todos os dias de uma forma bastante
onerosa ao produtor, exceto quando transportado sob a forma de pd, condensado ou
como queijo. Essas caracteristicas contrastam com o principal tipo de produtor:
agricultores e pequenos pecuaristas que, muitas vezes, possuem vulnerabilidade
econdmica dentro deste mercado (DOUPHRATE et al., 2013).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a
Agricultura (FAO), os maiores produtores mundiais de leite incluem paises e blocos
considerados desenvolvidos e em desenvolvimento, como a Unido Europeia, india,

Estados Unidos e Brasil, tendo, este ultimo, ocupado a sétima posigcao entre os
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maiores produtores no ano de 2016 e estima-se que ultrapasse a Russia e se torne o
sexto produtor mundial até o ano de 2025 (OECD/FAQ, 2021).

A posicao brasileira dentro deste mercado esta intimamente ligada a nossa
cultura e as nossas tradicoes, tendo os pequenos produtores rurais papel fundamental
na disseminacdo de tais produtos na mesa dos consumidores brasileiros. Por todo o
pais, mais de dois milhées e quinhentos mil estabelecimentos criavam gado e, destes,
mais de um milhdo cento e setenta mil produziram leite de vaca, sendo novecentos e
cinquenta e cinco mil pequenos produtores incluidos em programas de agricultura
familiar (BRASIL, 2017).

Isso é reflexo das mudangas consideraveis que essa cadeia produtiva em
sofrendo no Brasil nos ultimos 50 anos: producdo em crescimento sistematico, novas
tecnologias sendo incorporadas a produc¢do, aumento da for¢a de trabalho, aumento
da area produtiva e incremento da produtividade levando em consideracao a eficiéncia
e a sustentabilidade. Depois de pequenas quedas de consumo em decorréncia da
perda de poder de compra das familias em decorréncia de crises econdmicas, o
mercado vem reaquecendo e o nivel de consumo vem apresentando uma tendéncia
de alta entre as familias brasileiras (VILELA et al., 2017).

Entretanto, deve-se considerar também que ndo somente a queda no poder de
compra das familias foi importante em diminuicdes ou modificacbes relativas ao
consumo de leite. A maior preocupagdo com a higiene e com a qualidade sanitaria
dos produtos, aliada as novas fontes de informagao disponiveis aos consumidores fez
com que muitas pessoas substituissem o leite proveniente de pequenos produtores
(que possuiam menores capacidades de controle de qualidade) por leites
pasteurizados ou de grandes industrias, além de favorecerem a migragdo do consumo
do leite cru para seus derivados, como o queijo (BASANISI et al., 2017; VILELA et al.,
2017).

A vastidao do territério e a multiculturalidade da populagao brasileira faz com
que a diversificagdo relacionada a esse mercado abranja muitos fatores do setor
produtivo. Percebe-se que no pais ha uma variagcdo de produtores que vai desde
grades conglomerados, com alcance mundial por meio de exportacbes, até aqueles
pequenos produtores, que atendem as demandas de uma sé comunidade, geralmente
circunvizinha ao estabelecimento. Estes pequenos produtores, muitas vezes,
preferem fazer parte do mercado de queijos frescos ou de média maturacao, pois sdo

0s que demandam uma menor necessidade de investimento em equipamentos,
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tecnologias de producéao, além de um menor capital de giro ser necessario, ja que nao
passam muito tempo maturando até serem comercializados, como acontece com os
queijos de alta maturacao (LIMA; PEREZ, CHAVES, 2017).

1.3 Criagao e saudabilidade dos animais leiteiros e do meio ambiente

As fazendas leiteiras compdéem uma grande fonte de renda para muitos
brasileiros e tém wum importante papel na economia local e nacional. A
heterogeneidade destas tem relagdo com a variagcdo da escala de producgao,
sofisticagao tecnoldgica e caracteristicas da forga de trabalho, implicando diretamente
com os operadores agricolas, que enfrentam diferentes desafios e que as
propriedades tém desempenhos econdmicos, sociais e ambientais diferentes
(BANKUTI et al., 2018).

Na busca de um desempenho promissor, um dos principais fatores que deve
ser levado em consideracdo é o bem-estar animal. Animais que convivem em um
ambiente saudavel e confortavel podem aumentar a produtividade e a expressividade
de suas potencialidades genéticas. Esse bem-estar deve ser preservado em todas as
fases da criacao, do nascimento a morte, contribuindo também na diminuicdo de

problemas de saude, como infecgbes e estresse. (KRUEGER et al., 2020).

Figura 1. Fazenda de criagdo de gado leiteiro no interior do Estado do Ceara, com o
galpao de ordenha no canto superior esquerdo da foto e os animais em momento de
alimentag&o no canto inferior esquerdo da foto.

- A - F

onte: Elaborado pelo autor (2020).
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O estresse animal, inclusive, € o principal interferente no bem-estar nas
fazendas leiteiras. Temperaturas altas ou baixas demais diminuem a alimentagao dos
animais e, com isso, a produgao de leite pode apresentar queda consideravel, além
disso, também interferem nos processos reprodutivos e contribui fortemente com a
mortalidade e a presenga de mastite, uma inflamacao da teta e do ubere que pode ser
provocada por infec¢gbes no animal (DALTRO et al., 2020).

Ainda segundo Daltro (et al., 2000), como cerca de 65% do Brasil esta situado
na regido tropical do planeta, as altas temperaturas e a incidéncia de radiacédo solar
sdo um desafio para os produtores brasileiros, principalmente no Nordeste, podendo
gerar perdas econdmicas e interferir na saude dos animais. Porém, a utilizacdo de
algumas técnicas pode ajudar a reduzir esse estresse térmico, como o sombreamento
natural e artificial, dieta com menor incremento caldrico e utilizacdo de sistemas como
ventilador, aspersor e painel evaporativo, que auxiliaram no conforto dos animais.

A manutencdo do bem-estar animal, através de boas praticas de manejo, tem
impacto direto na economia da fazenda produtora, ja que estudos demonstram que
ha uma diminuicdo dos custos com cuidados veterinarios e da mortalidade das
bezerras, assim como boas praticas de manejo e de higiene melhoram a lactagao,
reduzem o leite residual (ndo comercial) e diminuem a presenga de mastite, que pode
levar microrganismos patogénicos ao leite e estimular a utilizagcdo irracional de
medicamentos antimicrobianos (COSTA; CEBALLOS, 2021). E importante salientar
que a utilizacdo de medicamentos no gado promove a liberagao ambiental de residuos
e contaminantes do solo.

Sendo os impactos ambientais relacionados a pecuaria bem estabelecidos em
todo o mundo, inclusive no Brasil, modelos de produgédo que levem em consideracéo
a sustentabilidade estao sendo cada vez mais exigidos pelas esferas governamentais
e pelos consumidores, que tém dado preferéncia aos produtos ecologicamente
corretos em detrimento daqueles que ainda possuem um perfil de degradagao
ambiental consideravel. Essas exigéncias vem provocando o abandono de muitos
pecuaristas a cultura leiteira em todo o Brasil'.

Deve-se saber também que dentro das agbes consideradas sustentaveis, ha a
responsabilidade ambiental, que por diversas vezes é maculada com a utilizacdo de

compostos quimicos e farmacolégicos de maneira irracional, seja na agricultura ou na

T BRASIL, Censo Agropecuario 2017. Resultados Definitivos. Rio de Janeiro: IBGE, 2018. -
<https://sidra.ibge.gov.br/tabela/6912#resultado>. Acesso em: 23/03/2021.
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pecuaria, sendo, esta ultima, com a finalidade de aumentar a produgdo ou combater
doengcas no rebanho, como as mastites causadas por Staphylococcus spp.
(GEORGAKAKOS; HICKS; WALTER, 2021).

Contudo, a utilizagao irracional pode causar diversos problemas relacionados
ao meio ambiente, como citado anteriormente, e também a producdo dos alimentos
nesses ambientes. Muitos antimicrobianos, por exemplo, sdo mal absorvidos apds a
administracdo veterinaria, o que leva a uma excreg¢ao a taxas que variam de 50% a
90% desses compostos, a depender do tipo de antimicrobiano. Esses residuos de
antimicrobianos no solo podem levar a uma pressdo seletiva sobre microrganismos
resistentes e desencadear a disseminacdo destes para os outros animais e/ou
produtos produzidos (KIM et al., 2011; HAN et al., 2018).

Ressalta-se que quando se trata de procedimentos relacionados a saude
animal, especificamente a utilizacdo de insumos farmacologicos, ha uma significativa
diferenca em comparagao aos seres humanos: as fezes animais ndo sofrem nenhum
tipo de tratamento de esgoto, o que aumenta consideravelmente a presenca desses
insumos inalterados (ou seus residuos) no solo (KIM et al., 2011).

Geralmente, a realidade que se mostra em relacdo a sustentabilidade em
fazendas leiteiras no Brasil é que os grandes produtores, com alta produtividade e
grandes rebanhos apresentam maiores indices de acbes sustentdveis em
comparagao aqueles pequenos, que possuem baixa escala de producdo e,

consequentemente, menor capacidade de investimento (BANKUTI et al., 2018).

1.4 Queijo de Coalho

1.4.1 Importancia do Queijo de Coalho na Cultura Nordestina

O queijo de coalho é um alimento lacteo tipicamente consumido na regido
Nordeste do Brasil, obtido por meio da coagulagéo do leite pelo coalho ou outras
enzimas coagulantes, com ou sem a presenga de bactérias laticas apropriadas, de
média a alta umidade e com teor de gordura variando entre 35 a 60% de sua massa
sélida e sua producao, geralmente, se da em pequenas e médias propriedades rurais,
pertencentes aos proprios produtores de leite, com baixo uso de tecnologias e

rebanhos com poucos animais
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Segundo Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura e do Abastecimento,
0 queijo de coalho é aquele que “se obtém por coagulagéo do leite por meio do coalho
ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou n&o pela agcdo de
bactérias lacteas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias
de fabricacao” (BRASIL, 2001).

E um produto costumeiramente utilizado nas casas brasileiras, em especial as
nordestinas, de onde faz parte da cultura culinaria ha muitos séculos. Henry Koster
(1784-1820), um cronista nascido em Lisboa que percorreu o Nordeste brasileiro,
escreveu em uma de suas obras sobre o queijo para a cultura nordestina da seguinte

forma:

O queijo do Sertao é excelente quando fresco mas ao fim de quatro ou cinco
semanas fica duro e coriaceo. Poucas pessodas fabricam manteiga, batendo
o leite em garrafas comuns. (KOSTER, 1942).

Os escritos de Henry Koster mostram que o queijo curtido ou curado era levado
pelos sertanejos nordestinos nas distantes e longas viagens que faziam desde o
século XVII e era um alimento bastante consumido juntamente com a farinha, a carne
seca e rapadura, para que os viajantes tivessem a energia necessaria para tanger o
gado até as cidades onde seria comercializado. Além disso, o queijo de coalho
também era utilizado como moeda de troca, onde por meio do escambo, o produtor
recebia de volta outros alimentos que a familia necessitava (ABREU, 1988).

Essa associacao histoérica entre a produgcdo de queijo de coalho e a cultura
nordestina passa, inclusive, pelo século XIX, com a criagdo bovina no interior da regidao
e as charqueadas, estando relacionada a cultura de subsisténcia, na qual toda a
familia e os parentes proximos tinham acesso ao queijo e a manteiga produzidos a
partir da sobra do leite. Fatos histéricos como esse transformaram o queijo de coalho
em um patriménio (ainda nao oficial) da populagédo nordestina (MENEZES, 2011).

Rachel de Queiroz (1910-2003), escritora cearense reconhecida
internacionalmente por suas obras voltadas a sociedade nordestina, relembrou sua

infancia em uma das fazendas de sua familia falando sobre o queijo de coalho:

Em fazendas como a Califérnia, o Junco e outras, o mais importante como
componente alimentar eram os queijos. Basicamente, o queijo de Coalho,
salgado, feito em formas e prensa de madeira. Quem conseguia ser o
encarregado de apertar o queijo no cincho era sempre o vencedor de uma
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espécie de batalha campal entre irméos e primos. Esse vitorioso adquiria o
direito de comer as deliciosas aparas do queijo que, confesso, ainda recordo
com agua na boca” (QUEIROZ, 2000).

A importancia do queijo de coalho nas mesas brasileiras é incontestavel.
Porém, sdo nos lares nordestinos que o produto € mais apreciado. Soares (et al.,
2017) questionaram consumidores das regides Nordeste e Sudeste sobre o queijo
coalho e o Nordeste foi responsavel por elencar as maiores qualidades de sabor a ele,
com mais do que o dobro de mengodes positivas feitas por consumidores do Sudeste.
Além disso, os nordestinos veem no queijo de coalho uma fonte nutricionalmente
saudavel de calcio.

No Estado do Ceara, de acordo com o Instituto de Pesquisa e Estratégia
Econbémica do Ceara (IPECE), todos os municipios tém producéao leiteira que serve
de matéria-prima para a producao de diversos produtos lacteos, como iogurte, bebidas
lacteas, manteiga e queijo. A concentracdo de produtores se da, principalmente, nas
regides do Sertao Central e Jaguaribe, e é considerada uma atividade econdmica
relevante para todo o Estado (IPECE, 2018).

Para a producgdo artesanal do queijo de coalho, os produtores utilizam o leite,
preferencialmente, recém-ordenhado e em uma temperatura préoxima dos 35 °C.
Entdo, o coalho é adicionado e fica em repouso por cerca de 60 minutos, para a
formagdo do que o sertanejo chama de coalhada. A coalhada é uma massa
semissolida que é cortada em cubos pelo produtor e levada ao fogo para um pré-
cozimento a uma temperatura de 85 °C. Apds esse processo, a coalhada é salgada e
posta em um recipiente para a prensagem, que leva entre 4 e 8 horas. Apos esse
periodo, o queijo esta pronto.

Para sua producdo, o queijo de coalho pode ter como substrato o leite de
diversos animais, porém, os mais comuns sao o de vaca e de cabra, animais bastante
criados em fazendas no nordeste do Brasil.Atualmente, ainda & feito em muitas
queijarias e laticinios de pequeno porte de forma tradicional, artesanal, com
conhecimentos que foram passados de geragdo em geracao e que servem como fonte
de renda para varias familias sertanejas (SANTOS et al., 2019).

Essa fonte de renda é estrutural e socialmente facil de ser compreendida, ja
que o queijo de coalho é considerado um alimento em que a técnica é “aprendida no
olhar”, ou seja, em que as criangas que nascem e crescem em ambientes queijeiros

tendem a seguir essa tradigdo. A realidade das queijarias nordestinas mostra isso:
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varias pessoas da mesma familia trabalhando juntas na produgdo durante mais de
trinta anos, com a predomindncia de homens de meia-idade. Porém, um fato
interessante é que a comercializagdo, que antigamente se dava na regido
circunvizinha e, atualmente, é feita, principalmente, nas capitais e maiores cidades de
cada estado (MENEZES, 2011; BASTOS; ULISSES; FONTENELE, 2013).

A falta de investimento em educacdo dos produtores também €& um ponto
perceptivel nesse tipo de fonte de renda. Estudos demonstram que mais de 60% dos
funcionarios desses estabelecimentos nao possuem nivel médio completo, o que
contribui ndo somente para a ndo adesdo a praticas de producdo que aumentem a
produtividade e a competitividade, mas também para a falta de seguimento de boas
praticas higiénico-sanitarias de fabricagdo dos produtos. Por este motivo, muitos
consumidores ainda veem (algumas vezes, assertivamente) o queijo de coalho
artesanal como um vetor importante de doencas alimentares (SOARES et al., 2017;
SANTOS, 2019).

1.4.2 Qualidade Microbiolégica de Produtos Lacteos

Ha, em todo o mundo, mais de 200 tipos diferentes de doengas causadas em
decorréncia da ingestdo de alimentos contaminados com bactérias, virus, fungos,
parasitas ou substancias quimicas. Esse numero extremamente alto é responsavel
também por acometer uma em cada dez pessoas de alguma doenga pds-consumo
alimentar, causando mais de quatrocentos e vinte mil mortes, principalmente de
criangas com menos de 5 anos (WHO, 2021).

No ultimo estudo publicado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em
que os 31 maiores causadores de doencgas alimentares foram estudados, o numero
de casos de doencgas transmitidas por alimentos (DTA) chegou a marca de seiscentos
milhdes por ano, tendo as doengas diarreicas o protagonismo desses numeros,
causadas por norovirus, Campylobacter spp., Salmonella enteritidis, dentre outras
(WHO, 2015).

No Brasil, problemas relacionados aos alimentos também s&o causas
importantes de morbidade e mortalidade, com surtos sendo registrados todos os anos
em diversas regides do pais, causados por agentes também diversos, assim como os
alimentos comprometidos. Casos de alimentos contaminados e causando DTA ja

foram registrados em decorréncia da presenca de Escherichia coli, Salmonella spp.,
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Bacillus cereus (BESSA et al., 2020), rotavirus, norovirus, além de Clostridium
botulinum, causador de uma das mais graves doencas de origem alimentar, o
botulismo (FINGER et al., 2019). O Clostridium botulinum, inclusive, é suspeito de ter
causado botulismo em 2019, no Brasil, em decorréncia do consumo de cereais (WHO,;
FAO, 2020).

Dentre os alimentos conhecidamente envolvidos na transmissdo de DTA, o leite
possui lugar de destaque. Suas ricas caracteristicas nutricionais fazem do leite e de
seus derivados um ambiente extremamente convidativo para o crescimento e a
reproducdo microbiana, além de possuir alta atividade de agua (aw), necessaria para
a sobrevida da maioria dos microrganismos. E um alimento rico em lactose, seu
principal carboidrato, além de proteinas, como a caseina, aminoacidos essenciais,
lipidios, minerais e vitaminas. Por esse motivo, entre 2015 e 2019, o leite e seus
derivados foram o grupo alimentar mais relacionado a eventos de seguranca alimentar
entre 23 grupos estudados (MARTIN et al., 2018; WHO; FAO, 2020).

Entretanto, ndo ha como avaliar a qualidade do leite sem conhecer a fisiologia
e a microbiota do animal produtor, assim como o seu método de extracdo e producao
de derivados. Em vacas pré-puberes, ou seja, que ainda ndo pariram e nem comegam
a lactagdo, o ubere (Figura 2) e o interior da glandula mamaria sdo considerados
ambientes estéreis. Porém, apds a abertura do canal que liga a glandula mamaria ao
ambiente no momento da ordenha ou da mamada do bezerro, os microrganismos tém

acesso a esses ambientes e os colonizam (TAPONEN et al., 2019).
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Figura 2. Vaca leiteira matriz preparada para o inicio da ordenha e com o ubere em
evidéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

Anteriormente, os trabalhos que avaliavam a qualidade microbiolégica do leite
e de seus derivados tinham a concepgao de que a microbiota encontrada era advinda
exclusivamente de fatores extrinsecos como contaminagdo pelo produtor,
microrganismos da pele do animal, dos tanques de armazenamento ou da propria
cavidade oral do bezerro (FERLER et al., 2012; ASIIMWE et al., 2017). Porém, agora
sabe-se que a transmissdao enddgena também pode acontecer, como por exemplo,
bactérias presentes lumen intestinal dos animais utilizarem linfonodos mesentéricos
para deslocarem-se até as glandulas mamarias (YOUNG et al., 2015; ADDIS et al.,
2016).

A microbiota do leite é diversa e heterogénea, com um enorme grupo de
microrganismos podendo estar presentes em amostras desse alimento. Em vacas,
bactérias dos géneros Ruminococcus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactobacillus,
dentre outras (YOUNG et al., 2015; ADDIS et al., 2016). Ja no leite de cabras, a

presenca de bactérias dos géneros Novosphingobium, Brachybacterium,
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Psychrobacter, Lactobacillus, dentre outras, € comumente encontrada e nao causa
problemas relacionados a saude, exceto em pessoas sensiveis ou com a imunidade
comprometida (NIYAZBEKOVA et al., 2020).

Apesar de nao estarem relacionados a problemas de saude, muitos desses
microrganismos podem ser considerados microrganismos deteriorantes, que trazem
prejuizos econdmicos quando se multiplicam de forma indiscriminada. O leite, ao
permanecer em temperaturas favoraveis ao crescimento microbiano, estimula a
multiplicacdo de bactérias acidolaticas, como Lactobacillus spp. e Streptococcus spp.,
que produzem acido latico de forma descontrolada a partir do seu metabolismo e
“azedam” o leite, caracterizando a perda do produto e sua inutilizacdo para a produgao
de derivados (ZHANG et al., 2019). Entretanto, quando esse processo de “azedar” é
feito de forma controlada, teremos varios produtos derivados com vida util maiores do
que a do leite em si.

A presenga desses microrganismos considerados nao patogénicos no leite
representa uma vantagem para a prevencao de DTA por esse alimento, ja que esses
microrganismos competem com as bactérias patogénicas e regulam seu possivel
crescimento. Inclusive, a presenca de bactérias patogénicas ressalta a importancia do
controle de qualidade rigoroso que o leite deve passar, desde o momento da criagao
dos animais, passando pela ordenha, armazenamento e transporte até o0 momento em
que sera utilizado para a produgcdo de seus derivados. Esse leite, que ainda nao
passou por nenhum processamento, € chamado de “leite cru” e possui grande impacto
na qualidade do produto final (ADDIS et al., 2016; PAPADOPOULOS et al., 2018).

Um ponto critico em toda a cadeia do leite € a temperatura, que deve ser
extremamente controlada durante todo o processo. A temperatura, inclusive, é o
meétodo fundamental da tecnologia mais utilizada para o processamento do leite: a
pasteurizagao. A pasteurizacdo € um processo que consiste no tratamento térmico do
leite em temperaturas um pouco inferiores ao seu ponto de ebulicdo durante um
determinado tempo e, apds, resfria-lo (RUSSELL; HASTINGS, 1900). Essa técnica foi
aperfeicoada ao longo dos anos, porém, seu principio continua igual.

Na pasteurizagcdo, muitos microrganismos deteriorantes e patogénicos sao
destruidos pela temperatura mais alta e o leite se mantém com viavel para o consumo
por muito mais tempo apds esse processamento, ja que, logo apds, € armazenado em
temperaturas mais baixas, que evitam o crescimento microbiano (RUSSELL;
HASTINGS, 1900; MARTIN et al., 2018).
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Entretanto, mesmo apds a pasteurizacao, a qualidade microbiolégica do leite
ainda deve ser monitorada de forma rigorosa, pois, a contaminacdo ainda é
problematica para a industria do leite mesmo nesse momento. Bactérias
psicrotroficas, que suportam temperaturas mais baixas, se reproduzem em condi¢cdes
de armazenamento e podem causar problemas de saude apds o consumo de produtos
lacteos pasteurizados (VON NEUBECK et al., 2015).

As principais bactérias psicrotréficas contaminantes do leite pertencem ao
género Pseudomonas. Essas bactérias, juntamente com bactérias esporuladas,
podem produzir varias enzimas importantes nos processos de degradacgdo do leite,
como lipases e proteases, responsaveis por mudarem caracteristicas organolépticas
como odor e sabor, além de também estimularem o processo de coagulagdo do leite,
que pode acontecer pela producdo de acidos ou por protedlise, gerando uma espécie
de “coalhada azeda” (von NEUBECK et al., 2015; MENG et al., 2017; MARTIN et al.,
2018).

A contaminagcdo do leite, como dito anteriormente, pode ser proveniente de
inumeros locais, seja de forma enddégena ou exdégena. Os microrganismos
patogénicos podem chegar ao leite através da racdo utilizada para alimentar os
animais, a agua, o ar ambiente, o pasto, o local de descanso e dormida dos animais
e, também, se houver manuseio sem medidas eficazes de controle microbioldgico
(CARFORA et al., 2016; CARUSO et al., 2016; BASANISI et al., 2017).

Muitos microrganismos conhecidamente patogénicos podem estar presentes
no leite e o contaminarem em qualquer uma das etapas da cadeia produtiva. Dentre
eles, alguns se destacam, como Brucella melitensis, Campylobacter spp., Listeria
spp., Salmonella spp., Escherichia coli produtora de shiga-toxina bactérias do género
Staphylococcus (BESSA et al., 2020; BROM et al., 2020). Atualmente, a Instrugao
Normativa n°® 60, de 23 de dezembro de 2019, estabelece os padrées microbioldgicos
para alimentos comercializados e produzidos no Brasil, porém, quando se trata de
leite e alimentos derivados, dentre os microrganismos citados acima, somente E. coll,
Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positivos possuem esses padroes
(BRASIL, 2019).

Embora a E. coli seja uma bactéria comensal do intestino humano saudavel
assim como de outros mamiferos, algumas cepas desse microrganismo podem ser
altamente virulentos e causarem doencgas graves e, até fatais, como a cepa produtora

de shiga-toxina (STEC), que provoca diarreia sanguinolenta e pode levar o paciente a
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sindrome hemolitica urémica (GUERRA et al., 2020). Em pacientes pediatricos, essa
sindrome gera consequéncias mais problematicas e aparece em cerca de 5 a 15%
dos pacientes que adquiriram essa cepa por meio da ingestdo de alimentos
contaminados, incluindo os de origem lactea (BRUYAND et al., 2019).

A producdo de toxinas do tipo Stx7 e/ou Stx2 estad presente na maioria das
cepas de E. coli causadores de DTA no mundo, sendo o sorotipo O157:H7 o mais
associado a surtos ocasionados pelo consumo de leite e produtos derivados desde o
inicio do século XXI, apesar de ter sido observado pela primeira vez em 1982. Neste
ano, a cepa hemorragica O157:H7 foi responsavel por dois surtos de colite
hemorragica nos Estados Unidos e, apesar da sintomatologia diferente do usual,
caracterizada por colicas abdominais, fezes com sangue e pouca ou nenhuma febre,
nao foi dada a devida importancia (RILEY et al., 1983). Essa importancia somente veio
a tona em 1992 e 1993 quando 35 criancas apresentaram infeccdo por essa cepa,
também nos Estados Unidos (DEL BECCARO et al., 1995).

A presenca de microrganismos n&o entéricos também esta associada a
patologias em decorréncia do consumo de leite e derivados. Um desses
microrganismos € a Brucella melitensis, uma bactéria gram negativa da familia
Brucellaceae, causadora da brucelose, uma zoonose que pode acometer seres
humanos e também os animais produtores, juntamente com a espécie de mesmo
género Brucella abortus (ABDALI et al., 2020).

A brucelose é considerada no mundo inteiro como uma doencga transmitida por
alimento e também uma doenga ocupacional, que atinge, principalmente,
trabalhadores de laticinios e propriedades de criacdo de animais, leiteiros ou de corte.
Porém, por ser considerada também uma doenca negligenciada, sua prevaléncia é
subnotificada e os dados relativos aos impactos negativos na segurancga alimentar em
produtos lacteos apresentam importantes inconsisténcias (DADAR et al., 2020).

Porém, apesar das inconsisténcias relacionadas a dados oficiais em muitos
paises, inclusive no Brasil, pesquisadores de varios paises do mundo vém
demonstrando que a preocupag¢ao com a brucelose é real e medidas preventivas e de
controle devem ser colocadas em pratica. E importante deixar claro que essa doenca
possui varias vias de transmissao, além da via alimentar, podendo ser adquirida,
inclusive, por trabalhadores rurais e profissionais de laboratdério que sofram acidentes
com a manipulacdo da vacina, que é produzida com a bactéria atenuada. O cuidado

também se deve ao fato de que se trata de uma doenca de alta transmissibilidade,
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com sintomatologia inespecifica e que pode afetar diversos érgao e sistemas, levando
o paciente a morte em alguns casos (BABAOGLU et al., 2018; PEREIRA et al., 2020).
Classicamente um contaminante de produtos de avicultura como ovos e frango,
espécies do género Salmonella spp. também estdo envolvidas em surtos relacionados
a produtos lacteos. Esses microrganismos sdo responsaveis, anualmente, por 1 em
cada 4 casos de doencgas diarreias em todo o mundo, de acordo com a OMS (WHO,
2018). E um microrganismo extremamente versatil e diverso, pois somente em duas

espécies, como Salmonella bongori e Salmonella enterica, existem mais de 2500
sorotipos diferentes, muitos deles com fatores de viruléncia especificos, que dificultam
o controle da doengca (WHO, 2018; SALAHEEN et al., 2020).

As vacas produtoras de leite sdo consideradas como reservatorios conhecidos
de Salmonella enterica, que muitas vezes é transmitida ao homem através da ingestao
de leite e derivados. Porém, essa transmissdo acontece de forma preponderante
quando o leite € consumido cru ou os derivados sao produzidos com esse tipo de
matéria-prima, ja que o processo de pasteurizagdo € suficiente para inativar esses
microrganismos (BROM et al., 2020).

A contaminagao do leite por salmonelas pode acontecer por diversas vias,
como a autoinfecgao pelo préprio animal, ou por equipamentos e trabalhadores e/ou
por contaminagdo cruzada com outros animais, como frangos e outras aves. Contudo,
em relacdo as formas de invasdo desses microrganismos as células bovinas e
posteriormente ao leite, ainda havia muitas duvidas, até que um estudo de Salaheen
(et al., 2020) demonstrou que essa invasdo de células epiteliais bovinas é muito
diversa a depender dos sorovares presentes nos animais. Os sorovares de S. enterica
tipo Dublin foram considerados os mais invasivos, enquanto Kentucky, Mbandaka,
Cerro e Give foram menos invasivos. Estes resultados podem auxiliar na
compreensao do processo de transmissdo e nas medidas preventivas que devem ser
estabelecidas.

Outros microrganismos importantes para a industria de alimentos sido as
espécies do género Listeria. Esses microrganismos, até algum tempo, eram
responsabilizados por pequenos surtos esporadicos, porém, com novas metodologias
de identificagdo molecular, surtos n&o registrados passaram a ter esses
microrganismos como responsaveis (LEPE, 2020).

A listeriose € uma doenga alimentar que pode cursar em uma forma grave,

invasiva, que pode levar a morte quando o microrganismo sai do ambiente intestinal
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e migra para outras partes do corpo, podendo causar dores de cabega, rigidez no
pescoco, febre e convulsbes. Além disso, em gestantes a listeriose pode causar aborto
espontaneo, natimorto, parto prematuro ou infeccdo com risco de vida do recém-
nascido, principalmente quando a infeccdo € causada pela espécie mais virulenta, L.
monocytogenes (CDC, 2021).

Surtos causados devido a ingestdo de Listeria spp. por meio de alimentos
contaminados sdo cada vez mais frequentes, como o registrado em margo de 2021
nos Estados Unidos, em que 11 consumidores de queijos frescos tiveram a doenga,
10 deles foram hospitalizados e um foi a 6bito, houve, também, registro de um surto
em 2017 decorrente de consumo de queijo em que 8 pessoas adoeceram e foram
hospitalizadas, com duas morrendo por complicagdes da doenga (CDC, 2017).

Outra patologia cuja falta de boas praticas de fabricagdo na cadeia do leite pode
causar é a campilobacteriose, uma infecgdo causada por Campylobacter spp.,
especialmente as espécies C. fetus, C. coli e C. jejuni. Em muitos paises, as diarreias
causadas por esses bacilos gram negativos sdo mais prevalentes do que a soma das
causadas por Salmonella spp. e Shigella spp., mostrando a importancia das medidas
preventivas de combate a essa doenca (DAVIS et al., 2016; GOMES et al., 2020).

A campilobacteriose também ¢é importante por ser um fator predisponente a
presenca de patologias associadas graves, como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB),
principal causa de paralisia flacida aguda em paises cuja poliomielite foi erradicada. A
infeccao por C. jejuni € o mais frequente fator iniciador da SGB em todo o mundo € a
identificagcdo de IgM para esse microrganismo em soro de pacientes com SGB é uma
realidade, inclusive na regiao Nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2018).

Muitos animais domésticos, como pets, selvagens ou de criagdo podem ter
espécies termotolerantes de Campylobacter em seus intestinos. Desse modo, através
das fezes esses microrganismos sao disseminados no meio ambiente ou causam
doenga diretamente em criadores ou pessoas que entraram em contato com os
animais (HANSSON et al., 2020). Porém, o consumo de leite cru é muito importante
nos numeros que a campilobacteriose registra. Nos Estados Unidos, entre 2007 e
2012, houve um crescimento no aparecimento de infec¢des por Campylobacter spp.
(MUNGAI; BEHRAVESH; GOULD, 2015) e em 2014, 99 casos suspeitos dessa
doenca relacionados ao consumo de leite cru e derivados levaram 10 pessoas ao

hospital, registrando uma morte (DAVIS et al., 2016).
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No Brasil, um estudo produzido por Gomes e colaboradores (2020) trouxe
resultados preocupantes: cepas de C. coli e C. jejuni coletadas entre 1995 e 2016 de
humanos, alimentos, animais e do préprio meio ambiente mostraram-se resistentes a
alguns antimicrobianos de uso clinico comum em ambientes nosocomiais e, além
disso, algumas delas possuiam similaridades genéticas com cepas encontradas em
outros paises, o que pode estar relacionado a uma disseminacgao internacional desses
microrganismos multirresistentes.

Essa multirresisténcia a drogas antimicrobianas ndo é uma peculiaridade
somente dos microrganismos citados anteriormente. O género Staphylococcus possui
uma conhecida capacidade de resisténcia contra muitos dos farmacos anti-infecciosos
utilizados na pratica clinica, causando sérios problemas relacionados a saude publica
e gerando prejuizos econdmicos enormes em todo o mundo (ZHANG et al., 2014;
ASIIMWE et al., 2017; TUCHSCHERR; LOFFLER; PROCTOR, 2020).

1.5 O género Staphylococcus

1.5.1 Caracteristicas Gerais e Epidemiologia

O primeiro registro relacionado a familia Micrococcaceae, da qual os
estafilococos fazem parte, foi feito com base em observagdes do cirurgido escocés
Alexander Ogston, em 1880, cujo isolamento de bactérias presentes em 65 amostras
de 82 abcessos demonstrou que estas possuiam caracteristicas “inconfundiveis”,
inclusive, descrevendo a presenca de bactérias circulares que se agrupavam “em
forma de cacho de uva” e de bactérias ligadas aos pares, como “correntes” ou
“colares”. A partir deste momento, os Staphylococcus e os Streptococcus vieram a luz
da ciéncia (OGSTON, 1881).

O género Staphylococcus € um grande género de bactérias gram positivas
cocoides, produtoras de catalase, pertencentes a familia Micrococcaceae, em que
algumas sao residentes da microbiota natural dos seres humanos e de outros animais,
sendo responsaveis por papéis fundamentais na manutencdo da homeostase
(PACHA et al., 2021; ROY et al, 2021), enquanto algumas sao patégenos por
exceléncia, causando infec¢des relacionadas ao sistema respiratério, cardiovascular,
a pele, as meninges ou ao trato gastrointestinal, através da ingestdo de alimentos
contaminados (TUCHSCHERR; LOFFLER; PROCTOR, 2020).
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As diversas espécies presentes nesse género possuem muitas diferencas
relacionadas as suas caracteristicas bioquimicas, inclusive tendo, nessas diferencas,
uma forma de diferenciacao entre elas. Um dos exemplos mais importantes é a
capacidade que algumas espécies possuem de produzir uma enzima chamada
coagulase, que pode converter o fibrinogénio plasmatico em fibrina, e,
consequentemente, formar um coagulo visivel. Essas bactérias sdo chamadas de
Staphylococcus coagulase-positivos (SCP) e incluem espécies importantes como S.
aureus e S. pseudintermedius, presentes principalmente em humanos e animais,
respectivamente (SAHIN-TOTH et al., 2021), além de uma espécie emergente,
extremamente relacionada ao S. aureus, que vem sendo encontrada, inclusive, em
produtos lacteos: Staphylococcus argenteus (PUMIPUNTU, 2019).

Staphylococcus pseudintermedius foi descrito causando infeccdo em seres
humanos pela primeira vez em estudo publicado por Van Hoovels e colaboradores
(2006) em que um paciente apresentou positividade para este microrganismo em
exames genotipicos realizados em amostra de pus presente na bolsa em que seu
cardioversor desfibrilador implantavel estava inserido. Provavelmente, antes deste
caso, muitos processos infecciosos foram confundidos com infecgdes por S. aureus,
pois os dois microrganismos compartilham varias caracteristicas fenotipicas, como a
producao de coagulase, DNAse e B-hemolisina.

Desde o primeiro caso, em 2006, infecgbes por S. pseudintermedius vém
surgindo em todo o mundo e trazem preocupacdo para as autoridades sanitarias,
justificada por essa espécie apresentar fatores de viruléncia parecidos aos presentes
em cepas de S. aureus, além de apresentarem transmissao zoondtica de caes para
seres humanos, podendo causar bacteremia (BLONDEAU et al., 2020b), infeccbes
persistentes (BLONDEAU et al, 2020a) e possuirem cepas que apresentam
multirresisténcia, inclusive contra a meticilina, caracterizada pela presenca do gene
mecA (GAGETTI et al., 2020).

S. argenteus € considerada uma espécie emergente do complexo S. aureus,
de dificil identificacdo por métodos tradicionais, que vem surgindo em todo o mundo.
Muitas vezes, essa espécie é confundida com S. aureus, ja que as caracteristicas sao
bastante parecidas, mas, ja existem estudos que demonstraram que cerca da metade
dos isolados bacterianos, anteriormente identificados como S. aureus, coletados em
leites de vacas com mastite na Tailandia, eram, na verdade, S. argenteus
(PUMIPUNTU, 2019).
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No Brasil, poucos estudos sobre esse novo estafilococo coagulase-positivo
foram realizados, porém, uma pesquisa realizada por Rossi et al. (2020) analisou 856
cepas identificadas como S. aureus provenientes de vacas com mastite para verificar
se algum isolado, na verdade, seria S. argenteus, o que nao foi confirmado. Portanto,
no Brasil, esse microrganismo parece ainda ndo ser um problema.

Muitas espécies, porém, ndo possuem a capacidade de producdo de
coagulase, importante fator de viruléncia, e podem ser chamadas de Staphylococcus
coagulase-negativas (SCN). E importante ressaltar, entretanto, que os estafilococos
possuem diversos fatores de viruléncia distintos e que a falta de coagulase nao
significa que estas espécies ndo tenham a capacidade de causar doengas em seres
humanos e animais. Cepas de S. saprophyticus e S. epidermidis sdo cada vez mais
relacionadas a infec¢des comunitdrias e nosocomiais, incluindo problemas
relacionados ao trato geniturinario e infec¢des em imunocomprometidos (RAUE et al.,
2020; LAWAL et al., 2021).

Demonstrando a importancia das espécies do género Staphylococcus para os
processos fisiologicos normais, a presenca de S. epidermidis ndo demonstra,
necessariamente, algo negativo a saude do ser humano. Ele pode estar presente
como um comensal da pele e um dos responsaveis pela protegcao contra invasdes por
microrganismos potencialmente patogénicos. S. epidermidis tem papel fundamental
na homeostase da pele também através da producdo de metabdlitos bacterianos
benéficos, como bacteriocinas, além de estimularem as células hospedeiras (ex.
queratindcitos e células imunes) a produzirem peptideos antimicrobianos (GALLO;
NAKATSUJI, 2011; SANFORD; GALLO, 2013; FOURNIERE et al., 2020).

Um estudo genético conduzido por Lawal e colaboradores (2021) demonstrou
que as infecgdes causadas por bactérias estafilocécicas ndo se restringem somente
aquelas consideradas patogénicas por exceléncia, com o S. aureus: infecgdes de trato
urinario humano em 8 paises de 4 continentes diferentes durante 20 anos (1997-2017)
tiverem como agente etioldgico linhagens diferentes de S. saprophyticus que
possuiam diferencas genéticas entre si e que eram provenientes do processamento
de carnes bovinas e suinas, além de, possivelmente, também terem sido destacados
da microbiota humana.

Outras espécies de SCN foram descritas como importantes causadoras de
infecgdes, inclusive levando pacientes a internagcbes em Unidades de Terapia

Intensiva (UTI) e a morte, como S. haemolyticus e S. hominis. Um estudo realizado
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na Alemanha entre os anos de 2007 a 2012 mostrou que essas duas espécies
demonstravam relevante contribuicdo para um mau prognéstico dos pacientes com
infeccbes causadas por eles, chegando a quase 10% o numero de internagées em
UTI e mortes em decorréncia dessas infecgdes (FRICKMANN et al., 2018).

Além disso, os microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus vém
demonstrando a capacidade de estarem presentes como responsaveis por infeccdes
secundarias em muitos pacientes com infeccdes de base ou até promovendo
coinfecgdes. Estudos ja demonstraram a presenca de SCN incomuns até pouco
tempo, como S. lugdunensis promovendo infeccbes de trato urinario em
concomitdncia com Enterococcus spp., Escherichia coli e outros SCN, assim como
coinfecgdes com a presenca de S. saprophyticus e Corynebacterium spp. e espécies
do género Citrobacter (CHIU et al., 2020).

Em infeccbes virais, a presenca de estafilococos provendo infecgoes
secundarias também esta se tornando cada vez mais comum. Cepas de S. aureus
vém sendo responsaveis por promoverem episodios de artrite em criangas juntamente
com o virus da Influenza A (MARI; ZAKI; YAGAN, 2020), assim como vem se
mostrando um importante causador de coinfecgdo em pacientes internados com
pneumonia por SARS-CoV-2, aparecendo, algumas vezes, como O microrganismo
bacteriano mais prevalente em pacientes adultos internados em UTI com COVID-19
grave (ELABBADI et al., 2021).

1.6 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € um dos principais patdégenos humanos, sendo
encontrado em estreita relagdo com animais de sangue quente e, consequentemente,
nos alimentos provenientes destes animais. Nos seres humanos, este microrganismo
esta presente em diversas partes do corpo, incluindo a pele e a orofaringe, e pode ser
transferido aos alimentos, como leite e derivados, causando infecgbes (LEKE et al.,
2017; COSTA et al., 2018).

Essa bactéria gram positiva esta presente na pele e no nariz de cerca de 25%
dos animais e seres humanos, ndo causando doencas na grande maioria das vezes
em pessoas saudaveis (CDC, 2018). Porém, muitas dessas bactérias podem sao

produtoras de enterotoxinas importantes, que podem causar toxinfeccdes alimentares
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e sistémicas caso entrem em contato com o organismo hospedeiro (BAO et al., 2015;
COSTA et al., 2018).

As infec¢des causadas por S. aureus sdo extremamente diversas, seja no
modo de infec¢do, nas caracteristicas do processo ou no progndstico do paciente.
Esse microrganismo pode ser responsavel por infeccbes de pele com ou sem
formacado de abcessos, pneumonia, endocardite, osteomielite, sindrome do choque
toxico, dentre outras, além, de toxinfecgbes alimentares (COURJON et al., 2015;
YANG et al., 2015; LEITE et al., 2020; PEREZ et al., 2020).

A capacidade de sobrevivéncia de um determinado microrganismo na corrente
sanguinea é uma vantagem evolutiva que os SCP possuem em relagdo a muitas
outras bactérias. Esses microrganismos conseguem infectar a corrente sanguinea e
se estabelecerem em locais distantes do ponto inicial do processo infeccioso,
caracteristica fundamental para a explicar as manifestagdes clinicas severas que S.
aureus pode demonstrar, como sepse, endocardite, osteomielite, dentre outras
(LOWY, 1998; DAVID; DAUM, 2017).

Como falado anteriormente, a capacidade que essa bactéria tem de coagular o
sangue é importantissima na sua diferenciacdo de outras espécies do género, como
S. epidermidis e S. saprophyticus. Contudo, essa caracteristica € um fator classico de
viruléncia que esse microrganismo apresenta, que, fisiologicamente, tem a finalidade
de converter o fibrinogénio presente no plasma em fibrina através da ativacdo da
protrombina, formando um coagulo, que atuara protegendo a bactéria do sistema
imunoldgico do individuo, inclusive, contra a fagocitose (TAM; TORRES, 2019).

Considerada por muito tempo como uma enzima Unica, a coagulase é hoje
subdividida em duas: a estafilocoagulase Coa, uma proteina extracelular codificada
pelo gene coa e a proteina de ligagcao ao fator de von Willebrand (vWpb), que possui
homologia da sua parte N-terminal com a estafilocoagulase Coa (PEETERMANS;
VERHAMME; VANASSCHE, 2015). Sabe-se que as coagulases estafilococicas sao
responsaveis também pelo desenvolvimento de uma pseudo-capsula, responsavel
pela formacdo de abcessos, bacteremia e persisténcia da infeccao (BONAR;
MIEDZOBRODZKI; WEADYKA, 2018).

Além do gene codificador da estafilocoagulase Coa, também possuem
importancia varios outros genes codificadores e reguladores, que caracterizam a
viruléncia de varias cepas de S. aureus, como genes relacionados a sindrome do

choque toéxico (tst), esfoliatinas (eta e etb), leucotoxinas (IukPV, IuKED e IukM),
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hemolisinas (hla, hlb e hid) e toxinas relacionadas ao inibidor da diferenciacao celular
epidérmica (EDIN), que podem catalisar a ribosilacdo de ADP da Rho GTPase, um
membro da superfamilia de Rassmall GTPase de células eucariéticas (COURJON et
al., 2015; YANG et al., 2015).

A presenca do gene tst € um indicativo de que a cepa de S. aureus é apta a
produzir a toxina 1 da sindrome do choque toéxico (TSST-1), uma patologia rara, mais
prevalente em mulheres no periodo menstrual que estejam utilizando protetores
vaginais, como tampdes ou copos menstruais, e que estejam colonizadas por cepas
de S. aureus que contenham este gene. A toxina consegue chegar a corrente
sanguinea e promover episédios de febre, hipotensdo, erupcdo cutdnea com
descamacédo subsequente e disfungbes de multiplos 6rgéos, podendo levar a morte
(NONFOUX et al,, 2018). Apesar da estreita relacdo com mulheres em periodo
menstrual, esta sindrome pode também acometer pessoas do sexo masculino e que
estejam com qualquer tipo de infeccdo por S. aureus (HANSEN; LETH; NIELSEN,
2020).

Genes responsaveis pela producdo de enterotoxinas sdo muito importantes na
patogenia da toxinfeccdo alimentar por S. aureus. Eles s&o classificados como sea,
seb, sec, see, seh, sek, dentre outros, e sdo responsaveis pela producido de toxinas
extracelulares do tipo superantigenos que causam problemas alimentares ao redor do
mundo (COSTA et al., 2018).

As enterotoxinas estafilococicas sdo causadoras da intoxicagdo alimentar
estafilocdcica, doencga de inicio subito, com vomitos, cdlicas abdominais e, em menor
frequéncia, diarreia. Essas enterotoxinas sao produzidas em alimentos contaminados
por cepas geneticamente aptas quando estes sao mantidos em condigbes favoraveis,
por manuseio e armazenamento inadequados (CHEN et al., 2018).

Uma das grandes preocupacdes relacionadas a produgao de enterotoxinas por
cepas de S. aureus é que, apesar de essas enterotoxinas estafilococicas serem
produzidas apenas quando ha um numero suficiente de células microbianas e nao
serem produzidas quando o alimento contaminado esta em temperaturas menores de
10 °C (VAN BOKHORST-VAN DE VEEN et al., 2015), elas apresentam resisténcia
térmica e se mantém viaveis a causarem intoxicagdo mesmo quando submetidas ao
calor (VAN ASSELT et al., 2017; XIE et al., 2020).

Por estes motivos, a presenca de S. aureus em alimentos deve receber atencao

especial em todas as etapas, desde a escolha das matérias-primas, passando pelo



40

armazenamento, transporte e processamento. Em alimentos derivados do leite, como
0 queijo, caso sejam produzidos com leite cru, ha a possibilidade da produgdo de
enterotoxinas estafilocécicas em decorréncia da microbiota inicial do leite e do tempo
de maturacdo desse queijo em temperaturas em inconformidade com os padrées
sanitarios (VAN ASSELT et al., 2017).

1.6.1 Contaminagao da cadeia do leite por S. aureus

A presenca de S. aureus em alimentos ja € bastante conhecida e estudada,
provavelmente, em decorréncia da grande quantidade de problemas de saude e de
surtos em todo 0 mundo que esse microrganismo causa todos os anos.

Quando esses microrganismos entram na cadeia produtiva do leite e seus
derivados, muitos aspectos devem ser considerados, relacionados a forma em que o
microrganismo contaminou aqueles alimentos, como ele se multiplicou, expressou
fatores de viruléncia e infectou consumidores desses produtos. E importante
considerar que, independentemente do tipo de leite, seja ele proveniente de bovinos,
caprinos, equinos, bufalinos, camelinos ou outros, é possivel uma contaminacao
estafilocdcica (BASANISI et al., 2017; CARUSO et al., 2016; ZHANG et al., 2020; XIE
et al., 2020).

A composicao dos tipos de leite também influencia diretamente na microbiota
encontrada. Cada animal produz um leite com concentragdes diferentes de nutrientes
e diversidade de microrganismos presentes (SAEI; PANAHI, 2020).

Xie e colaboradores, em 2020, publicaram um estudo que tinha como objetivo
investigar a cinética de crescimento de cepas de S. aureus em amostras de leite de
camela. Um dos resultados demonstrou que esse leite, em comparacdo com o leite
de vacas, possui maior capacidade de inibir o crescimento de S. aureus, pois se
percebeu que o microrganismo tinha uma taxa de crescimento especifico mais baixa
do que no leite de vaca. Além disso, a fase de laténcia, que precede a fase de
multiplicacdo exponencial, era mais longa no leite de camela. Esse fato deve-se por
diferenca de composicao entre os leites, ja que o de camela possui alguns compostos
antimicrobianos de origem natural.

Uma das formas mais comuns de contaminagao do leite por S. aureus se da
atrpor meio de equipamentos contaminados, como ordenhadores automatizados

(Figura 3) que nao foram limpos e desinfectados de maneira correta, assim como os
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tanques de armazenamento do leite recém-ordenhado. A presenca de S. aureus
nesses locais pode afetar a qualidade do leite que sera comercializado ou, no caso
dos ordenhadores, também ser uma fonte de infecgao para os préprios animais, com
0 microrganismo invadindo o Ubere e causando mastite estafilocécica (CORTIMIGLIA
et al., 2016; PACHA et al., 2021).

Figura 3. A) Momento da ordenha em galpao para esse fim, com dois funcionarios
do laticinio e encanamentos de passagem do leite cru e B) Vaca leiteira com
ordenhador automatico acoplado as tetas.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A criacao de animais diferentes em um mesmo ambiente de producgao leiteira
também é relevante quando se deseja conhecer provaveis fontes de contaminacao
desses produtos. Apesar de mamiferos, diferentes espécies de animais leiteiros
possuem microbiota especifica, com a presenca de determinadas cepas que podem
contaminar de forma cruzada esses animais. Um exemplo desse fato sdo as fazendas
em que ovinos, caprinos e/ou bovinos sdo criados concomitantemente: cepas
provenientes de vacas apresentaram tipos clonais bem diferentes daquelas
encontradas em ruminantes menores (SAEI; PANAHI, 2020).

Outra forma de contaminagdo ja bastante conhecida ocorre entre os
trabalhadores da fazenda de criacdo ou que participam da cadeira de producédo do
leite. Como o S. aureus € um microrganismo da microbiota normal dos seres humanos,
a falta de habitos de higiene no momento do processo produtivo, assim como a nao

utilizacdo de equipamentos de protecdo, pode permitir o carreamento de



42

microrganismos do manipulador para os equipamentos e, também, para o leite
(FERLER et al., 2012; PAPADOPOULOS et al., 2018).

Um estudo produzido por Marcori (et al., 2017) demonstrou que cepas de S.
aureus coletadas de amostras de leite e tanques de armazenamento tinham perfil
genético muito similar com as que haviam sido identificadas nas m&os e narinas dos
trabalhadores da fazenda produtora. Fato que comprova a disseminacdo entre os
protagonistas do processo de cepas estafilococicas e como esses microrganismos
podem afetar a qualidade do produto e da saude dos consumidores.

Um outro fator relacionado a viruléncia de S. aureus e sua manutencdo em
equipamentos de ordenha e tanques de armazenamento de leite é a capacidade que
esses microrganismos tém de produzirem biofilmes. Esses biofilmes sdo comunidades
microbianas, puras ou mistas, que sao formadas quando as células aderem a uma
superficie bidtica ou abidtica. Apds essa adesado, ha o crescimento e amadurecimento
do biofilme, dificultando a retirada deste das superficies por processos de limpeza e
desinfecgdo utilizados na rotina (PREFANETA et al., 2014; ACOSTA et al., 2017).

A producdo de biofilmes, inclusive, é uma caracteristica mediada pela
expressao de dois genes conhecidos como icaA e icaD, presentes em algumas cepas
de S. aureus. No Brasil, em um estudo de Acosta (et al., 2017) a presencga de cepas
possivelmente produtoras de biofiime foi confirmada em 37% dos isolados
encontrados em vacas diagnosticadas com mastite, ja que foi observado que essas
cepas possuiam o gene icaD. Nao por coincidéncia, neste mesmo estudo, varias
dessas cepas foram consideradas resistentes a varios antimicrobianos pesquisados,
mostrando que a producado de biofilme também confere maior resisténcia a esses
microrganismos.

Para prevenir esses problemas, algumas medidas podem ser colocadas em
pratica, a partir do conhecimento sobre os pontos criticos do processo. Uma forma de
evitar a multiplicagdo de microrganismos em tanques de armazenamento de leite cru
€ através do controle de temperatura. Os tanques mantidos em temperaturas menores
que 6 °C diminuem consideravelmente a proliferacao de S. aureus (VAN BOKHORST-
VAN DE VEEN et al., 2015).

Além da pasteurizagdo de extrema importancia para a diminuicdo da carga
microbiana patogénica, no processo de producdao de queijo, por exemplo, tem-se o
acréscimo de sal para a formagado da massa, que impede o crescimento de diversos

microrganismos patogénicos e a fermentagcdo do leite para a produgcdo de bebidas
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lacteas fermentadas diminui o pH do produto e previne o aparecimento de bactérias
indesejadas (VAN ASSELT et al., 2017).

1.6.2 Resisténcia antimicrobiana

Os agentes antimicrobianos desempenham um papel importantissimo no
controle e cura de doencas infecciosas, muitas dela que, tempos atras eram
consideradas a certeza de morte ao individuo acometido. Sem duvida, a introdugao
dos antimicrobianos na pratica médica foi um dos grandes feitos da humanidade no
século XX.

O primeiro deles, salvarsan, foi descoberto por Paul Erlich em 1910 e foi
utilizado com sucesso no tratamento de 44 pacientes com sifilis pelo médico Arthur
Evans, de acordo com seus escritos em 1911 (EVANS, 1911). Desde entao, varias
classes importantes de antimicrobianos foram descobertas ou desenvolvidas de forma
sintética, com objetivo de tratar os mais diversos tipos de infecgcbes que surgiam ano
apo6s ano.

Uma das grandes descobertas relacionadas aos antimicrobianos foi a da
penicilina, em 1928, com base nos experimentos de Alexander Fleming, que
descreveu a substancia como sendo proveniente do fungo Penicillium notatum e com
grande capacidade de inibicdo seletiva de alguns tipos de bactérias, enquanto em
outras, a substancia ndo apresentava efeito antimicrobiano (FLEMING, 1944). A ndo
atividade antimicrobiana observada por Fleming foi considerada resultado de uma
resisténcia bacteriana intrinseca que alguns microrganismos ja possuiam em relagao
a penicilina.

Essa descoberta fez com que a penicilina fosse utilizada contra diversas
doencgas bacterianas durantes décadas, como ainda acontece, muitas vezes de forma
irracional, o que favoreceu o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia contra
esse antimicrobiano. No ano seguinte a publicacdo de Fleming sobre a utilizagdo da
penicilina em doengas venéreas, o Major Harold H. Plough descreveu a aquisigao
gradual de resisténcia por Staphylococcus e Pneumococcus a esse antimicrobiano
(PLOUGH, 1945). Outras descricdes como a de Plogh se sucederiam nas décadas
seguintes de forma cada vez mais frequente.

Atualmente, centenas de antimicrobianos diferentes estdo disponiveis nos

servicos de saude para o tratamento e salvam bilhdes de pessoas em algum momento
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de suas vidas. Esses antimicrobianos possuem mecanismos de agido diversos,
atacando os microrganismos através de alvos moleculares variados, capazes de
causarem alteragbes importantes no nivel metabdlico e fisioldgico, incluindo
modificagbes na sintese da parede celular, como B-lactdmicos e glicopeptideos,
inibindo a sintese de proteinas, como macrolideos e tetraciclinas, inibindo vias
metabdlicas, como as sulfonamidas, e interferindo com a replicagado e traducido de
DNA, como as fluoroquinolonas (ZHOU et al., 2015; FUCHS; WANNMACHER, 2017;
HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Os antibidticos B-lactamicos, como penicilinas, cefalosporinas e outros atuam

impedindo a sintese da parede celular bacteriana, uma estrutura elastica

extremamente importante na manutencédo da célula, pois impede sua lise em
decorréncia para pressao osmotica interna. Essa parede celular é formada por
peptoglicano, moléculas de N-acetilglucosamina (GIcNAc) e acido N-acetilmuramico
(MurNAc) ligados a pequenos peptideos, e essa ligacdo é feita com o auxilio da

proteina ligadora de penicilina (PBP). Os B-lactamicos inativam essa proteina e

impedem a sintese do peptoglicano (NIKOLAIDIS; FAVINI-STABILE; DESSEN, 2014)

Entretanto, apesar dos diversos farmacos com mecanismos antimicrobianos
diferentes, os microrganismos estdo em um continuo trabalho de desenvolvimento de
resisténcia aos a eles, utilizando-se de variados mecanismos, sejam internos, como
mutacdes, ou dependentes do meio externo, como a troca de material genético que
contenham genes de resisténcia entre microrganismos diferentes. O resultado desses

processos pode gerar a producdo de enzimas hidroliticas contra farmacos
antimicrobianos ou o desenvolvimento de bombas de efluxo que permitem a cepa
bacteriana a se tornarem resistentes a diversos tipos de antibiéticos ao mesmo tempo
(ABUSHAHEEN et al., 2020).

Segundo a OMS, a resisténcia antimicrobiana “ocorre quando microrganismos
como bactérias, virus, fungos e parasitas mudam de forma a tornar ineficazes os
medicamentos usados para curar as infecgbes que causam” (WHO, 2017). Essas
mudangas, ou mecanismos, acontecem de forma natural entre os microrganismos em
muitas situagdes. Porém, um dos fatores que esta acelerando esse processo € a
utilizagao irracional dos farmacos antimicrobianos. Essa utilizagdo gera uma pressao
seletiva entre o0s microrganismos, destruindo aqueles que sao sensiveis ao

antimicrobiano enquanto os resistentes s&o selecionados e se disseminardo entre a
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populacgao, seja de forma comunitaria ou nosocomial (HUGHES; ANDERSSON, 2017;
HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

A utilizacdo inadequada dos medicamentos facilita o desenvolvimento da
resisténcia aos antimicrobianos e pode ser assim considerada quando se utiliza
antibacterianos em infec¢des virais, através do compartiihamento de antibidticos,
utilizacdo de farmacos com baixa qualidade, com base em prescricbes equivocadas,
além de processos e prevencdo e controle do uso de antimicrobianos deficientes
(WHO, 2017).

Existem cinco tipos principais de proteinas codificadoras de bombas de efluxo
em bactérias: a familia da divisdo de nodulacdo por resisténcia (RND), a superfamilia
de facilitadores principais (MFS), as familias de multirresisténcia estafilocécica (SMR),
extrusdo de multidrogas e toxinas (MATE) e os transportadores ABC de resisténcia a
multiplas drogas (cassete de ligacdo de ATP) (PIDDOCK, 2006; ROY et al., 2021).

Em bactérias gram-positivas existem duas bombas de efluxo que incluem na
familia MFS, NorA, que é encontrada em S. aureus e PmrA encontrada em
Streptococcus pneumoniae. Ambos (PmrA e NorA) tém doze regides que abrangem
a transmembrana. As bombas de efluxo de resisténcia a multiplas drogas MATE s&o
vistas em varias bactérias, incluindo Vibrio cholerae (VcrM; VcmA), Haemophilus
influenzae (HmrM), P. aeruginosa (PmpM), Clostridium difficile (CdeA) e S. aureus
(MepA). O PMF (forga proton-motriz) e o gradiente de ion sédio s&o as duas fontes de
energia para as bombas de efluxo MATE agirem contra os antimicrobianos (HE et al.,
2004; HENDERSON et al., 2021; OLIVEIRA-TINTINO et al., 2021).

A resisténcia aos antimicrobianos, porém, nao € uma caracteristica somente de
bactérias causadoras de doengas em seres humanos. A utilizacao indiscriminada de
antimicrobianos na pecuaria também €& um fator importante para o surgimento de
cepas multidroga resistentes em rebanhos de todo o mundo. Essas substancias séo
utilizadas com diversas finalidades, como profilaxia ou tratamento de diversas
doencas ou para estimular o crescimento do animal. Vale ressaltar que, além da
problematica acerca do aparecimento de cepas resistentes, essa pratica também
pode gerar residuos dos antimicrobianos utilizados nos produtos que chegardo ao
consumidor final (HOELZER et al., 2017; NJOGA et al., 2018).

A caracterizagao fenotipica dos microrganismos como resistentes a diversos
antimicrobianos foi, durante anos, a principal forma de se compreender como e onde

o fendbmeno da resisténcia acontecia.
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Enretanto, apds o advento dos estudos moleculares, outras caracteristicas
puderam ser estudadas e relacionadas a resisténcia microbiana, como a presenca de
genes codificadores de proteinas importantes nesse fendmeno. Por exemplo, para
que uma cepa de S. aureus seja considerada meticilina-resistente, dois aspectos séo
avaliados: que antimicrobianos B-lactdmicos sejam ineficazes em testes in vitro e que
esses microrganismos possuem genes ligados a resisténcia, como o mecA (GIACINTI
et al., 2017; PAPADOPOULOS et al., 2018).

Os antimicrobianos [-lactamicos estdo entre as classes terapéuticas de maior
sucesso e mais utilizadas contra infecgdes bacterianas em todo o mundo. Dentre eles,
a meticilina, introduzida na terapéutica a partir da década de 1960, foi concebida como
uma droga semissintética, com vantagens frente a benzilpenicilina, voltada ao
combate de S. aureus que ja apresentavam caracteristicas fenotipicas de resisténcia
a outros B-lactdmicos devido a producdo de PB-lactamases. Especificamente, a
meticilina tem um tamanho molecular maior que a penicilina, a custa do grupo
dimetoxibenzoila adicionado ao &acido 6-aminopenicilanico (como radical R1), que
confere resisténcia a acao hidrolitica da penicilinase por impedimento estérico. Essas
drogas semissintéticas possuem um radical que as protegem da acdo das [-
lactamases, porém, cerca de um ano apos sua introducdo, as primeiras cepas
resistentes a meticilina comegaram a ser relatadas, demonstrando a grande
capacidade plastica do genoma de S. aureus em se adaptar a pressado seletiva
exercida pelos antimicrobianos (ENRIGHT et al., 2002; BERGLUND et al., 2009).

1.6.3 MRSA

Apesar de ser um conhecido patdégeno ha bastante tempo, linhagens de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA) foram encontradas a partir da década de 1980
sendo responsaveis por infeccbes nosocomiais e possuindo como caracteristica a
capacidade de resisténcia a diversos antimicrobianos, tornando-se, atualmente, um
patébgeno também mundialmente relacionado a comunidade e aos alimentos
(STEFANI et al, 2012; ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL-BALBINO, 2016).

A presenca de MRSA em ambientes hospitalares é documentada ha décadas,
ja que é um ambiente propicio ao surgimento desse tipo de cepa devido a pressao
seletiva causada pela grande utilizagdo de antimicrobianos (HIGURASHI; OKUZUMI,
2000; DODEMONT et al., 2018). Porém, o aparecimento na comunidade e,
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principalmente, em produtos alimenticios, traz uma preocupacdo a mais em como
prevenir a disseminagao deste patdogeno (FELTRIN et al., 2015; PARISI et al., 2016).

Esse microrganismo, atualmente, ja € conhecidamente causador de infecgdes
comunitarias e hospitalares e sdo plenamente capazes de produzirem os mesmos
fatores de viruléncias que cepas nao MRSA, como enterotoxinas que podem provocar
toxinfec¢des alimentares estafilocdcicas quando encontradas em animais de corte,

produtores de leite, além do préprio leite e seus derivados e profissionais que

trabalhem na cadeia produtiva (BASANISI et al., 2017; PAPADOPOULOS et al.,
2018).

Diferente das demais cepas de S. aureus, MRSA tém a capacidade de
produzirem uma proteina ligante a penicilina com baixa afinidade as penicilinas
semissintéticas (PBP2 ou PBP2a), que faz com que essas cepas sejam pouco
sensiveis ao tratamento com esses antibioticos (AMMAR et al., 2016). Essa proteina
€ conhecidamente codificada por um gene denominado mecA, inserido em um
elemento genético movel de 21 a 67 kb, chamado “staphylococcal cassette
chromosome” (SCCmec), que se mostrou extremamente capaz de ser transferido
entre diferentes cepas de S. aureus em decorréncia da presenga, também, de genes
regulatérios (mecl e mecR1), sequéncia de insercdo e genes codificadores de
recombinases, que sao responsaveis pela excisdo e mobilidade deste elemento
genético (MA et al., 2002; AMMAR et al., 2016; KLIBI et al., 2018).

Esta evolucdo na compreensdao de como as cepas de S. aureus eram
resistentes a penicilina foi gracas aos estudos de Song e colaboradores (1987), que
trabalharam no sequenciamento genético de cepas estafilococicas e perceberam a
presenca de um gene que, alguns anos depois, seria chamada de mecA e expressaria
um fendtipo de resisténcia a meticilina por essas cepas (MURAKAMI; TOMASZ, 1989;
UBUKATA et al., 1989; MATTHEWS; TOMASZ, 1990).

A resisténcia conferida pela expressdo do gene mecA é demonstrada por meio
de uma taxa reduzida de acilagdo enzimatica mediada por B-lactamicos e pela
diminuicdo da afinidade para os B-lactdmicos em comparagdo com as PBPs nativas.
A estrutura quimica representada como expressao do gene mecA, a proteina ligadora
de penicilina 2a (PBP2a) forneceu a base estrutural para esta resisténcia. PBP2a é
uma proteina alongada com um dominio transpeptidase, um dominio transmembranar
e um dominio de nao ligagao a penicilina, que possui um sitio alostérico (OTERO et
al., 2013).
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Isso € uma grande diferenga em relacao a resisténcia de S. aureus a meticilina
em comparacgao a penicilina. Enquanto a resisténcia a primeira é mediada por genes
que modificam a PBP, a segunda o mecanismo é mediado por plasmideos que contém
genes codificadores de B-lactamases (DYKE, 1969; DODEMONT et al., 2018).

Dos genes regulatorios presentes dentro do elemento genético SCCmec, mecl
é responsavel pela repressdo do gene mecA e mecR1 é responsavel pela codificagao
da proteina de transcricdo de sinal. A transcricdo de mecA ocorre quando a
proteinaMecR1 & exposta aos B-lactdmicos com seu dominio extracelular de ligagao
a penicilina, ativando seu dominio citoplasmatico na forma de uma protease. Entdo, a
proteina repressora mecl é clivada, bloqueando a regido do operador do gene mecA
e expressando PBP2a (LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2015).

Em 2007, percebeu-se que uma cepa de S. aureus isolada de um tanque de
armazenamento de leite de uma vaca com mastite apresentava, fenotipicamente,
resisténcia a meticilina e cefoxitina, porém, ao se promover um screening genético
nessa cepa, nado se detectava nem a presencga do conhecido gene mecA e nem de
PB2a. Essa cepa foi denominada de S. aureus LGA251. Ao se fazer o
sequenciamento do genoma desse isolado, revelou-se que essa cepa carregava
consigo um homodlogo do gene mecA, denominado posteriormente (em 2012) como
mecC, com cerca de 69% de similaridade genética a nivel de DNA com o gene original
e que codificava uma proteina ligante a penicilina com cerca de 63% de similaridade
a nivel de aminoacidos (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011; PATERSON et al., 2013).

Outros homologos relacionados a resisténcia a meticilina ja foram descritos
apos a descoberta dos genes mecA e mecC. Em 2009, quando estava sequenciando
uma cepa de Macrococcus caseolyticus (espécie geneticamente proxima de S.
aureus) resistente a meticilina, isolada de pele de galinhas, Baba e colaboradores
(2009) perceberam a presenca de um gene homdlogo a mecA com 62% de
similaridade na sequéncia de nucleotideos da cepa de S. aureus N315. Este homdlogo
foi nomeado, em 2012, de mecB pela International Working Group on the Classification
of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC) (ITO et al., 2012).

Posteriormente, o gene mecB foi encontrado em uma regido plasmidial de uma
cepa de S. aureus que havia demonstrado a auséncia de mecA e mecC, porém,
fenotipicamente era resistente a meticilina. O estudo do sequenciamento genético
mostrou que esse gene era 100% idéntico ao encontrado anteriormente em M.

caseolyticus. Essa cepa estafilocécica foi isolada através de swab nasal em um
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paciente cardiopata de 67 anos que nao tinha nenhum sinal de infeccdo (BECKER et
al., 2018).

Anos depois, Schwendener (et al., 2017) encontraram um novo homodlogo de
mecA em cepas caninas e bovinas de M. caseolyticus, mas que nao correspondiam a
mecB e mecC e, por isso, denominaram o novo homodlogo de mecD. Esse homdlogo
conferiu a essas cepas a resisténcia a todas as classes de antibiéticos B-lactamicos,
incluindo penicilinas, cefalosporinas, ceftarolina, ceftobiprole e meticilina. Esse gene
foi observado em ilhas de resisténcia gendmica denominadas McRImecD-1 e
McRImecD-2, que estdo associadas a um gene de viruléncia putativo e a uma
integrase especifica do local, 0 que sugere um potencial de propagac¢ao entre outras
cepas ou espécies.

Desta forma, percebe-se que a resisténcia apresentada por S. aureus a
diversos antimicrobianos, incluindo a meticilina, se deve a razées multifatoriais em que
se destacam duas: a producdo de B-lactamases (codificadas pelo gene blaZ), que
hidrolisa o anel B-lactamico do nucleo estrutural das penicilinas, e a alteragao do sitio
de ligacdo destes antibidticos pela producdo de proteina ligadora de penicilina
adicional, que somente esta presente em cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(ZHANG et al., 2014; LOPEZ-VAZQUEZA et al., 2015).

Dois mecanismos contribuem para a resisténcia as penicilinas em S. aureus:

primeiro, envolvendo a producao de penicilinase codificada por blaZ , que pode
inativar a penicilina por meio da hidrdlise do anel p-lactdmico e, segundo, envolvendo
uma proteina de ligacao a penicilina alterada, PBP2a, codificada por mecA. blaZ é um

gene de 846pb, controlado por dois genes reguladores (antirrepressor blaR1 e

repressor blal) que, apds a exposicao aos B-lactamicos, blaR1 (transmembrane
sensor-transducer) sofre clivagem autocatalitica, promovendo a clivagem de blal e
levando a transcricao de blaZ (ZHANG et al., 2014; LOPEZ-VAZQUEZA et al., 2015).
Todas essas formas de resisténcia microbiana, seja a outros antibidticos ou a
meticilina, acontecem em ambientes diversos, sejam nosocomiais ou comunitarios.
Por esse motivo, durante os processos de produgdo e processamento de produtos
alimenticios de origem animal, em especial os de origem lactea, deve-se ter cuidado
redobrado em situagdes em que haja o contato direto entre os animais e seres
humanos, seja na alimentacdo e cuidado ao animal, na ordenha ou no abate, pois

essas situagdes facilitam a transferéncia de microrganismos patogénicos, incluindo
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MRSA, dos humanos para os animais e para os produtos derivados destes que irdo

abastecer as mesas de milhares de familias (EKTIK et al., 2018).

2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, existem mais de 250 infec¢des de origem alimentar no mundo, que
se manifestam com diferentes sintomas e sdo causadas por diferentes patogenos,
principalmente bactérias, virus e parasitas. Ao longo dos anos, novos patégenos sao
continuamente identificados (os chamados patdgenos emergentes, como
Campilobacter jejuni, Escherichia coli 157: H7, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica), alguns dos quais também se espalharam devido ao aumento do
comércio, de recurso a alimentagdo coletiva, de grandes exploragbes agricolas
intensivas e de viagens (WHO; FAO, 2020).

Com o passar do tempo, o quadro epidemioldgico das doengas de origem
alimentar mudou profundamente em fun¢do dos habitos alimentares variados, com o
aumento das refei¢des consumidas fora de casa, do uso frequente de alimentos longa

vida e da globalizagdo dos mercados, com os alimentos chegando a mesa dos
consumidores, nem sempre estes possuem origem e controle determinados. Este
ultimo ponto, sobretudo, garante que os alimentos sejam distribuidos em grandes
areas geograficas, tornando extremamente dificil a investigagdo epidemioldgica
voltada para a identificagdo da fonte em caso de contaminacao (FINGER et al., 2019).
Atualmente, um dos agentes bacterianos capazes de causar patologias em
humanos e animais é o Staphylococcus aureus, um microrganismo que ao longo do
tempo também desenvolveu resisténcia a diferentes classes de antibioticos, tornando-
se uma verdadeira emergéncia sanitaria. S. aureus resistente a meticilina (MRSA) nos
dias atuais estdo presentes em diversos ambientes relacionados a alimentagao,
inclusive, em areas de producao leiteira e de seus derivados, como o queijo de coalho
(ASIIMWE et al., 2017; SANTOS et al., 2020).

Esse alimento, considerado pela populagdo do nordeste brasileiro como
patrimdnio cultural, € produzido e consumido em larga escala nessa regiao, muitas
vezes tendo o leite cru como matéria-prima, o que o torna um alimento extremamente

suscetivel a presenca de microrganismos, inclusive aqueles multirresistentes que
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podem ter sido incorporados ao alimento por meio da cadeia de producgao ou até pela
seletividade das cepas em decorréncia da utilizagao irracional de antimicrobianos nas
zonas pecuaristas (KRUEGER et al., 2020).

Uma pesquisa feita por Didgenes (2017) com jovens do Estado do Ceara
mostra que o consumo de queijo tipo coalho ainda permanece em alta por diversos
fatores, principalmente pelo carater regional, sabor e identificagdo familiar. Isso traz a
preocupacéo relativa a seguranga alimentar desse tipo de produto, ja que o estudo
também mostra que 92% dos participantes disseram que o primeiro contato com o
produto foi dentro de casa e, caso esses alimentos estejam contaminados, ha uma
alta probabilidade de infeccdo em toda a familia.

Deste modo, torna-se importante tracar um perfil de qualidade da cadeia
produtiva do queijo de coalho que chega ao consumidor cearense por diversos
motivos, entre eles, a possivel insercdo de cepas de S. aureus multirresistentes e de
dificil tratamento nos rebanhos leiteiros cearenses, como a falta de boas praticas de
producdo afeta a qualidade desse produto e a producao de resultados que sirvam de
embasamento para a realizagdo de politicas publicas que promovam a educagao

sanitaria dentro dessa cadeia produtiva.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Como objetivo geral da presente tese, busca-se identificar a presenca de
Staphylococcus aureus em amostras de queijos do tipo coalho provenientes das sete
mesorregides do Estado do Ceara e determinar o perfil viruléncia e de resisténcia a

meticilina e a outros antimicrobianos dos isolados identificados.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Identificar a presenca de colbnias tipicas e atipicas de Staphylococcus
aureus em amostras de queijo do tipo coalho provenientes de cidades das
sete mesorregides cearenses;

3.2.2 Identificar a presenga dos genes blaZ, sea, seb, sec, tst1 nos isolados de S.
aureus para determinar o seu perfil de viruléncia em relagdo a expressao de
penicilinase (B-lactamase), enterotoxinas e toxina da sindrome do choque
toxico;

3.2.3 Identificar a presenca de genes do gene mecA para avaliar o perfil de
resisténcia dessas cepas a meticilina;

3.2.4 Determinar o perfil de sensibilidade das cepas de S. aureus provenientes de

queijos de coalho aos antimicrobianos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e amostragem

As amostras de queijos de coalho artesanais foram coletadas em pequenos e
meédios laticinios de producdo de queijos em 28 municipios do Estado do Ceara,
divididos igualmente nas sete mesorregidoes do Estado (Regido Metropolitana de
Fortaleza, Norte Cearense, Noroeste Cearense, Sertdoes Cearense, Centro-Sul
Cearense, Sul Cearense e Jaguaribe) e escolhidas mediantes sorteio, com 4
municipios por mesorregiao (Figura 4). Como o numero de laticinios registrados nos
orgaos de controle estaduais € bem inferior ao numero real, calculou-se em média 18
laticinios por mesorregido, sendo necessaria uma amostra de 56 laticinios para a
obtencdo de um intervalo de confianca estatistica de 95%.

As coletas ocorreram entre os meses de margo e dezembro de 2018, em uma
parceria entre os estabelecimentos produtores, com o Centro Universitario Fametro e
a Universidade Federal do Ceara. Em cada municipio participante da pesquisa foram
escolhidos dois laticinios produtores, nos quais foram coletadas duas amostras por
laticinio, totalizando 56 laticinios e 112 amostras. Todas as amostras foram obtidas

em dulicata.
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Figura 4. Mapa do Ceara com a distribuicdo dos municipios onde foram realizadas
as coletas de amostras de queijos de coalho artesanais.

1 FORTALEZA 15PEDRA BRANCA
2 EUSEBIO 16QUIXERAMOBIM
3 GUAIUBA 17ALTO SANTO

4 MARANGUAPE 18RUSSAS

5 PARACURU 19ARACATI

6 CANINDE 20IRACEMA

7 BATURITE 211CO

8 TEJUCUOCA 22IGUATU

9 SOBRAL 23LAV. MANGABEIRA
10 IBIAPINA 240R0S

11 TIANGUA 25CAMPOS SALES
12 SANTA QUITERIA  26BARBALHA

13 TAUA 27BREIO SANTO

14 INDEPENDENCIA  28MILAGRES

Legenda: PE: Pernambuco; PI: Piaui; PB: Paraiba; RN: Rio Grande do Norte

As amostras foram adquiridas pesando cerca de 500g e imediatamente
embaladas em sacos plasticos esterilizados do tipo “Ziplock”, identificadas,
armazenadas sob refrigeracdo, em caixas isotérmicas contendo gelo, e enviadas ao

laboratério para as analises microbiolégicas e moleculares.

4.2 Etapas do Estudo

Para que fossem atendidos os objetivos propostos, a presente pesquisa foi
dividida em trés etapas fundamentais. A primeira etapa compreendeu o sorteio dos
municipios por mesorregido e a busca, nos municipios sorteados, de laticinios
cadastrados na Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Ceara (ADAGRI),
vinculada & Secretaria de Desenvolvimento Econémico e Trabalho (CEARA, 2018).
Em casos em que a cidade nao possuia o minimo de dois estabelecimentos
registrados, foram feitas buscas através da internet para encontrar laticinios nao

registrados. Dentre os encontrados, foi também realizado sorteio.
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A segunda etapa compreendeu a ida até os laticinios sorteados e a aquisigao
dos queijos utilizados nas analises microbiolégicas. Toda a coleta foi feita de forma
asseéptica.

A terceira etapa foi constituida das analises microbioldgicas realizadas com os
queijos adquiridos em cada laticinio participante da pesquisa. A analise foi realizada
nos laboratorios de Microbiologia do Centro Universitario Fametro e no Laboratério de
Microbiologia Basica e Aplicada da Universidade Federal do Ceara, ambos em
Fortaleza/CE.

4.3 Isolamento de S. aureus

Para o isolamento e identificacdo de S. aureus foi utilizada a metodologia
preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil. O
calculo para contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) foi realizado com
base na percepgdo do numero de colbnias tipicas e atipicas do microrganismo, da
diluicdo inoculada no meio de cultura utilizado e do percentual de colbnias
confirmadas (BRASIL, 2003).

No laboratério, com o auxilio de bisturis estéreis, as amostras foram cortadas e
pesadas 25 g coletadas de diversos pontos do alimento, incluindo superficie e
profundidade. Posteriormente, adicionou-se 225 ml de solugéo salina peptonada 0,1%
e as amostras foram submetidas ao processo de homogeneizacdo em “stomacher”
por 60 segundos, sendo, a partir desta diluicdo, realizadas diluicbes seriadas até 10"
5.

Apos todas as diluicdes estarem preparadas foi retirada uma aliquota de 0,1 ml
de cada e transferida para a superficie de uma placa de petri contendo agar Baird-
Parker enriquecido com emulsado de gema de ovo e telurito de potassio e espalhada
com auxilio de alga de Drigalski sempre em duplicata.

Todas as placas inoculadas foram levadas a estufa bacterioldgica e incubadas
por 48 horas a 35 °C — 37 °C. Apos o periodo de incubacdo, as placas que
apresentaram entre 20 e 200 colbnias foram selecionadas, com as colénias sendo
divididas em tipicas e atipicas. De cada placa onde haviam os dois tipos de colénias,
foram retiradas 3 colbnias tipicas e 2 atipicas; das placas onde haviam somente
colbnias tipicas, foram retiradas 5 col6nias; e as placas onde foram observadas

somente coldnias atipicas, ndo houve retirada de colbnias para testes moleculares,
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somente para contagem de UFC/g de amostra. No total, foram selecionadas 306
colbnias tipicas e 154 colbnias atipicas e as col6nias tipicas foram submetidas a

coloragao de Gram para a caracterizagdo morfotintorial.

4.3.1 Prova da catalase

Para a comprovacgao fenotipica dos microrganismos e a diferenciacao entre os
géneros Staphylococcus e Streptococcus, foi realizada a prova da catalase. Todas as
amostras foram semeadas em tubos com agar Muller-Hinton por 24 horas em estufa
bacteriologica a 37 °C. Apds o tempo de crescimento, foi retirada uma aliquota do
material crescido e transferido para uma lamina de vidro, com auxilio de agulha
microbiolégica estéril. Em seguida, uma gota de peréxido de hidrogénio (H20:2) foi
posta em cima do material na lamina e observou-se a formacgao de bolhas.

A prova da catalase foi considerada positiva apés o aparecimento quase

imediato de bolhas de gas, com caracteristica efervescente (KONEMAN et al., 2001).

4.3.2 Prova da coagulase livre

Para a realizagdo da prova da coagulase, as coldnias tipicas de S. aureus foram
previamente semeadas, separadamente, em tubos de ensaio contendo caldo BHI e
incubadas entre 35 °C e 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo, foram retiradas
aliquotas de 0,3 ml de cada tubo de cultivo e transferidas para tubos contendo 0,3 ml
de plasma de coelho, que foram, posteriormente, incubados entre 35 °C e 37 °C por
6 horas. Ap6s o periodo de incubagao, os tubos foram observados para verificar a
presenca de coagulos, de acordo com Brasil, 2003.

Essa prova tem a finalidade de diferenciar presuntivamente o S. aureus de
outros estafilococos, auxiliando na classificagdo entre Staphylococcus coagulase-

positivos e negativos.

4.4 Ensaios genotipicos

4.4.1 Extragdo de DNA
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A extracdo de DNA genbmico foi realizada com base na utilizagdo de kit
QlAamp DNA miniKit (Qiagen, Hiden, Germany), seguindo estritamente o que
determinado pelo fabricante, acrescentando o tampao de lise Tris-EDTA Triton X,
lisostafina 10 mg/ml e lisozima 20 mg/ml, sendo o DNA extraido armazenado para

posteriores ensaios em freezer a -20 °C.

4.4.2 Multiplex PCR

Todas as cepas de S. aureus positivas na prova da coagulase foram
submetidas as pesquisas dos seguintes genes: nuc e mecA (CHEN et al., 2017), blaZ
(FERREIRA et al., 2017), sea, seb e sec (GRISPOLDI et al., 2019) e tst1 (ZHAO et
al., 2019).

Para a reagao foram utilizados 30 ng de DNA gendmico, 20 pmol dos primers
especifico para cada gene, 160 ug de cada dNTP, 3 mM de cloreto de magnésio
(MgCl2), 50 mM de cloreto de potassio (KCI), 10 mM de Tris-HCI (pH 9,0) e 1,2U de
Taq (DNA Polimerase Invitrogen, Brasil), gerando um produto reacional com volume
total de 25 pl.

A reacdes de amplificacdo ocorreram em termociclador (Byocicler) programado
para 30 ciclos térmicos completos e foram utilizadas como controles positivos as
cepas S. aureus padrao ATCC 43300, ATCC 13565, ATCC 14458, ATCC 19095 e
ATCC 13566, possuidoras dos genes mecA e nuc, sea, seb, sec e tst1,
respectivamente.

Apoés as reacbes, os produtos de amplificacdo (amplicons) foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), corados com brometo de etidio (1,5
mg/ml) e observados em transluminador de UV. Os primers utilizados nas reagdes

estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados e os tamanhos dos amplicons em numero
de pares de bases

Amplicon

Gene Primer Sequéncia 5’ - 3’ Referéncia
(pb)

nuc-F GCGATTGATGGTGATACGGTT Kateete et

e nuc-R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 279 al., 2010
MecA-F GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA McClure et

mech MecA-R CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 310 al., 2006
blaZ-F AAGAGATTTGCCTATGCTTC Sawant et

blaz blaZ-R GCTTGACCACTTTTATCAGC o1 al., 2009
sea-F TAAGGAGGTGGTGCCTATGG Cremonesi
sea sea-R CATCGAAACCAGCCAAAGTT 180 et al., 2005
seb-F CATCGAAACCAGCCAAAGTT Jarraud et

seb seb-R TCGCATCAAACTGACAAACG 478 al., 2002

sec-F ACCAGACCCTATGCCAGATG Cremonesi
5ee sec-R TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC 37 et al., 2005
tst1-F ATGGCAGCATCAGCTTGATA Akineden et

ot tst1-R TTTCCAATAACCACCCGTTT 300 al., 2001

4.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para a caracterizacdo do perfil de sensibilidade dos isolados de S. aureus
provenientes de queijos de coalho aos antimicrobianos, escolheu-se a metodologia do
teste de disco-difuséo.

As colbnias tipicas escolhidas foram semeadas individualmente em agar
nutriente por 24 horas em estufa bacteriolégica a 37 °C e, apds o crescimento, um
in6culo foi ajustado para a padronizacdo de densidade de McFarland 0,5
correspondente a 1,5 x 108 ufc/ml.

Apbs o indéculo pronto, o mesmo foi inoculado em agar Muller-Hinton com ajuda
de swab estéril e os discos de antimicrobianos foram assepticamente aplicados. As
placas foram, posteriormente, incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24h,
procedendo-se, apos este tempo, a medi¢do do halo de inibicdo (mm) e a comparagao
com as zonas de sensibilidade (pontos de corte) fornecidas pelo Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2016).

Os antimicrobianos testados foram: amoxicilina 10 pg, ampicilina 10 ug,

cloranfenicol 30 ug, eritromicina 15 pg, gentamicina 10 pg, meticilina 1 ug, tetraciclina
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30 ug (LABORCLIN, Brasil), bacitracina 20 ug, ciprofloxacina 5 ug (CECON, Brasil) e
sulfametoxazol + trimetoprim 25 ug (DME, Brasil). Para controle de sensibilidade,
foram utilizadas as cepas de S. aureus ATCC 29213 e ATCC 25923 e todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Os antimicrobianos foram selecionados por serem bastantes utilizados na
pratica clinica hospitalar e também em ambientes de criagdo de animais leiteiros. A
relagdo destes, assim como seus mecanismos de acdo resumidos estdo descritos
abaixo, de acordo com Fuchs e Wannmacher (2017):

A amoxicilina € uma penicilina congénere a ampicilina com ag¢ao bactericida, e
agem inibindo, por acilagdo, a enzima D-alanil-D-alanina transpeptidase, o que
promove a interrupcao da biossintese da parede celular bacteriana tanto em bactérias
gram positivas quanto em gram negativas. Essa parede celular malformada causa a
lise bacteriana quando estdo em fluidos orgénicos, pois sdo, em geral, meios com
menos osmolaridade.

A meticilina, como outros antibidticos (-lactdmicos, liga-se a proteinas de
ligacédo a penicilina (PBPs) que enfraquecem ou interferem na formag&o da parede
celular. Os estafilococos sdo suscetiveis a ela porque a meticilina é resistente a [3-
lactamase bacteriana produzida por estafilococos.

A bacitracina € um polipeptidico produzido por Bacillus subtilis que age de
forma parecida as penicilinas e cefalosporinas, interferindo na sintese da parede
celular bacteriana. Ap6s sua administragdo, forma um complexo com C55-isoprenil
pirofosfato, transportador envolvido na transferéncia de peptidoglicano para a parede
celular, atrofiando a parede em crescimento.

As tetraciclinas sdo um grupo antimicrobiano utilizados desde a década de
1950, com acgdo bacteriostatica, que agem por meio da ligagdo a porcao 30S
ribossomal, bloqueando de forma reversivel a sintese proteica em microrganismos
suscetiveis. Sua disseminacao propiciou o desenvolvimento e a propagagido de
microrganismos resistentes e ja ha relatos de resisténcia em praticamente todas as
espécies bacterianas.

Assim como as tetraciclinas, o cloranfenicol também é um antimicrobiano que
atua na inibicdo da sintese proteica, porém, age sobre a subunidade 50S ribossomal.
Muitos mecanismos de resisténcia microbiana sdo responsaveis pela diminuicdo da
utilizagdo desse antimicrobiano, como reducdo da permeabilidade na membrana,

mutacodes ribossomais e producao de acetiltransferases.
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A eritromicina foi o primeiro macrolideo utilizado na pratica clinica e é o
protétipo do grupo. A classe pode ser considerada bactericida ou bacteriostatica,
dependendo das concentracbes plasmaticas e teciduais, do tamanho das moléculas
ou do tamanho do indculo e tipo de microrganismo. Agem por meio da inibicdo da
sintese proteica, ligando-se a subunidade 50S ribossomal.

A gentamicina € um antimicrobiano da classe dos aminoglicosideos que age
inibindo a sintese proteica através da ligagdo as subunidades 30S e 50S
ribossémicas, que redundam na lise da membrana celular. Como sua entrada na
célula é dependente de oxigénio, os aminoglicosideos ndo tém boa atividade contra
bactérias anaerdbias.

Dentro da classe das quinolonas foi utilizada em nosso estudo a ciprofloxacina,
agente bactericida que tem como precursor o acido nalidixico. Agem inibindo a sintese
de DNA bacteriano por meio de bloqueio da atividade enzimatica de topoisomerases,
DNA girase e Topoisomerase |V, resultando na clivagem do DNA.

A associagcdo sinérgica entre o sulfametoxazol e o trimetoprim é bastante
utilizada na pratica clinica. O primeiro é uma sulfonamida, que bloqueia
competitivamente a sintase do acido di-hidropteroico, que é fundamental na via do
folato bacteriano. A falta de acido folico impede a formacado das purinas e timidinas,
interferindo na replicagdo celular. O segundo é uma diamino-pirimidina que
potencializa a agcdo do sulfametoxazol, pois atua também na inibicdo da rota de

formacéao do acido félico.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A educacgao sanitaria na producao de alimentos é, hoje, ndo mais um fator
diferenciador dos produtos de consumo, mas, uma exigéncia fundamental para que o
alimento chegue a mesa do consumidor final com boa qualidade fisica, quimica e
microbioldgica. Porém, nos rincdes do interior brasileiro e, em especial da Regido
Nordeste, queijarias artesanais muita vezes ndo promovem essa pratica, fazendo com
que, comumente, relatos de toxinfecgdes alimentares ganhem os noticiarios.

Apoés as analises em amostras de queijo de coalho produzidos com leite de
vacas nos 28 municipios do Ceara escolhidos, observou-se que houve crescimento
em agar Baird-Parker em 100% das amostras coletadas. Ao todo, 306 isolados tipicos
para Staphylococcus spp. foram estudados e, destes, 164 (53,54%) foram

caracterizados como Staphylococcus coagulase-positivos (SCP). Para a
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diferenciacdo entre Staphylococcus aureus de outros SCP, ensaios moleculares
buscaram a presenca do gene nuc, especifico para essa espécie. Dos 164 SCP, 69
(42,07%) deles foram confirmados molecularmente como S. aureus, provenientes de
41 (36,6%) das 112 amostras de queijos analisadas.

Das 69 cepas de S. aureus em amostras de queijo de coalho, a maioria foi
encontrada naqueles produzidos na RMF (16/23,19%), seguida pelo Sertbes
(14/20,29%), Noroeste (11/15,94%), Norte (9/13,04%), Centro-Sul (8/11,59%),
Jaguaribe (7/10,14%) e Sul (4/5,80%). Destes isolados, 5 (7,25%) demonstram a
presenca do gene mecA, determinando a presenga de cepas resistentes a meticilina
em produtos destinados a alimentagéo, sendo 4 cepas na RMF (5,80%), 1 (1,45%)

nas regides Noroeste, Sertdes e Sul, cada.

Grafico 1. Distribuicdo das cepas de S. aureus no Ceara
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Legenda: RMF = Regido Metropolitana de Fortaleza

Com 13% das cepas de S. aureus encontradas, a cidade de Fortaleza foi a que
possuiu a maior quantidade de positividade para esse microrganismo. Alguns fatores
podem sugerir o motivo desse resultado, e um deles pode ser o fato de ser um grande
conglomerado urbano em que os trabalhadores necessitam se descolarem em
transportes coletivos de passageiros até as queijarias, podendo iniciarem o trabalho
na produgdo sem terem passado por uma higienizagdo eficiente. Deste modo,
microrganismos em altas concentra¢cdes nas maos podem ser carreados ao alimento

produzido.
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De um total de 112 amostras de queijo tipo coalho, 41 (36,6%) apresentaram
cepas de S. aureus confirmadas pela presenga do gene nuc. Em cada cidade, 2
laticinios tiverem 2 amostras coletadas em cada um. A positividade para cepas com
gene nuc foi de 32 laticinios, 57,14% do total de 56 estabelecimentos visitados. Além
disso, 56 laticinios produtores de queijo tipo coalho foram visitados para a coleta de
amostras e, destes, 32 (57,14%) apresentaram queijos com a presenca de colbnias
tipicas de S. aureus.

Em relacdo as amostras com confirmacao de S. aureus, somente as cidades
de Tejuguoca, Iracema, Brejo Santo e Campos Sales ndo tiveram isolados nuc
positivos. Todas as outras, apresentaram uma das quatro amostras com positividade.
Do total de 4 amostras por cidade, Fortaleza apresentou todos (100%) os queijos
positivos para S. aureus, seguida das cidades de Baturité e Quixeramobim com 3
amostras positivas cada (75%), Eusébio, Maranguape, Paracuru, Tiangua, Santa
Quitéria, Taua, Independéncia, Aracati, Ic6 e Milagres com 2 amostras positivas
(50%), Guaiuba, Canindé, Sobral, Ibiapina, Pedra Branca, Alto Santo, Russas, Iguatu,
Lavras da Mangabeira, Ords e Barbalha tiveram 1 amostra positiva cada (25%). Os

laticinios e amostras positivas sdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Numero de cepas de S. aureus isoladas por amostra de queijo, laticinios,
cidades e mesorregides do Estado do Ceara — Brasil.

Gene nuc

Laticinio Queijo Mesorregiao Cidade N
L1 Q1 RMF Fortaleza 3
Q2 RMF Fortaleza 1

L2 Q3 RMF Fortaleza 3
Q4 RMF Fortaleza 2

L3 Q5 RMF Eusébio 2
Q6 RMF Eusébio 1

L5 Q10 RMF Guaiuba 1
L7 Q13 RMF Maranguape 2
L8 Q16 RMF Maranguape 1
L10 Q19 Norte Cearense Paracuru 1
Q20 Norte Cearense Paracuru 2

L11 Q21 Norte Cearense Canindé 2
L13 Q25 Norte Cearense Baturité 1
Q26 Norte Cearense Baturité 1

L14 Q28 Norte Cearense Baturité 2
L18 Q35 Noroeste Cearense Sobral 3
L19 Q37 Noroeste Cearense Ibiapina 2
L21 Q42 Noroeste Cearense Tiangua 1
L22 Q43 Noroeste Cearense Tiangua 2
L23 Q46 Noroeste Cearense Santa Quitéria 1
L24 Q48 Noroeste Cearense Santa Quitéria 2
L25 Q50 Sertdes Cearense Taua 1
L26 Q51 Sertdes Cearense Taua 1
L28 Q55 Sertdes Cearense Independéncia 2
Q56 Sertdes Cearense Independéncia 3

L29 Q58 Sertdes Cearense Pedra Branca 1
L31 Q61 Sertdes Cearense Quixeramobim 2
Q62 Sertdes Cearense Quixeramobim 1

L32 Q64 Sertdes Cearense Quixeramobim 3
L33 Q65 Jaguaribe Alto Santo 2
L35 Q69 Jaguaribe Russas 2
L38 Q75 Jaguaribe Aracati 1
Q76 Jaguaribe Aracati 2

L42 Q83 Centro-Sul Cearense Ico 1
Q84 Centro-Sul Cearense Icod 1

L43 Q85 Centro-Sul Cearense Iguatu 1
L46 Q92 Centro-Sul Cearense Lavras da Mangabeira 3
L48 Q96 Centro-Sul Cearense Orés 2
L52 Q103 Sul Cearense Barbalha 1
L55 Q109 Sul Cearense Milagres 2
L56 Q111 Sul Cearense Milagres 1

Legenda: RMF = Regido Metropolitana de Fortaleza; N = Numero

Algumas cepas

estafilococicas sao

notadamente agentes

infecciosos

relacionados ao ambiente agropecuario. Porém, essas estdo cada vez mais

frequentemente sendo causadoras de infec¢coes humanas (LARSEN et al., 2015).
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Encontrada em vacas leiteiras com mastite, seus leites e produtos lacteos, além de
tanques de armazenamento, o carreamento desse microrganismo em produtos
alimentares para seres humanos pode ser o fator fundamental para o incremento
dessas infeccdes (BENEDETTI et al., 2010; FERLER et al., 2012; BARDIAU et al.,
2013; PARISI et al., 2016).

No presente estudo, quase 40% das amostras de queijo de coalho de todas as
regides do Estado do Ceara apresentaram confirmacado da presenga de S. aureus,
demonstrando que esse microrganismo esta disseminado nos laticinios cearenses e
que estdo chegando aos lares dos consumidores, ja que as amostras coletadas eram
de queijos ja prontos para a comercializagdo. E interessante considerar que as
amostras foram coletadas diretamente dos laticinios produtores, ndo sendo avaliada
a qualidade microbiolégica apds o transporte e armazenamento nos locais de
comercializagao, etapas ainda passiveis de contaminagao estafilocdcica.

Oliveira (et al., 2019b) em um estudo realizado para avaliar a presenca de SCP
em queijos de coalho provenientes de 17 municipios do Ceara, de acordo com
analises do Laboratoério Central de Saude Publica do Ceara (LACEN-CE), encontrou
64,9% de positividade para a presenca de S. aureus, maior do que a que foi
encontrada no presente estudo. Porém, no estudo de Oliveira e colaboradores nao
houve a diferenciacdo entre as espécies de SCP, como previa a legislacdo de
qualidade alimentar a época, o que pode ter aumentado a porcentagem considerada
como S. aureus.

Em outro estudo com queijos de coalho comercializados em Fortaleza/CE, 300
amostras, produzidos artesanalmente e industrialmente, foram analisas e encontrados
valores de contaminagado por S. aureus superiores ao preconizado pela legislagao
brasileira em ambos os tipos de produto. Além disso, 100% das amostras produzidas
artesanalmente possuiam cepas de S. aureus (ANDRADE et al., 2019).

Esse resultado corrobora nossos achados em relagcdo a prevaléncia desse
microrganismo em alimentos altamente manipulados, trazendo a luz das politicas
sanitarias a alta possibilidade de transferéncia desses microrganismos do agente
produtor ao alimento, através de praticas higiénicas deficientes nas queijarias
cearenses.

Atualmente, cepas multirresistentes de S. aureus geram grande preocupagao

nas autoridades sanitarias mundiais. Cepas MRSA estdao espalhadas pelo mundo e
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sua capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia a antibioticos € preocupante
(CHAMBERS; DELEO, 2009).

As cepas de MRSA comecaram a aparecer em unidades de saude, décadas
atras, porém, por motivos diversos, esses espécimes se disseminaram para outros
ambientes, gerando a necessidade de classifica-los entre S. aureus resistente a
meticilina provenientes de ambiente nosocomial (HA-MRSA), S. aureus resistente a
meticilina associado a comunidade (CA-MRSA) e S. aureus resistente a meticilina
associado a gado (LA-MRSA) (DITTMANN et al., 2019).

Entretanto, atualmente, ha uma certa discussdo sobre a real necessidade ou
aplicabilidade da classificacdo destes MRSA de acordo com a sua origem, ja que
estudos estdo, cada vez mais, demonstrando uma sobreposicdo de linhagens de
clones idénticos entre esses grupos. Isso demonstra a alta troca de microbioma pela
qual esses microrganismos estdo passando, com uma grande variedade de caminhos
que passam entre gado, comunidade e ambiente hospitalar (Bal et al., 2016).

No presente estudo, a presenca do gene mecA, responsavel pela expresséo
do fendtipo de resisténcia a meticilina em cepas de S. aureus foi determinada em 7
(10,14%) das 69 cepas isoladas e a maior parte delas estava em queijos produzidos
na cidade de Fortaleza (4/57,14%), seguido por Sobral, Quixeramobim e Barbalha
(1/14,29%), com uma cepa mecA positiva em cada. Dos 56 laticinios analisados, 5
(8,93%) possuiam S. aureus positivos para o gene mecA em sua linha de producéo,

como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Presenga do gene mecA em cepas de Staphylococcus aureus isoladas por
amostras de queijos, laticinios, cidades e mesorregides do Estado do Ceara — Brasil

Laticinio Queijo Mesorregiao Cidade qene';necA

L1 Q1 RMF Fortaleza 1

L2 Q3 RMF Fortaleza 2

L2 Q4 RMF Fortaleza 1

L18 Q35 Noroeste Cearense Sobral 1

L31 Q61 Sertdes Cearense Quixeramobim 1

L52 Q103 Sul Cearense Barbalha 1
TOTAL 7

Legenda: RMF = Regido Metropolitana de Fortaleza; N = Numero

A presencga do gene mecA, é uma caracteristica importante para a definicdo de

uma cepa de S. aureus ser considerada resistente a meticilina. Esse gene é o
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responsavel pela expressao de proteina ligante a penicilina com baixa afinidade as
penicilinas semissintéticas como a meticilina e esta localizado dentro de um elemento
genético chamado SCCmec, que pode ser subdivido em tipos que variam de | a Xl
(RIVA et al., 2015; KLIBI et al., 2018).

Varios estudos demonstram que a presengca de MRSA em fazendas produtoras
de alimentos lacteos esta diretamente relacionada a transferéncia dessas cepas entre
humanos e animais, sejam bovinos, caprinos ou suinos, podendo gerar processos
infecciosos nos animais leiteiros, como mastite estafilocécica, afetando a qualidade
microbiolégica do produto final produzido com essa matéria-prima (FERLER et al.,
2012; RONCO et al., 2017).

Em um estudo de Feller (et al., 2012) realizado na Holanda, além de animais
utilizados para a producédo de alimentos, seja de corte ou de leite, outros animais
domésticos também podem ser fonte de transmissdo cruzada de microrganismos
dentro das fazendas. No estudo citado, foram encontradas duas cepas MRSA em
amostras de swab nasal de cachorros que viviam no local, em duas fazendas
diferentes.

No presente estudo também foi visualizada a presenga de animais domésticos
convivendo com o gado leiteiro, o que pode representar um fato de perigo na

transmissdo de microrganismos multirresistentes, como MRSA (Figura 5).

Figura 5. Presencga de cachorro no estabulo de criagdo de vacas leiteiras em uma
das fazendas visitadas no presente estudo

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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A criagao extensiva e intensiva de gado em grandes fazendas produtoras, seja
de gado leiteiro ou de corte, deixou de ser somente por monocultura e passou a
compartilhar espagos com outros tipos de criagdes, como de suinos, caprinos e
ovinos. Deste modo, o surgimento de linhagens MRSA em animais que anteriormente
nao eram comuns, esta se tornando usual (SPOHR et al., 2011; FELTRIN et al., 2015;
PAPADOPOQULOQOS et al., 2018).

Essa presenca ja foi determinada em varios paises do mundo, como Franga
(BIETRIX et al., 2019), india (GANAI et al., 2015), ltalia (BASANISI et al., 2017),
Malasia (AKLILU; HUI YING, 2020) e Brasil (MELO et al., 2020), corroborando os
achados deste estudo e demonstrando que essa presenga esta se tornando um
problema sanitario global.

Varios estudos demonstram que o tipo de elemento genético SCCmec é
importante para a resisténcia microbiana demonstrada pelos isolados MRSA, inclusive
a meticilina. Em alguns, foi constatado que SCCmec tipos I, IV, V VI e VII usualmente
favoreciam a resisténcia das cepas somente aos antibidticos B-lactdmicos, enquanto
os tipos Il e lll eram caracteristicos de cepas multirresistentes, em decorréncia de
plasmidios e transposons contendo genes de resisténcia que se integravam ao
SCCmec (MCKAY, 2008; ASIIMWE et al., 2017).

No Brasil, por exemplo, em um estudo de Rossi et al. (2014), uma linhagem de
MRSA encontrada em corrente sanguinea de uma paciente hospitalizada, que
carregava o cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec) tipo IVa e o gene
da proteina A de S. aureus (spa) tipo t292, anteriormente sensivel a vancomicina
comecou a demonstrar diminuicao dessa sensibilidade através da aquisicao do cluster
do gene vanA durante a antibioticoterapia. Isso demonstra que pode haver um
correlacdo entre resisténcias a diferentes antimicrobianos, incluindo meticilina e
vancomicina.

Entretanto, em outros estudos, o tipo de cassete nao influenciou de forma
crucial a caracterizacdo do perfil de resisténcia, demonstrando que esse fator é
multifatorial e que ndo ha como levar somente essa caracteristica em consideragao
(ZUTIC et al., 2012; CORTIMIGLIA et al., 2016; SONG et al., 2016).

O interior do Estado do Ceara possui, atualmente, trés hospitais regionais de
atencao terciaria, nas cidades de Sobral (Regido Norte), Quixeramobim (Sertdo
Central) e Juazeiro do Norte (Sul Cearense). Na capital, Fortaleza, também ha a

presenca de hospitais terciarios, que atendem os mais diversos tipos de
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especialidades médicas, inclusive, infecciosas. Todos esses hospitais possuem alas
de internagcdo, onde ha a prescricdo de medicamentos, inclusive, antimicrobianos.
Dentre essas cidades, somente Juazeiro do Norte ndo teve amostragem para esse
estudo.

Como observado com os resultados do presente estudo, das 4 cidades onde
foram encontradas as cepas de MRSA, somente Barbalha ndo possui hospital regional
de nivel terciario. Porém, é importante salientar que a cidade de Barbalha faz parte da
Regido Metropolitana do Cariri Cearense, juntamente com Juazeiro do Norte, cidade-
sede do Hospital Regional do Cariri. Portanto, a presenca das cepas MRSA em queijos

de coalho de acordo com a cidade da amostra esta demonstrada no Grafico 3.

Grafico 2. Distribuicdo das cepas MRSA encontradas em amostras de queijo de
coalho de acordo com a cidade de produgao
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

E necessaria uma maior investigacdo para avaliar se a presenca de hospitais
terciarios nessas cidades ou nas circunvizinhangas esta gerando uma fonte de
transmissdo de cepas MRSA para os alimentos produzidos na regido. Ha a
possibilidade de que pessoas que entraram em contato com a linha de producgéo dos
queijos tenham carreado esses microrganismos do ambiente hospitalar para os
alimentos ou animais.

Em outras partes do mundo, a presenca de cepas MRSA em leite e produtos

lacteos foi identificada a pouco tempo. Na Argentina, somente em 2018 foi relatada a
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primeira cepa de MRSA em leite de uma vaca com mastite, em uma analise que
utilizou 150 amostras de leite e teve o isolamento de 30 S. aureus. E um fato
considerado interessante, ja que essas cepas estdo dispersas em todo o mundo ha
algum tempo (SREDNIK et al., 2018).

Um dos exemplos dessa dispersdo é a alta frequéncia de cepas MRSA
encontradas em amostras de alguns paises, como a Jordania. A prevaléncia de cepas
MRSA em amostras de leite de vaca, em estudo de Obaidat, Salman e Roess (2018),
foi acima de 31%, demonstrando que quase s do leite produzido estava contaminado
com cepas resistentes.

Contudo, apesar da disseminacdo ser uma realidade, percebe-se que o
percentual de cepas isoladas de MRSA em leite e produtos lacteos é diferente de
acordo com os locais, assim como o tempo desde que essas cepas comegaram a
surgir, como o caso da Argentina, cujo isolamento se deu ha poucos anos, quando
comparado com outros paises.

Esse fato pode ser explicado por diversos fatores, inclusive ambientais, como
condicbes climaticas (sobrevivéncia de bactérias patogénicas e comensais em
ambientes quentes e umidos) e praticas humanas, como o uso de medicamentos
abaixo da dosagem preconizada, o uso empirico de antibidticos, automedicacéo,
ambos em infeccdes humanas e veterinarias, 0 uso excessivo e a prescricao
desnecessaria de antimicrobianos, o uso de agentes de amplo espectro sem dados
de sensibilidade, dentre outros (INSTITUTE OF MEDICINE, 2003; CUONG et al.,
2018).

Desse modo, a industria animal, cuja de produtos lacteos esta incluida, pode

desempenhar um papel crucial no surgimento e transmissado de microrganismos
resistentes a antimicrobianos, como os MRSA, pois nos paises desenvolvidos cerca
de 50-80% do uso total de antibidticos é atribuido a pecuaria, em aves, seguido por
suinos e laticinios que utilizam o gado como fonte de producao (CUONG et al., 2018).

Ao se avaliar a presenca de outros fatores de viruléncia como a presenga do
gene blaZ, das 69 cepas de S. aureus testadas, 38 (55,07%) foram consideradas
positivas, demonstrando que mais da metade possuiam o gene codificador para
producdo de [B-lactamase. Os detalhes por laticinio, amostra de queijo, cidade e

mesorregido estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Niumero de cepas de S. aureus que possuiam o gene blaZ, isoladas por
amostra de queijo, laticinios, cidades e mesorregides do Estado do Ceara — Brasil.

Laticinio Queijo Mesorregiao Cidade _gem;I%
L1 Q1 RMF Fortaleza 3
L1 Q2 RMF Fortaleza 1
L2 Q3 RMF Fortaleza 2
L2 Q4 RMF Fortaleza 1
L3 Q5 RMF Eusébio 2
L7 Q13 RMF Maranguape 1
L10 Q19 Norte Cearense Paracuru 1
L10 Q20 Norte Cearense Paracuru 2
L11 Q21 Norte Cearense Canindé 1
L13 Q25 Norte Cearense Baturité 1
L13 Q26 Norte Cearense Baturité 1
L18 Q35 Noroeste Cearense Sobral 1
L22 Q43 Noroeste Cearense Tiangua 2
L23 Q46 Noroeste Cearense Santa Quitéria 1
L24 Q48 Noroeste Cearense Santa Quitéria 1
L25 Q50 Sertdes Cearense Taua 1
L28 Q56 Sertdes Cearense Independéncia 2
L29 Q58 Sertdes Cearense Pedra Branca 1
L31 Q61 Sertdes Cearense Quixeramobim 1
L32 Q64 Sertdes Cearense Quixeramobim 1
L35 Q69 Jaguaribe Russas 2
L38 Q75 Jaguaribe Aracati 1
L38 Q76 Jaguaribe Aracati 2
L42 Q83 Centro-Sul Cearense Icéd 1
L46 Q92 Centro-Sul Cearense Lavras da Mangabeira 1
L52 Q103 Sul Cearense Barbalha 1
L55 Q109 Sul Cearense Milagres 2
L56 Q111 Sul Cearense Milagres 1
TOTAL 38

Legenda: RMF = Regido Metropolitana de Fortaleza; N = Numero

E importante considerar que todas as 7 cepas carreadoras do gene mecA
também possuiam o gene blaZ, correspondendo a 18,42% destes isolados, enquanto
31 (81,58%) das 38 cepas blaZ positivas carreavam somente o gene blaZ e ndo o
gene mecA.

A maior presenca de cepas blaZ positivas foi encontrada na RMF com 10
(14,49%) isolados das 69 cepas de S. aureus, sendo seguido pelo Norte Cearense e
regido dos Sertdes, ambos com 6 (8,70%) isolados; Noroeste e Regido Jaguaribe
apresentaram 5 (7,25%) cepas com esse genoétipo; na regido Sul foram encontradas
4 (5,80%) isolados e a regido Centro-Sul apresentou 2 (2,90%) cepas blaZ positivas
(Gréfico 3)
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Grafico 3. Presenca do gene blaZ
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Legenda: RMA = Regiao Metropolitana de Fortaleza

A presenca do gene blaZ também foi avaliada por Aragao (2019) em queijos de
coalho produzidos com leite cru de cabra em Pernambuco. Dos 54 isolados de S.
aureus, 23 (42,6%) apresentaram esse gene, que confere resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos nao estaveis. O resultado foi préximo e corrobora os
achados no presente estudo, no qual 55,07% dos isolados mostravam a presenca
deste gene.

A resisténcia a penicilina em S. aureus se manifesta predominantemente por
meio da producdo de B-lactamase codificada pelo gene blaZ. Este tipo de resisténcia
é determinado por meio deste gene mediado por plasmideo, que pode ser transferido
de um microrganismo a outro, criando a resisténcia adquirida (PEREIRA et al., 2014).
Essa transferéncia de microrganismos entre as diversas culturas dos processos
produtivos pode favorecer o aparecimento de cepas resistentes, ja que podem ocorrer
fenbmenos de troca de informagdes genéticas entre os novos microrganismos € a
microbiota residente (FERNANDEZ-FUENTES et al., 2014).

No presente estudo, das 38 cepas que demonstraram a presencga do gene blaZ,
29 (76,32%) foram fenotipicamente resistentes a amoxicilina e 11 delas apresentaram
fendtipo de resisténcia a amoxicilina, mesmo sendo blaZ negativas. Esse resultado
mostra que a resisténcia as penicilinas, ou, em geral, aos antimicrobianos f3-
lactdmicos, ndo é uma caracteristica unifatorial, mas pode ser apresentada por

mecanismos diversos a produgao de [(B-lactamases, como acontece nas cepas MRSA.
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Em outros estados brasileiros, como o tradicional estado queijeiro de Minas
Gerais, uma pesquisa demonstrou que entre 95 cepas do género Staphylococcus
isoladas de queijos minas frescal organicos, o gene de resisténcia a antibiético mais
prevalente foi o blaZ (25,3%) seguido por mecA (13,7%) e outros (DA SILVA ABREU
et al., 2021). Resende et al. (2018) também produziram um estudo em Minas Gerais
com o mesmo tipo de queijo e encontraram 60% de positividade para o gene mecA e
menor do que 40% para blaZ.

Esses dados diferem do nosso estudo em relacdo a prevaléncia do gene que
expressa a resisténcia por B-lactamases, que foi maior que 55%. Ja a presenca do
gene mecA foi similar entre o presente estudo e o trabalho desenvolvido por Da Silva
Abreu e seus colaboradores.

A presenca desse gene ja esta disseminada no mundo inteiro, tanto em cepas
estafilocécicas nosocomiais quanto alimentares. No México, Lopez-Vazquez (et al.,
2015) também percentual de cepas contendo o gene blaZ préximo ao encontrado
nesta pesquisa. Em leite de vacas, 44,7% dos isolados de S. aureus possuiam do
gene blaZ, confirmando que a presenga de microrganismos resistente aos -
lactamicos, que ja era um problema recorrente em cepas nosocomiais e clinicas, esta
cada vez mais comum em microrganismos de origem alimentar.

Varios mecanismos estdo envolvidos na resisténcia aos B-lactamicos, como a
producao de penicilinases ou a alteracao da proteina-alvo. No nosso estudo, a triagem
para a presenca de mecA e blaZ entre as cepas de S. aureus mostrou uma alta
prevaléncia desses genes, sugerindo que esses microrganismos no queijo podem
apresentar parede celular alterada ou produzir B-lactamases. Com base nos
resultados desta pesquisa nota-se, claramente, que a disseminacdo e selecdo de
bactérias sado gresistentes a medicamentos na cadeia alimentar.

Ja a resisténcia a meticilina é demonstrada com base na técnica de disco-
difuséo foi encontrada em 5 (7,25%) cepas de S. aureus e, todas elas, apresentaram
genotipo com a presenca dos genes mecA e blaZ, sendo encontradas 3 (4,35%) cepas
na RMF e 1 (1,45%) nas regides Noroeste e Sertdes, como demonstrado na Tabela
5.

E interessante perceber que duas cepas, uma proveniente da cidade de
Fortaleza (RMF) e outra da cidade de Barbalha (Sul Cearense) apresentaram gendtipo

mecA positivo, porém, fenotipicamente, apresentaram ag¢ao contra a meticilina.
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Tabela 5. Numero e percentual de cepas de S. aureus positivas para os genes nuc,
mecA e blaZ, além de fenotipicamente resistentes a meticilina por mesorregido do
Estado do Ceara — Brasil. O percentual esta relacionado a quantidade total de cepas

nuc + (69).
Regiao nuc + mecA + BlaZ + Ress?e_n claa
Meticilina

n % n % n % n %
RMF 16 23,19% 4 5,80% 10 14,49% 3 4,35%
Norte 9 13,04% 0 0,00% 6 8,70% 0 0,00%
Noroeste 11 15,94% 1 1,45% 5 7,25% 1 1,45%
Sertdes 14 20,29% 1 1,45% 6 8,70% 1 1,45%
Jaguaribe 7 10,14% 0 0,00% 5 7,25% 0 0,00%
Centro-Sul 8 11,59% 0 0,00% 2 2,90% 0 0,00%
Sul 4 5,80% 1 1,45% 4 5,80% 0 0,00%

Total 69 7 38 5

Legenda: RMF = Regido Metropolitana de Fortaleza; n = Numero.

Das 69 cepas de S. aureus identificadas, 10 (14,49%) ndo apresentaram perfil
de resisténcia a nenhum dos antimicrobianos avaliados, 16 (23,19%) foram
resistentes a somente um, 14 (20,29%) a dois antimicrobianos, 7 (10,14%) cepas
foram resistentes a trés e quatro farmacos, 3 (4,35%) a cinco antimicrobianos
diferentes, 5 (7,25%) cepas foram resistentes a seis e a sete antimicrobianos e 2
(2,9%) tiveram perfil de resisténcia a todos os antimicrobianos analisados. Portanto,
85,51% dos isolados de S. aureus mostraram resisténcia a, pelo menos, um
antimicrobiano e 42,03% foram consideradas multirresistentes (3 ou mais

antimicrobianos).

Quadro 4. Cepas x antimicrobianos
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Um estudo realizado em Goias por Ferreira (et al., 2016) mostrou que isolados
de S. aureus provenientes de queijos artesanais e industriais no Brasil possuiram perfil
de resisténcia diversificado, com 44,1% sendo sensiveis a todos os antimicrobianos
avaliados, enquanto 41,4% mostraram-se resistentes a um antimicrobiano e 6,9%
foram resistentes a dois antimicrobianos. Esse estudo diverge dos resultados
encontrados nessa pesquisa, ja que no presente trabalho menos de 15% das cepas
foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, enquanto o percentual de cepas
resistentes somente a um antimicrobiano foi proximo da metade no nosso estudo, se
comparado com o de Ferreira e colaboradores (2016).

Este fato demonstra que a presenca de MRSA em alimentos de origem animal,
como comprovados no presente estudo, podem ser um problema médico também
importante, pois a capacidade de expressado de genes de viruléncia por essas cepas
pode gerar microrganismos com alto poder de resisténcia antimicrobiana.

Para avaliar a resisténcia antimicrobiana em amostras de queijo coalho
comercializadas no Estado do Ceara, foram utilizados varios antimicrobianos comuns
na pratica clinica humana e veterinaria.

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos pelas cepas confirmadas de S.
aureus de acordo com a amostra, o laticinio de origem, a cidade e a mesorregido a

que pertence esta descrito na Tabela 6.



75

Tabela 6. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos avaliados, de acordo com o numero de isolados resistentes por antimicrobiano

Laticinio Queijo Mesorregiao Cidade n
L1 Q1 RMF Fortaleza 3 1 3 3 1 2 3 2 3 2
L1 Q2 RMF Fortaleza 1 0 1 1 1 1 1 1
L2 Q3 RMF Fortaleza 3 2 2 3 1 1 1 1 1 1
L2 Q4 RMF Fortaleza 2 1 1 1 1 2 2
L3 Q5 RMF Eusébio 2 0 1 2 2
L3 Q6 RMF Eusébio 1 0 1 1 1
L5 Q10 RMF Guaiuba 1 0 1 1 1
L7 Q13 RMF Maranguape 2 0 2 1 2 2 1
L8 Q16 RMF Maranguape 1 0 1 1 1 1
L10 Q19 Norte Cearense Paracuru 1 0 1 1 1 1
L10 Q20 Norte Cearense Paracuru 2 0 1 1 1 1 1
L11 Q21 Norte Cearense Canindé 2 0 1
L13 Q25 Norte Cearense Baturité 1 0 1 1 1 1 1
L13 Q26 Norte Cearense Baturité 1 0 1 1
L14 Q28 Norte Cearense Baturité 2 0 1
L18 Q35 Noroeste Cearense Sobral 3 1 2 1 3 2 1 2
L19 Q37 Noroeste Cearense Ibiapina 2 0 2 1
L21 Q42 Noroeste Cearense Tiangua 1 0 1 1 1 1 1
L22 Q43 Noroeste Cearense Tiangua 2 0 1 1 2 2 1
L23 Q46 Noroeste Cearense Santa Quitéria 1 0 1 1 1
L24 Q48 Noroeste Cearense Santa Quitéria 2 0 1 2
L25 Q50 Sertdes Cearense Taua 1 0
L26 Q51 Sertdes Cearense Taua 1 0 1
L28 Q55 Sertdes Cearense Independéncia 2 0 1
L28 Q56 Sertdes Cearense Independéncia 3 0 2
L29 Q58 Sertbes Cearense Pedra Branca 1 0
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L31 Q61 Sertdes Cearense Quixeramobim 2 1 1 2 2 1 2

L31 Q62 Sertdes Cearense Quixeramobim 1 0 1 1 1 1 1

L32 Q64 Sertdes Cearense Quixeramobim 3 0 1 3 1

L33 Q65 Jaguaribe Alto Santo 2 0 1

L35 Q69 Jaguaribe Russas 2 0 1 2

L38 Q75 Jaguaribe Aracati 1 0 1 1 1 1

L38 Q76 Jaguaribe Aracati 2 0 1 1 1

L42 Q83 contro-Sul Ico 1 0 1 1

L42 Q84 contro-Sul Ico 1 0 1 1

L43 Q85 Centro-Sul Iguatu 1 0 1 1

W aw  GEESd flemd 5 o r

L48 Q96 Centro-Sul Orés 2 0 2 1

L52 Q103 Sul Cearense Barbalha 1 1 1 1 1 1 1 1

L55 Q109 Sul Cearense Milagres 2 0 1 2 1 2 1 2 2

L56 Q111 Sul Cearense Milagres 1 0 1 1
TOTAL 69 7 33 7 26 10 6 37 13 30 22

Legenda: RMF = Regido Metropolitana de Fortaleza; AMO = Amoxicilina; AMP = Ampicilina; BAC = Bacitracina; CIP = Ciprofloxacino; CLO =

Cloranfenicol; ERI = Eritromicina; GEN = Gentamicina; SXT = Sulfametoxazol + Trimetoprim; TET = Tetraciclina
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No presente estudo, das cepas de S. aureus confirmadas, 33 (47,83%) cepas
se mostraram resistentes a amoxicilina, 7 (10,14%) a ampicilina, 26 (37,68%)
bacitracina, 10 (14,49%) a ciprofloxacina, 6 (8,7%) ao cloranfenicol, 37 (53,62%)

eritromicina, 13 (18,84%) a gentamicina, 30 (43,48%) ao sulfametoxazol com

a
a
trimetoprim e 22 (31,88%) a tetraciclina, conforme demonstrado no Grafico 5.

Grafico 5. Perfil de Resisténcia dos isolados de S. aureus.
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Legenda: SMZ + TMP = Sulfametoxazol + Trimetoprim

Em um estudo realizado na Republica Tcheca e Eslovaquia com amostras de
leite de vacas, ovelhas e cabras, além de swab nasal de funcionarios das fazendas
leiteiras, 664 cepas estafilocécicas foram isoladas, sendo 557 identificadas como S.
aureus. Essas cepas, assim como encontrado no presente estudo, apresentaram perfil
de resisténcia antimicrobiana diversificado e com percentuais diferentes dentre os
antimicrobianos testados (VYLETELOVA; VLKOVA; MANGA, 2011). Todos os
espécimes de S. aureus foram resistentes amoxicilina e tetraciclina, corroborando os
mesmos percentuais de resisténcia encontrados nesta pesquisa. Um fato que deve
ser considerado, € que no estudo checo/eslovaco a amoxicilina foi testada em
associagao com o acido clavulanico e, mesmo assim, a resisténcia foi completa.

Para outros antimicrobianos, apesar de os percentuais de resisténcia nao
serem proximos aos do presente estudo, a tendéncia de resisténcia do estudo acima
segue na mesma dire¢ao: de forma decrescente, o aminoglicosideo gentamicina teve
56% versus 100% de resisténcia; o macrolideo eritromicina apresentou 8% versus

71,43%; e a bacitracina e a quinolona ciprofloxacina foram os que apresentaram
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menor percentual de resisténcia, 0% versus 28,57%, no estudo de Vyletélova et al.
(2011) e neste estudo, respectivamente.

O perfil de resisténcia detalhado de cada cepa MRSA encontrada no presente
estudo encontra-se na Tabela 7, enquanto o percentual de resisténcia para cada

antimicrobiano pelas cepas MRSA esta demonstrado no Grafico 6.



Tabela 7. Perfil de resisténcia das cepas mecA positivas
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Cepa1i
Cepa 2
Cepa3
Cepad
Cepab
Cepa 6
Cepa?7

Fortaleza
Fortaleza
Fortaleza
Fortaleza
Sobral
Quixeramobim
Barbalha

X X X X X X

X

X X X X X

X

X
X
X

X X X X X X

X

X X X X X X

X

X X X X X X

X

Legenda: AMO = Amoxicilina; AMP = Ampicilina; BAC = Bacitracina; CIP = Ciprofloxacina; CLO = Cloranfenicol; ERI =

SMZ+TMP = Sulfametoxazol + Trimetoprim; TET = Tetraciclina

Legenda: AMO = Amoxicilina; AMP = Ampicilina; BAC = Bacitracina; CIP = Ciprofloxacina; CLO = Cloranfenicol; ERI =

Grafico 6. Perfil de resisténcia das cepas mecA positivas
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Ammar (et al., 2016) avaliaram a resisténcia de cepas MRSA isoladas de
amostras de leite de vacas, saudaveis e com mastite, além de produtos carneos
comercializados no Egito e encontraram resultados proximos aos do presente estudo
em relagao a resisténcia a eritromicina, com mais da metade das cepas apresentando
esse perfil, 57,5% e 71,43% entre os estudos egipcios e este, respectivamente.

No Brasil, varios estudos séo produzidos todos os anos para avaliar o perfil de
resisténcia de cepas de S. aureus ou outros estafilococos presentes em produtos
lacteos ou linhas de producao.

Rodrigues (et al., 2017) avaliaram o perfil de resisténcia de 100 isolados de S.
aureus provenientes de plantas de producao de queijos do tipo minas comercializados
no Estado de S&do Paulo e encontraram diferenga significativa entre os queijos
produzidos com leite pasteurizado e leite cru, ocorrendo o isolamento de somente uma
cepa no primeiro tipo.

Os pesquisadores mencionados também encontraram diversas cepas de S.
aureus resistentes aos farmacos avaliados, tendo a penicilina como o antimicrobiano
com maior numero de cepas resistentes. Neste presente estudo, a penicilina que
apresentou o maior numero de cepas resistentes foi a amoxicilina, sendo superada
somente pelo macrolideo eritromicina como o antimicrobiano menos efetivo contra as
cepas avaliadas in vitro.

Os queijos do tipo coalho também podem ser veiculos de microrganismos
patogénicos, como demonstrado no presente estudo e em estudos discutidos
anteriormente. Porém, uma das grandes preocupacgdes se estabelece quando esses
microrganismos, além de patogénico, possuem um perfil de multirresisténcia aos
farmacos antimicrobianos.

Amostras de queijo de coalho produzidas com leite cru de cabras avaliadas em
estados vizinhos, como Pernambuco e Bahia apresentaram, em um recente estudo,
um altissimo indice de multirresisténcia, que chegou a 100% de todas as cepas de S.

aureus. Neste presente estudo, esse numero foi menor (42,03%), porém, nao se
traduz em menor preocupacgao sanitaria, ja que quase metade dos isolados
apresentou perfil de resisténcia a trés ou mais antimicrobianos (CASTRO et al., 2018).

Além da multirresisténcia, um outro dado importante foi visualizado no estudo

de Castro e colaboradores, citado anteriormente: foram encontrados genes

codificadores de enterotoxinas em duas cepas de S. aureus, mostrando que o queijo
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de coalho produzido com leite cru de cabra da regido semiarida do Nordeste do Brasil
€ um potencial portador do S. aureus enterotoxigénico.

Enterotoxinas estafilococicas (Staphylococcal enterotoxins — SE) séao
codificadas por genes ja conhecidos (sea, seb, sec, see, seh, sek, dentre outros) e
possuem papel importante na patogénese das intoxicagbes alimentares, ja que
possuem estabilidade térmica, requerendo temperatura em torno de 100 °C de 5 a 10
minutos para sua inativagao, e resisténcia a enzimas proteoliticas (GONZALEZ et al.,
2017).

No presente estudo ndo foi observada a presenca de genes relacionados a

enterotoxinas estafilocécicas (sea, seb e sec). Esse achado é importante por
demonstrar que em queijos tradicionais de produgdo artesanal no Estado do Ceara
ainda ndo apresentam a presenga desse grupo de microrganismos produtores de

enterotoxinas, que sédo as cepas de S. aureus mais importantes em relagao as
intoxicagdes alimentares (PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010; FETSCH et al., 2014).
Essas enterotoxinas estafilococicas sdo produzidas majoritariamente por
Staphylococcus coagulase-positivo. Em decorréncia a resisténcia térmica, essas

toxinas tornam-se importantes fatores nas doencas transmitidas por leite cru e
produtos lacteos ndo pasteurizados, ja que, na maioria dos casos, a pasteurizagéo é
suficiente somente para eliminar os microrganismos produtores, sem eficientemente
inativar as enterotoxinas. Dentre as enterotoxinas estafilocécicas, a do tipo C é a mais
comumente produzida por S. aureus isolados de animais produtores de leite (ZHANG
et al., 2014; RIVA et al., 2015; AL-ASHMAWY et al., 2016).

Estudos relacionados a contaminacdo por MRSA em leite, produtos lacteos,
animais produtores e equipamentos envolvidos no processo produtivo, mostram que
a presencga de cepas SE-positivas € comum em ambientes como esses em diversos
paises do mundo, como Taiwan (CHU et al., 2012), China (ZHANG et al., 2014), Italia
(RIVA et al., 2015), Paquistdo (BAO et al., 2016) e Brasil (GONZALEZ et al., 2017),
apesar de nao terem sido encontradas no presente estudo.

Al-Ashmawy (et al., 2016), por exemplo, em um estudo realizado no Egito em
2016 avaliaram a presenca de varios genes de viruléncia em cepas de S, aureus
isolados de leite de vacas, queijos do tipo damietta, queijos do tipo kareish, sorvetes
e iogurtes e os resultados foram preocupantes: todos os isolados apresentaram, pelo
menos, um gene codificador de enterotoxina entre os avaliados (sea, seb e sec), além

de todos possuirem o gene hla, responsavel pela expressdo de a-hemolisina.
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No Paquistao, Bao (et al., 2016) também encontraram altissima frequéncia de
gene enterotoxigénico em leite de vacas, com um fato interessante, mas que, nao
parece ter corregdo genética: todos os isolados de S. aureus positivos para o gene

mecA apresentaram o gene de expressdao de enterotoxina do tipo A (sea).

Provavelmente, essa “coincidéncia” aconteceu em decorréncia da alta interagao
geneética entre as cepas estudadas e/ou fazerem parte de um mesmo cluster genético.
Melo e colaboradores (2020) investigaram a presenca de Staphylococcus spp.
toxigénicos em amostras de leite cru e queijos artesanais, do tipo serrano, produzidos
no Estado de Santa Catarina, Regido Sul do Brasil. Foram testadas 58 cepas de SCP

na busca da presenca dos genes enterotoxigénicos sea, seb, sec, sed, see e 0
resultado foi positivo para a presenca de, pelo menos, um desses genes em 15,51%
das cepas, ndo havendo diferenga significativa entre as originadas de amostras de
leite cru ou queijo.

Outro queijo artesanal brasileiro bastante conhecido € o “minas frescal”,
bastante consumido em todo o Brasil, mas, principalmente nas regides Centro-Oeste
e Sudeste. Em outro estudo desenvolvido por Ferreira (et al., 2016) em Goias para
avaliar a presenga de genes de enterotoxinas, com uma amplitude de genes maior
(sea-see, seg-sej, sem-seo), os resultados foram preocupantes em decorréncia de,
entre outros achados, 44,8% das cepas apresentarem ao menos um dos genes para
enterotoxinas. Porém, o fato de 12 genes diferentes terem sido analisados nesse
estudo em comparagdo com 5 do estudo de Melo (et al., 2020) pode explicar a
frequéncia aumentada.

No queijo do tipo coalho produzido na Regido Nordeste também ja foram
encontrados genes enterotoxigénicos, como os determinados por Oliveira (et al.,
2019) quando avaliaram a qualidade microbiologica dos queijos e suas matérias-
primas nos estados de Pernambuco e Bahia. Além de todas as cepas isoladas
mostraram a presenca de mecA, 85% dessas cepas apresentaram ao menos 1 gene
enterotoxigénico.

Uma hipétese para nao ter sido encontrado nenhum gene para a expressao da
producdo de enterotoxinas pelas cepas achadas no nosso estudo segue o que foi
encontrado por Mello (et al., 2016), quando avaliou a presenga de genes toxigénicos
em vacas diagnosticadas com mastite em diversos estados das regides Sudeste, Sul
e Nordeste do Brasil. Foi encontrada uma frequéncia relativamente alta desses genes

nos isolados quando comparados com outros estudos, principalmente dos genes sea
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e sec, tanto em S. aureus quanto em SCN, e todas as cepas de S. aureus tiveram alta
similaridade entre si, com clusters com o mesmo perfil genético em diferentes locais.

Similaridade genética de microrganismos que colonizam o mesmo local € um
fator contribuidor, que garante vantagens para a sobrevivéncia dos mesmos no
ambiente. Além disso, facilitam a disseminagcdo de genes entre as cepas, como
acontece com o gene sea, carreado por profagos e responsavel pela maioria dos
casos de intoxicacdes alimentares estafilococicas em todo o mundo (BORST;
BETLEY, 1994; MELLO et al., 2016).

Sendo assim, ha a possibilidade de essa disseminagdo nao ter ocorrido entre
as cepas circulantes nas fazendas leiteiras e queijarias do Estado do Cear4, tendo o
cluster prevalente nesse estado a falta de expressdao de genes codificadores da
producdo de enterotoxina, impedindo sua propagacdo no rebanho e, por
consequéncia, no leite e derivados.

No Estado vizinho de Pernambuco, Aragdo (2019) analisou 30 amostras de
queijo de 11 municipios, todos na regido do Sertdo pernambucano, muito similar as
regides cearenses analisadas neste estudo. Os queijos foram produzidos com leite
cru de cabras, também bastante comum na Regido Nordeste. Os resultados
relacionados a presenca de genes de enterotoxinas estafilococicas corroboram os
encontrados nesta pesquisa, ndo sendo identificado nenhum destes genes.

Outro estudo realizado por Andretta (et al., 2019) também corrobora com os
dados da presente pesquisa, pois nao encontrou enterotoxinas por testes fenotipicos
e nem genes enterotoxigénicos, com base em testes moleculares, em isolados SCP
quando avaliaram queijos artesanais do tipo serro, produzido no Estado de Minas
Gerais.

Os resultados demonstrados nos estudos anteriormente citados, juntamente
com os encontrados na presente pesquisa mostram que a variedade genética das
cepas de S. aureus circulantes nas fazendas leiteiras no pais € muito grande, tendo
locais onde a frequéncia de bactérias SE-positivas € bastante alta, enquanto em
outros, somente foram isoladas cepas nao enterotoxigénicas.

Esse fato pode estar acontecendo em decorréncia da caracteristica principal
das fazendas ou criatérios de animais leiteiros para queijos artesanais do pais:
pequenas propriedades, com pequena capacidade produtiva e pouca comercializagao
dos animais, havendo pouca interagdo entre os animais de estabelecimentos e

produtores diferentes. Deste modo, em locais onde ha a presenga de S. aureus
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enterotoxigénicos a disseminacdo dessas cepas ocorre intrapropriedade, gerando
pontos focais de contaminacao.

Além dos genes relacionados as enterotoxinas, o presente estudo também
avaliou a presenca do gene tst1, codificador da toxina 1 da sindrome do choque tdxico
(TSST-1), causadora da sindrome de mesmo nome.

A toxina 1 da Sindrome do Choque Toxico € um dos principais fatores de
viruléncia encontrados S. aureus. E uma proteina de 29,1 kDa que, quando entra na
corrente sanguinea, provoca a liberagdo de fator de necrose tumoral do tipo a (TNF-
a), produgdo de interleucina 1 (IL-1) e interleucina 2 (IL-2), além da proliferacdo de
células T inespecificas, gerando diversos problemas que podem levar o paciente a
morte por choque em até 24 horas caso ndo haja tratamento rapido e adequado
(OTTO, 2014; SHAHINI SHAMS-ABADI et al., 2018).

Nenhuma das cepas avaliadas neste estudo demonstrou a presenca desse
gene, o que demonstra uma possivel seguranga dos queijos produzidos no Estado do
Ceara em relagdo a essa doenga, que pode ser fatal. A maioria dos estudos avaliados
sobre a presenca da TSST-1 em leite e derivados produzidos no Brasil, em especial
na Regido Nordeste, ndo detectaram cepas com essa caracteristica genética.

A presenca do gene tst1 em cepas de S. aureus isoladas de amostras de leite
de vacas foi identificada em um estudo de Kiibi (et al., 2018), feito na Tunisia, com
animais diagnosticados com mastite. Neste estudo, foram encontrados gendtipos de
MRSA e Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA), em que todas as
cepas mecA positivas também carregavam o gene para enterotoxina sen e o gene
blaZ, enquanto em uma das cepas MSSA foi identificada o gene fst1.

Costa (et al., 2018), porém, demonstraram que no Brasil ja ha casos de cepas
tst positivas encontradas em vacas com mastite subclinica, em uma frequéncia de
26,31%, cujo leite produzido e os alimentos derivados poderiam também estar
contaminados com esses microrganismos.

As enterotoxinas estafilocécicas e a toxina da TSST sdo pirogénicas,
consideradas superantigenos e causam efeitos intensos no hospedeiro, sendo
fundamental a pesquisa dos genes correlatos em animais e alimentos provenientes
destes animais. Além disso, uma atengao especial deve ser dada as cepas de MRSA
portadoras do gene tst1, pois, embora estudos recentes com o objetivo de se ter uma

melhor compreensdo da epidemiologia molecular e da detec¢gédo de genes de



viruléncia em isolados de MRSA portadores do gene tst1, os dados epidemioldgicos

sobre MRSA portadores desse gene no Brasil ainda sao insuficientes.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando toda a analise de resultados, bem como a interrelagdo com as
demais pesquisas no mesmo escopo e em regides e localidades diversas, percebe-
se que a presenca de patdogenos, especialmente cepas de MRSA e S. aureus
resistentes a meticilina, € uma realidade em laticinios e pequenas propriedades
produtoras de queijo de coalho e sua contaminacdo reflete na qualidade
microbiolégica do produto final, gerando risco a saude dos consumidores, que tém
neste produto um tradicional alimento de alto consumo. Porém, apesar da presenca
destas cepas, os queijos do tipo coalho produzidos no Ceara ainda estdo livres de
cepas produtoras de enterotoxinas e TSST, fazendo com que seja interessante a
pratica de medidas que controlem os processos de produgdo, com o objetivo de
impedir que esses microrganismos cheguem aos consumidores e que cepas
toxigénicas cheguem ao Estado do Ceara.

Se o0 uso de antimicrobianos permanecer sem controle em gado leiteiro, a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia antimicrobiana em alimentos pode
ser uma preocupacao particular para os produtores de alimentos e para a industria de

laticinios.
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RESUMO

Staphylococcus aureus € um microrganismo presente na microbiota humana e em
varios animais de sangue quente. Como resultado das atividades agricolas, esses
microrganismos sao frequentemente transferidos para alimentos, como leite e
produtos lacteos, o que pode levar a doengas graves de origem alimentar. Durante
décadas, diversos estudos demonstraram a capacidade desses microrganismos em
adquirir resisténcia a antimicrobianos, incluindo a meticilina, tornando-se, assim, um
grande problema de saude publica. A presente revisdo demonstrou que
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é encontrado contaminando
produtos lacteos em todo o mundo, especialmente leite de vaca e queijo, bem como
gado e trabalhadores que tém contato proximo com esses alimentos. Nos 58 estudos
utilizados nesta revisdo, muitos avaliaram quais cepas foram mais prevalentes,
mostrando a presenca das cepas ST1, ST398 e ST5 como as mais encontradas, além
de mostrar a presenga de isolados de MRSA codificando enterotoxinas, hemolisinas
e outras lexotoxinas. Esses achados demonstram que uma supervisdo rigida dos
processos de producdo na industria de laticinios é necessaria desde a fase de
producao, evitando contaminagdes e possiveis problemas para os consumidores.
PALAVRAS-CHAVE: Produtos lacteos; leite; Staphylococcus aureus meticilina
resistentes; MRSA.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a microorganism present in the microbiota of humans and
several warm-blooded animals. As a result of agricultural activities, these
microorganisms are often transferred to foods, such as milk and dairy products, which
can lead to serious foodborne iliness. For decades, several studies have demonstrated
the ability of these microorganisms to acquire resistance to antimicrobials, including
methicillin, and thus become a major public health problem. The present review
demonstrated that methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is found
contaminating dairy products worldwide, especially cow's milk and cheese, as well as
livestock and workers who have close contact with these foods. In 58 studies used in
this review, many evaluated which strains were most prevalent, showing the presence
of ST1, ST398 and ST5 strains as the most found, besides showing the presence of
MRSA isolates encoding enterotoxins, hemolysins and other lexotoxins. These
findings demonstrate that rigid supervision of production processes in the dairy
industry is necessary from the production stage, avoiding contamination and possible
problems for consumers.

KEY-WORDS: Dairy products; milk; Methicillin-resistant Staphylococcus aureus;
MRSA
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RESUMEN

Staphylococcus aureus es un microorganismo presente en la microbiota de humanos
y varios animales de sangre caliente. Como resultado de las actividades agricolas,
estos microorganismos a menudo se transfieren a los alimentos, como la leche y los
productos lacteos, lo que puede provocar enfermedades graves transmitidas por los
alimentos. Durante décadas, varios estudios han demostrado la capacidad de estos
microorganismos para adquirir resistencia a los antimicrobianos, incluida la meticilina,
y convertirse asi en un importante problema de salud publica. La presente revision
demostré que Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) contamina los
productos lacteos en todo el mundo, especialmente la leche de vaca y el queso, asi
como el ganado vy los trabajadores que tienen contacto cercano con estos alimentos.
En 58 estudios utilizados en esta revision, muchos evaluaron qué cepas eran mas
prevalentes, mostrando la presencia de las cepas ST1, ST398 y ST5 como las mas
encontradas, ademas de mostrar la presencia de aislados de MRSA que codifican
enterotoxinas, hemolisinas y otras lexotoxinas. Estos hallazgos demuestran que la
supervision rigida de los procesos de produccion en la industria lactea es necesaria
desde la etapa de produccién, evitando la contaminacién y posibles problemas para
los consumidores.

PALABRAS-CLAVE: Productos lacteos; Leche; Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina; MRSA
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INTRODUGAO

Staphylococcus aureus € um dos principais patdégenos humanos, sendo
encontrado em estreita relagdo com animais de sangue quente e, consequentemente,
nos alimentos provenientes destes animais. Nos seres humanos, este microrganismo
esta presente em diversas partes do corpo, incluindo a pele e a orofaringe, e pode ser
transferido aos alimentos, como leite e derivados, causando infecgbes (LEKE et al.,
2017).

Apesar de ser um conhecido patégeno ha bastante tempo, linhagens de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA) foram encontradas a partir da década de 80
sendo responsaveis por infeccdées nosocomiais e possuindo como caracteristica a
capacidade de resisténcia a diversos antimicrobianos, tornando-se, atualmente, um
patdgeno também mundialmente relacionado a comunidade e aos alimentos
(Stefaniet al, 2012; Andrade-Figueiredo; Leal-Balbino, 2016).

A presenca de MRSA em ambientes hospitalares € documentada ha décadas,
ja que é um ambiente propicio ao surgimento desse tipo de cepa devido a pressao
seletiva causada pela grande utilizacdo de antimicrobianos (Dodémont M, et al, 2018;
Higurashi Y, Okuzumi K., 2000). Porém, o aparecimento na comunidade e,
principalmente, em produtos alimenticios, traz uma preocupagdo a mais em como
prevenir a disseminacao deste patégeno (FELTRIN et al, 2015; PARISI et al, 2016).

Durante os processos de producdo e processamento de produtos alimenticios
de origem animal, em especial os de origem lactea, ha o contato direto entre os
animais e seres humanos, seja na alimentacédo e cuidado ao animal, na ordenha ou
no abate, facilitando a transferéncia de microrganismos patogénicos, incluindo MRSA,
dos humanos para os animais e para os produtos derivados destes animais, que irdo
abastecer as mesas de milhares de familias (Ektik et al, 2018).

Além disso, a utilizagéo indiscriminada de antimicrobianos na pecuéria também
€ um fator importante para o surgimento de cepas multidroga resistentes em rebanhos
de todo o mundo. Essas substéncias sdo utilizadas com diversas finalidades, como
profilaxia ou tratamento de diversas doengas ou para estimular o crescimento do
animal. Vale ressaltar que, além da problematica acerca do aparecimento de cepas
resistentes, essa pratica também pode gerar residuos dos antimicrobianos utilizados
nos produtos que chegardo ao consumidor final (Hoelzer K et al., 2017; Njoga et al.,
2018).
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A caracterizagcao fenotipica dos microrganismoscomo resistentes a diversos
antimicrobianos foi, durante anos, a principal forma de se compreender como e onde
o fenbmeno da resisténcia acontecia.

Porém, apdés o advento dos estudos moleculares, outras caracteristicas
puderam ser estudadas e relacionadas a resisténcia microbiana, como a presenca de
genes codificadores de proteinas importantes nesse fendmeno. Por exemplo, para
que uma cepa de S. aureus seja considerada meticilina-resistente, dois aspectos séo
avaliados: que antimicrobianos B-lactdmicos sejam ineficazes em testes in vitro e que
esses microrganismos possuem genes ligados a resisténcia, como o mecA
(PAPADOPOQULOS et al., 2018; GIACINTI et al., 2017).

Os antimicrobianos [-lactamicos estdo entre as classes terapéuticas de maior
sucesso e mais utilizadas contra infecgbes bacterianas em todo o mundo. Dentre eles,
a meticilina, introduzida na terapéutica a partir da década de 60, foi concebida como
uma droga semissintética, com vantagens frente a benzilpenicilina, voltada ao
combate de S. aureus que ja apresentavam caracteristicas fenotipicas de resisténcia
a outros pB-lactdmicos devido a produgcdo de pB-lactamases. Essas drogas
semissintéticas possuem um radical que as protegem da acdo das B-lactamases,
porém, cerca de um ano apds sua introdugdo, as primeiras cepas resistentes a
meticilina comecgaram a ser relatadas, demonstrando a grande capacidade plastica do
genoma de S. aureus em se adaptar a presséo seletiva exercida pelos antimicrobianos
(Berglund et al., 2009; Enright et al., 2002).

Diferente das demais cepas de S. aureus, MRSA tém a capacidade de
produzirem uma proteina ligante a penicilina com baixa afinidade as penicilinas
semissintéticas (PBP2 ou PB2a), que faz com que essas cepas sejam pouco sensiveis
ao ftratamento com esses antibidticos (Ammar et al, 2016). Essa proteina é
conhecidamente codificada por um gene denominado mecA, inseridoem um elemento
genético moével de 21 a 67 kb, chamado “staphylococcalcassettechromosome”
(SCCmec), que mostrou-se extremamente capaz de ser transferido entre diferentes
cepas de S. aureus em decorréncia da presenca, também, de genes regulatorios
(mecl e mecR1), sequéncia de insergdo e genes codificadores de recombinases, que
sdo responsaveis pela excisdo e mobilidade deste elemento genético (Klibi et al.,
2018; Ammar et al, 2016; Ma, et al., 2002).
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Dentre os genes regulatérios presentes dentro do elemento genético SCCmec,
mecl é responsavel pela repressdao do gene mecA e mecR1 é responsavel pela
codificacao da proteina de transcricdo de sinal. A transcricdo de mecA ocorre quando
a proteinaMecR1 é exposta aos B-lactamicos com seu dominio extracelular de ligagcao
a penicilina, ativando seu dominio citoplasmatico na forma de uma protease. Entdo, a
proteina repressora Mecl é clivada, bloqueando a regido do operador do gene mecA
e expressando PBP2a (Lopez-Vazquez et al., 2015).

Na metade da década passada, percebeu-se que uma cepas de S. aureus
isolada de alimento apresentava, fenotipicamente, resisténcia a meticilina, porém, ao
se promover um screening genético nessa cepa, ndo se detectava nem a presenca
do conhecido gene mecA e nem de PB2a. Ao se fazer o sequenciamento do genoma
desse isolado, revelou-se que essa cepa carregava consigo um homologo do gene
mecA, conhecido como mecC, com cerca de 69% de similaridade genética a nivel de
DNA com o gene original e que codificava uma proteina ligante a penicilina com cerca
de 63% de similaridade a nivel de aminoacidos (Paterson et al., 2013).

Desta forma, percebe-se que a resisténcia apresentada por S. aureus a
diversos antimicrobianos, incluindo a meticilina, deve-se a razdes multifatoriais, onde
duas destacam-se: a producdo de B-lactamases (codificadas pelo gene blaZ), que
hidrolisa o anel B-lactamico do nucleo estrutural das penicilinas, e a alteragao do sitio
de ligacdo destes antibidticos pela producdo de proteina ligadora de penicilina
adicional, que somente esta presente em cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(Zhang et al., 2014; Lopez-Vasquez et al., 2015).

Além destes, também possui importancia varios outros genes codificadores e
reguladores, que caracterizam a viruléncia de varias cepas de S. aureus, como genes
relacionados a sindrome do choque téxico (tst), esfoliatinas (eta e etb), leucotoxinas
(lukPV, IuKED e lukM), hemolisinas (hla, hlb e hld) e toxinas relacionadas ao inibidor
da diferenciagao celular epidérmica (EDIN), que podem catalisar a ribosilagdo de ADP
da RhoGTPase, um membro da superfamilia de RassmallGTPase de células
eucariéticas (Courjon et al., 2015; Yang et al., 2015).

Varios estudos demonstram que cepas de S. aureus resistentes a meticilina ja
sdo uma realidade no ambiente agropecuario e trazem a sociedade e as autoridades
sanitarias subsidios fortes para que um maior controle e fiscalizacao dos produtos

alimenticios, desde a produgéo, seja implementado.
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Sendo assim, a presente revisdo sistematica tem como objetivo compilar as
publicacbes cientificas dos ultimo 11 anos relacionadas a presenga de MRSA em leite
e produtos lacteos, nos animais relacionados a produgdo desses alimentos, assim
como nos trabalhadores envolvidos nos processos produtivos do leite, trazendo a

comunidade cientifica fontes confiaveis e atuais relacionadas ao assunto em questao.

2. METODOLOGIA
Realizou-se uma revisao sistematica da literatura sobre Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) em leite e alimentos de origem lactea. Os métodos € a
conducao da revisdo sistematica, assim como o processo de identificagdo, selegao e
classificacado dos artigos, seguiu a Cochrane Collaboration.
2.1. Estratégia de busca para identificagdo dos artigos
Foi realizada a pesquisa em quatro grandes bases de dados, de conhecido
respaldo e renome cientifico: Biblioteca Virtual em Saude (BVS), PUBMED, SCOPUS
e Web of Science, selecionando-se artigos cientificos publicados entre janeiro de 2007
a abril de 2018, com os descritores “Staphylococcus aureus methicillin resistant”,

“milk”, “cheese”, “yogurt” e “dairy”, sem restricdo do idioma do estudo.
2.2, Critérios de inclusado e exclusao

Foram incluidos artigos com dados sobre a presenca de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina em leite e alimentos de origem lactea, além de ambiente
e animais de fazendas leiteiras, equipamentos de armazenamento e venda de leite e
trabalhadores agropecuarios diretamente ligados a produgao do leite ou criagdo dos
animais, que explicitassem no titulo do artigo os descritores “Staphylococcus
aureusmethicillinresistant” AND “milk” OR “cheese” OR “yogurt” OR “dairy”.

Os artigos que preencheram os critérios de inclusdo foram analisados na
integra para se verificar se estavam dentro do tema proposto. Foram excluidos os
artigos que nao se enquadravam no tema proposto, em que o objeto de estudo foi leite
humano, assim como short communications, revisdes e estudos cujo objetivo era

verificar sinergismo entre drogas antimicrobianas.

3. RESULTADOS
Através da pesquisa realizada nas bases de dados selecionadas, 270 artigos
cientificos foram encontrados com os descritores escolhidos. Ao se utilizar os

descritores “Staphylococcus aureus AND methicillin AND resistant AND milk”, 25, 27,
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43 e 39 artigos foram encontrados, respectivamente nas bases BVS, PubMed, Scopus
e Web of Science. Com os descritores “Staphylococcus aureus AND methicillin AND
resistant AND cheese”, 2, 2, 5 e 4 artigos, respectivamente nas mesmas bases, foram
selecionados. Ja com os descritores “Staphylococcus aureus AND methicillin AND
resistant AND dairy”, 24, 27, 39 e 33 artigos, respectivamente, foram selecionados. E,
finalmente, com os descritores “Staphylococcus aureus AND methicillin AND resistant

AND yogurt”, nenhum artigo foi selecionado (Grafico 1).

76

56

87

mBVS PUBMED SCOPUS Web of Science

Grafico 1. Numero de artigos encontrados por base de dados pesquisada no periodo entre janeiro de

2007 e abril de 2018.

Ao se verificar quais artigos estavam repetidos entre as quatro diferentes bases
de dados, foram excluidos 195 artigos, remanescendo 75 artigos. Destes, 4 artigos
foram retirados por analisarem leite humano, 3 por serem revisdes, 7 por serem short
communications, 1 por ser estudo comparativo de sinergismo de drogas e 2 artigos
por abordarem temas distintos dos propostos nesta revisdo sistematica. Ao final, um

total de 58 artigos foram incluidos nesta revisédo (Figura 1)
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Figura 1. Fluxograma representando o processo de selecdo dos estudos incluidos na revisédo

sistematica.

3.1. Descrigcao dos estudos

A compilagao relacionada aos principais aspectos de cada artigo escolhido esta
demonstrada na tabela 1. Vinte e nove paises foram incluidos nos experimentos dos
artigos pesquisados e a maioria dos estudos foi realizada na Itélia (14/58; 24,14%),
Ird (5/58; 8,62%), Alemanha (4/58; 6,90%) e Paquistao (4/58; 6,90%). Paises da
Europa foram relacionados & maioria dos estudos (32/58; 55,17%), seguidos de Asia
(18/58; 31,03%), Africa (6/58; 10,34%) e Américas (4/58; 6,90%).

Apdés a avaliagdo dos critérios de exclusao, verificou-se que os artigos
publicados nos anos de 2007 a 2009 nao se enquadravam nos objetivos desta revisao.
Deste modo, a quantidade de estudos selecionados por ano foi: 3 estudos em 2010
(3/58; 5,17%), 4 em 2011 (4/58; 6,90%), 9 em 2012 (9/58; 15,52%), 5 em 2013
(5/58;8,62%), 7 em 2014 (7/58; 12,07%), 6 em 2015 (6/58; 10,34%), 11 em 2016
(11/58; 18,97%), 9 em 2017 (9/58; 15,52%) e 4 até abril de 2018 (4/58; 6,90%), como

mostrado no grafico 2.
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Grafico 2. Numero de artigos selecionados por ano de publicagéo.

Dentre as amostras analisadas nos estudos, a maior frequéncia foi em leite de
vacas (30/58; 51,72%), seguida de queijo (17/58; 29,31%), gado (13/58; 22,41%),
humanas (13/58; 22,41%) e tanques de armazenamento de leite (11/58; 18,97%).
Mais de um tipo de amostra foi estudado em diversos artigos, fazendo com que o
mesmo artigo possa entrar na porcentagem de mais de um tipo de amostra. Sete tipos
diferentes de metodologias foram utilizadas para avaliar o perfil de resisténcia das
cepas MRSA encontradas, sendo a mais utilizada disco-difusdo (32/58; 55,17%),
seguida por microdiluicdo em caldo (10/58; 17,24%); difusdo em agar (2/58; 3,45%), E-
test(2/58; 3,45%), agar seletivo (2/58; 3,45%), D-test (1/58; 1,72%) e Vytek (1/58;
1,72%). Testes moleculares foram utilizados em 54 (93,10%) dos 58 artigos
selecionados.

As linhagens mais prevalentemente encontradas através da técnica Multi locus
sequence typing (MLST) foram ST1 (10/58; 17,24%), ST398 (9/58; 15,52%), ST5
(7/58; 12,07%), ST8 (4/58; 6,90%) e ST97 (4/58; 6,90%), podendo mais de uma
linhagem aparecer por artigo, assim como o SCCmectype, em que o tipo IV foi o0 mais
prevalente (17/58; 29,31%), seguido por tipo V (15/58; 25,86%), Il (4/58; 6,90%), IlI
(4/58; 6,90%), XI (2/58; 3,45%) e | (1/58; 1,72%). Além disso, a presenca do gene
mecC foi identificada em 4 (6,90%) artigos.

A tipagem molecular para staphylococcal protein A (spa) também foi estudada
em alguns artigos desta revisdo. Dentre os tipos mais comumente presentes, t127
(13/58; 22,41%) foi o mais encontrado, aparecendo na Itdlia (n=10), Brasil (n=1),
Grécia (n=1) e Uganda (n=1). Em seguida, o tipo t11 (8/58; 13,79%), que foi



117

encontrado em estudo na ltalia (n=3), Alemanha (n=2), Holanda (n=2) e Bélgica (n=1).
Como os terceiros mais prevalentes, temos quatro tipos diferentes: t34, 1108, t899 e
t1730 (4/58; 6,90%). O tipo t34 foi encontrado na Alemanha (n=2), Italia (n=1) e
Holanda (n=1), enquanto t108 estava presente na Holanda (n=2), Bélgica (n=1) e Gra-
Bretanha (n=1). Os dois ultimos tipos, t899 e t1730 foram encontrados somente na
Italia (n=4).

O gene codificador da Proteina de Panton-Valentine foi encontrado em isolados
de 3 estudos (3/58; 5,17%), assim como outros genes codificadores que também
foram encontrados, como genes de enterotoxinas (15/58; 25,86%), hemolisinas (3/58;
5,17%), outras leucotoxinas (3/58; 5,17%) e toxina da sindrome do choque tdxico
(1/58; 1,72%).
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MRSA
Referenc . MLST ou
Country Samples Method isolates Comments spa type
e n) MLVA (n)
A hAI_ ng rr?llktfrorr]n COWS, Susceptibility test Genes encoding a-hemolysin (h/a) and
shmawy Egypt amietta cheese, by DD; Typing by 414 staphylococcal enterotoxins (sea, seb, UNVALUED UNVALUED
etal., Kareish cheese, ice i ;
2016 cream and yogurt. MT sec) were detected in all isolates.
Ammar et Milk from healthy Susceptibility test The study found genes encoding
Al 901A Egypt cows, cows with by DD and D-test; 20 virulence factors such as blaZ and tetK, UNVALUED UNVALUED
mastitis and beef. Typing by MT in addition to mecA.
Suscentibility test 71.5% of the milk isolates were medium
Antoci et Dairy cows, humans P -y producers of biofilm, 28.5% were poor
al., 2013 Italy and bulk tank milk by DD; Typing by 344 biofilm producers and two milk isolates UNVALUED UNVALUED
MT were positive for the gene encoding
toxic shock syndrome toxin.
Aqib et ) . Susceptibility test . i,
q Pakistan Milk of cows and by SM: Typing by 306 All MRSA strains were positive for UNVALUED UNVALUED
al., 2017 buffaloes. MT mecA gene.
When compared to MRSA detection
Aqib et . Raw milk from cows . methods, there was a discrepancy of
Pakist . "
al., 2018 axistan with mastitis. Typing by MT 306 17.97% between disc-diffusion and UNVALUED UNVALUED
mecA detection methods.
Arefi et | White cheese and Susceptibility test All MRSA strains were positive for
ran : i
al, 2014 fota cheese by DD,,\';}I/_plng by 8 mecA gene. UNVALUED UNVALUED
mecA+: 2112, 1127,
Asiimwe Milk from cows, Susceptibility test Of the 23 MRSA isolates, 21 (91.3%) ST1, ST97, gggggt;?gg g??g
etal., Uganda ghee butter and by DD and E-test; 23 were SCCmec type V. Only five isolates ST121, ST88, mecA-' 1 39’8 t380’
2017 fermented milk Typing by MT showed the virulence gene of PVL. ST97, 7753 t.1 236 t’1010’3;
1186, t3992
Azeez et _ Milk of cows ?nd Susceptibility test
al., 2013 Pakistan buffaloes with by DD and SM 17 UNVALUED UNVALUED UNVALUED

mastitis.
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Bao et
al., 2016

Bardiau

et al.,
2013

Basanisi
etal.,
2017

Benedetti

et al.,
2010

Carfora et
al., 2016

Caruso et
al., 2016

Chaalal
et al.,
2014

Chu et
al., 2012

Pakistan Milk of cows.

Raw milk from cows

Belgium with mastitis.

Milk and dairy

ltaly products.

Italy Milk of cows.

Sheep at the end of
lactation, dry sheep,
lambs less than 6
months of age and
human samples of
workers.

Bulk tank of sheep
and goat's milk and
nasal swabs of farm
workers

Italy

Italy

Milk of cows,

Algeria chicken and beef.

Goats and farm

Taiwan .
environment.

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test

by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Typing by MT

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
Biochemistry
Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

19

40

55

11

Eighteen strains of S. aureus contained
the mecA gene, but only five were
characterized as MRSA. The
staphylococcal enterotoxin "a" (sea)
gene was detected in 18 strains.
The identification of SCCmec types
identified two types of cassettes: 15
SCCmec type V isolates and 4
SCCmec type IV isolates.

All isolates harbored SCCmec type V or
IV. Three isolates contained one or
more enterotoxin encoding genes. Half
of the isolates contained coding genes
for PVL.

Four MRSA were enterotoxigenic and

all isolates belonged to SCCmec type
IVorV.

All isolates suspected of MRSA were
positive for mecA and blaZ genes, but
negative for mecC gene.

The SCCmec typing revealed SCCmec
type IV or V in all MRSA isolates.

UNVALUED

Of the nine enterotoxin genes
examined, only sec and see were
identified. PCR amplification of 11

MRSA isolates identified SCCmec type

UNVALUED

ST398 (18) e
ST8 (1)

ST398 (10

ST1(2)e ST5
(1)

)

ST152 %27;,

ST398 (9),
ST1 (3),
ST152 (1),
ST1476 (1)

ST1 (10)

ST398 (4) e
ST1 (1)

UNVALUED

ST59

UNVALUED

(ST8) - t008 e (ST398) -
t567, t108, t011

(ST152) - t355, (ST398)
- 1899, t108, (ST1)-
t127, (ST5) - 1688

(ST398) - 1899, 1034,
t1939; (ST1) - t127;
(ST152) - t355;
(ST1476) - t1730

(ST1)-t127

(ST398) - t1255 e (ST1)
- 1127

UNVALUED

UNVALUED
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Cortimigli
aetal,
2016

Ektik et
al., 2017

Feltrin et
al., 2015

Feller et
al., 2012

Friedrich
et al.,
2011

Ganai et

al., 2016

Italy

Turkey

Italy,

German
y and
Spain

Netherla
nds

German

India

Bulk tank milk

Milk of cows, white
cheeses, kashar,
tulum, sepet, mihalic
and curd, butter and
yogurt.

Cattle, pigs and
humans.

Milk of cows, cows,
calves, environment
dust for raising pigs
and calves, dogs,
horses, sheep and
humans.

Milk of cows.
Raw milk from cows,

buffaloes and goats
with mastitis.

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Typing by MT

Typing by MT

32

40

125

[II'in nine isolates and SCCmec type Il
in two isolates.

The MLST showed that the majority
(28/32) of the isolates belonged to the
typical strains associated with cattle:
ST398, ST97 and ST1. All strains
harbor SCCmec type IV or V cassettes.

Seventeen isolates were confirmed as

S. aureus by detection of the nuc gene
and one as MRSA carrying the mecA

gene.

All isolates showed SCCmec type V or

SCCmec type lll and were positive for
leukotoxin and hemolysin encoding
genes.

The SCCmec typing revealed SCCmec
type IV in 48 isolates and SCCmec type
Vin 67 isolates.

UNVALUED

UNVALUED

ST398 (14),

ST97 (7), ST1

(7), ST5 (2),
ST461 (1),
ST3211 (1)

UNVALUED

ST97 (41),
ST71 (3),
ST352 (3)

ST398 (125)

UNVALUED

UNVALUED

(ST398) - 1899, 1034,
t011, t108; (ST97) -
11730, t4795, 12421,
t9295; (ST1) - t127;
(ST5) - t535, t548;
(ST461) - 1688;
(ST3211) - t309

UNVALUED

(ST97) - 4795, 11730,
11236, 12112, 1267,
t345,t3992, 15487 e
t426; (ST71) - t524;
(ST352) - t359 e 1267

t011, 1108, t034, t184,
12287, 1567, 11451,
13934

UNVALUED

UNVALUED
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Giacinti et
al., 2017

Gonzalez

etal.,
2017

Haran et
al., 2012

Hata et
al., 2010

Klibi et
al., 2018

Kreausuk

onetal.,
2012

Limetal.,
2013

Italy

Brazil

USA

Japan

Tunisia

German

South
Korea

Sheep milk storage
tanks

Minas Frescal

cheese

Bulk tank milk

Milk of cows.

Raw milk from cows
with mastitis.

Bulk tank milk.

Milk of cows,
agricultural
environment and
farmers.

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT
Susceptibility test

by BM; Typing by
MT

Typing by MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test

by BM; Typing by
MT

Typing by MT

One MRSA isolate was positive for
mecA and another for mecC. The mecC
positive isolate did not show any
enteroxin encoding genes, whereas the
mecA positive showed the seh gene.

All MRSA strains were positive for the
mecA gene and two of them carried
enterotoxin genes.

Seven S. aureus isolates, including two
MRSA isolates, produced
staphylococcal B, C, D and E
enterotoxins in overnight cultures.

The SCCmec typing revealed SCCmec
type Il in all MRSA isolates.

All MRSA strains were positive for
mecA and blaZ genes and carried the

enterotoxin sen gene. Four isolates of
Methicillin-susceptible Staphylococcus

aureus (MSSA) contained the toxin 1
gene of toxic shock syndrome (tst).
Thirty-three isolates contained SCCmec
type V, while 2 isolates carried type IlI
and 1 type IVa. However, the

microarray confirmed the presence of
ccrC gene and the absence of ccrA3
and ccrB3 in the two strains that were
attributed to SCCmec type lll. This
indicates that they are V type variants.

All isolates were classified as PVL
negative.

ST1 (1)e
ST130 (1)

ST72(3), ST5
(2),8T1(1)e
ST4304 (1)

ST5(1)e ST8
(1)

CC5, ST5

(MRSA)

ST4120 (2) e
ST4114 (1)

CC398 (36)

ST72 (42)

(ST1) - 127 e (ST130) -
t843

(ST72) - 12703, UN;
(ST5) - t568, UN; (ST1) -
t127, (ST4304) - UN

(ST5) - cepa
desconhecida e (ST8) -
t121

t001, t002 e t375
(MRSA)

(ST4120) - 267 e
(ST4114) - 110381

t011, t034

(ST72) - 324
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Locatelli
etal.,
2017

Lopez-
Vazquez
etal.,
2015

Luini et
al., 2015

Macori et
al., 2017

Mausam
etal.,
2016

Mirzaei et

al., 2011

Mirzaei et
al., 2012

Mirzaei et
al., 2012

Mohamm
edetal.,
2018

Italy

Mexico

Italy

Italy

India

Iran

Iran

Iran

Tanzani
a

Milk and nasal
swabs from cows,

nasal swabs of pigs

and humans and

environmental dust.

Milk of cows.

Milk of cows.

Sheep dairy farms
with artisanal dairy

facilities with a
history of MRSA
presence.

Milk of cows.

Raw milk,

pasteurized milk, ice
cream and cheeses.

Raw milk,
Pasteurized milk
from cows and ice
cream.

White cheese and
butter.

Milk of cows.

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Typing by MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Typing by MT

Susceptibility test

by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT
Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

36

15

27

44

20

11

Most of the isolates were negative for
enterotoxin genes and positive to fmtb
gene, with exception of ten CC97
isolates. All isolates were positive for
IukE and cna genes.

The blaZ gene was identified in 38
isolates (44.7%). Four isolates of
Staphylococcus aureus harbored mecA
gene. One of these was positive for
mecl and mecR1 genes.
Fifteen strains carried mecA, but none
was positive for mecC. The SCCmec
cassettes were classified as type IV,
type V or type IV/V.

Forty-one isolates tested positive for at
least one staphylococcal enterotoxin
gene. The PVL exotoxin gene was
detected in a MRSA strain isolated from
bulk tank milk, which tested negative for
SE genes.

All MRSA strains were positive for
mecA gene.

All MRSA strains were positive for

mecA gene.

A total of 69 isolates were positive for

the nuc gene and of these, 20 isolates
showed the mecA gene.

From a total of 30 isolates containing
the nuc gene, eleven presented the
mecA gene.

Only 1 positive strain of mecA was
considered typifiable and belonged to
spa type t2603.

CC398 (30),
CC97 (24) e
CC1(9)

UNVALUED

CC398 (10),
CC97 (2), CC1
(2), CC8( 1)

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

(CC398) - 1899, t011;
(CC97) - t1730, t4798;
(CC1) - 127, t321

UNVALUED

(CC398) - t899, t14644;
(CC97) - t1730; (CC1) -
t127; (CC8) - t3092

1127, 12678, 1044, 11166,
t1773

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

t2603
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Nusrat et
al., 2015

Oliveira
et al.,
2016

Pamuk et
al., 2012

Papadop
oulos et
al., 2018

Parisi et
al., 2016

Paterson
et al.,
2014

Banglad Raw milk from cows
esh and cheeses.
Milk of cows and
Brazil swabs of hands of
milkers.
Cheeses with aged
skin, cream of
Turkey buffaloes milk and
milk of buffaloes
Milk storage tank for
cows, sheep and
goats, dairy products
Greece (cheese, yogurt and
butter), humans,
cows, sheep, goats
and equipment.
Italy Bulk tank milk
Great Bulk tank milk
Britain

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test

by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by AD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

10

22

11

12

11

UNVALUED

Of the 104 isolates tested for blaZ gene,
23 were positive. In 16 strains, seven
positive isolates were found for mecA

and blaZ, 10 positive for mecA, but
negative for blaZ, two positive for blaZ,
but negative for mecA and four did not
carry any of them.

All MRSA strains were positive for
mecA gene.

All MRSA strains were positive for
mecA gene.

All isolates were negative for PVL and
positive for icaA. Fifty-eight percent of
the strains showed enterotoxin
encoding genes.

All ten mecC-positive MRSA were
negative in slide agglutination and in
three commercially available assays for

detection of penicillin binding protein 2a.

UNVALUED

ST97 (4),
ST126 (3),
ST6 (1), ST1
(1), ST1583
(1), ST5 (1),
ST83 (1),
ST1622 (1),
ST1623 (1),
ST1624 (1) e
ST1625 (1)

UNVALUED

UNVALUED

ST1 (3), ST8
(2), ST398 (2),
ST5 (1), ST45
(1), ST71 (1),
ST88 (1),
ST2781 (1)

mecC-
positivos:
ST425 (7);
CC130 -
ST2573 (2);

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

t127, 13586, t1773,
t4038

(ST1)-t174,t127; (ST8)
- unknown, (ST398) -
899, t011; (ST5) - t688;
(ST45) - t015; (ST71) -
t524; (ST88) - t786;
(ST2781)-t1730

(ST425) - 16292, 1742 e
t6300; (ST130) - t843;
(ST2573) - t843.
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Ponnusa
my et al.,
2015

Riva et
al., 2015

Ronco et
al., 2017

Salehi et
al., 2012

Schlotter
etal.,
2014

Song et
al., 2016

India

Italy

Denmar

Iran

German

South
Korea

Milk cow's eyes with
bilateral corneal
ulceration, lymph

node enlargement
and bruxism

Bulk tank milk and
milk vending
machines

Dairy cow with
mastitis.

Raw milk from cows,
cheese and ice
cream.

Milk of Simmental
cows, heifers, bulls,
calves and humans.

Raw milk from cows
with mastitis.

Susceptibility test
by DD

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Typing by MT

Identification by
Biochemistry

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

18

23

UNVALUED

Characterization of the SCCmec genes
showed that the strains harbored
SCCmec |, II, IV or V type cassettes.
Sixteen isolates had at least one
staphylococcal enterotoxin encoding
gene.

The mecA gene and a wide range of
other resistance genes (blaZ, ermB,
InuB, norA, tetK and tetM) were found.

UNVALUED

All MRSA isolates were assigned to
CC130, agr group Il and had capsule
type 8. All 18 isolates were negative for
mecA but harbored mecC and the B-
lactamase gene associated with blaZ-
SCCmec XI. All isolates harbored the
hig locus (hlgA, lukF/S) and leukocidin
lukD gene homologue, whereas IukE
showed variable, weak or negative
results.

All MRSA isolates were positive for
staphylococcal enterotoxin genes. The
SCCmec typing revealed SCCmec type

IV and type Il in isolates found.

mecA-positivo:

ST398

UNVALUED

UNVALUED

ST398

UNVALUED

CC130

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

1324, 1148, 1002
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Spohr et
al., 2011

Tu"rkyllm
azetal.,
2010

Unnersta
detal,
2013

van

Duijkeren
et al.,
2014

Visciano
etal.,
2014

Vyletélov

aetal.,
2011

Zhang et
al., 2014

Bulk tank milk, nasal
swabs of workers

German and livestock and
swine environments.
Turkey Milk of cows.
Sweden Milk of cows.
Skin between the
Ner:r;zrla udder and the hind

paw of cow

Bulk milk from cows,
environmental dust

Italy and conjunctival and
nasal swabs from

dairy farm workers.

Czech Milk from Dutch
Republi cows, goats and
c and sheep and human
Slovakia swab.
Confirmed
China staphylococcal food

poisoning and milk
from cows with
mastitis.

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by AD; Typing by
MT

Susceptibility test
by BM; Typing by
MT

Typing by MT

Susceptibility test
by DD; Typing by
MT

Susceptibility test

by DD; Typing by
MT

Susceptibility test
by E-test; Typing
by MT

38

16

58

16

23

41

All isolates that were evaluated for
SCCmec typing were identified as type
V.

All strains resistant to tetracycline and
gentamicin contained the gene tetM and
aac(6)-aph(2), respectively. Among the
macrolide-resistant isolates, nine were
positive to ermA and seven to ermA and

ermB genes.

In four of the isolates, mecC gene was
detected.

All MRSA isolates belonging to the
cattle-associated CC398 complex were
PVL-negative and spa type t011 was
predominant.

Five MRSA strains were positive for
mecA gene.

Positive results from the presence of
mecA gene and negative results from
presence of any other genes analyzed

(PVL, tst) were identical in all strains
tested and SCCmec was classified as

type IV or V.

95.1% of isolates were positive for, at
least, one staphylococcal enterotoxin
gene.

UNVALUED

ST8 (1) e
ST239 (2)

ST130 (3) e
ST425 (1)

MT0398-
MC0398 (11),
MTO0572-
MC0398 (1),
MTO0567-
MC0398 (3) e
MT0564-
MC0398 (1)

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED

t011 e t034

(ST8) -t190 e ST239 -
t030

(ST130)-t524 e
(ST425) - 19111

(MT0398-MC0398) - t11,
(MT0572-MC0398) -
t108, (MT0567-MC0398)
- 1567, t588, (MT0564-
MCO0398) - t1457

UNVALUED

UNVALUED

UNVALUED
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. . Susceptibility test .
Zutic et Serbia Raw mllk fronj.cows by Vytek2: Typing 12 All isolates showed MRSA SCCmec UNVALUED UNVALUED
al., 2012 with mastitis. by MT type IV or V.




4. DISCUSSAO

O leite € um dos alimentos mais antigos da humanidade e suas multiplas formas
de transformacéao o fizeram um ingrediente extremamente versatil para diversas culturas.
Dentre elas, destaca-se a cultura italiana, onde a preparagdo de massas a base de leite,
farinha, ovos e fermento se tornou tdo popular que se disseminou pelo mundo.
Provavelmente, por esse motivo, a grande maioria dos estudos encontrados,
relacionados a presenca de MRSA em leite e produtos lacteos, tenha sido nesse pais,
com 24,14% das publicagdes. Durante o periodo avaliado nesta revisédo, percebe-se que
a quantidade de estudos relacionados a MRSA e produtos lacteos vem aumentando, o
que demonstra a crescente importancia do tema tanto para a comunidade cientifica
quanto para as autoridades ligadas a agropecuaria e a saude publica.

A criacdo extensiva e intensiva de gado em grandes fazendas produtoras, seja de
gado leiteiro ou de corte, deixou de ser somente por monocultura e passou a compatrtilhar
espacos com outros tipos de criagdes, como de suinos, caprinos e ovinos. Deste modo,
o surgimento de linhagens MRSA em animais que anteriormente ndo eram comuns, esta
se tornando usual (Spohr et al., 2011; Feltrin et al., 2015; Papadopoulos et al., 2018).
Essa transferéncia de microrganismos entre as diversas culturas dos processos
produtivos pode favorecer o aparecimento de cepas resistentes, ja que podem ocorrer
fendbmenos de troca de informagbes genéticas entre 0s novos microrganismos e a
microbiota residente.

A presenga do gene mecA, assim como do gene mecC, é uma caracteristica
importante para a definicdo de uma cepa de S. aureus ser considerada resistente a
meticilina. Esse gene é o responsavel pela expressao de proteina ligante a penicilina
com baixa afinidade as penicilinas semissintéticas como a meticilina e esta localizado
dentro de um elemento genético chamado SCCmec, que pode ser subdivido em tipos
que variam de | a XI(Riva et al., 2015; Klibi et al., 2018).

Vérios estudos demonstram que o tipo de elemento genético SCCmec ¢é
importante para a resisténcia microbiana demonstrada pelos isolados MRSA. Em alguns,
foi constatado que SCCmec tipos I, IV, V VI e VIl usualmente favoreciam a resisténcia
das cepas somente aos antibidticos B-lactdmicos, enquanto os tipos Il e Il eram
caracteristicos de cepas multirresistentes, em decorréncia de plasmidios e transposons
contendo genes de resisténcia que se integravam ao SCCmec (De Lencastre et al, 2007;
McKay, 2008).



Alguns dos estudos incluidos nessa revisao sistematica corroboram esse achado,
relacionando, principalmente, os tipos SCCmec IV e V a resisténcia aos B-lactamicos
(Vyletélova et al., 2011; Chu et al., 2012; Asiimwe et al., 2017). Porém, em outros
estudos, o tipo de cassete nao influenciou de forma crucial a caracterizacéo do perfil de
resisténcia, demonstrando que esse fator é multifatorial e que ndo ha como levar
somente essa caracteristica em consideracgdo. (Zutic et al., 2012; Cortimiglia et al., 2016;
Song et al., 2016). Sendo assim, os resultados dos estudos levam a crer que relacionar
a resisténcia as penicilinas e cefalosporinas € algo que deve ser feito apds testes
complementares, como estudos de sensibilidade in vitro, presenca de proteina ligante a
penicilina de baixa afinidade, além de métodos moleculares de expressao génica.

Em paises comoltélia, Brasil e Uganda, a linhagem ST1, mais prevalente dentre
as citadas nos estudos desta revisdo, vem sendo encontrada principalmente em
humanos e tanques de armazenamento de leite de gado (e alimentos lacteos), sendo
responsavel por muitos casos de mastite em vacas leiteiras e, esporadicamente,
apresentando-se como contaminantes em amostras de leite de cabras (Carfora et al.,
2016; Cortimiglia et al., 2016).

Cepas desta linhagem, encontradas em muitos estudos que as relacionam com
contaminacdo animal, sdo conhecidamente causas de infecgdes nosocomiais
importantes, causadas, muitas vezes, pela produgao de biofilmes em dispositivos médico-
hospitalares como cateteres.Essa producdo esta diretamente associada a disfuncédo do
gene agr (accessory gene regulator), presente no locus génico de mesmo nome, e
importante na regulagdo da formacdo, desenvolvimento e quorum sensing destes
biofilmes e outros fatores de viruléncia. Sendo assim, sugere-se que estratégias
terapéuticas moleculares de inativacao deste gene nao teriam a eficacia desejada, pois
a disfuncao deste gene estimula a producao do biofilme (Archer et al., 2011; Ferreira et
al., 2013)

S. aureus ST1, assim como ST5, também foram relacionados com a produgao de
enterotoxinas estafilocécicas em intoxicagdes alimentares (Fetsch et al.,, 2014). Essas
toxinas (Staphylococcaltoxins — SE) sao codificadas por genes ja conhecidos (sea, seb,
sec, see, seh, sek, dentre outros) e possuem papel importante na patogénese das
intoxicagdes alimentares, ja que possuem estabilidade térmica, requerendo temperatura
em torno de 100 °C por 5-10 minutos para sua inativagdo, e resisténcia a enzimas

proteoliticas (Gonzalez et al., 2017).



Essas enterotoxinas estafilococicas sado produzidas majoritariamente por
Staphylococcus coagulase-positivo. Em decorréncia a resisténcia térmica, essas toxinas
tornam-se importantes fatores nas doencgas transmitidas por leite cru e produtos lacteos
nao pasteurizados, ja que, na maioria dos casos, a pasteurizacdo é suficiente somente
para eliminar os microrganismos produtores, sem eficientemente inativar as
enterotoxinas. Dentre as enterotoxinas estafilocécicas, a do tipo C € a mais comumente
produzida por S. aureus isolados de animais produtores de leite (Zhang et al., 2014; Riva
et al., 2015; Al-Ashmawy et al., 2016).

Estudos relacionados a contaminagdo por MRSA em leite, produtos lacteos,
animais produtores e equipamentos envolvidos no processo produtivo, mostram que a
presenca de cepas SE-positivas € comum em ambientes como esses em diversos paises
do mundo, como Taiwan (Chu et al., 2012),China (Zhang et al., 2014), Italia (Riva et al.,
2015), Paquistéo (Bao et al., 2016) e Brasil (Gonzalez et al., 2017). A presenca dessas
cepas pode ser extremamente preocupante em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, onde problemas relacionados a higiene dos alimentos ainda fazem parte do
cotidiano da populagéo.

Também presente na Itdlia, no Brasil e em Uganda, a linhagem ST97, encontrada
em diversos estudos, esta tipicamente relacionada a rebanhos de gado e suinos, sendo
um importante agente contaminante de alimentos de origem. Essa linhagem ja
demonstrou ser bastante heterogénea no que se refere a resisténcia microbiana, sendo
relacionada a multidroga resisténcia (Feltrin et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Cortimiglia
et al., 2016; Asiimwe et al.2017).

O segundo tipo de cepa mais prevalente, ST398, notadamente € um agente
infeccioso relacionado ao ambiente agropecuario. Porém, esta cada vez mais
frequentemente sendo causadora de infecgdes humanas (Larsen et al., 2015).
Encontrada em vacas leiteiras com mastite, seus leites e produtos lacteos, além de
tanques de armazenamento, o carreamento desse microrganismo através de produtos
alimentares para seres humanos pode ser fator fundamental para o incremento dessas
infeccdoes (Benedettiet al., 2010; Feller et al., 2012; Bardiau et al., 2013; Parisi et al.,
2016).

Todos os isolados MRSA que Kilibi et al. (2018) encontraram em amostras de leite
de vacas com mastite foram considerados agr-type |, que possuem grande capacidade

de invasao em células epiteliais e conseguem persistir em glandulas mamarias, fato esse



que sugere que esse tipo de isolado seja o principal causador de mastite bovina clinica
ou subclinica e tendo outros subtipos relacionados a infec¢gdes humanas (Antoci et al.,
2013).

Outro locus envolvido na formacgao de biofilmes por cepas de S. aureus é o de
adeséo intercelular (ica), em que seus genes e produtos tém, em sua regulacao, a forte
acdo de componentes ambientais como o crescimento anaerdbio (comum no
microambiente do biofilme), presenca de compostos como glicose e etanol,
osmolaridade, temperatura e presenca de antibiéticos, como a tetraciclina (Fitzpatrick et
al., 2005; Archer et al., 2011).

Para diversas finalidades, a utilizagao de antimicrobianos na criacdo extensiva de
gado, seja de corte ou leiteiro, j& demonstrou haver consequéncias relacionadas a
resisténcia bacteriana e a tetraciclina e seus derivados estdo entre os antimicrobianos
mais utilizados (Katakweba et al., 2012; Van Boeckel et al., 2015). Sendo assim, pode-
se sugerir um favorecimento a producdo de biofilmes por cepas de S. aureus ica-
positivas em fazendas de gado cuja utilizagdo irresponsavel de antimicrobianos, como a
tetraciclina, € uma pratica usual.

Em um estudo realizado na Itadlia, com amostragem de tanques de
armazenamento de leite, Parisi et al. (2016) encontraram, dentre 365 isolados de S.
aureus, 12 cepas resistentes a meticilina positivas para o gene icaA, porém, negativas
para a producdo de uma importante citotoxina chamada leucocidinaPanton-Valentine
(PVL), associada a necrose tecidual e destruicdo leucocitaria pela formagao de poros na
membrana citoplasmatica, codificada pelos genes lukF-PV e IukS-PV (Loffler et al.,
2010). Dentre os estudos avaliados, a presenca de isolados MRSA PVL-positivos foi
relatada somente em trés artigos (3/58; 5,17%), demonstrando que essa caracteristica
nao é muito comum em cepas relacionadas a produgao leiteira e de produtos correlatos.
O estudo desenvolvido por Basanisi et al. (2017) foi o que encontrou um maior percentual
de cepas PVL-positivas dentre os isolados analisados, cerca de 50%, sendo esses todos
pertencentes a linhagem ST152.

Segundo Benedetti et al. (2010), o gendtipo ST152 é associado a infecgdes
humanas, assim como varios outros gendtipos bastante encontrados nos mais diversos
processos infecciosos. Dentre esses genotipos, temos, além do ST152 e ST1, 0 ST72 e
ST5, estando, este ultimo, também relacionado a rebanhos suinos e bovinos, possuindo

a capacidade, segundo Hau et al. (2018), de aderir in vitro aos queratinécitos humanos.



As informacgdes ja conhecidas acerca das linhagens relacionadas aos produtos
lacteos mostram que elas possuem caracteristicas bem definidas relacionadas a forma
de contaminacao dos produtos, as interacdes com os seres humanos nas infecgdes
causadas por elas, a produgdo de toxinas e também em quais tipos de alimentos e
animais cada uma delas é mais prevalente. Essas informa¢des sdo de grande valia no

controle das contaminagdes e infecgdes causadas por MRSA.

. CONCLUSAO

Sendo assim, ao se verificar a presenca de cepas comumente relacionadas aos
animais produtores de leite em seres humanos, causando infecgdes, deve-se perceber
que, cada vez mais, sao necessarias medidas sanitarias urgentes para garantir que os
produtos lacteos que chegam a mesa da populagdo ndo sejam transmissores dos

agentes etioldgicos desses processos infecciosos.
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Abstract

The experiments reported in this research communication analysed the presence of
methicil- lin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in 112 samples of ‘coalho’ cheese,
from 56 dairy producing farms in 28 cities in all mesoregions of the State of Ceard, Brazil.
To assess anti- microbial resistance we also examined the presence of genes encoding
enterotoxins and toxic shock syndrome toxin, as well as the presence of the blaZ gene for
B-lactamases, and resistance to oxacillin. The research found 69 isolates of S. aureus,
of which 13.04% had the mecA gene encoding the penicillin-binding protein, which
confers resistance to methicil- lin, in cheese samples from 6 different cities. This included
the state capital, Fortaleza, which had the largest prevalence (23.19%) of mecA positive
isolates. It was also found that 55.07% of the isolates of S. aureus had the blaZ gene, and
7.25% demonstrated resistance to oxacillin inthe plate disc diffusion tests. We did
not show the presence of isolates carrying toxigenicgenes. The findings suggest that
strict supervision of production processes in the dairy indus- try is necessary in all
production scale processes, thus preventing contamination and possible problems for
consumers.

Staphylococcus aureus is one of the main human pathogens, being found in close
relationship with warm-blooded animals and, consequently, in the food that comes from
these animals (Costa et al., 2018). Although S. aureus has been a known pathogen for a
long time, isolatesof methicillin-resistant S. aureus (MRSA) have been found since the
1980s, being responsible for hospital-acquired infections and showing the capacity to
resist various antimicrobials. Currently, it has become a worldwide pathogen related to
the community and food transmis- sion (Gonzalez et al, 2017). The antimicrobial
resistance capacity of S. aureus is the result of several factors, which include the
production of B-lactamases (encoded by the blaZ gene) and alteration of the binding site
for B-lactam antibiotics due to the production of an additional penicillin-binding protein
present in methicillin-resistant strains of S. aureus (Song et al.,, 2016; Chen et al.,, 2017).
Some studies demonstrate that methicillin-resistant strains of S. aur- eus are already a
reality in the agricultural environment, especially on farms that produce dairyproducts,
such as cheese, including the rennet type. This resistance characteristic may be the
result of the presence of a gene called mecA in these microorganisms (Aragao et al.,
2019).

‘Coalho’ cheese is a dairy food typically consumed in the Northeast region of Brazil,
obtained through the coagulation of milk using rennet or other coagulating enzymes,
with or without the presence of the appropriate lactic bacteria, and it is a product of
medium to high humidity, with fat content ranging from 35 to 60% of its solid mass. Its
production gen- erally occurs in small and medium rural properties belonging to dairy
producers, with low useof technologies and herds that comprise few animals (Brazil,
2003; Soares et al., 2017).

Material and methods
Sampling

Samples of artisanal rennet cheese produced with raw milk were collected in small and
medium-sized properties that produce cheese and dairy products in 28 municipalities of
the state of Ceara, which were equally divided into the seven mesoregions of the State
(Metropolitan Region of Fortaleza, North, Northwest, South, South-Central, ‘Sertées’ and
‘Jaguaribe’ regions) and randomly chosen, comprising 4 municipalities per mesoregion,
as shown in Fig. 1. The collections took place between the months of March and
December 2018, and two dairy producers were chosen in each municipality
participating in the research,from which two samples were collected per dairy, totalling
56 dairy products and 112 samples.
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Fig. 1. Map of Brazil, showing the location of the State of Ceara, with the distribution of the cities where the artisanal ‘coalho’ cheese samples were collected. PE,
Pernambuco; PI, Piaui; PB, Paraiba; RN, Rio Grande do Norte. Adapted from Brazil Ceara location map, available at: https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:

Brazil_Ceara_location_map.svg. Accessed on 27 July 2020.

The samples acquired weighed about 500 g and were
immediatelypackaged in sealed sterile plastic bags, identified,
stored under refrigeration in isothermal boxes containing ice,
and sent to the Applied Microbiology Research Laboratory of
the Federal University of Ceara for microbiological and
molecular analyses.

Isolation of S. aureus

For the isolation and identification of S. aureus, the
methodology recommended by the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply of Brazil was used. The calculation for
counting the colony-forming units (CFUs) was performed
through the obser- vation of the number of typical and
atypical colonies of the micro- organism. The dilution
inoculated into the culture medium used was produced using
25 + 0.2 g of the sample in 225 ml of 0.1% peptone salt
solution, obtaining a 107! dilution and, from this one, serial
dilutions up to 1 x 10-5> were performed. The percent- age of
confirmed colonies and other information regarding the
methodology are detailed in the online Supplementary File.
In total, 306 typical colonies and 154 atypical colonies were
selected, and the typical colonies were submitted to Gram
stain for mor- photintorial characterization.

S. aureus identification

All typical S. aureus colonies were submitted to DNA
extraction and a specific region of nuc gene was amplified
to confirm the

S. aureus species, according to Kateete et al. (2010). Genomic
DNA extraction was performed using a QlIAamp DNA mini-Kit
(Qiagen, Hiden, Germany), strictly following the
manufacturer’s guidelines, adding the Tris-EDTA and Triton
X lysis buffer, 10 mg/ml lysostaphin, and 20 mg lysozyme/ml.
The extracted DNA was stored in a freezer at -20°C for
further tests.

The S. aureus standard strain ATCC 43300 was used as a
posi-tive control for detection of the nuc gene and microbial
DNA-free water (Qiagen, Hilden, Germany) as a negative
control. The mecA gene for the expression of penicillin-
binding proteins, blaZ for B-lactamases, sea, seb, and sec for
enterotoxins and tst1 for toxic shock syndrome toxins were
also screened and the S. aureus strains ATCC 43300, ATCC
13565, ATCC 14458, ATCC 19095
and ATCC 13566 were used as positive controls,
respectively, with microbial DNA-free water (Qiagen, Hilden,
Germany) as a negative control for all genes. Details of the
reaction are shownin the online Supplementary File and the
primers used are described in online Supplementary able
S1.

Oxacillin susceptibility test

For the characterization of the oxacillin susceptibility profile
of the S. aureus isolates from ‘coalho’ cheese samples, each
typical colony chosen was seeded on Mueller-Hinton agar
(LABCLIN, Brazil) with the help of a sterile swab, after
adjusting the inocu- lum compatible with the 0.5 density of
the McFarland scale. The oxacillin discs (1 pg) were
aseptically applied on Mueller

-Hinton agar (LABCLIN, Brazil) and the plates were subse-
quently incubated in a bacteriological oven at 37°C for 24 h.
After that, the inhibition zone (mm) was measured in
comparison with the susceptibility zones, provided by the
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2016).

Results

After the analysis of the samples of ‘coalho’ cheese produced
with cow’s milk from the 28 chosen municipalities of Ceara,
microorganism growth was observed in Baird-Parker agar in
100% of the collected samples. The presence of the nuc
gene
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Table 1. Number and percentage of positive S. aureus isolates for the presence of nuc, mecA, blaZ and oxacillin-resistant genes

nuc+ mecA+ Blaz+ Oxacillin resistance
n % n % n % n %

RMF 16 23.19 4 5.80 10 14,49 3 4,35
North 9 13.04 0 0.00 6 8,70 0 000
Northwest 11 15.94 1 1.45 5 7,25 1 1,45
Sertées 14 20.29 1 1.45 6 8,70 1 1,45
Jaguaribe 7 10.14 0 0.00 5 7,25 0 000
Central-South 8 11.59 0 0.00 2 2,90 0 000
South 4 5.80 1 1.45 4 5,80 0 000
Total 69 7 38 5

RMF, Metropolitan Region of Fortaleza.

was evaluated in 306 typical colonies obtained from the 112  Discussion

ana- lysed samples and, of this total, 69 colonies (22.55%)
were posi- tive (Table 1).

Of the 69 isolates of S. aureus in ‘coalho’ cheese samples,
most were found in those produced in the metropolitan
region of Fortaleza (RMF) (16/23.19%), followed by ‘Sertdes’
(14/20.29%), Northwest (11/15.94%), North (9/13.04%),
South-Central (8/ 11.59%), Jaguaribe (7/10.14%), and South
regions (4/5.80%), as shown in online Supplementary Figure
S1. Of the isolates, 7 (7.25%) demonstrated the presence of
the mecA gene, determin- ing the presence of methicillin-
resistant isolates in food products,of which 4 isolates in the
RMF area (5.80%), 1 (1.45%) in the Northwest, ‘Sertdes’, and
South regions each.

Of the 69 isolates tested for the presence of the blaZ gene,
38 (55.07%) were positive, demonstrating that more than
half had the coding gene for the production of (3-lactamase. It
is note- worthy that all 7 isolates carrying the mecA gene also
had the blaZ gene, corresponding to 18.42% of these
isolates; while
31 (81.58%) carried only the blaZ gene and not the mecA
gene, indicating the possibility of multiple resistance
mechan- isms acting in synergy in these microorganisms.
Additionally, the highest frequency of positive blaZ isolates
was found in the RMF area, with 10 (14.49%) isolates,
followed by the North and ‘Sertdes’ regions, both with 6
(8.70%) isolates; Northwest and jaguaribe Regions had 5
(7.25%) isolates with this genotype; 4 (5.80%) isolates
were found in the South; and the South-Central region had
2 (2.90%) positive blaZ isolates.

Resistance to oxacillin demonstrated through the disk-
diffusion technique was found in 5 (7.25%) isolates of S.
aur-eus, and all of them had a genotype that showed the
presence of the mecA and blaZ genes; 3 isolates (4.35%)
were found inthe RMF area, and 1 (1.45%) in the Northwest
and ‘Sertdes’regions.

We did not observe the presence of genes related to
staphylococcal enterotoxins (sea, seb, and sec) in any
isolate. In addition to the genes related to enterotoxins, we
also evalu- ated the presence of the tst1 gene, indicating the
toxic shock syndrome toxin (TSST), which causes the
syndrome of the same name. None of the evaluated isolates
showed the presence of this gene, which indicates the
possible safety of the cheese produced in the State of Ceara
regarding this disease, which can be fatal.

The presence of staphylococcal isolates in foods is an
important finding when listing their health-related aspects,
including milk and dairy products, especially when these
isolates show the pres- ence of the mecA gene. This gene is
one of those responsible for conferring the methicillin-
resistance characteristic, since it encodesa penicillin-binding
protein with low affinity for semi-synthetic penicillins, such
as methicillin (Riva et al,, 2015). Several studies demonstrate
that the presence of MRSA in dairy farms is directly related to
the transfer of these isolates between humans and ani- mals,
whether bovine, caprine or porcine, and they can generate
infectious processes in dairy animals, such as staphylococcal
mas- titis, affecting the microbiological quality of the final
product pro- duced with this raw material (Costa et al,
2018).

In a Brazilian study by Silva et al. (2015) with food
handlers, the presence of staphylococcal isolates was verified
in the hands and/or nose of all of them, and 75% of the
isolates of S. aureus exhibited the presence of genes related to
the production of enterotoxins. This presence has already
been noted in other countries around the world, such as
South Korea (Song et al, 2016), demonstrating that this
presence is becoming a global health problem. Fortunately,in
the present study, none of the analysed isolates showed the
pres-ence of genes related to the production of enterotoxins.

The presence of a diversified microbiota has multifactorial
jus- tifications, such as the fact that extensive and intensive
livestock farming in large producing properties, whether of
milk or beef, stopped being dedicated to monocultures and
started sharing space with other types of livestock, such as
swine, goats and sheep, favouring the transfer of
microorganisms between cultures. However, the presence of
pathogenic microorganisms in dairy products occurs mainly
from the secretion of these microorgan- isms by infected
animals (Costa et al, 2018; Papadopoulos et al.,, 2018).

Studies demonstrate that the genetic element
staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec) and in
particualr the type of this cassette is important for the
microbial resistance demonstrated by MRSA isolates,
including oxacillin. In some studies it was shown that SCCmec
types I, IV, V VI and VII usually only favoured the resistance
of the isolates to B-lactam antibiotics, while types II and III
were characteristic of multidrug-resistant isolates, due to
plasmids and transposons containing genes of resistance
that integrated with SCCmec
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(McKay, 2008). In contrast, others showed that the type of
cas- sette did not crucially influence the characterization of
the resist- ance profile, demonstrating that this factor is
multifactorial, and it is not feasible to take this
characteristic into account (Songet al., 2016).

Resistance to mecA has been correlated with the presence
of the mecA gene for a long time. On the other hand, where
resist- ance to oxacillin is concerned, the presence of S.
aureus isolates positive for mecA but phenotypically
susceptible to oxacillin (0OS-MRSA) has been reported,
including in Brazil (Guimaraes et al, 2017; Danelli et al,
2020). These latter authors found strainsof OS-MRSA in the
nasal cavity of about 2000 health profes- sionals and
students from a university hospital in southern Brazil,
raising an alert about the fact that these strains can be mis-
takenly identified as S. aureus sensitive to methicillin (MSSA)
by phenotypic methods routinely used in most clinical
laboratories, which would pose a threat to the treatment of
staphylococcal infections. However, the concern related to
the presence of OS-MRSA is not restricted, to the healthcare
environment only. Corroborating what was found in the
present study, where 2 mecA positive isolates were
phenotypically sensitive to oxacillin, Guimaries et al. (2017)
identified the presence of 0S-MRSA iso- lates in milk samples
collected from the mammary glands of cowsdiagnosed with
subclinical mastitis in a dairy farm located in the state of Sao
Paulo, Brazil, demonstrating that the dairy productionchain is
also susceptible to this problem.

Some MRSA isolates, found

associate
them to animal contamination, are known to be important
causes of hospital acquired infections, often due to their
ability to pro- duce biofilms in medical and hospital devices
such as catheters. This production is directly associated
with the dysfunction of the agr (accessory gene regulator),
present in the gene locus ofthe same name, and important
for the regulation of the forma- tion, development, and
quorum sensing in these biofilms and other virulence factors.
Therefore, it is suggested that molecular therapeutic
strategies to inactivate this gene would not have the desired
efficacy, since the dysfunction of this gene stimulates the
production of biofilm and can be an important medical prob-
lem (Archer et al., 2011).

In conclusion, the results of the present study
demonstrate a significant presence of S. aureus in ‘coalho’
cheese samples from different regions of Ceara, mainly in the
metropolitan regionof Fortaleza. It should be noted that, from
the perspective of the relevance of microbial resistance,
resistance to oxacillin was found, concomitantly with
resistance to methicillin and B-lactamase production. With
this information in mind, the rele- vance of further studies
related to clinical and subclinical bovine mastitis, on the
quality control of dairy products, on the health legislation in
force in the country, and on the analysis of products for
export is ratified.

in many studies that

Supplementary material. The supplementary material for this article
canbe found at https://doi.org/10.1017/50022029922000073.
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