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RESUMO

Neste estudo, os padrdoes de susceptibilidade a antimicrobianos, ocorréncia de
marcadores moleculares de resisténcia aos antimicrobianos e biocidas, bem como
as caracteristicas de viruléncia associadas aos Staphylococcus spp., foram
avaliados tanto em SCN quanto em S. aureus isolados de queijo Minas Frescal no
Brasil. Um total de 246 isolados bacterianos foram recuperados de 35 amostras de
queijo, as quais foram obtidas em cinco lotes de cada uma das sete marcas
comerciais diferentes avaliadas neste estudo. As contagens bacterianas variaram de
10% a 107 UFC/g de queijo. Os percentuais elevados de resisténcia a antimicrobianos
foram observados nos dois grupos bacterianos com relacdo a oxacilina, penicilina e
eritromicina. Um percentual baixo de resisténcia aos antimicrobianos foi encontrado
com relacdo ao cloranfenicol, e todas as bactérias avaliadas se mostraram
susceptiveis a vancomicina e linezolida. No total, o indice de resisténcia multipla aos
antimicrobianos (MAR) > 0,2 foi observado em 80,6 % e 84,2 % dos isolados de
SCN e S. aureus, respectivamente. Entretanto, o indice MAR variou de 50 % a 100
% considerando apenas os isolados bacterianos estudados por marca comercial de
gueijo. Com relacdo a prevaléncia de SCN e S. aureus que carregam o0 gene mecA,
respectivamente, 81,5 % e 47,4 % das linhagens isoladas foram consideradas
mecA*, e 76,2 % e 42,1 % destas se mostraram fenotipicamente resistentes a
oxacilina. Trés isolados bacterianos carregavam o0 gene para producdo de
enterotoxina A (sea), 30,5 % produziram biofilme em um teste de laboratério, € a a
ou RB-hemdlise foi observada em 2,8 % e 7,2 %, respectivamente, em todos 0s
Staphylococcus spp. avaliados. Os marcadores moleculares de resisténcia aos
antimicrobianos e biocidas mais prevalentes encontrados nas linhagens de SCN e S.
aureus foram blaz, mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, e smr. Este estudo destaca
a importancia do fenbmeno da resisténcia aos antimicrobianos com relacdo aos
microrganismos negligenciados que sdo veiculados por alimentos, e 0s provaveis
riscos para a saude publica relacionados ao consumo de queijo contendo bactérias
do género Staphylococcus.

Palavras chaves: Queijo Minas Frescal, agentes antimicrobianos, resisténcia
bacteriana, seguranca alimentar, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase

negativo.



ABSTRACT

In this study, antimicrobial susceptibility patterns, molecular markers of antimicrobial
and biocide-resistance occurrence and virulence-associated characteristics were
evaluated in CoNS and S. aureus isolated from soft cheese in Brazil. A total of 246
bacterial isolates were recovered from 35 cheese samples belonging to five batches
with seven different trademarks. The bacterial counts ranged from 10° to 10’ CFU g
!, High antimicrobial resistance percentages were observed for oxacillin, penicillin
and erythromycin for both S. aureus and SCN. A low antimicrobial resistance
percentage was observed for chloramphenicol, and all of the tested bacteria were
susceptible to vancomycin and linezolid. In total, a multiple antibiotic resistance
(MAR) index of > 0.2 was observed for 80.6 % and 84.2 % of the isolated CoNS and
S. aureus, respectively. However, the MAR index ranged from 50 % to 100 % when
only bacterial cheese isolates belonging to the same trademark were considered.
Regarding to the prevalence of SCN and S. aureus carrying mecA gene,
respectively, 81.5 % e 47,4 % of the isolated strains were mecA®, and 76.2 % and
42.1 % of these were phenotypically resistant to oxacillin. Three isolates carried the
enterotoxin A gene (sea), 30.5 % produced biofilm in a laboratory test, and a- or R3-
hemolysis was observed for 2,8 % and 7.2 %, respectively, for all the Staphylococcus
spp.. blaZz, mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, and smr were most prevalent
molecular markers found both in SCN and S. aureus strains. This study highlights the
extent of the antimicrobial resistance phenomenon in neglected foodborne
microorganisms and the potential public health risks that are related to the
consumption of Staphylococci-contaminated soft cheese.

Keywords: Minas soft cheese, antimicrobial agents, bacterial resistance, food safety,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negative.
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1. INTRODUCAO

O leite e seus derivados fornecem aos seres humanos macro e
micronutrientes por possuirem um balanco nutricional adequado, o que €
indispensavel ao crescimento, desenvolvimento e manutencdo da saude. O Brasil
destaca-se como grande consumidor e produtor de laticinios e, embora uma grande
parte desses produtos esteja adequada tecnologicamente, ainda persistem
problemas na producdo do leite, que diminuem a qualidade da matéria prima,
tornando-o inadequado para consumo in natura.

A higiene e o controle de qualidade dos produtos lacteos tém como funcéo
primordial assegurar a inocuidade. A presenca de niveis elevados de determinadas
bactérias e suas toxinas resultam em problemas sanitérios, refletindo em grandes
perdas econ6micas. Neste contexto, a qualidade da matéria prima e o rigor na
manipulacdo tornam-se importantes para o desenvolvimento e consolidacdo da
industria de laticinios no Brasil.

O interesse quanto a seguranca alimentar vem aumentando
consideravelmente, uma vez que é crescente o numero e a gravidade das doencas
transmitidas por alimentos em todo o mundo. Assim, considerando o queijo Minas
Frescal um alimento basico na dieta humana, sua qualidade é essencial. Este tipo
de queijo é produzido a partir da coagulacdo do leite, pela acdo do coalho e/ou
bactérias lacticas existentes ou adicionadas no leite. Trata-se de um produto de
fabricacao simples, de rapida comercializacdo e é amplamente consumido.

Pesquisas microbiologicas realizadas com queijo Minas Frescal tém
demonstrado a ocorréncia de patdgenos putativos de relevancia em saude publica,
destacando-se bactérias do género Staphylococcus.

O género Staphylococcus é constituido por bactérias que, além de
colonizarem alguns sitios anatbmicos de seres humanos e outros animais, estao
também associados a varias doencas de natureza infecciosa e ndo-infecciosa, como
intoxicacdes alimentares. Além disso, tais microrganismos apresentam grande
variabilidade nos padrdes de susceptibilidade a antimicrobianos. Os determinantes

genéticos de resisténcia a drogas podem ser mediados genes cromossémicos
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quanto por genes localizados em plasmideos e podem ser disseminados por
transferéncia horizontal.

Assim, considerando-se as cadeias produtivas do queijo Minas Frescal, os
reservatorios bioticos (seres humanos e outros animais) e abioticos (utensilios e
magquinario) de patdgenos putativos e o fendbmeno da resisténcia bacteriana as
drogas, foi proposto o presente estudo, inserido na linha de pesquisa “ldentificacéo e
caracterizacdo genética de microrganismos de importancia humana e animal”, em
desenvolvimento no Nucleo de Pesquisas em Doencas Infecto-parasitarias do
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF. Pretende-
se contribuir com dados cientificos sobre a ocorréncia, veiculagcdo de
microrganismos potencialmente patogénicos e a distribuicdo de marcadores
genéticos de resisténcia bacteriana a drogas, como determinantes da qualidade
microbioldgica desse produto e a circulacdo de Staphylococcus na regido de Juiz de

Fora.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Qualidade do leite

O leite € um produto que pode ser considerado, sob a ética dos aspectos
biolégicos, como um dos alimentos mais completos e de alto valor nutritivo,
apresentando teor elevado de proteinas e sais minerais. E consumido amplamente
pelos seres humanos em todas as faixas etarias e representa um dos principais
alimentos inseridos na dieta infantil. Contudo, o leite e também seus derivados séo
considerados excelentes meios de cultivo microbiano, uma vez que apresentam uma
grande variedade de nutrientes disponiveis, predispondo-os a rapida proliferacédo de
microrganismos contaminantes, o que o0s torna alimentos pereciveis. Assim,
assegurar a integridade e qualidade intrinseca do leite destinado ao consumo
humano representa uma questédo de grande preocupacéo (AVILA & GALLO, 1996;
ZOCCHE et al., 2002; BRICIO, SILVA, & FINGER, 2005; PINTO et al. 2011).

Varios fatores nas diferentes etapas da producdo e processamento do leite
influenciam a qualidade do mesmo, podendo afetar direta ou indiretamente seus
derivados. A ordenha deve ser realizada em animais sadios, em ambiente com boas
condicBes de higiene e os individuos responsaveis por tal procedimento devem
apresentar boa saude (WENDPAP & ROSA, 1995; AMARAL et al., 2003).

E importante ressaltar que as dificuldades de transporte e as falhas no
processo de armazenamento, que devem ser realizados sob refrigeragdo, podem
interferir diretamente na qualidade do produto. Dessa maneira, € relevante
pasteurizar e comercializar o leite de acordo com o0s parametros técnicos
estabelecidos pela legislacdo vigente, e, assim, cuidados higiénicos desde a
ordenha até a obtencdo do produto final devem ser empregados, tanto para o leite
quanto para seus derivados (FRANCO & LANDGRAF, 1996, CATAO & CEBALLOS,
2001).
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2.2. Queijo Minas Frescal

Um dos principais derivados do processamento do leite € o queijo e, para
muitos especialistas, a Idade Média é considerada o marco inicial na historia da
producédo deste alimento. No entanto, tal atividade parece ser bem mais antiga, uma
vez que existem relatos de consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C.
(PERRY, 2004). Em relacdo a este tipo de alimento, destaca-se o queijo Minas
Frescal, por se tratar de um produto de ampla aceitacdo comercial e por fazer parte
do habito alimentar de boa parte da populagdo (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001)

O queijo Minas Frescal € um alimento originalmente nacional que é produzido
em varios estados, e sua fabricacdo no Brasil foi iniciada em Minas Gerais, has
regibes onde o gado leiteiro era dominante no século XVIII. Inicialmente, era
conhecido como queijo-de-minas, dando origem aos seguintes queijos: Minas
Curado ou Minas Padrao, queijo do Serro, queijo Coalho, queijo Minas Araxa, Minas
Frescal, entre outros (ABREU, 1999). E um dos queijos mais populares do pais,
consumido por todas as camadas sociais da populagdo, durante todo o ano
(MACHADO et al., 2004; FURTADO, 2005). Minas Gerais destaca-se como um
estado tradicionalmente latinicista, e a producao de queijos apresenta importancia
tanto econémica quanto social. Isto se deve, em parte, ao maior rendimento obtido
na producdo do queijo Minas Frescal e ao processamento simples de tal alimento, o
que possibilita um retorno rapido do investimento e, consequentemente, custos mais
baixos aos consumidores (BEHMER, 1991; MACHADO et al., 2004). A indastria de
laticinios apresenta grande interesse pela fabricacdo de queijo Minas Frescal, uma
vez que tal produto, além de comercialmente vidvel, caracteriza-se como um queijo
tipicamente brasileiro, podendo ser encontrado em quase todo o territério nacional
(ISEPON & OLIVEIRA, 1993).

Em relacdo a fabricacdo de queijos em escala industrial, o histérico em nosso
pais é relativamente recente e a producédo teve inicio a partir de 1920. Foram os
imigrantes holandeses e dinamarqueses que estabeleceram tal pratica nas regides
de Barbacena e Santos Dumond, em Minas Gerais, bem como no sul do referido
estado (FURTADO, 1991).
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O queijo Minas Frescal é um alimento fresco, obtido por coagulacdo
enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
suplementada ou ndo com a acdo de bactérias lacticas especificas. E um produto de
massa crua, perecivel, classificado como semi-gordo de muita alta umidade (> 55 %)
e ndo maturado, de consisténcia macia, cor branca, sabor suave a levemente acido,
com ou sem crosta fina, cilindrico e pesando de 0,3 a 5 Kg (BRASIL, 1997;
HOFFMAN, SILVA & VINTURIM, 2002).

Considerando-se os padrdes microbiolégicos vigentes, os queijos de muita
alta umidade (> 55 %), como o Minas Frescal, devem apresentar as seguintes
tolerdncias maximas para amostras indicativas de contaminacdo: auséncia de
Salmonella sp e Listeria monocytogenes, nimero mais provavel por grama inferior a
10% (NMP/g) de coliformes a 45 °C e 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) de
Staphylococcus coagulase positivo (BRASIL, 2001).

2.1.1. Fatores de risco associados a contaminacdo do queijo Minas

Frescal

As boas praticas de fabricagdo e as medidas de sanitizacdo durante o
processamento sao cruciais para a garantia de um produto de qualidade. Algumas
recomendacdes devem ser consideradas durante a producdo segura de queijos, e
estas indicam a necessidade de se utilizar leite pasteurizado para minimizar os
riscos a saude (BRANT, FONSECA & SILVA, 2007). O leite destinado a fabricacédo
de queijos deve ser de boa qualidade e, quando possivel, livre de contaminagéo
bacteriana (PERRY, 2004).

Se o leite for proveniente de gado apresentando mastite, este podera
apresentar modificagdo em sua composicdo, alterando consequentemente as
caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas e microbiol6gicas. Do ponto de vista
econbmico, a mastite € a enfermidade mais importante entre o gado leiteiro,
apresentando alta prevaléncia em todo o mundo. E considerada uma doenca
multifatorial, acarretando sérios prejuizos, decorrentes da diminuicdo da secrecao
lactea ou da perda total desta capacidade, além de representar importante problema

de saude publica. Com relacdo a esta patologia, bactérias do género
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Staphylococcus sédo provavelmente os agentes etiologicos mais isolados (VIANNI &
LAZARO, 2003).

A forma subclinica da mastite agrava o problema, uma vez que a falta de
sinais e/ou sintomas pode favorecer a extracdo de leite contaminado com
microrganismos patogénicos. Embora a pasteurizagdo diminua a populagao
microbiana presente no leite, algumas toxinas podem permanecer viaveis apos a
realizacdo do processo, resultando em um risco potencial de intoxicacdo alimentar.
Além disso, a recontaminacdo pode ocorrer durante as etapas da producdo do
queijo e representa um importante fator na qualidade final do produto, principalmente
Nnos gueijos que ndo sao submetidos a maturagdo, como é o caso do queijo Minas
Frescal (VIANNI & LAZARO, 2003; PICOLI et al., 2006).

Além da utilizacdo do leite pasteurizado, outras medidas sdo importantes para
assegurar a producao de queijos livres de patdgeno, tais como coletar e manter o
leite em boas condi¢Ges de higiene, manter o produto refrigerado para minimizar a
multiplicacdo de microrganismos e fornecer condi¢cdes higiénico-sanitarias
adequadas, desde a fabricacdo até a venda aos consumidores, evitando a
contaminagéo do produto (BRICIO, SILVA, & FINGER, 2005).

A contaminag¢do microbiologica na inddstria de alimentos representa um serio
perigo para a saude do consumidor e acarreta grandes prejuizos econdmicos. Os
laticinios, pela propria matéria-prima que utilizam e pelo alto teor de umidade nos
locais de producdo, sdo particularmente susceptiveis a essa contaminacao. Dai, a
importancia da conscientizagdo dos profissionais do setor, em todos os niveis, para
a necessidade da implementacéo de programas de boas praticas de fabricacéo e do

controle permanente dos processos e seus pontos criticos (PERRY, 2004).

2.1.2 - Principais microrganismos contaminantes nos queijos

Os gueijos de massa mole, de pH levemente acido a acido e umidade elevada
permitem o desenvolvimento de muitos microrganismos. Varias bactérias
contaminantes utilizam lactose, produzindo acido lactico, entre outros subprodutos, e
podem também produzir toxinas que resultam em toxinfeccbes na maioria dos casos
guando ingerida (FOX et al., 2000).
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Durante a transformacao do leite em queijo, paralelamente a oxidagédo da
lactose, ocorre a reducédo do oxigénio dissolvido. Em consequéncia, o interior dos
gueijos torna-se um ambiente essencialmente anaerdbico onde, portanto, SO
crescem microrganismos anaerdbicos ou e/ou facultativos. Isso significa que
microrganismos exclusivamente aerébicos, como Pseudomonas, Brevibacterium,
Bacillus e Micrococcus podem desenvolver-se na superficie dos queijos, mas nao
em seu interior (PERRY, 2004).

Perry (2004) considera que as bactérias facultativas mesofilas constituem a
maioria dos contaminantes do leite e destaca, principalmente, microrganismos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e aos géneros Bacillus, Corynebacterium
e Streptococcus, além de anaerdbios do género Clostridium. Tais microrganismos
apresentam temperatura O6tima de crescimento em torno de 32°C, mas podem
crescer entre 10 °C a 35 °C, o que torna de extrema importancia a refrigeracao
adequada do produto, a fim de evitar a multiplicagdo microbiana.

Os coliformes que crescem a 45 °C sao indesejaveis na industria de laticinios,
uma vez que diminuem a qualidade do leite e seus derivados, além de causar
prejuizos a saude do consumidor. Em alimentos processados, os coliformes indicam
processamento inadequado ou uma contaminacao pos-processamento (ASHTON,
1992).

Além disso, pesquisas microbiolégicas realizadas com queijos do tipo Minas
Frescal tém permitido o isolamento de varios patégenos de importancia em saude
publica, destacando-se coliformes que crescem a 45 °C, incluindo diversos
sorogrupos de Escherichia coli, além de Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus (PINTO, GERMANO & GERMANO, 1996; OLIVEIRA et al, 1998;
CARVALHO, 2001; PINTO et al., 2011).

Diversos surtos de doencas tém sido associados a ingestdo de produtos
lacteos. Dentre os varios tipos de microrganismos patogénicos que podem ser
transmitidos através do leite e derivados, destaca-se o género Staphylococcus, cuja
importancia na epidemiologia das doencas veiculadas por alimentos decorre de sua
alta prevaléncia e do risco de producao, nos alimentos contaminados, de toxinas
causadoras de gastrenterites alimentares (ZECCONI & HAHN, 2000).

Os manipuladores de alimentos podem ser considerados reservatorios de

inlmeros microrganismos, entre 0s quais destacam-se bactérias do género
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Staphylococcus. O manuseio de queijos desconsiderando o controle higiénico-
sanitario pode resultar em contaminagcdo do alimento por esse microrganismo
(RAPINI et al., 2004).

2.2 - O género Staphylococcus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, sendo
composto por 47 espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2013). Estes
microrganismos apresentam-se como cocos Gram positivos, com 0,5 a 1,5 um de
didametro (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2004). Suas células ocorrem
sozinhas, em pares, tétrades, pequenas cadeias (3 ou 4 células) ou irregulares na
forma de cachos. S&o microrganismos iméveis, ndo esporulados, normalmente
catalase positivos (com excecdo das espécies Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius e S. saccharolyticus, que sdo catalase negativos) e anaerdbios
facultativos. Geralmente toleram até 10 % de NaCl, com temperatura 6tima de
crescimento entre 30 °C e 37 °C (HOLT et al., 1994, BANNERMAN, 2003,
KONEMAM, 2008).

Tais microrganismos sao ubiguos e podem ser encontrados em varios
ambientes (solo, ar e agua), bem como na pele e mucosas de mamiferos tais como
cavidade bucal, glandulas mamarias, e nos tratos geniturinario, respiratorio e
gastrintestinal dos hospedeiros. Também podem ser isolados de uma ampla
variedade de géneros alimenticios, tais como carne, leite e queijos (RHODEN &
MILLER, 1995; WILKINSON, 1997; JARLOV, 1999; IRLINGER, 2008).

Os Staphylococcus foram observados inicialmente por Kock em 1878
descritos pela primeira vez em 1880 por um cirurgido e, atualmente, € um dos
microrganismos mais comuns nas infeccdes piogénicas em todo o mundo (PEREIRA
et al., 2000; SANTOS et al., 2007).

As espécies do género Staphylococcus podem ser classificadas em
coagulase-negativos e coagulase-positivos, de acordo com sua capacidade de
coagular o plasma humano através da ag¢do da enzima coagulase (RESCH et al.,
2008).

Até algum tempo atras, SCN ndo despertava interesse para a saude publica,

por serem considerados meramente como microrganismos saprofitas e
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contaminantes de pouca relevancia clinica, ndo representando em geral riscos a
saude humana. Atualmente, sdo cada vez mais crescentes as preocupacdes em
relacdo as linhagens de SCN, e estes microrganismos ja sdo reconhecidos como
agentes etiologicos de uma variedade de processos infecciosos, sendo comumente
isolados a partir de amostras clinicas de humanos e outros animais. Em humanos,
podem estar associados a infeccbes de pele e tecidos mole, bem como infecc¢des
supurativas diversas e bacteremia. No caso de amostras de animais, € cada vez
mais comum a participacdo de tais bactérias na mastite bovina, representando
significativas perdas econdmicas (RICE, 2006; SOARES et al., 2008; FESSLER et
al., 2010).

Entre o grupo dos coagulase-positivos, destaca-se a espécie Staphylococcus
aureus, devido ao seu potencial patogénico e por sua prevaléncia tanto em
infeccbes hospitalares como adquiridas na comunidade (SCANVIC et al., 2001;
CASEY, LAMBERT & ELLIOTT, 2007).

2.2.1. Principais caracteristicas de viruléncia associadas as bactérias

do género Staphylococcus

As bactérias do género Staphylococcus sao isoladas como agentes
etiologicos de varios processos patoldgicos, seja infeccdo ou intoxicacdo, tanto em
humanos quanto em outros animais (SOARES et al.,, 2008; VERAS et al., 2008;
ARGUDIN et al., 2012; WANG et al., 2012).

Os Staphylooccus spp. sdo capazes de formar comunidades de células
microbianas envolvidas por uma matriz constituida de substancias poliméricas
extracelulares, denominadas biofilmes bacterianos, e que podem estar associadas
tanto a superficies bibticas quanto abidticas. Quando presente nas superficies de
equipamentos e utensilios, o biofilme é considerado um dos principais responsaveis
pela contaminacdo microbiolégica de produtos lacteos (SAUER et al., 2007;
SIMOES et al., 2006). Em geral, este tipo de comunidade se forma em virtude de
falhas nos procedimentos de higienizacdo e sua eliminacdo é considerada um
grande desafio, uma vez que 0S microrganismos presentes em um biofilme se
tornam muito mais resistentes aos agentes antimicrobianos e aos processos de

sanitizac&o e desinfecéo convencionais (SIMOES et al., 2006).
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Como patégeno classico, S. aureus € capaz de liberar um arsenal de
proteinas toxicas, dentre as quais algumas se destacam, como as enterotoxinas e
hemolisinas (DINGES et al., 2000; BERGDOLL, 1989; 2001; CARMO et al., 2002). A
producdo de toxinas por SCN foi observada em varios estudos realizados sob
condicdes de laboratorio. Os resultados de alguns destes estudos sugerem que 0s
Staphylococcus coagulase negativo também podem ser agentes etiologicos em
potencial de intoxicacdo alimentar (BORGES et al.,, 2008) .Bergdoll (1989)
descreveu as enterotoxinas estafilococicas como proteinas simples, de peso
molecular entre 26 a 29 KDa, estruturadas em uma Unica cadeia polipeptidica rica
em lisina, tirosina e &cidos aspartico e glutdmico. Apresentam propriedade de
termorresisténcia, e esta caracteristica faz com que a industria alimenticia tenha um
controle rigoroso, visto que as enterotoxinas podem persistir na preparacao final do
alimento, mesmo apos o0 processamento térmico, sendo 0,05 ug/Kg considerada a
dose téxica minima para provocar vémito e diarréia. Muitos tipos de enterotoxinas
tém sido identificados com base em métodos sorologicos, e denominadas A, B, C1,
C2, C3, D, E, G, H I, J, Ke L Contudo, acredita-se que cerca de 5% das
intoxicacdes alimentares por S. aureus sejam causadas por toxinas ainda nao
identificadas, e que um terco das amostras coagulase positivas sejam produtoras de
enterotoxinas (GOMEZ-LUCIA et al., 1989, SU & WONG, 1993; DINGES et al.,
2000; ORWIN et al., 2001).

Atualmente, a biologia molecular permite a utilizacdo de uma ferramenta para
deteccdo da sequéncia de nucleotideos do gene, responsavel pela informacdo da
producdo de enterotoxina pelos estafilococos. Técnicas como a Reacao em Cadeia
da Polimerase (PCR) podem ser aplicadas para a deteccdo de diversos tipos de
estafilococos enterotoxigénicos em culturas e alimentos (SANTANA et al., 2010).

A intoxicacdo alimentar estafilococica é a causa mais frequente de surtos de
doencas microbianas veiculadas por alimentos em todo o mundo. Dentre o0s
principais alimentos envolvidos nestes surtos destacam-se o0s produtos lacteos,
principalmente os queijos. No Brasil, tais surtos estao intimamente relacionados ao
consumo de queijos do tipo coalho e Minas Frescal (CARMO et al., 2002; BORGES
et al., 2008; SANTANA et al., 2008)

A contaminacdo do queijo Minas Frescal por Staphylococcus

enterotoxigénicos coagulase positivo e negativo pode resultar em intoxicagédo

22



alimentar, representando assim, um problema de saude publica. Se tais
microrganismos estiverem presentes nos alimentos em ndmeros elevados (10°-10°
UFC/mL™ ou g*) e em condicbes adequadas para multiplicacdo, como por exemplo,
temperatura, pH, atividade de agua e O,, estes podem produzir uma ou mais
enterotoxinas estafilococicas (SE), ocasionando possivelmente a intoxicagdo
alimentar (BORGES et al., 2008).

Uma outra caracteristica de viruléncia associada aos microrganismos do
género Staphylococcus, e que contribui para a sua capacidade de colonizar o
hospedeiro e causar doenca, diz respeito a atividade hemolitica, que ocorre pela
producdo de hemolisinas (alfa e beta). Tais proteinas podem ser ativas contra

eritrocitos, apresentar atividade dermonecrética e neurotoxica (DINGES et al.,2000).

2.3. Fenbmeno daresisténcia a antimicrobianos

2.3.1. Historia e aspectos gerais da antibioticoterapia

O descobrimento da penicilina em 1929 e sua posterior introducdo na clinica
supdem uma verdadeira revolugdo no tratamento de doencgas infecciosas. Desde
entdo, dezenas de classes de antimicrobianos vem sendo incorporadas na pratica
médica (CALVO & MARTINEZ-MARTINEZ, 2009).

Relatos de microrganismos resistentes a antimicrobianos surgiram
principalmente ap6s a Uultima década de 50, quando tais drogas tornaram-se
amplamente utilizadas. Desde entdo, este problema passou a representar
importancia consideravel em saude publica. Estdo se tornando cada vez mais
limitadas, se nao inexistentes, as op¢des de antimicrobianos para tratar infeccdes
comuns, sendo necessario, nesses casos, usar drogas potencialmente toxicas a
saude humana, e que podem se encontrar ainda em fase experimental (RAPINI et
al., 2004).

A emergéncia de linhagens microbianas com niveis de resisténcia aos
antimicrobianos variaveis e crescentes tem sido objeto de preocupacao. O fendmeno
€ complexo e apresenta mdultiplas causas, sendo algumas bem determinadas e
outras ainda a ser esclarecidas. O fenbmeno de resisténcia bacteriana é bem

conhecido em ambientes hospitalares. Entretanto, os microrganismos responsaveis
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por infec¢Bes tipicamente comunitarias comegaram a mostrar crescentes niveis de
resisténcia (BERQUO et al., 2004).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos ocorre pelo uso inadequado
destes na préatica médica, tanto em seres humanos e outros animais quanto em
praticas utilizadas na agricultura. No que diz respeito a este uso indiscriminado, as
dificuldades no estabelecimento de medidas de controle ampliam a gama de
microrganismos resistentes. Adicionado a isso, células bacterianas podem transferir
entre si informacéo de resisténcia, por meio de mecanismos genéticos (NORMANNO
et al., 2007; SOARES et al., 2008). O fendtipo da resisténcia é na realidade um
reflexo de um fenbmeno genético, relacionado a existéncia de genes presentes
genoma do microrganismo. Tais genes codificam proteinas que por sua vez alteram
diferentes mecanismos bioquimicos, ou que proporcionam modificacdes na estrutura
celular impedindo assim a a¢cdo dos medicamentos (TAVARES, 2002).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é preocupante, em virtude de
tais microrganismos serem transmitidos ao homem pela ingestdo de alimentos
contaminados. No trato gastrintestinal, pode ocorrer transferéncia horizontal de
genes de resisténcia entre as bactérias da microbiota indigena. A resisténcia aos
antimicrobianos pode ser carreada pelo cromossomo bacteriano ou outros
elementos genéticos (RAPINI et al., 2004).

Existem evidéncias de que uso indiscriminado de antibiéticos na medicina
veterinaria, na tentativa de prevenir e tratar animais doentes, bem como estimular o
crescimento, vem aumentando cada vez mais no meio rural. Bactérias resistentes a
diversos antimicrobianos sao encontradas no leite de diversos animais de interesse
agropecudrio e, dentre estes, destacam-se os bovinos. O género Staphylococcus € o
grupo predominantemente encontrado entre estes microrganismos resistentes
(BONNA et al., 2007).

2.3.2 - Antimicrobianos e o género Staphylococcus

Espécies de Staphylococcus resistentes aos antimicrobianos representam um
problema cosmopolita, sendo o controle de sua disseminacdo um importante
desafio. A associacdo de métodos fenotipicos e genotipicos na identificacdo do perfil

de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp isolado de amostras clinicas de
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seres humanos e animais fornece ferramentas para um diagndstico mais acurado,
capaz de determinar a prevaléncia destes estafilococos como agentes etiolégicos de
infeccbes e de proporcionar o desenvolvimento de estratégias de controle da
disseminacéao das linhagens resistentes (COELHO et al., 2007).

Oliveira e colaboradores (2000) relatam que bactérias do género
Staphylococcus apresentam elevada capacidade de adquirir resisténcia aos
antimicrobianos. A introducdo da penicilina na pratica médica melhorou muito o
prognoéstico de pacientes acometidos por infeccfes estafilocécicas. No entanto,
aproximadamente dois anos depois, surgiram 0s primeiros relatos de resisténcia ao
medicamento. No final dos anos 60, a taxa de resisténcia hospitalar e comunitaria
aproximava-se de 90 % e 70 %, respectivamente. Atualmente, esse antimicrobiano é
muito pouco eficaz contra bactérias do género Staphylococcus (MIMICA & MENDES,
2007). Tal resisténcia é mediada pela producdo da enzima penicilinase, uma [3-
lactamase, codificada pelo gene blaZz (KAASE et al., 2008).

O gene blaZ, que codifica a informacdo da produgdo de B-lactamases, pode
estar localizado em elementos méveis no DNA cromossdmico ou plasmidial da
bactéria. Uma vez que o microrganismo é capaz de produzir uma B-lactamase, esta
enzima inativa o antimicrobiano por meio da destruicdo hidrolitica do anel (-
lactamico. As bactérias com o0 gene blaZ podem se dispersar por meio da
reproducdo ou ainda por disseminacdo horizontal do gene de resisténcia (LYON &
SKURRAY, 1987; AARESTRUP & SCHWARZ, 2006; PINHO, 2008; MALACHOWA
& DeLEO, 2010).

Na tentativa de resolver o problema da resisténcia bacteriana associada a
penicilina, relacionada principalmente a producdo da enzima -lactamase, a industria
farmacéutica introduziu nos final da ultima década de 50 a utilizacdo de meticilina e
oxacilina, fato que representou um passo muito significativo na terapia anti-
estafilocécica (MARTINS e CUNHA, 2007). No entanto, j& nos anos 60 surgiram 0s
primeiros relatos de linhagens de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), fato que
provavelmente foi considerado uma séria ameaca ao tratamento de infeccbes
estafilococicas em todo o mundo. Inicialmente, as amostras de MRSA eram restritas
aos centros médicos de referéncia e aos hospitais de nivel terciario, porém, se

dispersaram rapidamente para outros servigos de saude, bem como foram isolados
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também a partir da comunidade, em animais e até mesmo em alimentos (DOYLE,
HARTMANN & WONG, 2012).

A resisténcia a meticilina também vem sendo amplamente disseminada entre
os Staphylococcus coagulase negativo (JOHN et al., 2009). Bactérias do género
Staphylococcus, em particular MRSA e Staphylococcus coagulase negativo
resistente a meticilina (MRSCNS) sdo importantes patdégenos associados tanto a
infeccbes hospitalares quanto a infeccbes adquiridas na comunidade, em todo o
mundo (BROEKEMA et al., 2008).

Tanto MRSA quanto MRSCNS produzem uma proteina de ligagéo a penicilina
adicional, PBP2a, codificada pelo gene mecA, que € expresso heterogeneamente. O
gene mecA encontra-se inserido em um elemento genético mével, o chamado
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec). A deteccédo do gene mecA ou
PBP2a é considerada o “padrao de ouro” para a determinacdo de resisténcia a
meticilina em Staphylococcus (BROEKEMA et al, 2008; JOHN et al., 2009).

Os Staphylococcus que possuem 0 gene mecA podem expressar esta
resisténcia tanto heterogeneamente quanto homogeneamente. A expressao
heterogénea pode resultar ocasionalmente em concentra¢des inibitérias minimas
que parecem ser limitrofes e, consequentemente, os isolados podem ser
interpretados como susceptiveis (ANAND et al., 2009).

Na resisténcia heterogénea, todas as células bacterianas carregam o gene
mecA, entretanto, este é expresso apenas por um percentual de células. Por causa
deste fendbmeno, podem ocorrer falhas nos testes de rotina responsaveis pela
deteccao de resisténcia a meticilina em bactérias do género Staphylococcus. Assim,
caso ndo seja possivel realizar testes para a deteccdo do gene mecA, o Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) recomenda a utilizacdo do método de
difusé@o de disco com cefoxitina, uma vez que esse antimicrobiano é considerado um
melhor indicador do que a oxacilina para determinar a resisténcia heterogénea a
meticilina. Os resultados obtidos com a cefoxitina sdo mais faceis de serem
interpretados e mostram-se mais sensiveis a deteccdo de resisténcia a meticilina
mediada por mecA (BROEKEMA et al, 2008; JOHN et al., 2009).

Adicionalmente, MRSA e MRSCN sao importantes em virtude da resisténcia
cruzada contra quase todos os agentes [B-lactamicos e outras classes de

antimicrobianos. Os aminoglicosideos, tais como gentamicina e tobramicina, sao
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frequentemente usados em combinagdo com [-lactamicos ou glicopeptideos. Os
Staphylococcus apresentam resisténcia aos aminoglicosideos por meio de
modificacdo enzimatica (EMANEINI et al., 2009).

Algumas bactérias do género Staphylococcus produzem a enzima bifuncional
AAC(6’)/APH(2"), que é codificada pelo gene aac(6)-aph(2”) e é capaz de inativar
uma ampla faixa de aminoglicosideos, tais como gentaminica, tobramicina e
amikacina (MARTINEAU et al., 2000, EMANEINI et al., 2009).

Além da resisténcia a estes antimicrobianos ja citados, existem relatos na
literatura apontando Staphylococcus coagulase negativo isolados de leite de vaca
com mastite subclinica e clinica apresentando resisténcia também aos macrolideos
e lincosamidas. Os antimicrobianos sdo comumente utilizados em animais em fase
de lactacdo e como terapia de bovinos magros para controle de bactérias
associadas a mastite, em fazendas leiteiras (SIMEONI et al., 2008; SAWANT,
GILLESPIE & OLIVER, 2009; HUBER et al., 2011).

A resisténcia a eritromicina e azitromicina em bactérias do género
Staphylococcus esta normalmente associada com a resisténcia a outros
macrolideos. Estudos mostram que tais bactérias podem ser portadoras dos genes
ermA, ermB e ermC, que codificam metilases. Outro mecanismo de resisténcia a
eritromicina é conferido pelos genes mrsA e msrB, que codificam a informacéo de
uma bomba de efluxo dependente de ATP. Tal gene confere resisténcia também as
estreptograminas tipo B nos estafilococos (CHAIEB et al., 2007).

Os estafilococos apresentam resisténcia a tetraciclina tanto por modificacédo
ribossomal codificada pelo gene tetM quanto mediada pelo gene tetK
(STROMMENGER et al., 2003).

Em muitos casos, o0s glicopeptideos séo a Unica alternativa terapéutica contra
MRSA, em especial, a vancomicina, que inibe a sintese da parede celular e é
utiizada na préatica médica desde 1958. A resisténcia de linhagens de
Staphylococcus a vancomicina ndo foi relatada nos primeiros 20 anos apés sua
aplicacdo clinica, mas, infelizmente, em 1979 e 1983 foram relatados casos de
resisténcia em Staphylococcus coagulase negativo e, a partir de 1997, surgiram 0s
primeiros relatos de resisténcia de linhagens de S. aureus (OLIVEIRA et al., 2000;
SRINIVASAN et al., 2002). No entanto, recentemente, vem surgindo o interesse com

relacdo a efetividade da vancomicina no tratamento de infec¢des por S. aureus. O
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CLSI, em resposta a este interesse, reduziu os pontos de corte de susceptibilidade e
resisténcia da vancomicina contra tal bactéria (JOHN et al., 2009).

Infelizmente ja existem alguns relatos sugerindo que as bactérias do género
Staphylococcus que apresentam multirresisténcia podem se tornar um problema
emergente para a medicina humana e veterinaria (SIMEONI et al., 2008; HUBER et
al., 2011).

Além da preocupante resisténcia aos antimicrobianos no género
Staphylococcus, diversos autores tem relatado diminuicdo na susceptibilidade e até
mesmo resisténcia bacteriana aos antissépticos e desinfetantes de uso clinico e
industrial por estes microrganismos (HEIR, SUNDHEIM, HOLCK, 1999; ALAM et al.,
2003).

Esta observacdo torna-se relevante a medida que o0s mecanismos de
resisténcia sdo evidenciados e nota-se possibilidade de resisténcia cruzada as
drogas de uso terapéutico, com grande impacto nos servicos de controle de
infeccbes (CORREA et al., 2008). Diversos marcadores genéticos tem sido
relacionados a expressdo de habilidades bacterianas no género Staphylococcus
associadas a susceptibilidade diminuida aos antissépticos e desinfetantes. Assim,
linhagens que apresentam tais genes sao consideradas linhagens resistentes.
(LYON & SKURRY, 1987).

Do ponto de vista bioquimico-molecular, a diminuicdo na susceptibilidade
microbiana a antissépticos e detergentes catidnicos tem sido atribuidos
principalmente a sua excrecdo para 0 meio extracelular por sistema de transporte-
multidroga dependente de forca de gradiente de protons. Em S. aureus os genes da
familia gacA/B, smr localizados em plasmideos e norA localizado em cromossomo,
codificariam para proteinas de transporte-multidroga (qacA/B e smr), ou mutagdo no
regulador transcricional que resultaria em uma superexpressdo de norA RNAm.
Desta forma 0s microrganismos apresentariam resisténcia aos agentes catiénicos
como compostos quaternarios de amoénio (cloreto de benzetdnio, cloreto de
benzalcénio), biguanidas (digluconato de clorexidina), além de corantes tais como
acriflavina, acrinol, brometo de etidio (NOGUCHI et al., 2005).
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Do exposto, percebe-se a relevancia da resisténcia bacteriana para Saude
Publica. Evidéncias indicam que o0 uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos
pela sociedade atual, nos diversos setores rurais e urbanos como manejo animal e
cadeia produtiva de alimentos, dentre outros nao ligados diretamente a area de
saude, pode selecionar bactérias resistentes que sao passiveis de serem
transferidas entre espécies.

Devido a riqueza de nutrientes, a producéo e a acessibilidade, o queijo Minas
Frescal constitui um alimento importante no nosso meio. Desta forma, considerando
este produto como veiculo de disseminagdo de microrganismos putativos como 0s
Staphylococcus, e de seus marcadores de resisténcia a drogas, percebe-se a
necessidade de geracdo de conhecimento, que possa contribuir para a contencao
deste fendmeno.

Este estudo esta inserido na linha de pesquisa “Identificacéo e caracterizacao
genética de microrganismos de importancia humana e animal”, em desenvolvimento
no Nucleo de Pesquisas em Doencas Infecto-parasitarias do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF e pretende contribuir com
dados regionais sobre a ocorréncia de Staphylococcus, seu perfil de susceptibilidade
e a distribuicdo de marcadores genéticos de resisténcia como determinantes da

qualidade microbioldgica do queijo Minas Frescal e a sua circulagéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral:

Avaliar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas e as
principais caracteristicas de viruléncia, bem como a ocorréncia de marcadores
moleculares associados a resisténcia em microrganismos do género
Staphylococcus isolados de amostras de queijo do tipo Minas Frescal na
cidade de Juiz de Fora, MG.

3.2 — Objetivos especificos:

- Isolar, identificar presuntivamente e quantificar Staphylococcus spp. a
partir de amostras de queijos do tipo Minas Frescal, comercializados em Juiz
de Fora/MG,;

- ldentificar, pela técnica de PCR, as amostras presuntivamente
identificadas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase
negativo isoladas dos queijos do tipo Minas Frescal,

- Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas de
relevancia clinica humana e animal de uso comunitario e hospitalar das
linhagens bacterianas recuperadas;

- Pesquisar determinantes genéticos de resisténcia aos antimicrobianos
de uso comunitario e hospitalar e de resisténcias a biocidas nas linhagens de
Staphylococcus, isoladas de queijos do tipo Minas Frescal;

- Avaliar caracteristicas fisiolégicas associadas a viruléncia bacteriana,
por exemplo, producdo de DNAse, capacidade de formacdo de biofilme e
producdo de hemolisina, entre as amostras de Staphylococcus isoladas de

gueijos do tipo Minas Frescal.
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4. MATERIAL E METODOS

Durante os meses de setembro de 2009 a agosto de 2010 foram obtidas 35
amostras de queijo Minas Frescal de 7 marcas diferentes (classificadas como A, B,
C, D, E, F e G), sendo 5 lotes de cada marca. Todos os queijos avaliados no
presente trabalho continham o selo do Servico de Inspecao Federal (SIF), foram
vendidos sob refrigeracdo e adquiridos em supermercados da cidade de Juiz de
Fora/MG. As amostras foram transportadas em caixa de material isotérmico até o
Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Juiz de Fora, sendo mantidas sob refrigeracdo até o momento das
analises microbiolégicas que foram realizadas em no maximo 2 horas. A desinfec¢ao
da embalagem de cada amostra de queijo foi realizada com o auxilio de &lcool 70 %

antes do rompimento da mesma.
4.1. Processamento das amostras:

A partir de cada queijo foi obtida uma amostra de 25 g que foi macerada em
uma placa de petri estéril com auxilio de uma espétula também estéril. Esta amostra
foi adicionada a uma solucéo de 225 mL de agua peptonada (peptona 0,1 %, Difco)
para obtencéo da diluicdo inicial 10™. A partir da diluicdo 10, foi coletado 1 mL e o
mesmo foi diluido em 9 mL de &gua peptonada (0,1 %) em um tubo de ensaio de
vidro estéril, obtendo-se a diluicdo 10 Tal procedimento foi repetido até a diluicéo
10°.

Para o isolamento de microrganismos, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicao
foram semeadas, utilizando alca de Drigalski, em duas placas de Petri; uma
contendo o meio de cultura sélido 4gar manitol (HiMedia, Mumbai, India), e a outra
contendo o meio de cultura sélido agar manitol acrescido de oxacilina na
concentracéo de 6 pg/mL (CLSI, 2012). A seguir, as placas foram incubadas a 35,5
°C por 48 horas.

Todos os espécies isolados foram preservados em caldo de congelamento,

constituido por uma infuséo de cérebro e coragéo de boi (Brain Heart Infusion —BHI)
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(HiMedia, Mumbai, India) acrescido de 10 % de glicerol. Estas amostras foram
estocadas em Freezer -20 °C.

4.2. Identificac&o presuntiva das amostras

A partir do crescimento bacteriano, foi realizada a contagem presuntiva do
namero de colbnias fermentadoras e néo fermentadoras de manitol. As coldnias
obtidas no agar manitol foram testadas quanto a producédo das enzimas catalase, e
DNase. A verificagcdo microscopica morfo-tintorial de todas as amostras isoladas
(fermentadoras ou nao) foi realizada pelo método de Gram. Subcultivos das
amostras recuperadas foram feitos em agar Mueller-Hinton (HiMedia, Mumbai, India)
para obtencdo de culturas puras. As amostras recuperadas a partir do agar manitol
acrescido de oxacilina foram cultivadas sempre em meio contendo 6 pg/mL do
antimicrobiano (CLSI, 2012).

O teste de verificacdo de producdo da enzima catalase foi realizado a partir
da adicdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) as coldnias. Considerou-se o teste
positivo quando houve liberagéo de bolhas de oxigénio (BRASIL, 2003).

Para o teste da enzima DNAse as amostras foram cultivadas em agar DNAse
(HiMedia, Mumbai, India) e incubadas a 35,5 °C por 24 horas. ApGs este periodo foi
adicionado 1 mL de solucdo acida 1N. Apés 5 minutos, quando o teste foi positivo,
pode-se ser observar a producao de um halo claro ao redor das colénias (BRASIL,
2003).

4.3. Avaliacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras bacterianas
isoladas e identificadas foi avaliado pelo método de diluicho em agar, tal como
recomendado pelo CLSI (CLSI, 2012).

Os antimicrobianos utilizados neste estudo foram: penicilina G, oxacilina,
vancomicina, gentamicina, tetraciclina, levofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprim,
cloranfenicol, eritromicina, azitromicina, linezolida, clindamicina e rifampicina

(Sigma).
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As solugbes dos antimicrobianos foram previamente preparadas como
solucdo estoque, obtidas pela pesagem do sal puro em balanca analitica e posterior
diluicho em agua destilada, esterilizadas em filtro do tipo Millipore (Millipore) de 0,22
pum, conservadas em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Foram utilizadas as
concentracbes que variam de 0,0625 a 1.024,0 pug/mL das drogas a serem
avaliadas.

Concentragcfes crescentes dos antimicrobianos foram incorporadas ao agar
Mueller Hinton (40mL) (HiMedia, Mumbai, India) contido em garrafas de vidro e
vertidas em 2 placas de Petri previamente esterilizadas, para realizacdo do teste em
duplicata.

Os inoculos das amostras testadas foram cultivados em meio solido e diluidos
em caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India), para se obter uma turbidez
equivalente a 0,5 da escala de MacFarland, o que corresponde a 10°> UFC/ponto. Os
in6culos foram semeados sempre em duplicata, em meio contendo a droga com o
auxilio de replicador de Steers (STEERS et al., 1959), em ordem crescente das
concentracfes. Placas controle de viabilidade foram inoculadas em meios sem
adicao de antimicrobiano.

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35,5 °C, por 24 horas.

Amostras de referéncia Staphylococcus aureus ATCC 33591 e ATCC 29213
foram utilizadas como controles positivos para resisténcia e sensibilidade,
respectivamente, nos testes com os antimicrobianos.

Os resultados foram comparados a tabela de referéncia (Anexo A).

4.3.1. Determinacdo do indice de multipla resisténcia aos
antimicrobianos
A partir dos resultados das CIM, o indice de multipla resisténcia aos
antimicrobianos (MAR) foi calculado como o niumero de drogas ao qual determinado
isolado bacteriano foi resistente, sobre o nimero total de drogas testadas (no caso
13 drogas). O indice MAR acima de 0,2 indica multirresisténcia (KRUMPERMAN,
1983).

4.4. Extracao de DNA bacteriano
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O DNA genbdmico das amostras bacterianas isoladas foi extraido pelo método
de digestdo quimica em fenol-cloroférmio, de acordo com Giraffa et al. (2000), com
modificacdes.

Massas celulares das linhagens de Staphylococcus sp. foram obtidas a partir
de um crescimento de 24 horas em Tryptic Soy Agar (TSA) (HiMedia, Mumbai, India)
a 35°C, com o auxilio de alcas bacteriol6gicas estéreis. Quinhentos uL de solucao
de lise bacteriana (NaCl 200 mM, EDTA 20 mM, Tris HCI 20 mM pH 8,0, SDS a 4 %,
lizosima 20ug/L) foram adicionados e as amostras foram incubadas a 35,5 °C, por 60
minutos, em banho-maria. Posteriormente, 50 pL de SDS 20 % foram adicionados e
as amostras foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Quinhentos
puL de fenol-tris-equilibrado pH 8,0 e 500 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)
foram adicionados e as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. A
fase aquosa foi retirada e colocada em novo tubo, e mais 500 pL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) foram adicionados. As amostras foram novamente
centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e transferida
para novo tubo. A esta solucdo o novo tubo foram adicionados 50 yL de acetato de
potassio (5M) e 1,2 mL de etanol gelado (ice cold). A solugdo foi gentiimente
homogeneizada e o sistema incubado por toda a noite a -20°C para precipitacédo do
DNA. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30
minutos, o sobrenadante foi desprezado e 200 pL de solucdo de TE foram
adicionados para suspender o DNA. A concentracdo de DNA foi medida em um

espectrofotometro de luz ultravioleta a 260 nm , e foi estocado em freezer a -20° C.

4.5. Caracterizacdo molecular das amostras bacterianas.

Os isolados bacterianos identificados presuntivamente como Staphylococcus
spp. tiveram sua identidade confirmada por biologia molecular, pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (MULLIS, 1990). Além disso, na mesma
reacao, foi realizada a pesquisa do gene mecA, relacionado a resisténcia a oxacilina.
Outras reacOes foram realizadas para a pesquisa de genes de interesse, como a
seguir: (i) o gene coa, relacionado a producdo da enzima coagulase; (ii) confirmacéo
da espécie Staphylococcus aureus nas amostras positivas para o0s testes da

coagulase e DNase; (iii) deteccdo de genes relacionados a producdo das
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enteretoxinas A, B, C e D. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes, 0
tamanho dos amplicons esperados, as condi¢cdes utilizadas em cada uma das
reacoes e as respectivas referéncias séo representados na tabela 1. Os amplicons
obtidos em cada reacado foram visualizados apos eletroforese em gel de agarose 1,5
%, em tamp&o Tris-borato EDTA 1X. Os géis foram analisados em transluminador de
luz ultravioleta (GE Healthcare, United Kingdon), apés tratamento com brometo de

etidio (Promega Corporation).
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Tabela 1: Oligonucleotideos e condicdes de reacdo de PCR utilizadas na caracterizacao bacteriana.

Oligonucleotideo  Sequéncia do oligonucleotideo (5-3)

Amplicon (bp)

Condictes da PCR

Referéncia

Staph756F
Staph750R
mecAl
mecA2
coal

coa2

SAl

SA2

seal
sea2
sebl
seb2
secl
sec2
sedl
sed2

AAC TCT GTT ATT GAA GAA CA
CAACCTTCCGGTTTG TCACC

GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA
CCAATT CCACATTGT TTC GGT CTAA

ACC ACA AGG TAC TAG ATC AAC G
TGCTTT CGATTG TTC GAT GC
GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT

CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC

GCA GGG AACAGC TTT AGG C
GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG

ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G

TCG AGG CAT CAT GTC ATACCA
CTT GTATGT ATG GAG GAA TA CAA
TGC AGG CAT CAT ATC ATACCA
GTG GTG AAATAG ATAGGACTG C
ATATGAAGG TGC TCT GTG G

750

310

Variavel

276

521

667

284

385

94°C 5min; 10 x (94°C 40 s, 58°C 40s,
72°C 1min); 25 x (94°C 1min, 50°C
1min, 72°C 2min); 72° 10min

95 °C 30s; 40 x (95°C 30s, 55°C 2min,
72°C 2min); 72°C 5min

95°C 10 min; 32 x (95°C 15 s, 55 °C
10s,72°C 155s), 72 °C 10 min

95°C, 10min; 15 x (95°C, 1min, 68°C
45s, 72°C 1min); 20 x (95°C 1min, 64°C
45s, 72°C 1min); 72°C 1min

ZHANG et al., 2004

AAERESTRUP et al.,
1995

FUKUSHIMA,
TSUNOMORI & SEKI,
2003

LOVSETH et al., 2004
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4.5.1. lIdentificagdo molecular de marcadores genéticos de

resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas

O mesmo DNA previamente extraido das amostras bacterianas foi utilizado
em reacbes de PCR subsequentes para a pesquisa de marcadores genéticos
relacionados a resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢cfes, bem como o tamanho
dos amplicons esperados, as condi¢des utilizadas em cada uma das reacdes e as
respectivas referéncias s&do representados na tabela 2. Tal como descrito
anteriormente, os amplicons foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose

em transluminador de luz ultravioleta.
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Tabela 2: Oligonucleotideos, amplicons e condi¢Bes de reacédo de PCR utilizada na pesquisa de determinantes genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos

biocidas.
Gene Fendtipo de resisténcia Sequéncia dos oligonucleotideos (5’-3) Condi¢8es de amplificacéo Amplicon Referéncia
Desnaturagdo inicial 94°C, 5 min, 10x: 94°C,
mecA Beta-lactamicos GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 40s; 58°C, 40s; 72°C, 1mim, 25x: 25 x 94°C, 310 b ZHANG et al.,
resistentes a penicilinases CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 1min, 50°C 1min, 72°C 2min, Extens&o final: P (2004)
72°C,15 mim
blaz Beta-lactamicos ACTTCAACACCTGCTGCTTTC ggzngtzli?gggsm%ilcgslnflr: Elxr:eiigo?‘i; : 173 b MARTINEAU et al,
TGACCACTTTTATCAGCAACC ' ' ' IR ' P (2000)
72°C, 1 mim
msrh Vacrolideos  |CCAATCATAGCACAARATC 20m 620, 08 72:C, Amim. Bencio mar 16900 CHAIEBetal
AATTCCCTCTATTTGGTGGT ' ' ' ' ] ' (2007)
72°C, 1 mim
Desnaturagéo inicial 95°C, 5 min, 35x: 95°C,
] TATGATATCCATAATAATTATCCAATC o R, . T
msrB Macrolideos AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT 30s; 52°C, 30s; 772202:3 112?:; Extenséo final: 595 bp LINA et al., 1999
oma Macrolideos, incosamidas  AAG CGG TAA ACC CCT CTG A D;gs”_a;‘;iacga;o'g"gglog‘l 3%‘53;2’;2); f?:al_c ’ 150 b MARTINEAU et al.,
e estreptograminas TTC GCA AAT CCC TTC TCA AC ’ ' ’720 c 4 mir’n ’ P (2000)
omp | Macrolideos, lincosamidas  CTA TCT GAT TGT TGA AGA AGG ATT D;g;_a:;%ag 0'2,";2!’24 3%153;(2’”@22: f?:al(_: ’ 2b MARTINEAU et al.,
e estreptograminas GTT TAC TCT TGG TTT AGG ATG AAA ! ' ’720 c 4 mir;l ' P (2000)
ome  Macrolideos, lincosamidas  AATCGTCAATTCCTGCATGT D;gg_a;‘;[%gago'g'ggtg‘l 5‘5&2’@% f?:alc_: ’ 290 b MARTINEAU et al.,
e estreptograminas TAATCGTGG AATACGGGTTTG ’ ' ’720 c 4 mir’n ' P (2000)
Desnaturagéo inicial 94°C, 4 min, 25x: 94°C,
. . . GGTGGCTGCGGGGTAGATGTATTAACTG R e ] .
linA Lincosamidas GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGAT 30s; 57°C, 30s; 77220((;: llrrT;lirr:, Extenséo final: 323 bp LINA et al., 1999
aac-aphD Aminoglicosideos TAATCCAAG AGCAATAAGGGC 282”?2112928;”'70;??51”?”: nlglgeigoiﬁl; 227 b STROMMENGER
P 9 GCCACACTATCATAACCACTA P9 SUS, 2 A, I, ' P etal., (2003)
72°C, 1 mim
acA/B Biocidas CCAGAAMAGTGCAGAGTTCG D;gga;l;?;}azoo'gm?'gtg‘l2((3)-'53;(;’;”@225 fig:al(':’ 361 b NOGUCHI et AL.
g CCAGTCCAATCATGCCTG P98 288, 12 T 2, ' P 2005
72°C, 5 mim
dootss  CCCATMGTACTGAMGITATIGA
GACTACGGTTGTTAAGACTAAACCT ' ' ! ! ' ' P 2005

72°C, 5 mim
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4.7. Avaliacdo da habilidade de formacé&o de biofilmes

A verificacdo da habilidade na formacédo de biofilme foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Andrade (2010). A partir de um pré-inéculo
de cultura de 24 horas em caldo TSB (HiMedia) de todas as linhagens bacterianas,
400 uL de cultura foram utilizados para uma diluicdo em 4 mL de meio que, depois
de homogeneizado, foi aplicado em pocos de placas de poliestireno de 96 pocos de
fundo chato (200 puL).

As placas foram tampadas e incubadas em estufa bacteriologica por 24
horas, a 37°C. Apdés o periodo de crescimento, foi retirado o caldo de cultivo com o
auxilio de uma pipeta esterilizada e os pocos foram lavados com solucdo salina
(NaCl 0,85 %) esterilizada. Posteriormente, foram adicionados 300 uL de metanol
em cada um dos pocgos e as placas foram incubadas em temperatura ambiente por
15 minutos. Logo apds, o metanol foi removido e as placas foram deixadas
destampadas em temperatura ambiente por 5 minutos, para evaporacdao de metanol
residual. Em seguida, foram acrescentados 250 L de cristal violeta (0,1%) em cada
poco e as placas foram novamente incubadas em temperatura ambiente por 15
minutos. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas com &gua destilada para
retirar o excesso do corante ndo incorporado nas células bacterianas.

O corante incorporado foi extraido pela adigdo de 300 uL de uma
solucéo de etanol/acetona (8:2). O sistema foi deixado em repouso por 15 minutos
tampado. Apds este periodo, foi feita a leitura do corante solubilizado em leitor de
Elisa a 590nm. Estes experimentos foram realizados em duplicata, em duas réplicas,
para obtencédo de valores médios, que foram plotados como corante solubilizado a

partir das células bacterianas aderidas aos poc¢os das placas utilizadas.

4.8. Avaliacdo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi avaliada em placas de Petri contendo agar TSA
(HiMedia) acrescido de 5 % de sangue de carneiro. Cada isolado bacteriano a ser
testado foi inoculado com auxilio de uma micropipeta.automatica, em um volume de
10 uL, e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O registro de uma zona

clara ou esverdeada ao redor do crescimento bacteriano foi classificado como 3 e a-
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hemolise, respectivamente, e a auséncia de halo representou auséncia de hemdlise
e, consequentemente, auséncia de atividade hemolitica. Tal atividade foi avaliada da

maneira previamente descrita (QUIBLIER et al., 2011).
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e identificacdo das amostras.

A partir da andlise das 35 amostras de queijo Minas Frescal (QMF) foram
obtidos 246 isolados bacterianos, os quais foram identificados presuntivamente
como bactérias do género Staphylococcus. Posteriormente, a identidade destes
microrganismos foi confirmada por biologia molecular como bactérias pertencentes a
tal género. Utilizando-se ainda a biologia molecular, do total de isolados bacterianos,
19 amostras foram identificadas como Staphylococcus aureus e 227 amostras foram
identificadas como Staphylococcos coagulase negativo.

A contagem de unidade formadora de colénias (UFC) por grama de queijo foi
realizada apés o crescimento microbiano para cada uma das sete marcas de queijo
avaliadas, incluindo todos os cinco lotes do produto.

As linhagens de S. aureus foram recuperadas a partir das marcas de QMF B,
E, F e G. As amostras obtidas dos queijos B e E foram isoladas em apenas um lote
de cada marca avaliada, representando uma amostra para cada queijo. No que se
refere as linhagens de S. aureus recuperadas a partir dos queijos F e G, tais
microrganismos foram obtidos de 3 e 4 lotes, respectivamente, como pode ser

observado na tabela 3.
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Tabela 3. Contagem média de S. aureus (UFC/g) recuperadas das 35 amostras de queijo

avaliadas, considerando as 7 marcas diferentes de QMF estudadas.

Marcas N° de morfotipos N° de lotes positivos para Média de UFC/g de
de bacterianos recuperacéo de S. aureus gueijo
queijo
B 1 1 2 x 10°
E 1 1 2x10°
F 13 3 7,3 x 10°
G 4 4 7 x10°

Todas as 35 amostras de QMF avaliadas neste estudo foram positivas com
relacdo a presenca de SCN. A contagem de UFC/g de queijo das 227 linhagens de
tais microrganismos variou de 1,1 x 10° a 9,2 x 10’, e a média destes valores por
marca de QMF é representada no gréafico 1, onde se observa todos os valores acima
de 5 x 10°, valor méaximo permitido pela legislacéo brasileira para a contagem de S.
aureus (BRASIL, 2001).
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Gréfico. 1. Média da contagem de Staphylococcus coagulase negativo (log UFC/g) por
marca comercial de queijo. Cinco lotes diferentes foram avaliados representativamente a
partir de cada marca comercial de queijo (A-G). A linha pontilhada representa a contagem
méaxima de Staphylococcus aureus permitida, de acordo a legislacdo sanitaria brasileira,
para consumo seguro do alimento (Brasil 2001).

Ainda em relacdo as 227 linhagens de SCN, € importante destacar que 67
amostras foram isoladas do meio seletivo acrescido de oxacilina, representando um
total de 29,5 %. Todas as 67 amostras se mostraram multirresistentes aos
antimicrobianos testados e apenas 5 ndo apresentaram o gene mecA, que confere

informacao de resisténcia ao antimicrobiano em questéo.

5.2. Avaliagéo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das linhagens de SCN e S.
aureus isoladas neste estudo é mostrado nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade das 227 linhagens de SCN avaliadas,
0s antimicrobianos menos eficientes foram a penicilina G, oxacilina e eritromicina,
com percentuais e resisténcia bacteriana acima de 67 %. Percentuais associados a

pouca eficiéncia dos antimicrobianos também s&o observados para gentamicina e
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clindamicina, apresentando 47,2 % e 35,7 % de resisténcia, respectivamente.
Quanto a estes antimicrobianas, observou-se ainda resisténcia intermediaria de 31,6
% e 20,1 %, respectivamente. A resisténcia de 14,7 %, 14,2 % e 11,7 % também foi
encontrada para tetraciclina, levofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim,
respectivamente, sendo observada também resisténcia intermediaria de 86,6 % para
este Ultimo antimicrobiano. Apesar das amostras de SCN apresentarem
sensibilidade a rifampicina de 61,6 %, observou-se resisténcia intermediaria de 11,6
% com relacdo a este antimicrobiano. Finalmente, a azitromicina, clorafenicol,
vancomicina e linezolida foram os antimicrobianos mais eficientes, com percentuais
de sensibilidade bacteriana de 76,3 %, 97,7 %, 100 % e 100 %, respectivamente.

As 19 linhagens de S. aureus recuperadas neste estudo apresentaram um
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos semelhante aquele de SCN, como
pode ser observado na tabela 3. Os antimicrobianos que se mostraram mais
eficientes foram a vancomicina, azitromicina, linezolida e rifampicina, apresentaram
todos 100 % de sensibilidade, bem como a tetraciclina, levofloxacina, cloranfenicol e
clindamicina que apresentam percentuais de sensibilidade de 73,7 %, 84,2 % ,94,7
% e 84,1 %, respectivamente. O antimicrobiano menos eficiente foi a penicilina G,
apresentando um percentual de resisténcia de 89,5 %. Percentuais associados a
pouca eficiéncia dos antimicrobianos também s&o observados para oxacilina,
sulfametoxazol-trimetoprim e eritromicina, apresentando 42,1 %, 47,4 % e 42,1 % de
resisténcia, respectivamente. A resisténcia de 21,1 % e 26,3 % também foi
encontrada para gentamicina e tetraciclina. Tais microrganismos apresentaram
ainda resisténcia intermediaria a eritromicona, gentamicina e clindamicina, com

percentuais de 52,6 %, 21 % e 10,6 %, respectivamente.
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos com relacdo aos 227 isolados de

Staphylococcus coagulase negativo obtidos de 35 amostras de queijo Minas Frescal,

representado por amostras sensiveis (S), com resisténcia intermediaria (RI) e resistentes

R).

Antimicrobianos

Concentragdes inibitérias

minimas (ug/mL)

Padrdes de

susceptibilidade (%)

ClIMsgq, ClIMgoy,  Variagcéo

(n) (n) S RI R
Penicilina G 2 4 0,0625->1024 13,8 7,7 78,5
Oxacilina 16 64 0,125-1024 23,8 - 76,2
Vancomicina 4 0,25-4 100 - -
Gentamicina 32 0,125-1024 21,2 31,6 47,2
Tetraciclina 0,5 32 0,125-128 84,5 0,8 14,7
Levofloxacina 4 0,125->1024 78,9 6,9 14,2
Sulfametoxazol-trimetropim 8 0,125->1024 1,7 86,6 11,7
Cloranfenicol 8 8-64 97,7 - 2,3
Eritromicina 16 >1024  0,0625->1024 9,8 22,4 67,8
Azitromicina 1 128 0,0625->1024 76,3 9 14,7
Linezolida 1 4 0,0625-4 100 - -
Clindamicina 32 0,0625-1024 44,2 20,1 35,7
Rifampicina 0,25 8 0,0625-32 61,6 11,6 26,8
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Tabela 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos com relacdo aos 19 isolados de

Staphylococcus aureus obtidos de 35 amostras de queijo Minas Frescal, representado por

amostras sensiveis (S), com resisténcia intermediéria (RI) e resistentes (R).

Antimicrobianos

Concentracéo inibitéria minima

Padrdes de

susceptibilidade (%)

ClMsg0, Variacao

(n) S RI R
Penicilina G 0,5 0,125->1024 10,5 - 89,5
Oxacilina 0,5 0,25-256 57,9 - 42,1
Vancomicina 1 0,5-4 100 - -
Gentamicina 2 32 1-32 57,9 21 21,1
Tetraciclina 0,5 64 0,25-128 73,7 - 26,3
Levofloxacina 0,5 2 0,25-4 84,2 53 10,5
Sulfometoxazol-trimetoprim 2 4 1-16 52,6 - 47,4
Cloranfenicol 4 8 4-64 94,7 - 5,3
Eritromicina 4 8 0,5->1024 53 52,6 42,1
Azitromicina 0,25 1 0,06-1 100 - -
Linezolida 0,5 2 0,5-2 100 - -
Clindamicina 0,12 1 0,06-16 84,1 10,6 53
Rifampicina 0,06 0,12 0,06-0,12 100 - -
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5.3. Deteccdo e distribuicdo dos marcadores genéticos de

resisténcia aos antimicrobianos e biocidas

A distribuicdo de marcadores genéticos associados a resisténcia aos
antimicrobianos e aos biocidas na populacdo bacteriana amostrada € apresentada
na tabela 6.

Em relacdo as 7 marcas de QMF avaliadas (A-G), os determinantes genéticos
blaZz, mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, bem como o marcador genético
associado a resisténcia aos biocidas smr, foram detectados em isolados bacterianos
de todas as marcas de QMF avaliadas.

Os marcadores genéticos mecA e blaZ, que codificam informacdo de
resisténcia a meticilina/oxacilina e aos [-lactamicos, respectivamente, foram os
marcadores genéticos mais frequentes para SCN, com frequéncia de deteccdo de
74 % e 64,3 %, respectivamente. O marcador blaZ também foi o mais frequente para
as 19 linhagens de S. aureus recuperadas, exibindo frequéncia de deteccao de 84,2
%. Ainda em relacdo a estas linhagens, o marcador genético mecA apresentou
frequéncia de deteccao de 47,4 %.

Em relacdo aos macrolideo e lincosamidas, os marcadores mrsA e msrB que
codificam informacdo de resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas, e linA que codifica informacao de resisténcia as lincosamidas,
foram os mais frequentes nas linhagens de SCN recuperadas, apresentando
frequéncias de deteccdo de 59,5 %, 56 % e 45,4 %, respectivamente. Tais
marcadores genéticos também foram os mais frequentes para as 19 linhagens de S.
aureus, com o0s respectivos percentuais de 56,6 %, 36,8 % e 26,3 % para linA, msrA
e msrB.

Ainda em relacdo aos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas, 0s
marcadores genéticos ermA, ermB e ermC foram encontrados apenas em algumas
linhagens de SCN, apresentando frequéncias de deteccéo de 1,8 %, 3,5 % e 1,3 %,
respectivamente.

O marcador genético gac, que codifica informacdo de resisténcia aos
biocidas, também foi encontrado apenas em algumas amostras de SCN, com

frequéncia de deteccdo de 5,7 %.
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Tabela 6. Deteccéo e distribuicdo dos determinantes genéticos relacionados a resisténcia aos antimicrobianos e biocidas entre as amostras de
Staphylococcus isoladas das 7 marcas de queijo Minas Frescal.

Marca comercial Microrganismos Freguéncia de detecg¢é@o dos marcadores moleculares de resisténcia aos antimicrobianos e biocidas (%)
de queijo Minas avaliado (n) aacA-
Frescal blaz mecA ermA ermB ermC msrA msrB linA aphD gac smr
A S. aureus (0) - - - - - - - - - - -
SCN (36) 80,5 47,2 - 8,3 8,3 61,1 44,4 66,6 63,8 - 66,6
B S. aureus (1) 100 100 - - - 100 - 100 - - -
SCN (48) 68,8 87,5 - - - 62,5 31,3 47,9 47,9 - 70,8
C S. aureus (0) - - - - - - - - - - -
SCN (27) 48,1 74 14,8 14,8 - 37 41 74 29,6 3,7 63
D S. aureus (0) - - - - - - - - - - -
SCN (35) 82,8 80 - - - 48,6 45,7 40 54,3 - 80
E S. aureus (1) 100 - - - - 100 - - 100 - 100
SCN (25) 64 88 - - - 96 68 60 64 - 96
F S. aureus (13) 100 46,2 - - - 23 15,4 46,2 47 7,7 46,2
SCN (26) 69,2 61,5 - - 7,7 26,9 19,2 46,2 57,7 15,4 38,5
G S. aureus (4) 25 50 - - - 50 75 75 25 - 75
SCN (30) 26,7 76,7 3,3 3,3 - 83,4 76,7 63,4 23,4 - 80
Total S. aureus (19) 84,2 47,4 - - - 36,8 26,3 56,6 47,4 5,3 52,6
SCN (227) 64,3 74 1,8 3,5 1.3 59,5 454 56 44,5 5,7 70,9
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Os dados referentes a correlacdo entre o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos e a deteccdo de marcadores genéticos de resisténcia sao
apresentados nas tabelas 7 e 8.

De maneira geral, considerando-se os B-lactamicos avaliados neste estudo,
das 227 linhagens de SCN testadas, 78,5 % e 76,2 % apresentaram um fenétipo de
resisténcia a penicilina e oxacilina, respectivamente. Dentre estes microrganismos
resistentes, 73,1 % das amostras foram mecA’ e 59,5 % blazZ’. Tais marcadores
foram detectados também em 4,8 % (blaZ) e 8,4 % (mecA) das amostras que foram
sensiveis aos respectivos antimicrobianos. Ainda neste contexto, em relagédo as 19
linhagens de S. aureus recuperadas, 89,5 % das amostras apresentaram fenotipo de
resisténcia a penicilina e 84,5 % apresentaram o marcador blaZ. A resisténcia a
oxacilina foi observada em 42,1 % dos isolados bacterianos e 31,6 % apresentaram
o0 marcador genético mecA. O marcador mecA foi encontrado ainda em 15,8 % das
amostras de S. aureus sensiveis a oxacilina.

O marcador genético que confere informacdo de resisténcia aos
aminoglicosideos avaliado neste estudo foi o aacA-aphD, e este foi detectado em
10,5 % das linhagens de S. aureus e 18,5 % das linhagens de SCN resistentes a
gentamicina (21,4 % e 47,1 %, respectivamente). Este marcador também foi
detectado também em 36,8 % (S. aureus) e 4,8 % (SCN) das amostras que foram
sensiveis a gentamicina.

Em relagdo aos macrolideos, 42,1 % e 56 % das linhagens de S. aureus
apresentaram fendtipo de resisténcia e resisténcia intermediaria a eritromicina,
respectivamente, e apenas o marcador genético msrA foi detectado em 10,5 % dos
isolados resistentes, e em 21 % dos isolados que apresentaram resisténcia
intermediaria. Detectou-se o marcador msrB nas amostras de S. aureus sensiveis a
azitromicina (5,3 %) e a eritromicina (5,3). Este mesmo marcador também foi
encontrado em 26,3 % das amostras com resisténcia intermediéria a eritromicina.
Quanto as amostras de SCN, observou-se 14,5 % e 67,8 % de resisténcia a
azitromicina e eritromicina, respectivamente, bem como 9 % e 22,4 % de resisténcia
intermediaria aos mesmos antimicrobianos. Ainda referente a estas amostras, 0
marcador genético msrA foi detectado em 6,2 5 e 5,3 % das linhagens resistentes e
com resisténcia intermediaria, respectivamente, em relagdo a azitromicina. Quanto a

eritromicina, o referido marcador também foi detectado em 38,8 % e 13,2 % das
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linhagens resistentes e com resisténcia intermediaria. J& em relacdo ao marcador
msrB, a deteccdo ocorreu em 7 % e 26,9 % das amostras resistentes a azitromicina
e eritromicina, respectivamente, bem como em 4 % e 11,5 % das linhagens com
resisténcia intermediaria aos respectivos antimicrobianos. Os marcadores msrA e
msrB foram encontrados ainda nas amostras de SCN sensiveis a azitromicina (20,7
% para msrA e 34 % para msrB) e eritromicina (7,5 % para msrA e 7 % para msrB).

Considerando a resisténcia a clindamicina, entre as amostras de S. aureus, 0
marcador linA foi detectado apenas nas linhagens sensiveis (47,4 %). Em relacdo as
linhagens isoladas de SCN, detectou-se o marcador linA em 19,4 % das amostras
resistentes e em 11,5 % das amostras com resisténcia intermediaria. O mesmo
marcador foi detectado em 25,5 % das amostras sensiveis a clindamicina.

Os marcadores genéticos ermA, ermB e ermC, que conferem informacao de
resisténcia aos macrolideos, lincosalinas e estreptograminas ndo foram detectados
entre as amostras bacterianas identificadas como S. aureus. Considerando os
isolados de SCN, estes marcadores foram detectados em indices inferiores a 2 %
nas amostras resistentes, com resisténcia intermedidria e sensiveis a azitromicina,

eritromicina e clindamicina.
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Tabela 7. Correlagdo entre o perfil de susceptibilidade e a presenca dos respectivos marcadores genéticos de resisténcia a antimicrobianos das 227

linhagens de Staphylococcus coagulase negativo isoladas a partir das 7 marcas comerciais diferentes de queijo Minas Frescal (no total de 35 amostras de
gueijo), considerando-se os genes de resisténcia aos antimicrobianos avaliados.

Antimicrobiano

Perfil de susceptibilidade e presenca de gene de resisténcia aos antimicrobianos (considerando as 227

utilizado linhagens de SCN isoladas de QMF)
% R (n) % RI (n) % S (n) Gene detectado (n) % R + gene (n) % RI + gene (n) % S + gene (n)
PEN 78,5 (178) 7,7 (18) 13,7 (31) blazZ (146) 59,5 (135) - 4.8 (11)
OXA 76,2 (173) - 23,8 (54) mecA (185) 73,1 (166) - 8,4 (19)
AZI 14,5 (33) 9 (21) 76,2 (173) msrA (135) 6,2 (14) 5,3 (12) 47,1 (107)
msrB (103) 7 (16) 4(9) 33 (75)
ermA (4) 0,4 (1) - 1,3 (3)
ermB (4) - 0,9 (2) 0,4 (1)
ermC (3) - - 1,3(3)
ERY 67,8 (154) 22,4 (51) 9,7 (22) msrA (135) 38,8 (88) 13,2 (30) 7,5 (17)
msrB (103) 26,9 (61) 11,5 (26) 7 (16)
ermA (4) 1,8 (4) - -
ermB (4) 1,3(3) - -
ermC (4) 0,4 (1) 0,9 (2) -
GEN 47,1 (107) 31,6 (72) 21,1 (48) aacA-aphD (102) 18,9 (43) 21,1 (48) 4,8 (11)
CLI 37,7 (81) 20,1 (46) 44 (100) linA (128) 19,4 (44) 11,5 (26) 25,5 (58)
ermA (4) 0,9 (2) - 0,9 (2)
ermB (4) 0,9 (2) - 0,4 (1)
ermC (3) - - 1,3(3)

PEN: penicilinA, OXA: oxacilinA, AZI: azitromicina, ERY: eritromicina, GEN: gentamicina, CLI: clindamicina, % R: percentual de resisténcia, % RI: percentual de resisténcia intermediaria, % S:

percentual sensibilidade, % R + gene: percentual de resisténcia associado & presenca de gene que confere informacgdo de resisténcia, % RI + gene: percentual resisténcia intermediaria

associado a presenca de gene que confere informagao de resisténcia, % S + gene: percentual de sensibilidade associado a presenca de gene que confere informacéo de resisténcia
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Tabela 8. Correlacéo entre o perfil de susceptibilidade e a presenca dos respectivos marcadores genéticos de resisténcia a antimicrobianos
das 19 linhagens de Staphylococcus aureus isoladas a partir das 7 marcas comerciais diferentes de queijo Minas Frescal (no total de 35

amostras de queijo), considerando-se os genes de resisténcia aos antimicrobianos avaliados.

Antimicrobiano Perfil de susceptibilidade e presenca de gene de resisténcia aos antimicrobianos (considerando as
utilizado 19 linhagens de S. aureus isoladas de QMF)
% R (n) % RI (n) % S (n) Gene detectado % R + gene (n) % RI + gene % S + gene (n)
(n)

PEN 89,5 (17) - 10,5 (2) blaz (16) 84,2 (16) - -
OXA 42,1 (8) - 57,9 (11) mecA (9) 31,6 (6) - 15,8 (3)
AZ| - - 19 (100) msrA (7) - - -

msrB (5) - - 53(1)
ERY 42,1 (8) 56,2 (10) 5,3 (1) msrA (7) 10,5 (2) 26,3 (5) -

msrB (5) - 21 (4) 53()
GEN 21 (4) 21 (4) 58 (11) aacA-aphD (9) 10,5 (2) - 36,8 (8)
CLI 5,3 (1) 10,6 (2) 84,2 (16) linA (10) - 5,3 (1) 47,4 (9)

PEN: penicilinA, OXA: oxacilinA, AZI: azitromicina, ERY: eritromicina, GEN: gentamicina, CLI: clindamicina, % R: percentual resisténcia, % RI: percentual resisténcia intermediaria, % S: percentual
de sensibilidade, % R + gene: percentual de resisténcia associado & presenga de gene que confere informag&o de resisténcia, % RI + gene: percentual de resisténcia intermediaria associado a
presenca de gene que confere informagao de resisténcia, % S + gene: percentual de sensibilidade associado a presenga de gene que confere informacéo de resisténcia.
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Considerando-se o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e a
distribuicdo de marcadores genéticos de resisténcia (tabelas 9A-G), ndo foram
observadas amostras bacterianas sensiveis a todos os antimicrobianos testados.
Aproximadamente 2 % das amostras bacterianas recuperadas se mostraram
resistentes a apenas um antimicrobiano e, em todos estes casos, 0 antimicrobiano
foi a eritromicina. Na maioria das bactérias pertencentes a este grupo (80 %),
observou-se a presenca de marcadores genéticos que codificam informacdo de
resisténcia para outros grupos de antimicrobiano, além dos macrolideos.

Ainda em relacdo as tabelas 9A-G e 10, observa-se a presenca da
associacdo dos marcadores mecA e blaZ em 48 % de todos os isolados. Deste total,
apenas 6 % nédo apresentaram fenotipo de resisténcia associado a penicilina e/ou
oxacilina. Uma outra associacdo representativa de marcadores de resisténcia
observada foi referente a msrA e msrB, presente em 38 % dos isolados. Neste caso,
observou-se também um pequeno percentual (7,5 %) de amostras bacterianas que
nao apresentaram fenotipo de resisténcia aos macrolideos.

Uma associacdo que também pode ser notada a partir das tabelas a seguir é
referente aos marcadores genéticos mecA, blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, que
esta relacionada a 5,7 % das amostras de SCN testadas. Em todas as 13 linhagens,
a partir das quais tal associagcao dos genes foi detectada, o perfil de susceptibilidade
apresenta resisténcia pelo menos a oxacilina, penicilina, eritromicina, azitromicina e
gentamicina. O marcador genético aacA-aphD foi detectado em 41 % dos isolados
bacterianos avaliados, e nestes casos aproximadamente 83 % e 86 % das amostras
apresentavam resisténcia fenotipica a gentamicina e a oxacilina, respectivamente.

Quanto ao grupo das linezolidas, a relacdo positiva entre fenétipo e genaétipo
de resisténcia foi observada em aproximadamente 38 % dos isolados bacterianos.

Em relagcdo aos marcadores que conferem informacdo de resisténcia aos
biocidas, o gene smr foi detectado em 63,4 % de todos os isolados bacterianos
estudados, bem como a associacdo do gene smr e gac foi confirmada em

aproximadamente 5 % das amostras.
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Tabela 9A. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fendtipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 36 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal A.

Marca do QMF (n) Fendtipo de Resisténcia (N) Gendtipo Frequéncia % (n)
ERY (1) mecA, blaZ, msrB, smr 2,8(1)
PEN-OXA-ERY (3) Blaz 2,8 (1)

mecA, blaz, msrA, linA, smr 2,8(1)

mecA, blaZ, msrA, smr 2,8(1)

SXT-CLI-ERY (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 2,8(1)
PEN-OXA-CLI-ERY (1) mecA, blaz, aacA-aphD 2,8(1)
GEN-PEN-OXA-ERY (1) mecA, blaZ, msrA, aacA-aphD 2,8(1)
PEN-OXA-SXT-CLI-ERY (3) blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD 2,8(1)
blaz, aacA-aphD 5,6 (2)

GEN-PEN-OXA-ERY-RIF (1) blaz, aacA-aphD, sem 2,8(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-RIF (2) mecA, blaz, linA, aacA-aphD, smr 5,6 (2)
TET-GEN-PEN-OXA-ERY (1) mecA, blaz, smr 2,8 (1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERY (5) mecA, blaz, msrA, linA, smr 2,8(1)
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 2,8(1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 5,6 (2)

A (36) msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERY (1) blaz, aacA-aphD 2,8 (1)
GEN-PEN-OXA-ERY-AZI-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD 2,8(1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERY-AZI (2) mecA, blaz, linA, aacA-aphD, 2,8 (1)
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERY-RIF (3) mecA, msrA, msrB, linA, smr 2,8(1)
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1)

mecA, blaZ, msrA, linA, smr 2,8 (1)

GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERY-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD 2,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERY-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 2,8 (1)
TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (1) mecA, blaz, ermB, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8(1)
TET-GEN-PEN-OXA-ERY-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, ermB, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1)
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (3) msrA, msrB, linA, aacA-aphD 2,8 (1)
blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD 2,8(1)

mecA, linA, smr 2,8 (1)

TET-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERY-RIF (2) mecA, linA, aacA-aphD, smr 2,8(1)
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 2,8(1)

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: sulfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,

ERY: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina

54



Tabela 9B. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fendtipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 48 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal B.
Marca do QMF  Fendtipo de Resisténcia (n) Gendtipo Frequéncia %
(n) (n)

SXT-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 2,1()
SXT-CLI-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 2,1(1)
PEN-SXT-ERI (1) mecA, blaZz, msrA, msrB, gac, smr 2,1(1)
GEN-PEN-OXA-ERI (3) mecA, blaZz, msrB, gac, smr 2,1(1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA 2,1(1)

mecA, blaZ, msrB, linA, aacA-aphD 2,1(1)

PEN-OXA-ERI-AZI mecA, blaZ, msrA, linA, gac, smr 2,1(1)
TET-SXT-CLI-ERI-AZI| (2) mecA, blaZ, msrA 2,1(1)

mecA, blaz, linA, smr 2,1(1)

LEV-GEN-PEN-OXA-ERI (2) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, gac, smr 2,1(1)

mecA, msrA, linA, gac, smr 2,1(1)

TET-PEN-OXA-SXT-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, gac, smr 2,1(1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (11) mecA, blaZ, msrA, smr 4,2 (2)

mecA, blaZ, msrA, linA, aacA-aphD 4,2 (2)

B (48) mecA, blaZ, msrA, linA, aacA-aphD, smr 2,1()
mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD 2,1()

mecA, blaz, smr 4,2 (2)

mecA, aacA-aphD, smr 2,1()

mecA, blaZz, msrA, aacA-aphD, smr 2,1(1)

mecA, blaz, msrA, linA, smr 2,1(1)

GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, gac, smr 2,1(1)
TET-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (2) aacA-aphD 2,1 (1)

aacA-aphD, smr 2,1(1)

LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 2,1 (1)
TET-GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD 2,1 (1)
TET-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI (1) mecA, blaz, msrA, smr 2,1(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, blaZz, msrA, msrB, linA, gac, smr 2,1(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, gac, smr 2,1(1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (7) mecA, blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD 2,1(1)

mecA, blaZz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,1(1)
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mecA, blaZ, msrA, aacA-aphD 4,2 (2)
mecA, blaZ aacA-aphD 2,1 (1)
mecA, blaZ, msrA, smr 4,2 (2)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 2,1(1)
GEN-PEN-OXA-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaz, linA, aacA-aphD 2,1(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-RIF (4) aacA-aphD, smr 2,1 (1)
mecA, linA, aacA-aphD, smr 4,2 (2)
linA, aacA-aphD, smr 2,1(1)
TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB 2,1()
TET-GEN-PEN-OXASXT-CLI-ERI-RIF (1) mecA, blaz, linA, aacA-aphD, smr 2,1(1)
TET-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 2,1(1)
TET-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (1) aacA-aphD, smr 2,1(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD, smr 2,1 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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Tabela 9C. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fendtipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 27 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal C.
Marca do QMF  Fendtipo de Resisténcia (n) Gendtipo Frequéncia %
(n) (n)

GEN-PEN-OXA-RIF (1) blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,7 (1)
GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaz, linA, smr 3,7(1)
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (2) - 3,7()

mecA, blaZ, msrB, linA, smr 3,7 (1)

GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaz, aacA-aphD, smr 3,7(1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (3) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 7,4 (2)

blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,7(1)

GEN-PEN-OXA-CLI-RIF (1) mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,7 (1)

C (27) GEN-PEN-OXA-CLI-AZI (1) mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,7(1)
PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (2) mecA, linA, gac, smr 3,7 (1)

mecA, linA 3,7 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (4) mecA, msrA, smr 3,7 (1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,7 (1)

mecA, blaz, smr 3,7 (1)

mecA, blaz, linA 3,7 (1)

TET-GEN-PEN-OXA-ERI-AZI (2) mecA, linA 3,7 ()

mecA, ermA, linA 3,7 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (2) ermA, linA 3,7 ()

mecA, ermA, linA 3,7 (1)

PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, ermA, smr 3,7 (1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (4) mecA, blaz, linA 3,7 (1)

mecA, blaz, linA, smr 3,7 (1)

mecA, blaZ, msrB, linA 3,7 (1)

linA, smr 3,7 (1)

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (1) linA 3,7 (1)
TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,7 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,
ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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Tabela 9D. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fendtipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 35 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal D.

Marca do QMF (n)

Fenotipo de Resisténcia (n)

Genotipo

Frequéncia % (n)

D (35)

ERI (2)

CLI-ERI (1)

SXT-ERI (1)
LEVO-SXT.CLI-ERI (1)
LEVO-GEN-SXT-ERI (2)

TET-PEN-OXA-ERI (1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (2)

GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI (1)
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (3)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1)
GEN-PEN-OXA-CLI-AZI (1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1)
GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1)
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-RIF (1)
GEN-PEN-OXA-ERI-AZI-RIF (3)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (5)

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (2)

PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1)

LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI (1)

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (2)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1)

blaz, aacA-aphD

mecA, blaZ, msrA, msrB, smr

aacA-aphD

mecA, aacA-aphD

blaz, smr

mecA, aacA-aphD, smr

blaz, aacA-aphD

mecA, blaZ, msrA, msrB, smr

blaz, smr

mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr

mecA, ermC, linA, aacA-aphD

mecA, blaz, smr

mecA, blaZ, msrB, smr

mecA, blaz, smr

mecA, blaz, ermA, smr

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr

blaz, aacA-aphD, smr

mecA, blaz, linA, aacA-aphD

mecA, blaZ, aacA-aphD, smr

mecA, blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr
mecA, blaZ, msrA, msrB, smr

mecA, msrA, aacA-aphD, smr

mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr
mecA, blaz, msrA, aacA-aphD, smr

mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr
mecA, blaZ, msrA, msrB, smr

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr

blaz, aacA-aphD

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr

mecA, blaZ, msrA, msrB, smr

2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
5,7 (2)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)
2,8 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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Tabela 9E. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fendétipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 25 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal E.

Marca do QMF  Fendtipo de Resisténcia (n) Gendtipo Frequéncia %

(n) (n)

LEVO-ERI (1) aacA-aphD 4 (1)

GEN-PEN-OXA (3) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 4(1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

mecA, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI (1) mecA, msrA, linA, smr 4 (1)

E (25) GEN-PEN-OXA-RIF (2) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 8 (2)

GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (3) mecA, msrA, msrB, smr 4 (1)

mecA, blaz, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

mecA, blaz, msrA, linA, smr 4 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (8) msrA, msrB, smr 4 (1)

mecA, msrA, aacA-aphD, smr 4 (1)

mecA, blaZ, msrA, smr 8(2)

mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 4 (1)

blaZ, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 8(2)

GEN-PEN-OXA-CLI-RIF (3) mecA, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 4 (1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (2) mecA, blazZ, msrA, linA, smr 4 (1)

mecA, blaZz, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 4 (1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 4 (1)

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (1) mecA, msrA, smr 4 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,
ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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Tabela 9F. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fendtipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 26 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal F.
Marca do QMF  Fen6tipo de Resisténcia (n) Genotipo Frequéncia %
(n) (n)

ERI (1) mecA, blaZ, msrA, linA, smr 3,8(1)
LEVO-GEN-SXT-ERI (1) - 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA (2) mecA, blaZ, aacA-aphD 3,8(1)

blaz, aacA-aphD 3,8(1)

PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaz, aacA-aphD 3,8(1)
TET-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 3,8(1)
PEN-OXA-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrB, linA, smr 3,8(1)
GEN-PEN-OXA-RIF (1) blaz, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,8(1)
GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-AZI (1) mecA, blaz, linA, aacA-aphD 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI (1) blaz, aacA-aphD 3,8(1)

F (26) PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) blaz, aacA-aphD 3,8 (1)
TET-SXT-CLI-ERI-AZ| (1) mecA, blaz, linA, smr 3,8(1)
TET-PEN-OXA-SXT-ERI (1) mecA, blaz, msrA, msrB, linA, smr 3,8(1)
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) mecA, blaz, msrA, msrB, linA, smr 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) aacA-aphD 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (2) blaz, aacA-aphD 7,7 (2)
CLO-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, aacA-aphD 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, gac, smr 3,8(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, blaz, linA, aacA-aphD 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZ]| (1) aacA-aphD, gac 3,8(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI (2) mecA, linA, aacA-aphD 3,8(1)

mecA, smr 3,8(1)

TET-LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (2) mecA, ermC, aacA-aphD 7,7 (2)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,
ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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Tabela 9G. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenétipo de resisténcia aos

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 30 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas

Frescal G.
Marca do QMF  Fen6tipo de Resisténcia (n) Genotipo Frequéncia %
(n) (n)

ERI (1) linA 3,3(1)

ERI-AZI (1) linA 3,3(1)

CLI-AZ| (1) linA 3,3(1)
PEN-OXA-ERI (1) msrA, msrB, smr 3,3(1)
GEN-PEN-OXA (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
GEN-CLI-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
LEVO-GEN-PEN-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3(1)
GEN-PEN-OXA-ERI (7) mecA, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)

mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3(1)

msrA, msrB, smr 6,7 (2)

msrA, msrB 3,3(1)

G (30) mecA, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
mecA, msrA, linA, smr 3,3(1)

GEN-PEN- OXA-AZI (1) mecA, blaz, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA 3,3(1)
TET-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, ermA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3(1)
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (2) mecA, blaZ, msrA, smr 3,3(1)

mecA, linA 3,3(1)

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (5) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 6,7 (2)

mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,3(1)

msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,3(1)

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)

GEN-PEN-OXA-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3(1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3(1)
CLO-TET-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, ermB, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
CLO-TET-GEN-PEN-OXA-ERI-AZI (1) mecA, blaz, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 3,3(1)
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, msrA, msrB, smr 3,3 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina,

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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Tabela 10. Correlacdo entre a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenétipo de

resisténcia aos antimicrobianos entre as 19 linhagens de Staphylococcus aureus recuperadas das 35 amostras de queijo Minas Frescal avaliadas.

Genotipo Frequéncia %
Fenotipo de Resisténcia (N) (n)
PEN-ERI (2) blaz, aacA-aphD 10,5 (2)
CLI-ERI (1) linA 52 (1)
PEN-SXT-ERI (3) blaz, aacA-aphD 10,5 (2)

blaz, linA, aacA-aphD 52 (1)
LEVO-PEN-ERI (1) blaz, aacA-aphD, 52 (1)
PEN-OXA-ERI (1) blaz, msrB, linA, gac, smr 52 ()
PEN-SXT-ERI (1) blaz, linA, smr 52 (1)
PEN-SXT-CLI-ERI (1) blaz, aacA-aphD 52 (1)
LEVO-PEN-SXT-ERI (1) blaz, aacA-aphD 52 (1)
TET-PEN-SXT-ERI (1) mecA, blazZ, msrA, linA, smr 52 (1)
GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, linA 52 (1)
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrB, linA, smr 52 (1)
CLO-TET-GEN-PEN-OXA (1) blaz, msrB, smr 52 (1)
TET-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (2) mecA, blaZ, msrA, smr 52 (1)

mecA, blaZ, msrA, linA, smr 5,2 (1)
CLO-TET-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 52()
TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) blaZ, msrA, aacA-aphD, smr 5,2 (1)

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim,
CLI: Clindamicina, ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina
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O indice multirresisténcia aos antimicrobianos (MAR) de SCN e S. aureus
resistentes € mostrado nas tabelas 11 e 12 a seguir. Com base neste parametro,
80,6 % dos isolados de SCN e 84,2 % dos isolados de S. aureus foram classificados
como microrganismos multirresistentes, com um indice MAR > 0,2. Considerando
apenas as bactérias que pertencem a mesma marca de QMF avaliada, o percentual
de isolados com indice MAR > 0,2 variou de 50 % a 92,6 % para SCN e de 50 % a
100 % para S. aureus.

5.4. Avaliagcdo das caracteristicas fisiolégicas e moleculares

associadas a viruléncia.

Considerando-se a atividade hemolitica, a e 3-hemodlise foram observadas em
3 % e 5,3 % das amostras de SCN identificadas, respectivamente (tabela 11). A 3-
hemolise também foi encontrada nas linhagens de S. aureus, com um percentual de
36,8 %. Neste grupo de microrganismo, nao foi observada a-hemdlise (tabela 12).

As 227 bactérias SCN e 19 S. aureus também foram testadas quanto a
presenca de genes das enterotoxinas A-D, bem como a capacidade de produgéo de
biofilme. Observou-se que trés amostras de SCN apresentavam o0 gene para a
producdo de enterotoxina A, e nenhum gene foi encontrado entre as amostras de S.
aureus. A capacidade de producéo de biofilme foi detectada em 30 % e 36,8 % das

amostras de SCN e S. aureus, respectivamente (tabelas 11 e 12).
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Tabela 11. Associacdo entre as caracteristicas fisiologicas e moleculares de resisténcia a
oxacilina, multirresisténcia, biofime e atividade hemolitica entre as amostras de

Staphylococcus coagulase negativo recuperadas a partir das amostras de queijo Minas

Frescal.
Marcado Numero SCN Resisténcia Indice MAR  Producéo Atividade hemolitica
queijo de mecA'n  aoxacilina >0,2 de Biofilme n (%)
isolados (%) n (%) n (%) n (%) a 3
de SCN
1 36 28 (77,8) 31 (86,1) 32 (89) 5(13,9) 1(2,8) 1(2,8)
2 48 42 (87,5) 38 (79,2) 43 (89,6) 7 (14,6) 4 (8,3) 1(2,1)
3 27 19 (70,4) 24 (88,8) 25 (92,6) 7 (25,9) - -
4 35 28 (80,0) 25 (71,4) 25 (71,4) 7 (20,0) 1(2,8) 1(2,8)
5 25 21 (84,0) 23 (92) 22 (88) 13 (52) - 1(4)
6 26 19 (73,0) 11 (42,3) 13 (50) 13 (50) 1(3,8) 7 (26,9)
7 30 28 (93,3) 21 (70) 23 (76,7) 16 (53,3) - 1(3,3)
Total 227 185(81,5) 173 (76,2) 183 (80,6) 68 (30) 7(3) 12 (5,3)
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Tabela 12. Associacdo entre as caracteristicas fisiologicas e moleculares de resisténcia a
oxacilina, multirresisténcia, biofilme e atividade hemolitica entre as amostras de

Staphylococcus aureus recuperadas a partir das amostras de queijo Minas Frescal.

Marcado Namero S.aureus Resisténcia Indice MAR  Producédo Atividade hemolitica

queijo de mecA'n  aoxacilina >0,2 de Biofilme n (%)
isolados (%) n (%) n (%) n (%) a R
de S.
aureus
2 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) - - -
5 1 - 1 (100) 1 (100) - - -
6 13 6 (46,2) 4 (30,8) 12 (92,3) 5 (38,5) - 5 (38,5)
7 4 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (28,6) - 2 (50)
Total 19 9 (47,4) 8 (42,1) 16 (84,2) 7 (36,8) - 7 (36,8)
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6. DISCUSSAO

A contaminacdo microbiana na induastria de alimentos faz com que o
consumidor fique exposto a sérios riscos relacionados a saude. Neste contexto, as
industrias de laticinios sdo consideradas particularmente susceptiveis a
contaminagdo por microrganismos, principalmente pela matéria prima utilizada na
fabricacdo e pelo elevado teor de umidade encontrado nos locais de producéo
(PERRY, 2004).

De acordo com a literatura, a contaminagao microbiana do queijo Minas Frescal
(QMF) esta associada as falhas que podem ocorrer em qualquer etapa na linha de
producdo do alimento, tais como as condi¢cdes sanitarias dos rebanhos, que afetam
diretamente na qualidade da matéria prima utilizada, até o transporte e
comercializacdo dos queijos, em que 0 tempo e a temperatura de conservacéo
durante o armazenamento podem explicar os percentuais elevados de amostras
improprias para consumo humano (BRANT et al., 2007).

Atualmente, a autoridade sanitéria brasileira, representada pela ANVISA,
apresenta limites para as contagens de Staphylococcus aureus encontrados em
alimentos como o QMF, mas ainda ndo existe nenhuma legislacdo especifica
referente & contagem de Staphylococcus coagulase negativo (SCN). Contudo,
apesar de ndo serem previstas pela legislacdo vigente, as contagens elevadas de
SCN encontradas no presente estudo (grafico 1) podem representar a ma qualidade
do produto. Torna-se relevante destacar que, das quatro marcas de QMF positivas
com relacdo a presenca de S. aureus, uma apresentou contagens de S. aureus em
torno de 10° UFC/g e as outras trés marcas apresentaram contagens acima do valor
permitido por lei para este tipo de alimento (BRASIL, 2001). Em relacdo as linhagens
de SCN recuperadas, as contagens se mostraram elevadas nas 35 amostras de
queijo testadas, com variacéo entre 1,1 x 10° a 9,2 x 10" UFC/g. A partir dos dados
obtidos, observa-se também que todas as amostras de QMF avaliadas
apresentaram contagens de SCN superiores a 10° UFC/g, que é o padrdo

estabelecido por lei para a presenca de Staphylococcus aureus neste tipo de queijo.
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Considerando os microrganismos previstos na legislagdo como contaminantes
(Anexo B), alguns autores relatam a contaminagédo dos produtos em 100% do QMF
amostrado, com contagens microbianas acima do permitido por lei, especialmente
em queijos artesanais, cujo leite usado como matéria prima nao sofre processo de
controle da populagcéo microbiana, tal como a pasterurizagdo (LUBECK et al., 2001;
PINTO et al., 2011). Em um trabalho mais semelhante ao presente estudo, com uma
avaliacdo de queijos produzidos a partir de leite pasteurizado, Rocha et al. (2006)
observaram que 85,7 % das amostras de QMF industrializado estavam improprias
para consumo, apresentando findices que variam de 10% a 10° UFC/g de
Staphylococcus spp. Tais autores consideram o QMF um alimento muito susceptivel
a contaminacdo microbiana e, por isso, esse processo pode ocorrer ja a partir da
matéria prima contaminada. No entanto, 0s mesmos autores sugerem também que o
indice elevado de microrganismos nos queijos fabricados a partir de leite
pasteurizado pode estar associado a contaminac¢des cruzadas durante ou apés o
processamento do alimento.

Em relacdo ao presente estudo, em todas as 35 amostras de QMF avaliadas, o
leite utilizado como matéria prima na fabricacdo do queijo era descrito como
pasteurizado, e as embalagens apresentavam o selo do Servico de Inspecao
Federal (S.1.F.), que garante a obrigatoriedade da utilizacdo do leite pasteurizado na
fabricacdo de queijos. Entretanto, uma vez que a fiscalizacdo das amostras
comercializadas ndo é constante, torna-se muito dificil garantir aos consumidores
um produto dentro dos padrbes de qualidade e adequado para O consumo
(OLIVEIRA et al.,2003). Assim, considerando-se as técnicas microbiol6gicas
utilizadas e o controle de qualidade experimental, as questdes sanitarias envolvendo
a cadeia produtiva das diferentes amostras de QMF avaliadas, poderiam explicar os
indices tdo elevados de microrganismos recuperados no presente trabalho. Além
disso, Okura e Moacir (2010) sugerem, a partir de seus estudos onde os resultados
de amostras de QMF com SIF apresentaram indices de contaminacdo bacteriana
elevada, que apenas a aplicacdo da pasteurizacdo parece nao resolver
completamente o problema da qualidade dos queijos, apontando uma necessidade
de investimento na melhoria das instalacdes, higienizacdo adequada e monitorada

dos equipamentos e utensilios, bem como investimento em capacitacdo de
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funcionarios nas empresas com Servico implantado de inspecdo sanitaria (SIF). A
ocorréncia de altos niveis populacionais destes microrganismos no queijo, segundo
Assumpcéo et al. (2003), pode resultar, ainda, em uma diminuicdo na vida util do
alimento, acarretando em prejuizos financeiros, além dos riscos a saude do
consumidor.

Em relacdo aos SCN, além da contagem excessiva destes microrganismos nas
amostras de QMF avaliadas neste estudo, é importante destacar que, recentemente,
tais microrganismos vém surgindo como patdgenos oportunistas significativos, tanto
na medicina humana quanto veterinaria (ROHDE et al., 2004; PIETTE e
VERSCHRAEGEN, 2009). Estas bactérias podem se dispersar inicialmente a partir
de animais, em decorréncia de existirem normalmente como componentes da
microbiota residente nas membranas mucosas e pele de muitos animais (SAWANT
et al., 2009; CONTON et al., 2010). Até alguns anos atras, na industria de alimentos,
SCN eram considerados como contaminantes que nao apresentavam riscos a saude
dos consumidores. No entanto, a descoberta de que linhagens de SCN também
podem produzir enterotoxinas exigiu que a importancia destes microrganismos fosse
reconsiderada, e seu significado na saude publica se tornou uma preocupacdo em
todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2010, RALL et al., 2010).

Além do exposto, a deteccdo de contagens elevadas de bactérias do género
Staphylococcus em todas as marcas de QMF avaliadas neste estudo é de grande
interesse, especialmente considerando os niveis de resisténcia aos antimicrobianos
e caracteristicas de viruléncia exibidos por tais isolados. Estes achados sugerem
que tais produtos podem ser considerados como um importante reservatério para
patdgenos oportunistas com multirresisténcia aos antimicrobianos, uma vez que ja
foi demonstrado para S. aureus e sugerido para SCN (PEREIRA et al.,, 2009;
PODKOWIK et al., 2012).

Quanto as principais caracteristicas de viruléncia associadas ao género
Staphylococcus, embora existam poucos relatos na literatura para comparar com 0s
presentes resultados, a frequéncia elevada de isolados produtores de biofilme a
partir do QMF industrializado pode representar riscos associados ndo apenas a
relacdo bactéria-hospedeiro, mas também a persisténcia bacteriana em toda a

cadeia de producdo do alimento. Acredita-se que as bactérias possam permanecer
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nos biofilmes, em virtude de sua capacidade de aderéncia a superficie e resisténcia
aos fatores fisicos, quimicos e biologicos, tais como calor, desidratacéo,
detergentes, biocidas e antimicrobianos (SIMOJOKI et al., 2012). Adicionalmente, a
ocorréncia de bactérias hemoliticas e daquelas que carregam genes de
enterotoxinas, incluindo o gene de enterotoxina A estafilocdcica, representam
preocupacdes acerca das relacdes bactéria-hospedeiro. Entretanto, uma importante
preocupacao € que a presenca de um gene de que codifica para uma enterotoxina
nao indica que a enterotoxina em questdo é expressa e esta presente no alimento.
Entre as enterotoxinas estafilococicas, as enterotoxinas A e B sdo as mais
prevalentes em casos de intoxicagdo alimentar. Veras et al., (2008) avaliaram o
potencial enterotoxigénico de Staphylococcus spp. no Brasil, nesse contexto, e
observaram que 38 % das linhagens avaliadas, isoladas de surtos de intoxicacao
alimentar, carregavam o0s genes de enterotoxinas A, B e C. A observagdo no
presente estudo de trés isolados bacterianos contendo o gene sea, que confere
informacéo de producdo de enterotoxina A, € preocupante, principalmente por que
estes microrganismos estavam presentes nos queijos em quantidades (UFC/q)
acima do permitido pela legislacéo, tornado per se o alimento uma potencial fonte de
microrganismos associados a toxinfecc¢éo alimentar.

Além dos fatores de viruléncia bacterianos classicos, a resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos tem se mostrado um problema crescente em relacdo a
viruléncia bacteriana, a medida que € um fenbmeno que se origina em resposta ao
estresse causado por tais farmacos, tendo como principal consequéncia a
diminuicdo no efeito da quimioterapia, interferéncia no diagnostico microbioldgico e
provavel aumento na morbidade das doencas infecciosas. Nesse contexto, as
bactérias do género Staphylococcus tém se destacado por apresentarem, ao longo
dos anos, uma capacidade notavel de se tornarem resistentes aos agentes
antimicrobianos (TAVARES, 2000; MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004; WEESE
e DUIJKEREN, 2010).

A utilizagdo de antimicrobianos como aditivos de ragdo representam,
atualmente, uma das maiores preocupacdes relacionadas as bactérias associadas a
alimento resistentes aos antimicrobianos (SORUM e L’ABEE-LUND, 2002). Além

disso, ja foi descrito a possibilidade de transferéncia de bactérias do género
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Staphylococcus entre hospedeiros como o gado e o ser humano. E, embora tais
eventos ndo sejam descritos com muita frequéncia, considera-se possivel que
infeccbes em humanos ocorram por meio da ingestdo de alimentos contaminados
com Staphylococcus que apresentam resisténcia aos antimicrobianos (LEE, 2003)

Os B-lactamicos sao considerados importantes agentes antimicrobinanos
utilizados no tratamento e prevenc¢ao de doengcas em humanos e em outros animais.
A resisténcia a penicilina, bem como outros antimicrobianos pertencentes ao grupo
dos [-lactdmicos esta relacionada a produgdo de B-lactamases e também a
producdo de proteina de ligacdo a penicilina de baixa afinidade, a PBP2a (SAWANT
et al., 2009; DOYLE et al., 2012). O percentual elevado de linhagens bacterianas do
género Staphylococcus resistentes a penicilina, 89,5 % para S. aureus e 78,5 %
para SCN, recuperadas neste estudo € similar aos resultados apresentados por
Yucel, Citak & Bayhiun (2011). Segundo estes autores, tais resultados né&o
surpreendem em virtude da penicilina ser um dos antimicrobianos mais utilizados no
tratamento de infec¢cbes tanto em humanos quanto em animais.

A resisténcia a oxacilina, encontrada nas amostras de queijo avaliadas neste
estudo, é um fenbmeno preocupante, principalmente pelo percentual elevado de
amostras apresentando tal fenotipo. Perreten et al. (1998) e Normanno et al. (2007)
sugeriram que a pasteurizacdo do leite pode eliminar os riscos dos consumidores
adquirirem infeccBes relacionadas os Staphylococcus resistentes a meticilina ou
oxacilina. Entretanto, no presente estudo, verificou-se que o leite utilizado na
fabricacdo de todos os queijos avaliados era pasteurizado, em concordancia com o
controle de qualidade das industrias de alimento. Apesar deste tipo de tratamento,
linhagens de bactérias do género Staphylococcus foram isoladas de todas as
marcas de QMF avaliadas e o gene que confere resisténcia a tais antimicrobianos foi
detectado em 81,5 % dos SCN e 47,4 % dos Staphylococcus aureus recuperados
neste estudo. Alguns autores afirmam ainda que as linhagens de bactérias do
género Staphylococcus resistentes a meticilina ou a oxacilina podem ser resistentes
a muitas outras classes de antimicrobianos (CHAMBERS, 1997; SAWANT et al.,
20009).

A atividade antibacteriana da gentamicina, tetraciclina, fluoroquinolona e

cloranfenicol também foi testada para todas as linhagens bacterianas recuperadas.
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Observou-se fendtipo de resisténcia em todos estes grupos de antimicrobianos em
relacdo aos isolados de SCN e S. aureus neste estudo. As frequéncias de
resisténcia a fluoroquinolona e cloranfenicol observadas estdo de acordo com
aguelas relatadas em outros estudos realizados com Staphylococcus spp. isolados
de alimentos (PODKOWIK et al., 2012; RESCH et al., 2008).

A resisténcia ao aminoglicosideo avaliado é preocupante, em decorréncia do
uso controlado deste agente antimicrobiano no tratamento de doencas humanas e
animais (SORUM e L’ABEE-LUND 2002; KUMAR et al., 2011). Outros autores
também relataram frequéncias de resisténcia a tetraciclina entre isolados de
bactérias do género Staphylococcus similares aquelas observadas no presente
estudo. O uso comum deste antimicrobiano tanto na medicina humana quanto
animal, além da utilizacdo como promotores de crescimento animal, pode explicar a
ocorréncia de S. aureus e SCN resistentes em amostras de queijo (TEUBER, 2001;
RESCH et al., 2008).

No presente estudo, em relacdo aos macrolideos, apesar da utilizacao
frequente de azitromicina para o tratamento da mastite bovina associada a bactérias
do género Staphylococcus (LUCAS et al., 2010), os resultados demonstraram um
namero elevado de isolados bacterianos sensiveis a este medicamento entre todas
as amostras bacterianas avaliadas neste estudo, o que corrobora com a ideia de que
a contaminacdo ocorreu ap0s a pasteurizacdo do leite em qualquer etapa de
producdo dos queijos. Em relacdo a eritromicina, tal antimicrobiano exibiu
percentuais elevados de resisténcia, tanto para as amostras de SCN quanto paras
as amostras de S. aureus. Resultados semelhantes foram descritos em estudos
anteriores, envolvendo bactérias do género Staphylococcus a partir de varias fontes,
incluindo animais e alimentos (GATERMANN et al.,, 2007; HUBER et al., 2011,
BHARGAVA e ZHANG 2012; WANG et al., 2012).

Nos ultimos anos, a utilizacdo da vancomicina em humanos aumentou muito,
embora nenhuma resisténcia a vancomicina tenha sido observada entre os 19
isolados S. aureus e os 227 isolados de SCN avaliados neste estudo. De maneira
similar, ndo observamos resisténcia associada a linezolida. Estudos prévios indicam
que estes antimicrobianos sado considerados como medicamentos de reserva, em

virtude de aumentar o risco de resisténcia bacteriana. Resultados recentes também
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nao relatam resisténcia a vancomicina em Staphylococcus spp. associados as
amostras queijo e leite in natura (YUCEL, CITAK & BAYUN, 2011; WANG et al.,
2012). O surgimento da resisténcia a linezolida em isolados de Staphylococcus spp.
representa desafios significativos no tratamento clinico de infec¢cbes causadas por
estes organismos, especialmente no caso de SCN (FUNG et al.,, 2001; GU et al.,
2012).

Considerando ainda a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, foi proposto
um indice para determinacao da resisténcia multipla a drogas entre microrganismos
isolados de ambiente, o —indice MAR (multirresisténcia aos antimicrobianos)
(KRUMPERMAN, 1983). Tal indice pode ser considerado uma excelente ferramenta
gue permite analisar a disseminacado de bactérias resistentes em uma determinada
populacdo. Dessa maneira, € possivel avaliar se estas linhagens bacterianas podem
ser consideradas potenciais fontes de dispersédo de genes de resisténcia. Valores de
MAR = 2 sdo geralmente encontrados em ambientes onde a utilizacédo de
antimicrobianos € frequente. Dos dados obtidos no presente estudo, € importante
destacar que tanto as linhagens de S. aureus quanto de SCN apresentaram indice
MAR = 2 em mais de 80 % dos isolados e sdo, portanto, consideradas bactérias
multirresistentes.

Atualmente, uma outra questdo referente aos problemas relacionados a
multirresisténcia que tem sido proposta € que as espécies do género
Staphylococcus da microbiota residente podem ser reservatérios de genes de
resisténcia aos antimicrobianos, em virtude destas bactérias serem susceptiveis a
pressao seletiva imposta tanto pela terapia antimicrobiana adequada quanto abusiva
em humanos e animais (PHILLIPS et al., 2004; IRLINGER 2008). De acordo com
Varga et al. (2012), os genes que codificam informacdo de resisténcia aos
antimicrobianos podem estar presentes em elementos genéticos méveis, tal como os
transposon, localizados tanto no cromossomo bacteriano quanto no DNA plasmidial.
Além disso, foi descrito anteriormente que as amostras de SCN e de S. aureus
associadas aos alimentos, e que também apresentam resisténcia aos
antimicrobianos, podem ser transferidas ao homem por meio do consumo de

alimentos. Tal transferéncia é possivel por meio da presenca de residuos de
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antibiéticos no alimento e transferéncia de patdogenos do alimento para o
consumidor.

Adicionalmente, os determinantes de resisténcia aos antimicrobianos contidos
nos microrganismos também podem ser transferidos para outras bactérias
comensais potencialmente patogénicas nos alimentos, ideia esta que € sustentada
por estudos de filogenética (LEE, 2003; BARBOSA et al., 2007; RESCH et al., 2008;
PODKOWIK et al., 2012; RIZEK et al., 2011). Wang et al. (2006) consideram a
cavidade oral uma regido importante para o inicio de muitas interacbes entre
microrganismos presentes no alimento e a microbiota residente, incluindo eventos
de transferéncia horizontal de genes, que comeg¢am a ocorrer durante a retencéo
dos residuos alimentares na boca. Esses autores concluiram em seus estudos que a
microbiota residente de criancas e adultos pode se tornar resistente a
antimicrobianos, mesmo na auséncia de tratamento com antibigticos.

A deteccdo do gene mecA € considerada como o indicador padrdo ouro para
avaliar a resisténcia a meticilina/oxacilina (ANAND et al., 2009; JOHN et al., 2009,
XU et al., 2012), uma penicilina resistente a penicilinase que atualmente vem sendo
cada vez mais prescrita para tratar infec¢des estafilocécicas (ZHANG et al., 2009).
Este gene estd localizado em um elemento genético, determinado cassete
cromossémico estafilocdécico mec (SCCmec), que esté inserido proximo a origem de
replicacdo cromossomal e pode ser transmitido facilmente entre as bactérias do
género Staphylococcus (SAWANT et al., 2009). Estes autores também mostraram
gque o gene mecA em SCN que foram isolados a partir do leite compartilham
homologia de sequéncia com SCCmec, similar as sequéncias de gene observadas
em S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA) adquiridos na comunidade, indicando
uma possivel contaminagcdo com microrganismos da microbiota humana. Em um
outro estudo, Lee et al. (2003) confirmaram que as linhagens de S. aureus
resistentes a meticilina presentes em animais eram genotipicamente idénticas as
linhagens do mesmo microrganismo encontrado em humanos. Este fato sugere que
tais bactérias podem ser disseminadas entre populac¢des de diferentes hospedeiros,

uma vez que a transmissao interespécie foi confirmada.
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No presente estudo, o elevado percentual de SCN e S. aureus contendo o
gene mecA foi consistente com relatos de estudos anteriores, relacionados tanto aos
isolados de humanos quanto de animais (SECCHI et al., 2008; ZHANG et al., 2011).

De acordo com Maranan et al. (1997) e Moon et al. (2007), o mecanismo de
resisténcia a meticilina/oxacilina € muito complexo, envolvendo tanto fatores
ambientais quanto a regulacdo de varios genes e seus respectivos produtos. Como
resultado, a resisténcia fenotipica a estes antimicrobianos é muito variavel, e tal
variabilidade € conhecida como heterorresisténcia fenotipica, caracterizando-se pelo
fato de que células em uma populacdo bacteriana podem carregar 0 gene mecA e
nem todas as bactérias com tal gene expressam fenotipicamente sua resisténcia da
mesma forma e ao mesmo tempo. Os isolados resistentes a oxacilina que néo
apresentam o gene mecA podem estar associados a producao excessiva de [3-
lactamases (também conhecida como resisténcia borderline), o que resulta na
hidrélise de agentes beta-lactamicos, ou ainda alterac6es nas proteinas ligadoras de
penicilina (PBP) sem ser a PBP2a (SECCHI et al.,, 2008, XU et al., 2012). Ao
contrario, entre as amostras bacterianas avaliadas, aquelas que apresentam um
fendtipo de sensibilidade e a presenca do gene mecA estdo associadas,
provavelmente, a um alelo mutado ou ainda a uma diminuicdo na expressao
dependente do ambiente (IKONOMIDIS et al., 2008).

No presente trabalho, 8,4 % das amostras de SCN e 15,8 % de S. aureus
isoladas de QMF apresentam heterorresisténcia fenotipica, uma vez que carregam o
gene mecA mas ndo se apresentaram o fenoétipo de resisténcia relacionado a
oxacilina.

Alguns autores consideram ainda que a resisténcia a oxacilina esta associada
a resisténcia cruzada com os aminoglicosideos (FLUIT et al.,, 2000). No presente
estudo, os resultados corroboram com esta afirmacdo, uma vez que a presenca do
gene aacA-aphD foi detectada em 41 % dos isolados resistentes a oxacilina e, entre
estes microrganismos, observou-se resisténcia fenotipica a gentamicina em mais de
80 % dos isolados avaliados. Uma outra observacdo interessante, referente as
bactérias que apresentam resisténcia associada a oxacilina, € que tal fenodtipo de
resisténcia se repete para outros farmacos, tais como os B-lactamicos, macrolideos,
tetracilinas e linezolidas (SIMEONI et al., 2008; HUBER et al, 2011). De fato, os
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presentes resultados mostram a presenca da associacdo dos marcadores genéticos
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD em 5,7 % dos isolados de SCN e, em
todas estas 13 linhagens, confirmou-se o fendtipo de resisténcia associado a
oxacilina, penicilina, eritromicina, azitromicina e gentamicina.

O indice elevado de resisténcia aos B-lactamicos nas linhagens de SCN e de S.
aureus € bem estabelecido na literatura. Assim, ndo € surpreendente encontrar
indices elevados da associagdo dos marcadores genéticos mecA e blaZ nas
bactérias avaliadas neste estudo, presente em 48 % das linhagens bacterianas.
Observou-se a resisténcia fenotipica associada a penicilina e/ou oxacilina em 94 %
das amostras contendo tais marcadores.

Em relacdo as bactérias do género Staphylococcus, um dos mecanismos que
confere resisténcia aos macrolideos esta associado a presenca de uma bomba de
efluxo, codificada pelos genes msrA e msrB que conferem informacao de resisténcia
aos macrolideos e as estreptograminas do tipo B, excluindo deste grupo as
lincosamidas (FIEBELKORN et al., 2003). A partir dos resultados encontrados no
presente estudo, podemos observar um indice de concordancia elevado entre o
fendtipo e gendtipo de resisténcia aos macrolideos testados, em que apenas 7,5 %
das linhagens bacterianas recuperadas que apresentaram a associagcdo dos
marcadores msrA e msrB ndo se mostraram resistentes aos macrolideos. Ainda em
relacdo as amostras bacterianas resistentes aos macrolideos, os marcadores ermA,
ermB e ermC, quando detectados, estavam presentes em indices abaixo de 2 % das
amostras avaliadas. Em um trabalho realizado com isolados de MSRA hospitalares
no Japao, Sekiguchi et al. (2004), também observaram uma discrepancia referente a
susceptibilidade fenotipica e a presenca dos genes ermA, ermB e ermC. Tais
autores afirmam que tal fato ocorre em virtude de uma mutacao na regido codificante
ou promotora dos genes.

A clindamicina, um antimicrobiano do grupo das lincosamidas, tem sido
considerada como uma alternativa no tratamento de infec¢cbes causadas por
Staphylococcus resistentes a meticilina/ oxacilina, bem como em pacientes que
apresentam alergia a penicilina. No entanto, relatos do fenotipo de resisténcia
associado a este farmaco tem se dispersado em todo o mundo, e este fato se deve

principalmente pela presenca do gene linA, responsavel pela informacdo de
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resisténcia (LUTHJE et al., 2007; VIVEK et al., 2011, JUYAL et al., 2013). No
presente estudo, observamos quase 60 % de resisténcia a clindamicina
(considerando os resultados de resisténcia intermediaria) para SCN e 16 % do
mesmo fenétipo para as amostras de S. aureus (considerando também os
resultados de resisténcia intermediaria). Neste grupo, a relacdo positiva entre
fenotipo e genotipo de resisténcia foi observada em aproximadamente 38 % de
todos os isolados bacterianos.

Para alguns autores, a tolerancia aos biocidas pode facilitar a prevaléncia de
linhagens bacterianas resistentes aos antimicrobianos na industria de alimentos.
Consideram ainda que a utilizagcédo de biocidas durante as etapas de processamento
do alimento deve ser controlada, evitando assim a pressao seletiva em relacdo as
linhagens bacterianas tolerantes aos antimicrobianos e aos biocidas (MORENTE et
al.,, 2012). Assim, apesar de a susceptibilidade bacteriana aos biocidas néo ter sido
avaliada, os resultados encontrados neste trabalho séo preocupantes, uma vez que
0 gene smr foi detectado em 63,4 % de todos os isolados bacterianos estudados,
bem como a associacdo do gene smr e gac foi confirmada em aproximadamente 5
% das amostras. Vali et al. (2008) observaram a resultados semelhantes aos do
presente estudo, com a presenca do gene smr em 44 % e gac em 11,6 % dos
isolados de S. aureus recuperados em ambiente hospitalar. Estes resultados
merecem atencao, pois a presenca destes genes fornece a informacéo de tolerancia
aos agentes desinfetantes mais comumente usados, independente da origem das
amostras bacterianas.

Ainda, em algumas amostras bacterianas isoladas neste trabalho, observou-se
a presenca de marcadores genéticos de resisténcia sem relacdo correspondente
com o devido fenétipo. Para explicar esta situacdo, alguns autores discutem
situacdes envolvendo microrganismos que apresentam genes de resisténcia
silenciados e que podem se tornar ativos, resultando entdo na expressao da
resisténcia. (CHAMBERS et al., 1997; ZHU et al, 2007). Martineau et al. (2000)
propbem entdo que estas linhagens bacterianas sejam tratadas como
microrganismos resistentes, em decorréncia de seu potencial para expressar 0

fendtipo da resisténcia.
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No geral, a frequéncia elevada de S. aureus e SCN multi-resistentes aos
antimicrobianos isolados a partir do QMF neste estudo (MAR > 0,2) € muito
preocupante e sugere a necessidade de mudancas na regulacdo sanitaria com
relacdo a maioria dos queijos do tipo Minas Frescal consumidos nos Brasil. De
acordo com Spanu et al. (2012), a multirresisténcia e a resisténcia a
meticilina/oxacilina sédo exemplos tipicos de linhagens bacteriana associadas a seres
humanos. Assim, como sugerido anteriormente neste estudo, é plausivel supor que
tais microrganismos, do género Staphylococcus associados as amostras de queijo,
podem estar relacionados a contaminacdo humana, além da contaminacdo de
origem animal. Os padrbes de susceptibilidade antimicrobiana observados para os
isolados de S. aureus e SCN podem refletir a resposta adaptativa microbiana ao uso
e ao uso excessivo e irracional de antimicrobianos na sociedade moderna, como

rotina nas atividades humanas.
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7. CONCLUSOES

A ocorréncia de contaminacdo estafilococica observada em diferentes
amostras de queijos Minas Frescal, muito além do que é permitido pela
legislacdo vigente, suscita questionamentos em relacdo ao controle que deve
ser realizado pelos 6rgéos de fiscalizacdo competentes.

As amostras de queijo Minas Frescal avaliadas sédo consideradas como nao
satisfatorias, considerando sobretudo os riscos que tal alimento impde a
saude do consumidor, de acordo com seu padrao.

O selo do Servico de Inspecédo Federal (SIF) ndo é suficiente para garantir
uma boa qualidade microbiolégica as amostras de queijo Minas Frescal,
evidenciando assim uma necessidade de fiscalizagcdo mais rigorosa em todas
as etapas de processamento do alimento.

Staphylococcus coagulase negativo sado prevalentes em altas contagens no
queijo Minas Frescal industrializado, excedendo os limites impostos para
contagens de S. aureus.

A populacdo de Staphylococcus coagulase negativo presentes nas amostras
de queijo Minas Frescal produzidos com leite pasteurizado sao
representativas daquelas associadas a seres humanos, considerando-se seu
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos.

Staphylococcus coagulase negativo contaminantes de queijo Minas Frescal
apresentam caracteristicas descritas como fatores de viruléncia que reforcam
seu papel de agressor oportunista para seres humanos e outros animais.

A multirresisténcia observada entre as amostras de Staphylococcus
coagulase negativo isoladas de queijo Minas Frescal ilustra e reforca a
extensdo do fend6meno da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
Staphylococcus isolados do queijo Minas Frescal sao reservatorios de genes
de resisténcia a antimicrobianos mobilizaveis tanto para outras bactérias no
alimento, quanto para outras bactérias no ambiente ou associadas aos

consumidores.
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Prevalence, Antimicrobial Resistance, and
Virulence Characteristics of mecA-Encoding
Coagulase-Negative Staphylococci Isolated
from Soft Cheese in Brazil

Claudia Oliveira Fontes, Vania Licia Silva, Mayara Rodrigues Brandao de Paiva, Rafaela Alvim Garcia, Juliana Alves Resende,
Alessandra Barbosa Ferreira-Machado, and Claudio Galuppo Diniz

Abstract: Coagulase-negative staphylococci (CoNS), which are generally neglected as foodborne bacteria, are emerging as
significant opportunistic pathogens that may be highly resistant to available antimicrobial drugs. In this study, antimicrobial
susceptibility patterns, mecA gene occurrence, and virulence-associated characteristics were evaluated in CoNS isolated
from soft cheese in Brazil. A total of 227 bacterial isolates were recovered from 35 cheese samples belonging to 5 batches
with 7 different trademarks. The CoNS counts ranged from 10° to 10’ CFU/g. High antimicrobial resistance percentages
were observed for oxacillin (76.2%), penicillin (78.5%), erythromycin (67.8%), g icin (47.2%), clindamycin (35.7%),
rifampicin (26.8%), azithromycin (14.7%), tetracycline (14.7%), levofloxacin (14.2%), and sulfamethoxazole-trimethoprim
(11.9%). A low antimicrobial resistance percentage was observed for chloramphenicol (2.3%), and all of the tested bacteria
were susceptible to vancomycin and linezolid. In total, a multiple antibiotic resistance (MAR) index of >0.2 was observed
for 80.6% of the isolated CoNS. However, the MAR index ranged from 50% to 92.6% when only bacterial cheese isolates
belonging to the same trademark were considered. Regarding to the prevalence of CoNS carrying mecA gene, 81.5% of
the isolated strains were mecA™, and 76.2% of these were phenotypically resistant to oxacillin. Three isolates carried the
enterotoxin A gene (sea), 29.5% produced biofilm in a laboratory test, and @- or B-hemolysis were observed for 3% and
5.2%, respectively. This study highlights the extent of the antimicrobial resistance phenomenon in neglected foodborne
microorganisms and the potential public health risks that are related to the consumption of CoNS-contaminated soft

<<

cheese.

Keywords: antimicrobial agents, coagulase-negative Staphylococcus, food safety, foodborne microorganisms, pathogens

Introduction

Minas cheese is the most popular soft cheese consumed in Brazil
and has a significant impact for manufacturing industry, particu-
larly in the Minas Gerais State (Sobrinho and others 2012). This
is a soft and fresh white cheese with a pH ranging from 5.5 to
6.5, a high moisture content (>55%), and a low percentage of salt
(usually 1.7%) (Brasil 2004). Minas cheese is produced on both
industrial and domestic scales by the direct acidification of pas-
teurized (industrial) or raw (domestic) milk or by the addition of
lactic acid bacteria cultures (Carvalho and others 2007).

The food chain can be considered an important source for
antibiotic-resistant bacteria transmission between animal and hu-
man populations and also acts as a potential carrier of microorgan-
isms such as Staphylococcus spp. (Phillips and others 2004).

Staphylococcus spp., especially coagulase-negative staphylococci

wide range of foodstuff, such as cheese, although there are no
regulations concerning the detectable limits of these bacteria in
food (Brasil 2001; Coton and others 2010).

CoNS are recognized as the etiologic agent of a wide variety of
infections. They may play a role in bacteremia, central nervous sys-
tem shunt infection, endocarditis, urinary tract infection, surgical
site infection, endophthalmitis, foreign body infection, and many
other infections. The distinction between clinically significant,
pathogenic, and contaminating isolates is difficult and remains a
major problem (Piette and Verschraegen 2009). CoNS character-
istics that may contribute to virulence include the ability to pro-
duce extracellular polymers, enterotoxins, and hemolysins (Piette
and Verschraegen 2009). Biofilm production by CoNS signifi-
cantly impacts their persistence, both in biological tissues and on
inanimate surfaces, because biofilm-associated bacteria are highly

8 (CoNS), are ubiquitously distributed in nature with several species adherent and exhibit decreased susceptibility to detergents, bio-
inhabiting different ecosystems. These bacteria are also naturally ~cides, and antimicrobial agents (Donlan 2001; Aradjo and others
= ! g Y y . : :
N found on the skin and mucous membranes of humans and animals  2011). With regards to enterotoxin production, the staphylococ-
3 (Irlinger 2008). In addition, they are frequently isolated from a cal enterotoxins A and B are the most prevalent toxins involved in
food poisoning (Veras and others 2008). Antimicrobial resistance
= is also considered an important virulence factor for CoNS strains.
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Table 1-Primers used, expected amplicons, and PCR conditions.

Primer Primer sequence (5'-3') Amplicon (bp) PCR conditions Reference
Staph756F  AAC TCT GTT ATT GAA GAA CA 750 94 'C5mn; 10 x (94 °C 405,58 °C  Zhang and others (2004)
Staph750R  CAA CCT TCC GGT TTG TCA CC 405,72 'C 1 min); 25 x (94 °C

mecA 1 GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A 310 1 min, 50 "C 1 min, 72 °C 2 min);

mecA2 CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A 72°C 10 min

coal ACC ACA AGG TAC TAG ATC AAC G Vartable 95 'C 305 40 x (95 °C 305,55 'C Mullarky and others (2001)
a2 TGC TTT CGA TTG TTC GAT GC 2min, 72°C 2 min): 72 °C 5 min

seal GCA GGG AAC AGC TTT AGG C 521 95 °C, 10 mun; 15 x (95 °C, 1 min, Lovseth and others 2004
sea2 GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG 68 'C 455,72 °C 1 min); 20 x

sebl ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G 667 (95°C 1 min, 64 °C 455,72 °C

seb2 TCG AGG CAT CAT GTC ATA CCA 1 min): 72 °C 1 mn

secl CTT GTA TGT ATG GAG GAA TA CAA 284

sec2 TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA

sed ! GTG GTG AAA TAG ATA GGA CTG C 385

sed2 ATA TGA AGG TGC TCT GTG G

cheese-associated bacteria may impact public health because of
risks associated with the maintenance of multidrug-resistant mi-
croorganisms, such as CoNS (Rohde and others 2004; Wang and
others 2006; Amador and others 2009). The horizontal transfer
of genetic determinants related to antibiotic resistance in foodstuff’
should be of particular concern. It has been previously suggested
that exchange of mobile DNA elements between microorganisms
may occur during food processing (Resch and others 2008; Spanu
and others 2010).

Several mechanisms are involved in antibiotic-resistant CoNS,
and the emergence of methicillin or oxacillin-resistant staphylo-
cocci has widely been reported in the last few years (Resch and
others 2008; Spanu and others 2010).

Considering the increase in antimicrobial resistance and its con-
sequences on human and animal medicine (ASM 2009), as well as
the lack of regulations regarding the occurrence of viable CoNS
associated with cheese, this study aimed to evaluate the antimicro-
bial susceptibility patterns, mecA gene occurrence, and virulence-
associated characteristics of CoNS isolated from Minas Cheese
manufactured in Brazil.

Materials and Methods

Bacterial isolates and DNA extraction

Representative samples (35) from 5 batches of 7 different indus-
trially made trademarked Minas soft cheeses were purchased from
different grocery stores in Juiz de Fora, Minas Gerais State, Brazil.
According to the manufacturers, these cheeses were produced by
direct acidification (enzymatic coagulation). The samples were
kept in an ice box and promptly sent to the laboratory for imme-
diate processing. Cheese aliquots (25 g) were aseptically handled,
weighed, and homogenized with 225 mL of a 2% sterile peptone
water (w/v) solution. Serial dilutions (10-fold) were performed
and 0.1 mL aliquots were plated on Mannitol Salt Agar (MSA)
(HiMedia, Mumbai, Maharashtra, India). The plates were incu-
bated at 35.5 “C for up to 48 h, and the CFU/g of cheese was
obtained.

Following culture selection and total CFU count in each plate,
for those which CFU counts ranged between 25 and 250, 5
to 10 presumptive colonies were randomly picked to represent
the CoNS populations. After microbial identification, typical and
atypical CoNS colonies were combined to determine the total
CFU count. Selected bacteria were subcultured on Tryptic Soy
Agar (HiMedia) and further identified as Staphylococcus sp. by cel-
lular morphology and Gram staining. Common biochemical tests,

M2 Journal of Food Science « Vol. 00, Nr.0, 2013

such as high salt tolerance, DNase production, mannitol acidifica-
tion, the production of carbon dioxide from glucose, and catalase,
were also conducted according to established procedures (Brasil
2003). Bacterial isolates initially identified as Staphylococcus were
subsequently confirmed by polymerase chain reaction (PCR) that
targeted the 16S rRNA and coagulase (coa) genes (Table 1).

Genomic DNA was extracted by chemical digestion based on
methodology described by Giraffa and others (2000), with mod-
ifications. Briefly, bacterial cells from 2 mL of overnight Tryp-
tic Soy Broth (HiMedia) cultures were pelleted by centrifugation
and solubilized in 500 uL of bacterial lysis buffer (25% w/v su-
crose in 50 mmol/L Tris-HCI pH 8.0, 10 mmol/L~" EDTA, and
2.5 mg/mL lysozyme). The suspension was incubated at 37 'C for
60 min. Following the incubation, 50 pL of 20% (w/v) SDS solu-
tion was added, and the mixture was set at room temperature for
30 min. The DNA was extracted 3 times with equal volumes of
phenol and chloroform (1:1), followed by ethanol precipitation
and RNase treatment (10 ug/mL). After extraction, DNA was
quantified and stored at =20 “C.

Antimicrobial susceptibility testing and screening of the
mecA gene

The minimal inhibitory concentrations (MICs) for antimicro-
bial drugs were determined by the agar dilution method ac-
cording to the Clinical and Laboratory Standard Inst. guide-
lines (CLSI 2012). Antibiotic stock solutions were added to
melted Muller-Hinton agar (HiMedia) to obtain final con-
centrations ranging from 0.06 to 1.024 pug/mL. The antimi-
crobial drugs were selected on the basis of their antimicro-
bial spectra and clinical relevance and include the following list
of drugs: penicillin, oxacillin, vancomycin, gentamicin, tetra-
cycline, levofloxacin, sulfamethoxazole-trimethoprim, chloram-
phenicol, erythromycin, azithromycin, linezolid, clindamycin, and
rifampicin. All of the drug powders were of a certified analytical
grade (Medquimica Pharmaceutical Industry, Juiz de Fora, MG,
Brazil). The reference strain Staphylococcus aureus ATCC 29213
was included as a control, and all of the tests were performed in
duplicate. Using CLSI guidelines, the isolates were classified as
susceptible, intermediate, or resistant to each antimicrobial agent
tested.

To determine the level of antibiotic resistance of the individ-
ual isolates independent of the multidrug-resistant status of the
isolate, the multiple antibiotic resistance (MAR) index was cal-
culated as previously described (Krumperman 1983). Briefly, the
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number of antibiotics to which the isolate demonstrated resistance
was divided by the total number of antibiotics tested. A MAR
value > 0.2 was indicative of a multiple antibiotic-resistant phe-
notype.

The mecA gene was detected by PCR according to previously
established methodology (Zhang and others 2004). All of the PCR
reactions were performed in duplicate (Table 1). As positive and
negative controls for mecA amplification, we included 3 staphylo-
cocci strains for which the presence or absence of mecA is known
(S. aureus ATCC 33591 as a positive control, and S. aureus ATCC
29213 and S. epidermidis ATCC 12228 as negative controls).

Evaluation of CoNS virulence characteristics

Bacterial adhesive properties were determined by the ability of
the bacteria to aggregate into an experimental biofilm accord-
ing to established methodology (Pumbwe and others 2008). Us-
ing polystyrene microtiter plates, the absorbance of incorporated
crystal violet dye by bacterial aggregates was measured. The ab-
sorbance is indicative of the density of adherent bacteria, and the
results were reported as the average = the standard deviation from
3 separate experiments.

Hemolytic activity was evaluated on sheep blood agar plates.
Each isolate was spot-inoculated, and the plates were incubated at
37 °C for 24 h. The zone of clearance was recorded, and hemolytic
activity was evaluated as previously described (Quiblier and others
2011).

Enterotoxigenic CoNS isolates were identified by PCR that
targeted the staphylococcal enterotoxin genes sea, seb, sec, and sed,
as previously described (Table 1). The reference strains S. aureus
ATCC 13565, S. aureus ATCC 14458, S. aureus ATCC 19095,
S. aureus ATCC 23235, and S. xylosus ATCC 29971 were used
as positive controls for sea, seb, sec, sed, and a negative control,
respectively.

Results

All the tested Minas cheese samples were positive for CoNS
presence. A total of 227 isolates were identified based on their
16S rRNA sequence, and the absence of coagulase (coa) gene.
Overall, the bacterial counts on MSA ranged from 3.88 x 10° to
2.85 x 107 CFU/g (Figure 1).

The antimicrobial drug susceptibility patterns for the isolated
microorganisms are shown in Table 2. The susceptibility patterns

(log CFUg*)

© = N W s Vo N
——
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Minas Soft Cheese trademarks
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Figure 1-Mean c qgative Staphylococcus sp. counts (log CFU/g)
by cheese trademarks. Five different batches were representatively evalu-
ated from each cheese trademark (T). Dotted line represents the maximum
S. aureus counts according to the Brazilian sanitary regulations for safe
consumption (Brasil 2001).

for the reference strain S. aureus ATCC 29213 were in accordance
with CLSI guidelines. Of the 13 experimentally tested antimi-
crobials, the least effective drugs were penicillin G, oxacillin, and
erythromycin with bacterial resistance percentages over 67%. Less
effective drugs also included gentamicin and clindamycin (47.2%
and 35.7% resistance, respectively). Resistance of 14.7%, 14.2%,
and 11.7% was also observed for tetracycline, levofloxacin, and
sulfamethoxazole-trimethoprim, respectively. Finally, rifampicin,
azithromycin, chloramphenicol, vancomycin, and linezolid were
the most effective antimicrobials with bacterial sensitivity percent-
ages of 61.6%, 76.3%, 97.17%, 100%, and 100%, respectively.

The MAR indices for the antimicrobial-resistant bacteria are
shown in Table 3. Based on this parameter, 80.6% of the
CoNS isolates were classified as multidrug-resistant with an MAR
index > 0.2. Considering only bacteria that belonged to the same
trademark, the percentage of isolates with MAR indices > 0.2
ranged from 50% to 92.6%.

Screening for the presence of mecA showed that 185 out of 227
CoNS samples were mecA™ (81.5%), whereas only 173 (76.2%)
were oxacillin-resistant (Table 3).

In this study, 3 CoNS isolates were found to carry the entero-
toxin A gene and 30% were capable of biofilm production. With
regards to hemolytic activity, @- and B-hemolysis were observed
for 3% and 5.3% of the identified CoNS, respectively (Table 3).

Discussion

Recently, CoNS have emerged as significant opportunistic
pathogens in both human and veterinary medicine (Rohde and
others 2004; Piette and Verschraegen 2009). These bacteria may
initially spread from animals because they normally exist as mem-
bers of the resident microbiota on animal skin and mucous mem-
branes (Sawant and others 2009; Conton and others 2010). In
the food industry, CoNS have previously been considered to
be contaminants without any risks to consumers’ health. How-
ever, the discovery that CoNS may produce enterotoxins required
that the importance of these microorganisms be reconsidered, and
their significance in public health has become a worldwide con-
cern (Oliveira and others 2010, Rall and others 2010). Although
there are few studies to compare our results, the high frequency
of biofilm-producing isolates from industrialized soft cheese may
represent risks associated not only with the host-bacteria relation-
ship but also with bacterial persistence throughout the industrial
chain. It is well accepted that bacteria may persist in biofilms due
to their surface adhesiveness and resistance to physical, chemical,
and biological factors, such as heat, detergents, dehydration, bio-
cides, and antimicrobials (Simojoki and others 2012). In addition,
the occurrence of hemolytic bacteria and those harboring entero-
toxin genes, including staphylococcal enterotoxin A gene, is of
concern regarding host-bacteria relationships. However, one im-
portant caveat is that the presence of an enterotoxin gene does not
indicate that enterotoxin is expressed and present in food. Among
the staphylococcal enterotoxins, enterotoxins A and B are the most
prevalent in food poisoning. Veras and others (2008) evaluated the
enterotoxigenic potential of Staphylococcus spp. in Brazil in this
context and found that 38% of the tested strains isolated from
food poisoning outbreaks harbored the enterotoxin A, B, and C
genes.

To date, the Brazilian Sanitary Authority limits S. aureus counts
in foodstuff like soft cheese to a maximum of 10° CFU/g, but
there is no specific limit on CoNS counts (Brasil 2001). In light
of this information, the detection of high CoNS counts in most
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Table 2-Antimicrobial ptibility p for 227 ch iated gul gati phyl i isolated from 35 cheese
ples obtained from 5 batches of 7 different trademarks.
Mini: inhibitory (1g/mL) Susceptibility patterns (%)
Antimicrobial drugs MICspe, (n) MICyg, (n) Range S IR R
Pemallin G 2 4 0.0625 to >1024 138 78.5
Oxacillin 16 64 0.125 to 1024 238 - 76.2
Vancomycin 2 4 025t 4 100 - -
Gentamicin ] 32 0.125 to 1024 21.2 316 47.2
Tewracychne 0.5 32 0.125 t0 128 845 0.8 14.7
Levofioxacin 1 4 0.125 10 >1024 78.9 6.9 14.2
Sulfamethoxazole-trimetropim 2 3 0.125 to > 1024 1.7 86.6 1.7
Chloramphenicol 8 8 X to 64 97.7 - 23
Erythromycin 16 >1024 0.0625 to > 1024 9.8 24 678
Azithromycin 1 128 0.0625 to > 1024 76.3 9 14.7
Linezohd 1 4 0.0625 to 4 100 - -
Chndamycin 1 32 0.0625 o 1024 44.2 20.1 35.7
Rifampicin 0.25 8 0.0625 to 32 61.6 116 208
Table 3-Distribution of 227 CoNS by cheese d k idering char ri such as mecA gene detection, oxacillin-
i Itidrug-resi (MAR) index, biofilm producti and h lyti. ivity. Five different batches were representa-
tively evaluated from each cheese trademark.
Number of mecA” Oxacillin- MAR Biofilm Hemolytic activity n (%)
Cheese CoNS CoNS resistance index > 0.2 producti
trademark Isolates n (%) n (%) n (%) n (%) o B
1 36 28 (77.8) 31 (86.1) 32 (89) 5(13.9) 1(2.8) 1(2.8)
2 48 42 (87.5) 38 (79.2) 43 (89.6) 7 (14.6) 4(8.3) 1(2.1)
3 27 19 (70.4) 24 (88.8) 25 (92.6) 7(25.9) = -
4 35 28 (80.0) 25 (71.4) 25 (71.4) 7 (20.0) 12.8)
5 25 21 (84.0) 23 (92 22 (88) 13 (52) -
6 2 19 (73.0) 11 (42.3) 13 (50) 13 (50) 1(3.8)
% 30 28 (93.3) 21 (70) 23 (76.7) 16 (53.3) -
Total 227 185 (81.5) 173 (76.2) 183 (50.6) 6% (30) 7(3)

of the soft cheese brands examined in this study is of concern,
especially considering the antimicrobial resistance levels and viru-
lence characteristics exhibited by the CoNS isolates. These find-
ings suggest that these products are an important reservoir for
multidrug-resistant opportunistic pathogens, as has already been
demonstrated for S. aureus and suggested for CoNS (Pereira and
others 2009; Podkowik and others 2012). In addition, it has been
previously suggested that food-associated antimicrobial-resistant
CoNS can be transferred to humans through food consumption.
Furthermore, their antimicrobial resistance determinants may also
be transferable to other commensal or potentially pathogenic bac-
teria in foodstuff, which is an idea supported by phylogenetic
studies (Resch and others 2008; Podkowik and others 2012).
One idea that has been proposed is that resident CoNS species
are reservoirs of antimicrobial-resistance genes because these bac-
teria are susceptible to the selective pressure imposed by both
proper and abusive antimicrobial therapy in humans and ani-
mals (Irlinger 2008). The mecA gene detection is considered to
be the gold standard indicator to evaluate resistance to oxacillin
(Anand and others 2009; John and others 2009), a penicillinase-
resistant pencillin widely prescribed to treat staphylococcal infec-
tions (Zhang and others 2009). This gene is located on a ge-
netic element, designated Staphylococcal Cassette Chromosome
mec (SCCmec), which is inserted near the chromosomal origin
of replication and can be easily transmitted among staphylococci
(Sawant and others 2009). This study also showed that the mecA
gene in CoNS that were isolated from milk shared sequence ho-
mology with SCCmec, similar to gene sequences observed in
community-acquired oxacillin-resistant S. aureus (ORSA). In this
study, the high percentage of mecA™ CoNS was consistent with
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previous data regarding both human and animal isolates (Secchi
and others 2008; Zhang and others 2011).

Normanno and others (2007) suggested that raw milk pasteur-
ization would eliminate the risk for consumers in acquiring in-
fections related to methicillin or oxacillin-resistant Staphylococcus.
However, in the current study, we verified that all of the milk used
in cheese production was pasteurized in adherence with industrial
quality control. Despite this treatment, CoNS were isolated from
many industrialized soft cheese samples, and mecA was found in
81.5% of the CoNS isolated in this study. The oxacillin-resistant
mecA-negative isolates might be associated with hyperproduction
of B-lactamases that results in the hydrolysis of beta-lactam agents
or even changes in penicillin binding proteins (PBPs) other than
PBP2a (Secchi and others 2008). In contrast, oxacillin-susceptible
CoNS and the presence of mecA might be associated with a mu-
tated allele or even a decrease in environment-dependent expres-
sion (Ikonomidis and others 2008).

Chambers (1997) and Sawant and others (2009) showed that
methicillin- or oxacillin-resistant staphylococci may be resistant
to many other antimicrobials. With regards to penicillin, we are
confident in our results using a penicillinase-susceptible B-lactam
because all of the oxacillin-resistant bacteria were also resistant to
penicillin. In the last few years, vancomycin use has dramatically
increased, although no vancomycin resistance was observed among
the CoNS isolates examined in this study. Recent data also did not
report vancomycin-resistant staphylococci associated with cheese
and raw milk samples (Wang and others 2012). Similarly, we have
not found resistance against linezolid. Previous works indicate that
this drug has been reserved due to the risk of bacterial resistance.
The emergence of linezolid resistance in Staphylococcus spp. poses
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significant challenges to the clinical treatment of infections caused
by these organisms, especially in the case of CoNS (Fung and
others 2001; Gu and others 2012). Finally, despite the common use
of azithromycin for the treatment of Staphylococci-mediated bovine
mastitis (Lucas and others 2010), our findings demonstrated a high
drug sensitivity rate for azithromycin among all of the isolates
examined in this study.

Gentamicin, tetracycline, f quinolone and chloramp
col resistance were also observed among CoNS isolates in this
study. Aminoglycoside resistance is concerning because of the con-
trolled use of this antimicrobial agent in the treatment of human
and animal diseases (Sorum and L'Abée-Lund 2002; Kumar and
others 2011). Others have also reported frequencies of tetracycline
resistance among CoNS isolates similar to those observed in this
study. The common use of this antimicrobial in both human and
animal medicine, in addition to the use of similar animal growth
promoters, could explain the occurrence of tetracycline-resistant
CoNS in cheese samples (Teuber 2001; Resch and others 2008).
The fr lone and chlc henicol resis-
tance that we observed are in agreement with those reported in
other studies conducted on Staphylococci isolated from foodstuff
(Resch and others 2008; Podkowik and others 2012).

Overall, the high frequency of multidrug-resistant CoNS iso-
lated from soft cheese in this study (MAR > 0.2) raises concerns
and suggests the need for changes in sanitary regulation with re-
gards to most of soft cheeses consumed in Brazil. One idea is that
multidrug-resistant bacteria, particularly staphylococci associated
with cheese samples, might be related to human contamination
rather than contamination with animal origins (Spanu and others
2012). The antimicrobial susceptibility patterns observed for the
CoNS isolates may reflect the microbial adaptive response to the
use and overuse of antimicrobials.

ies of fluoroqui

Conclusion

In conclusion, this study suggests that the handling of Minas
soft cheese, even cheese of industrial origin, results in high CoNS
counts. These bacteria are multidrug-resistant and may express
virulence characteristics, such as the ability to form biofilms,
hemolytic activity, and enterotoxin production. In this context,
improving sanitation, quality control, and personnel education is
essential to control the levels of undesirable bacteria in foodstuff.
This study highlights the potential risks of bacterial persistence
and the spread of neglected bacteria, as well as the presence of
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Perfil de susceptibilidade e caracteristicas da viruléncia em Staphylococcus
coagulase negativo isolados de queijo Minas Frescal. 2013.
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ANEXOS
Anexo A: Legislacao relacionada ao queijo Minas Frescal

Ministério da Agricultura
Secretaria de Defesa Agropecuaria
Departamento de Inspecédo de Produtos de Origem Animal - DIPOA

Portaria N° 146 de 07 de mar¢o de 1996. (*)

D.O.U. de 11/03/1996

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos

1. ALCANCE.
1.1. Objetivo

Fixar a identidade e os requisitos minimos de qualidade que deverao possuir 0s
queijos, com excecao dos Queijos Fundidos, Ralados, em P6 e Requeijao.

Sem prejuizo do estabelecimento no presente padrao, os padrdes técnicos
individuais poderao conter disposicfes em que sejam mais especificas e, em tais
casos, aquelas disposi¢cdes mais especificas se aplicaréo a variedade individual
ou aos grupos de variedade de queijos.

2 - DESCRICAO.
2.1. Definicao

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acao fisica do
calho, de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acido organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou
sem agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias
corantes.

Entende-se por queijo fresco o que esta pronto para consumo logo apos sua
fabricacéo.

Entende-se por queijo maturado o que sofreu as trocas bioquimicas e fisicas
necessarias e caracteristicas da variedade do queijo.
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A denominacdo QUEIJO est4 reservada aos produtos em que a base lactea nédo
contenha gordura e/ou proteinas de origem nao lactea.

2.2. Classificagéo.

A seguinte classificacdo se aplicara a todos os queijos e ndo impede o
estabelecimento de denominacao e requisitos mais especificos, caracteristicos
de cada variedade de queijo que aparecera, nos padrdes individuais.

2.2.1. De acordo com o contetudo de matéria gorda no extrato seco, em
percentagem, os queijos classificam-se em:

- Extra Gordo ou Duplo Creme: quando contenham o minimo de 60%
- Gordos: quando contenham entre 45,0 e 59,9%
- Semigordo: quando contenham entre 25,0 e 44,9%
- Magros: quando contenham entre 10,0 e 24,9%
- Desnatados: quando contenham menos de 10,0%
2.2.2. De acordo com o contetudo de umidade, em percentagem, 0s
gueijos classifica-se em:

- Queijo de baixa umidade (geralmente conhecidos como queijo de massa
dura): umidade de até 35,9%.

- Queijos de média umidade (geralmente conhecidos como queijo de
massa semidura): umidade entre 36,0 e 45,9%.

- Queijos de alta umidade (geralmente conhecido como de massa branda
ou “macios”): umidade entre 46,0 e 54,9%.

- Queijos de muita alta umidade (geralmente conhecidos como de massa
branda ou “mole”): umidade nao inferior a 55,0%.

2.2.2.1. Quando submetidos ou ndo a tratamento térmico logo apoés a
fermentacao, os queijos de muita alta umidade se classificardo em:

- Queijos de muita alta umidade tratados térmicamente.
- Queijos de muita alta umidade.
2.3. DESIGNACAO (denominac&o de venda):

Todos os produtos denominados QUEIJO incluirdo o nome da variedade
correspondente, sempre que  responda as caracteristicas da variedade de
gue trata, especificadas em um padrao individual.

O nome poderéa ser acompanhado das denominacdes estabelecidas na
classificacao.

3. REFERENCIAS
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- Normas FIL 4A: 1982. Queijo e queijos processados.
Determinacdo do contetdo de sdlidos totais( Métodos de referéncia).

- Norma FIL 5B: 1986. Queijo e Produtos Processados de Queijo.
Conteudo da Matéria Gorda.

- Norma FIL 50B: 1985. Leite e Produtos Lacteos — Métodos de Amostragem.

- Norma FIL 99A: 1987. Avaliacdo Sensorial de Produtos Lacteos.

- Norma A6: do Codex Alimentarius. Norma Geral para Queijo.

- Catélogo de Queijo. Documento FIL 141: 1981

- A.O.A.C. 15° Ed. 19900, 979.13, p.823.

4. COMPOSICAO E REQUISITOS.
4.1. Composicao.
4.1.1. Ingredientes Obrigatoérios.

4.1.1.1. Leite e/ou Leite Reconstituido (integral), semidesnatado, desnatado e/ou
soro lacteo.

Entende-se por leite o proveniente das espécies bovinas, caprina, ovina ou
bubalina. Quando ndo existe uma referéncia especifica, entende-se como leite
da espécie bovina.

4.1.1.2. Coagulante apropriado (de natureza fisica e/ou quimica e/ou bacteriana
e/ou enzimatica).

4.1.2. Ingredientes Opcionais.

Cultivos de bactérias lacteas ou outros microorganismos especificos, cloreto de
sédio, cloreto de célcio, caseina, caseinatos, solidos de origem lactea,
condimentos ou outros ingredientes opcionais permitidos somente conforme o
previsto, explicitamente, nos padrées individuais definidos para variedade de
gueijo.

4.2. Requisitos.

4.2.1. Os queijos deverdo obedecer aos requisitos fisicos , quimicos e
sensoriais proprios de cada variedade, estabelecidos no padrao individual
correspondente.

4.2.2. Acondicionamento: poderdo ser acondicionados ou nao, e, dependendo
da variedade de queijo de que se trata, apresentardo envases ou envoltorios
bromatologicamente aptos recobrindo a sua casca, aderindo ou hdo a mesma.

5. ADITIVOS E COAJUVANTES E TECNOLOGIA OU ELABORACAO.

5.1 Aditivos.
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Poderao ser utilizados na elaboragéo de queijos e aditivos relacionados na lista
a que indica a classe de queijo para a qual ou as quais estao autorizadas. A
utilizacéo de outros aditivos podera estar autorizada nos padrées individuais de

certas variedades particulares de queijos.

Nome Funcéao Limite ( Max/conc) | Tipo de queijo

Acido citrico Regulador de BPF m.a.u.
Acidez

Acido lactico Regulador de BPF m.a.u
Acidez

Acido acético Regulador de BPF m.a.u.
Acidez

Aroma Natural de Aromatizante BPF m.a.u.; a.u.; m.u.;

Defumado b.u.

Aromatizantes (exceto | Aromatizante BPF m.a.u.

aroma de queijo e

creme)

Nisina Conservador 12,5 mg/kg m.a.u.; a.u.; m.u.;

b.u.

Acido sorbico e seus | Conservador 1000 mg/kg m.a.u.; a.u.; m.u;

sals: dg sodio,potassio (em &cido sorbico) b.u.

e calcio

Nitrato de sédio ou Conservador 50 mg/kg m.u.; b.u.

potassio (isolados ou (em nitrato de

combinados) s6dio)

Lisozima Conservador 20 mg/L de leite m.u.; b.u.

Natamicina Conservador 1 mg/dm? (s6 na superficie

5 mg/kg sé na
superficie.
N&o detectavel a 2
mm dos queijos

cortados ou
fatiados.

Profundidade:

dos queijos
cortados ou
fatiados)

m.a.u.b.
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auséncia na massa

Carotendides Corante 10 mg/kg de queijo | m.a.u.; a.u.; m.u.;

Naturais, beta (como norbixina) b.u.

caroteno, bixina, nor

bixina, urucum,

annatto, rocu

Clorofila, clorofilina, Corante 15 mg/kg de queijo | a.u.; m.u.; b.u.

cIoro,flll_na crup[ca,_ sais (em clorofila)

de sbdio e potassio

Curcuma, curcumina | Corante BPF m.a.u.; a.u.; m.u.;

b.u.

Carmim Corante BPF m.a.u.

Betacaroteno Sintético | Corante 600 mg/kg de m.a.u.; a.u.; m.u.;

(idéntico ao natural) queijo b.u.

Riboflavina Corante BPF

Vermelho de Corante BPF

Beterraba

Peréxido de Benzoila |Corante 20 mg/L de leite a.u.; m.u.; b.u.

Didéxido de Titanio Corante BPF a.u.; m.u.; b.u.

Carboximetilcelulose | Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.
Estabilizante

Carragenina Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.
Estabilizante

Goma Guar Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.
Estabilizante

Goma de Algaroba Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.
Estabilizante

Goma Xantana Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.
Estabilizante

Goma Karaya Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.
Estabilizante

Goma Arabica Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u
Estabilizante

Agar Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u
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Estabilizante

Acido Algimico, seus |Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u

sais de amonio, calcio |Estabilizante

e sodio, e alginato de

propilenoglicol

Pectina ou Pectina Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u.

Amidada Estabilizante

Alginato de Potassio |Espessant/ 500 mg/kg de m.a.u.
Estabilizante queijo

Amido Modificado Espessante/ BPF m.a.u.
Estabilizante

Lipases Agente de BPF m.u.; b.u.
Maturacao

Proteases Agente de BPF b.u.
Maturacao

(*) m.a.u. Queijos de muita alta umidade

a.u. Queijos de alta umidade

m.u. Queijos de média umidade

b.u. Queijos de baixa umidade

(**) Queijos de mais alta umidade tratados termicamente.

5.2. Coadjuvantes de Tecnologia ou Elaboracéo.

Poderéao ser utilizados na elaboracéo dos queijos de muita alta umidade tratados
termicamente os coadjuvantes de tecnologia indicados a seguir:

6. CONTAMINANTES.

Os contaminantes organicos e inorganicos nao devem esta presente em
guantidades superiores aos limites estabelecidos pela legislacéo vigente.

7. HIGIENE.

7.1. Consideracdes Gerais.

As praticas de higiene para elaboracéo do produto estardo de acordo com o

estabelecimento no Cdédigo Internacional Recomendado de Praticas Gerais de
Higiene dos Alimentos.

( CAC//VOL A.1985).
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O leite a ser utilizado deverd ser higienizado por meio mecéanicos e submetidos a
pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente para assegurar a fosfatase
residual negativa (A.O.A.C. 15° Ed. 1990, 979. 13, p.823) combinado ou nao
com outros processos fisicos ou biolégicos que garantam a inocuidade do
produto.

Fica excluido da obrigacéo de ser submetido a pasteurizacdo ou outro
tratamento térmico o leite higienizado que se destine a elaborac&o dos queijos
submetidos a um processo de maturacdo a uma temperatura superior aos 5° C,
durante um tempo nao inferior a 60 dias.

7.2. Critérios macroscopicos
O produto né&o devera conter substancias estranhas de qualquer natureza.
7.3. Critérios microscopicos

O produto néo devera apresentar substancias microscopicas estranhas de
qualquer natureza.

7.4. Critérios Microbiolégicos.
Os gueijos deverao obedecer ao estabelecido na legislacédo especifica.
8. PESOS E MEDIDAS.
Seré aplicada a legislacao especifica.
9. ROTULAGEM.
Seré aplicada a legislacao especifica.

Sera denominado “Queijo...” seguido da variedade ou nome de fantasia, se existir,
de acordo com o padrao individual que corresponda &s caracteristicas da
variedade de queijo.

Padréo individual que corresponda as caracteristicas da variedade de queijo.
Poderéao incluir-se denominacdes estabelecidas na classificacao.

Nos queijos com adicdo de substancias alimenticias, condimentos ou outras
substancias aromatizantes naturais, devera indicar-se na denominacéo de venda
0 nome da ou das adi¢des principais, exceto no caso dos queijos em que a
presenca destas substancias constitua uma caracteristica tradicional.

No caso do, emprego de leites de mais de uma espécie animal, devera ser
declarado na lista de ingredientes os leites das diferentes espécies e seu
percentual relativo.

10. METODOS DE ANALISES.
Umidade: FIL 4A: 1982

Matéria Gorda: FIL 5B: 1986
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11. AMOSTRAGEM

Serao seguidos os procedimentos recomendados na Norma FIL 50B: 1985.

MINISTERIO DA AGRICULTURA DO ABASTECIMENTO E DA REFORMA
AGRARIA.
GABINETE DO MINISTRO.

PORTARIA N° 146 DE 07 DE MARCO DE 1996.

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA DO ABASTECIMENTO E DA
REFORMA AGRARIA, no uso da atribuicdo que Ihe confere a Art. 87, I, da
Constituicao da Republica , e que nos termos do disposto no Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal, aprovado pelo
Decreto n°® 1.255, de 25 de junho de 1962, alterado pelo Decreto n° 1.812 de 08 de
fevereiro de 1996 e

Considerando as Resolucbes Mercosul/GMC numeros 69/93, 70/93, 71/93,
72/93, 82/93, 16/94, 43/94, 63/94, 76/94, 78/94 e 79/94 que aprovam 0S
Regulamentos Técnicos de Identidades e Qualidades de Produtos Lacteos;

Considerando a necessidade de Padronizacdo dos Métodos de Elaboracéo
dos Produtos de Origem Animal no Tocante aos Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidades de Produtos Lacteos, Resolve;

Art. 1° Aprovar os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos
Produtos Lacteos em anexo.

Art. 2° Os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidades dos Produtos
Lacteos aprovados por esta Portaria, estardo disponiveis na Coordenacao de
Informacdo Documental Agricola, da Secretaria de Documental Agricola, da
Secretaria do Desenvolvimento Rural do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento e da Reforma Agraria.

Art. 3° Esta Portaria entra em vigor 60 (sessenta) dias apés a data de sua
publicacao.

JOSE EDUARDO DE ANDRADE VIEIRA

REGULAMENTO TECNICO GERAL PARA A FIXACAO DOS REQUISITOS
MICROBIOLOGICOS DE QUEIJOS

1. ALCANCE

1.1. Objetivo
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Fixar os requisitos microbiologicos que deverdo obedecer os queijos.

2. DEFINICAO

Os requisitos microbiolégicos definidos nesta norma foram estabelecidos de acordo
com critérios e planos de amostragem para aceitacao de lotes da Comissao
Internacional de Especificacdes Microbiologicas dos Alimentos. (I.C.M.S.F).

Os métodos analiticos especificados respondem a metodologia internacionalmente

aceita.

Os queijos foram classificados segundo o contetddo de umidade da massa, outras

caracteristicas proprias e tecnologias de fabricacao.
3. REQUISITOS

3.1.Queijos de baixa umidade (umidade menor que 36%)

MICROORGANISMOS CRITERIOS~ DE CATEGORIA
ACEITACAO I.C.M.F.S.

Coliformes a 30°C n=5 c=2 m=200 5
M=1.000

Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=100 5

M=500

Estafilococos coag. n=5 c=2 m=100 5

Pos./g M=1.000

Salmonela sp /25g n=5 ¢=0 m=0 10

3.2. Queijos de média umidade (36% < umidade < 46%)

MICROORGANISMOS CRITERIOS DE CATEGORIA
ACEITA(;AO I.C.M.F.S.
Coliformes a 30°C n=5 c=2 m=1.000 5
M=5.000
Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=100 5
M=500

METODO DE
ANALISE

FIL 73A: 1985
APHA 1992, cap.
24 (1)

FIL 145: 1990

FIL 93A: 1985

METODO DE
ANALISE

FIL 73A: 1985

APHA 1992, cap.
24 (1)
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Estafilococos coag. n=5 c=2 m=100 5 FIL 145: 1990
Pos./g M=1.000

Salmonela sp /259 n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985

Listeria n=5 c¢=0 m=0 10 FIL 143: 1990
monocytogenes /259

3.3. Queijo de alta umidade (46% < umidade < 55%), excetuando os Queijos
Quartirolo, Cremoso, Criolo e Minas Frescal

MICROORGANISMOS CRITERIOS DE CATEGORIA METODO DE

ACEITACAO I.C.M.F.S. ANALISE
Coliformes a 30°C n=5 c¢=2 m=5.000 5 FIL 73A: 1985
M=10.000
Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=1.000 5 APHA 1992, cap.
M=5.000 24 (1)
Estafilococos coag. n=5 c=2 m=100 5 FIL 145: 1990
Pos./g M=1.000
Salmonela sp /259 n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985
Listeria n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990

monocytogenes /259

3.4. Queijos Quartirolo, Cremoso, Criolo e Minas Frescal (46% < umidade <
55%)

MICROORGANISMOS CRITERIOS DE CATEGORIA METODO DE

ACEITAC;AO I.C.M.F.S. ANALISE
Coliformes a 30°C n=5 c=2 m=10.000 5 FIL 73A: 1985
M=100.000
Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=1.000 5 APHA 1992, cap.

M=5.000 24 (1)
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Estafilococos coag. n=5 c=2 m=100 5 FIL 145: 1990
Pos./g M=1.000

Salmonela sp /259 n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985

Listeria n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990
monocytogenes /259

3.5. Queijos de muito alta umidade com bactérias lacticas em forma viavel e
abundantes (umidade > 55%)

MICROORGANISMOS CRITERIOS DE CATEGORIA METODO DE

ACEITACAO I.C.M.F.S. ANALISE
Coliformes a 30°C n=5 c=3 m=100 4 FIL 73A: 1985
M=1.000
Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=10 5 APHA 1992, cap.
M=100 24 (1)
Estafilococos coag. n=5 c=2 m=10 5 FIL 145: 1990
Pos./g M=100
Fungos e Leveduras /g n=5 c=2 m=500 2 FIL 94B: 1990
M=5.000
Salmonela sp /259 n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985
Listeria n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990

monocytogenes /259

3.6. Queijos de mais alta umidade sem bactérias lacticas em forma viavel e
abundantes (umidade > 55%)

MICROORGANISMOS CRITERIOS~ DE CATEGORIA METQDO DE
ACEITACAO I.C.M.F.S. ANALISE

Coliformes a 30°C n=5 c¢=2 m=100 5 FIL 73A: 1985
M=1.000
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Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=50 5 APHA 1992, cap.

M=500 24 (1)
Estafilococos coag. n=5 c=1 m=100 8 FIL 145: 1990
Pos./g M=500
Fungos e Leveduras /g n=5 c=2 m=500 2 FIL 94B: 1990
M=5.000
Salmonela sp /25g n=5 c¢=0 m=0 10 FIL 93A: 1985
Listeria n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990
monocytogenes /259
3.7. Queijos Ralado
MICROORGANISMOS CRITERIOS~ DE CATEGORIA METODO DE
ACEITACAO I.C.M.F.S. ANALISE
Coliformes a 30°C n=5 c¢=3 m=200 5 FIL 73A: 1985
M=1.000
Coliformes a 45°C n=5 c=2 m=100 5 APHA 1992, cap.
M=1.000 24 (1)
Estafilococos coag. n=5 c=2 m=100 5 FIL 145: 1990
Pos./g M=1.000
Fungos e Leveduras /g n=5 c=2 m=500 5 FIL 94B: 1990
M=5.000
Salmonela sp /259 n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985

3.8. Queijos Fundidos ou Reelaborados e Queijos Processados por UHT ou
UAT

MICROORGANISMOS CRITERIOS~ DE CATEGORIA METODO DE
ACEITACAO I.C.M.F.S. ANALISE

Coliformes a 30°C n=5 c=3 m=10 5 FIL 73A: 1985
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M=100

Coliformes a 45°C n=5 ¢c=2 m<3 M=10 5 APHA 1992, cap.

24 (1)
Estafilococos coag. n=5 c=2 m=100 5 FIL 145: 1990
Pos./g M=1.000
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Anexo B: Valores de breakpoint para interpretacao do perfil de suscetibilidade
a drogas (Concentracgao Inibitéria Minima) para Staphylococcus sp.

Zone Diameter
Break points, MIC Interpretive Standard
TestReport Antimicrobial Disk nearest whole mm im

Group Agent Content 5 | | HIl 5 I R Comments
PENICILLINS
(4) Penicilin-susceptible staphy : are also itible to other penicilling, - i inhibitor combinat hems, and carbag d for use by the FDA
for staphyk il infectons. Penicillin '“‘MMmmhMMMMMMmMMnM&E
M&mm::unm 3 hems, and . Onacillin | e res 1o all de f-actam antmicrobial sgents with
the exception of the newer cephalosporing with mH-IFBAa:IMIT Thus, mﬂpﬂymm haudanmjrufﬁ-lmn mmﬂﬂm:myhadaﬁmdiunm
only penicillin and elther cefoxitin or oxacllin. Routine teating of oner peniciling, f-Hactem/i-lactamase inhibitor [ , OF CarhaEp I3 not adviged.

(10) i & penicillinas e-stable penicilin is tested, cxacillin is the preferred agent and results can be applied to the other peniciilinase-stable penicliling, cloxacillin, diclaxaciling
flucloxacillin, methiclliin, and nafelilin

Seacomment (4]

A Penicillin 10 units =3 - ] <012 - - =028 {11) Peniclinresstant strans of stphdococa
produce f-actamase, and the testing of penicilin
instead of ampicillin is prefemed. Peniclin should be
used o test the susceplibility of all staphylocooci to all
penicilinase-lsbile  peniciling, such a5 ampiclin,
amosscillin,  aziocillin,  carbeniciling mezhoolling
piperacilin, and toarcilin, An induced fHadtamase teat
should be performed on staphylococcal Bolstes with
penicilin MICs £ 0.12 po/mL or zone diameters = 20
mm before reporting e isolsie a3 penicillin
susceptible. Howewver, the prevalence of penicillin
susceptible 5. sureus strains Is low. |solates that
test a8 susceptible to penicillin may still produce
frlectamase, which |s usually detected by an
induced p-lactamase test. Occaslonal |solates are
not detected by induced fHactamase testing. Thus,
for serdous infections, laboratories should conslder
performing MIC tests for penicillin and testing for
induced B-lactamase production on subsequent
solates from the same patient. A posthe -
lzctamase test predicl  reasstance to peniclin
ampicllin, amadcilin, carbenicilin, ticarciliin,
mezocilin, and piperacilin.  For oxacilinresistant
staphylococc], report penicillin as resistant or do not
report See Supplemental Table 2C-53 and Table 2C-
54 at the end of Table 2C.

=4 For 5. aureus.

{ontzllin

1112 <10 £2

(cxadllin

A Oneacillin 1 pg coacillin =13

For & aureus and 5.
lugdunensis.

- <2
{comcilling
=4 <4
{cefoniting

1 ng oxaclin - z4 For 5. lupdunensis.
{ooallin)
=8 For 5. aureus and 5. lugdunenais.

{oefowitin

30 pg cefonitin =22

(12) Cefowtin i3 used as 2 surmogaie for cemcillin
resistance; report oxaclin suscepible or resstant
baged on e cefitin resutt. If both cefexitin and
oxacillin are tested against 5 aureus or 5.
lugdunensis and elther result i& resistant, the
organism should be reported as oxaclllin resistant.

See comment (9).
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TestReport
Group

Antimicroblal
Agent

Disk
Content

MIC Interpretive Standand

Mﬂ;i

5 P R

Comments

Omacillin

For cosgulsse-
negatve staphyiococd
exoept 5. lugdunensis.

1 pg cxadllin

30w
cefoatin

=2

5025 - - 205
{oxacillin) {oxacllin)

For cosgulsse-negstve staphyocooc! except 5.
lugdunansis.

(13) Oxacllin interpretive criterla may overcall
resistance  for  some  cosgulase-negative
staphylococel because some non-5. epidermmiols
strains for which the oxacillin MICs are 0.5 to 2
poimL lack mecA. For serous Infections with
coagulase-negative staphylococel other than 5.
epidermidis, testing for mecA or for PEP 2a or with
cefoxitin disk diffusion may be appropriate for
strains for which the oxacillin MICs are 0.5 to 2
jgdmlL.

Ses comment (12).
Ses comment (9).
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Anexo B - Continuagao...

Zone Diameter
Breakpolints, MIC Interpretive Standard
Test/Report Antimicroblal Disk ne%regtwhme r;'gm : [mu:
Group Agent Content 5 I R 5 | - R Comments
PENICILLING (Continued)
¥] Ampicillin 0pg 28 ¢ - | =28 |=025; - i =z05 |(4) Cless representatie for ampicilin and
! ! ! ! amoicllin.
] | | H {15} For oxacllin-resstant staphyococc, report
' ] ! ' ampicillin a5 resistant or do not report
5] Meithicllin B ug =14 o 10-13 0 <9 . - HEEET {18) For use with 5. sureus only.
¥] Mafcillin 110 z13 1-12 <10 <2 - z4 See comment (18).
P-LACTAMB-LACTAMASE INHIBITOR COMBINATIONS
{17} For oxacilin-resistant staphWococs, report &3 reaistant or 6o not report.
Ses comments (4) and (9).
5] Am o cillin-clavulanic Cid 20010 wa =20 4 - T sS4 - HEFTT
o Ampicillin-sulbadiam 1010wy | =15 & 12-14 ' <11 <B4 ! 188 = 3218
0 Piperaclindazobactam 0W0pg | =18 ¢+ - 1 =17 <B4 0 - 1 184
0 Ticarcilin-clavulanic scid 7510 pg 33 8 - =X cB2 0 - = 1672
CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins |, Il, Ill, and IV, Please refer to Glossary L)
See comment (17).
Ses comments (4] and (9).
o Cefamandole 30 pg 218 ¢ 1517 | =14 < ; 18 =32
] Cefazaiin 30 ug 18 ¢ AT T <14 I Y
5] Cefepime 30 wa =18 & 1517 0 <14 <& 16 =52
Q Cefmetazols 30 pg z16 ! 1315 ¢ <42 g ¢t 32t =54
0 Cefonicd 30 wg =18 1+ 1517 1 <14 I T
0 Cefope razone 75 ua =21 4 1620 1 21§ T
0 Cefotaxime 30 pg 223 1522 1 <14 <§ 1 1632 1 ad
5] Cefotetan 30 wn =16 ! 1315 | <12 | <18 1 32 ' =64
0 Cefiazidime 30 ug =18 4 1517 1 <14 T T
5] Cefizoame 30 wa =20 3 1519 ) =14 <8 1 1632 7 =64
0 Ceftriaxone 30w = E 14-20 i 513 =8 1632 P zhd
0 Cefuroxime (parenteral) 30 ug =18 1 1517 | 214 <8 1 18 . zap
o Cephaothin 30 pg 218 1 1517 | =44 =g 1 18 1 =3
0 Maxalzctam 30 ua 223 ; 153 <14 <8 1632 [ =64
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Zone Diameter
Break points, MIC Interpretive Standard
TestReport Antimicrobial Disk ne arest whole mm lpaim)
Group Agent Content 5 I i R 5 i I i R Comments
CARBAPENEMS
See comment (17).
See comments (4) and (9).
[5] Erapenem 100 =19 ¢ 16-18 I 4 Y]
[1] Imipanem 100 =16 : W15 <=4 . B =18
] Meropenem 10 =16 1 415 =4 { B8 1 =16
GLYCOPEPTIDES
B Vancomycin - - - - €2 (=] =18 For 5. sureus.

{18) MIC tests should be parformad to determine
the susceptibiity of all isolstes of staphyiococd to
vancomycn. The disk test does not differentate
vanoomycn-susceptible isolstes of 5. auweus fom
vancomycin-iniermediste isolates, nor does the
tegt differentisle among vancomycin-susceptible,
intermediate, and resstant solstes of cosgulase-
negative staphylocoocl, all of which will give
aimiar aize zones of inhibition.

{189) The vancomycin 304ug disk test detects 5
aureus [molates containing e wand vencomycin
resistance gene (VIREA). Such molstes will show
no zone of inhibition sround the disk (zone = &
mm). The wentification of isolsies showing no
zone of inhibition should be confirmed. lsolstes of
staph ylocoocd producng vancomycn 2ones of 2 7
mm shoulkd not be reported &3 susoep tibke without
performing & vanco mycin MIC test.

{20) Send any 5. aureus for which the vancomycin
i3 =8 pgml to & reference labaoratory.

{21) Disk testng i3 mot relisble for testing
VaNComygin.
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Zone Diameter
Breakpaints, MIC Interpretive Standard
Test/Report Antimic rabial Disk DSl wheks mm _lpgiml)
Gro Age nit Cantent 5 1 HE 3 - 1 H R Comments
GLYCOPEPTIDES | Continued)
B ‘Vancomycin - - - - < 4 816 =a3 For cosgulase-negatve staphyio cocal.
See comments (18) and (21).
(2 Send any on sgulsse-negatine
Sraphylococcus for which the vancomycin MIC is
= 32 poimL to a reference laboratory.
Ses also Sedion 12.1.3 in MOT-AB and Section
11.1.3 in MO2-A10.

I Tecoptanin 30 pg =14 -13 = 10 ] [ =32 (23) Tescoplanin disk diffuson interpretve oitena
were not resvalusted concument with  the
resvalustion of wvancomyoin  disk  diffusion
nterpretive  ontenia  duning recent  Studies.
Therefore, e  abity of Sess  eicoplanin
nterpretive ontena to differentiate teicoplanin-
nisrmedists and tecoplanin-reaistant staphBomes
from telooplanin-susceptible sraing is not known.

LIPOPEPTIDES
B Caplomycin - - ! - S =1 ! - ! - (24) Disk testng is not relisble for testing
H i H i daptomycin.
. : . : See comment (7).
AMINOGLYCOSIDES

c Gentamicn 10pg =15 | 114 0 g2 =4 § 8 | =18

0 Amikacin 30 ug =17 1 118 1 214 <16 1 32 1 zed4

o Kanamycin 30 pg =18 . 1T ) <13 <16 & 32 1 zéd

¥] Netimicin 30 ug =15 1 1314 | =12 =8 4 6 1 =32

0 Tobramycin 100 =18 ¢ 1314, <92 <4 [] =18

MACROLIDES
{25} Mot routinety reponted on orqanisms isolated from the urinary rac.

A Azitromyan or 15 g =18 § W17 ] 213 2§ 4 ] z8

A clarnithno mmycin or ng =18 ¢ 417 |} <413 <2 1 L H =8

A enymromyan 15uq 23 § W o4y | eps i T4 0 ag

0 i rithromycin 159 =18 E 16-18 E <15 22 E 4 E =8

KETOLIDES
] [ Telmromyain 15ug EFERLE AR =1 3 poo=d
Zone Diameter
Breakpoints, MIC Interpretive Standand
nearest whole mm (pgfml )
TestReport Antimicroblal Dizk ] T ] ¥
Gro | Agent Content 5 | | I . 5 1 H R Comments
TETRACYCLINES

{28) Organiams that are suscepiible to tefracydine are slso consicered susceptible to dostyoycling and minocycline. However, some anganisms fhat are infermediate or resstant to

letracycline may be susceptible to doxycycling, minocycling, or both.

B Tetracycline 30 pg =18 1518 <4 <d . & 7 zi8

B Daootycyeling 30 g =16 1 1345 1 <12 <d | 8 b =18

0 Minocyciine 30 pg =19 ! 1518 T =14 <d | B 1 1B
FLUOROQUINOLONES

{27) Staphylococcus spp. may develop resistance during prolonged therapy with quinolones. Therefore, isolstes that are

days after inttistion of herapy. Testing of repest isolates may be wamanisd.

initially susceptible may become resistant within three o four

c Ciproficoacin or Sug =M g2 1 =15 =1 2 HE-L
G ievofioxasin or 5ug =18 0 1618 ) 295 | 21 0 2 b =4
c ofaxacin 5ug =18 1 15T 4 <4 =1 12 1 x4
c Moxifioxacin B ug =2 -2 ;<30 | <08 1 Y
u Lomefloxacsn 10 wg =2 1821 | =18 22 | 4 L
u Morfloxacin 10 g =17 0 396 3 o<=d2 | <4 0 8§ =18
i} Enaxacin 10 g =18 | 1817 ¢ <44 < ! 4 + =B (28) FDA spproved for 5. saprophyficus and 5.
_ ; H ; H epidermigis (but not for 5. sureys).
5] Gatfioxacn Sug =23 0 X2 ;o s19 =05 1 V=2
0 Grepafickscin Bug =18 1 15T 3 <14 €1 ¢ 2 i =4
0 5 parfoxacin 5ug =18 1 1618 § <15 | =05 P2
inv. Fleraxacin 5ug =18 | 1618 . <48 =2 | 4 ; =8
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Anexo B — Continuacgdo...

Zone Dlameter
Breakpoints, MIC Interpretive Standard
TestReport Antimicrobial Disk ezl st sram ugimb)
Group Agent Content 5 H 1 : R -] H I H R Comments
NITROFURANTOINS
u Nitrofurantoin | 300 pg | =17 § 15-16 =94 | <32 |, 84, =128 |
LINCOSAMIDES
A Clindamycin 2ug =21 C 15-H 0 =4 <05 - 1-2 =d (29) Infuchble clndsmycin resistance can be
: : detecied by disk diffuson usng the D-zone test
and by broth microdilution using a single wel
containing & combinaton of erythromycin and
clindamyzin. Ses Supplemental Tables 2C-53
and 2C-54, Secton 12 in MO2-A10, and Secton
13 in MOT-AS for cureint reco mmendations.
Seecomment (25).
FOLATE PATHWAY INHIBITORS
A Tnmethopnim- 1252375 g =16 ; 11-15 =10 <23 - R
sulfamethonazole i i i
u Suffonamides 250 or 300 ng 212 <28 1 - 1 =512 (30) Sulfisoxarole can be used to represent any
' : H of e cumently avalable suffonamide
' . . preparations.
u Trimethoprim 5 i 210 <8 i - 1 2.
FHENICOLS
I | Chioramphenical | 30 ] =18 @ 13-17 =12 | =8 1 16 i =32 See comment (25).
ANSAMYCINS
B Rifampin | g | =20 ¢ 1T-18 1 Z48 | =1 1 Z 1 =4 |{3‘]sz Rifampin should not be used alone for
! | | ! &N timicro bisl therapy.
STREPTOGRAMING
C Quinupristin- | 5 ug | =18 ; 16-18 | <18 | <1 T2 =4 | {32) For reporting against methicllin-suscepiible
dalfopriatin : : : : 5. sureus.
OXAZOUDINONES
B Linezold 30 ug =3 - i = 30 < 4 E - E =8 {33) When testing linezobd, disk diffusion zones
1 ! : should be examined using Fansmittied light.
! H H Organiams with resistant results by disk diffuson
: i H should be confirmed wsing an MIC method.
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