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RESUMO

Espécies do género Staphylococcus sdo bactérias oportunista presentes na
microbiota normal de mamiferos e causa mastite bovina. Representa na area de
qualidade de alimentos um risco a saude publica por estar envolvido em surtos de
intoxicagdo alimentar, pela presenga dos genes de enterotoxinas e resisténcia aos
antimicrobianos. O objetivo deste trabalho foi genotipificar Staphylococcus aureus
oriundos do leite de vacas com mastite subclinica e queijo do tipo minas frescal
fracionado, obtidas na regido do Distrito Federal, Brasil. As amostras de queijo foram
isoladas em Baird Parker, em seguida, colonias selecionadas foram identificadas a
partir dos testes bioquimicos. Cepas caracterizadas como Staphylococcus coagulase
positiva seguiram para analise molecular e antibiograma. As amostras de S. aureus
do leite mastitico utilizadas foram do banco de germoplasma do laboratério de
microbiologia clinica veterinaria da UNB. Apds extracdo do DNA total, foi executada a
PCR com primers: espécie-especifico AroA, enterotoxinas SEA, SEC e SEE, e
resisténcia MecA. Dentre o grupo amostral de 134 queijos coletados, 54 amostras
foram detectadas a presenca de Staphylococcus coagulase positivas, e apos PCR do
gene AroA espécie especifico foram identificados 38 S. aureus. Das estirpes do leite
mastitico bovino foram caracterizados 55 S. aureus. A eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) foi realizada em 21 linhagens selecionadas aleatoriamente, sendo
18/38 de linhagens do queijo e 3/55 da linhagem do leite mastitico. Todas as cepas
foram positivas para os genes AroA e CoA (93). Foi detectada a predominancia do
gene COA de 600pb nas linhagens oriundas do leite (33/55) e do queijo (16/38).
Observou-se a presenca de enterotoxina estafilococica em 16 (SEA), 4 (SEC) e 16
(SEE) isolados de S. aureus no leite; e 6 (SEA), 2 (SEC) e 2 (SEE) em isolados de
queijo. Dentre os queijos avaliados foi encontrado um predominio de cepas
enterotoxigénicas na regido Guara (Central Adjacente) (4/10) e no ponto de venda
informal (7/10). Um isolado de S. aureus do estudo foi identificado o gene MecA
(MRSA), originaria do queijo de S&o Sebastido (Leste) comercializado em uma casa
de frios. Trinta e seis (36/38) S.aureus isolados do queijo apresentaram resisténcia a
droga ceftazidima. Na andlise PFGE, foram detectados 19 perfis, todas com
similaridade genotipica acima de 70%. Foram encontrados 2 clones, um entre cepas
originaria do leite e queijo e outro do queijo de diferentes regides. A correspondéncia
genotipica analisada entre as linhagens estudadas sugere contaminacéo de origem
animal, e a manutencao das mesmas linhagens através da cadeia produtiva a partir
da matéria-prima. Este resultado implica provavel falha de pasteurizacdo e manuseio
no processo produtivo, reforcando a necessidade de melhores medidas de controle
de higiene alimentar.

Palavras-chaves: Microbiologia de alimentos. Seguranca alimentar. Derivados
lacteos. Patégeno de origem alimentar. Doencas transmitidas por alimentos



ABSTRACT

Staphylococcus genus species are opportunistic bacteria present in the normal
mammalian microbiota and may cause bovine mastitis. In the area of food quality, it
represents a public health risk since it is involved in outbreaks of food poisoning due
to the presence of enterotoxin genes and antimicrobials resistance. The aim of this
work was to genotype Staphylococcus aureus from cow milk with subclinical mastitis
and fractional Minas fresh cheese, obtained in the Federal District, Brazil. The cheese
samples were isolated in Baird Parker from which selected colonies were identified by
biochemical tests. Strains characterized as coagulase positive Staphylococcus were
then evaluated by both molecular analysis and antibiogram. The S. aureus samples
from mastitic milk used were from the germplasm bank of the UNB veterinary clinical
microbiology laboratory. After total DNA extraction, PCR was performed with the
following primers: species-specific AroA, enterotoxins SEA, SEC and SEE, and MecA
resistance. Within the sample group where 134 cheeses were collected, 54 samples
were detected with the presence of coagulase positive Staphylococcus, and after PCR
of the specific species AroA gene 38 S. aureus were identified. 55 S. aureus were
characterized from bovine mastitic milk strains. Pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) was performed on 21 strains randomly selected: 18/38 of the cheese and 3/55
of the mastitic milk. All strains were positive for AroA and CoA genes (93). The
predominance of the 600bp COA gene amplicon was detected from milk (33/55) and
cheese strains (16/38). Staphylococcal enterotoxin was observed in 16 (SEA), 4 (SEC)
and 16 (SEE) S. aureus isolates in milk; and 6 (SEA), 2 (SEC) and 2 (SEE) isolates in
cheese. Among the evaluated cheeses, a predominance of enterotoxigenic strains was
found in the Guara region (Central Adjacent) (4/10) and at the informal point of sale
(7/10). A S. aureus isolate from the study was identified with the MecA gene (MRSA),
originating from Sao Sebastido cheese (East) sold in a cheese shop. Thirty-six (36/38)
S.aureus isolates in cheese showed ceftazidime drug resistance. In the PFGE
analysis, 19 profiles were detected, all with genotypic similarity above 70%. Two clones
were found, one between strains originating from milk and cheese, and the other from
cheese, from different regions. The analyzed genotypic correspondence between the
studied strains suggests animal origin contamination and the maintenance of the same
strains through the production chain from the raw material. These results implies a
probable failure during production process regarding the pasteurization and handling,
reinforcing the need for better measures of food hygiene control.

Keywords: Food microbiology. Food security. Dairy products. Foodborne pathogen.
Foodborne diseases
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CAPITULO |

1.  INTRODUGAO

O queijo € um dos produtos mais importantes no setor lacteo do Brasil, isso quer
dizer que mais da metade de todo o leite produzido € destinado ao fabrico de queijos
e que quase um quarto da venda dos produtos lacteos sdo queijos. Mesmo assim, a
populacao brasileira ainda tem baixo consumo do produto em comparacéo a alguns
paises vizinhos. Apesar das incertezas sobre a economia da industria lactea ha
previsbes de um mercado em futura expansdo para produtos lacteos como o queijo,
para 0 mercado interno e internacional. Sua aceitabilidade e projecdo depende
principalmente da qualidade da matéria prima e produto final, com perspectiva de alto

potencial de crescimento (Embrapa, 2019)

O gueijo minas frescal, dentre os queijos consumidos, € o mais popular no Brasil,
principalmente por seus nutrientes. No entanto € um alimento muito perecivel, devida
sua caracteristica de fabricacdo que conta com uma massa crua e com elevada
umidade. Em casos de baixa qualidade da matéria prima pode diminuir o periodo de
validade do produto ou torna-lo um veiculador de doencas (Mercosul, 1996; Mercosul,

1998; Nunes, Mota e Caldas, 2013; Carvalho, Venturini e Galan, 2015).

Como todo produto lacteo, a pasteurizacdo € um fator importante e necessario
na inativagcdo de microrganismos patdgenos que podem comprometer a saude do
consumidor. Erros na execugao, ou mesmo a ndo pasteurizacdo do leite ndo garante

1



uma matéria prima livre de patdégenos e consequentemente segura. Para a garantia
de um produto de qualidade sdo imprescindiveis o tratamento térmico correto

associado as demais boas praticas de fabricacdo (Brasil, 1997a).

Algumas propriedades leiteiras brasileiras, apresentam precariedade higiénico-
sanitarios, resultando na producéo do leite cru com altos niveis de contaminacéo
microbiolégica. Consequentemente, a ma qualidade do leite produzido influencia
diretamente sobre a seguranca alimentar dos consumidores de derivados lacteos

(Fonseca e Santos, 2007; EFSA, 2015).

Uma das formas de contaminacdo do leite, ocorre por falha na sanidade e
manejo do rebanho, acarretando o desenvolvimento de enfermidades. A principal
doenca que acomete os bovinos leiteiros e a mais importante na qualidade do leite é

a mastite (Acosta et al., 2016, Lange et al., 2017).

A mastite € uma inflamacéo na glandula mamaria, resultado de trauma ou leséo
ao Ubere, principalmente sendo provocada por microrganismos de origem bacteriana.
A afeccdo € uma anomalia abordada como uma questdo de saude publica, mas
também de relevancia econémica mundial, pois impacta negativamente sobre o
desempenho do rebanho leiteiro de todo o globo. Representa elevadas expensas
financeiras direta e indiretamente como: descarte de leite, reducdo na producao e na
qualidade do leite, aumento do risco de abate precoce e ocasionalmente a mortalidade

(Fonseca e Santos, 2007).

A bactéria Gram-positiva cocoide Staphylococcus spp. esta entre os principais
agentes provocadores da mastite bovina. Por ser género que esta amplamente

disseminado no ambiente e coloniza assintomaticamente a pele de humanos e



animais. Nao apenas esta envolvido na infeccéo da glandula mamaria bovina, como

também é responsavel por uma infinidade de infecgdes no mundo (Johler et al., 2015).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € uma das doencas transmitidas por
alimentos (DTA) mais frequentes. Ocorre devido ao consumo de alimentos
contaminados por toxinas que séo produzidas principalmente pela espécie S. aureus,
especialmente em produtos lacteos, podendo ocasionar mortalidade em individuos

predispostos (CDC 2003; Garcia e Duarte 2014).

A producdo dessas enterotoxinas termoestaveis ocorre principalmente em
condi¢des favoraveis para a multiplicacdo do agente. S8o 5 subtipos de toxinas
envolvidos nos surtos mundiais SEA, SEB, SEC, SED e SEE que provocam a
intoxicacdo. O curso clinico da intoxicacdo estafilocécica se inicia em poucas horas
apos a ingestdo, com sintomatologia emética e / ou diarreica (Fox, Jiang e Gobius,

2018).

Além das enterotoxinas, a importancia clinica na presenca do S. aureus esta
associada a habilidade no desenvolvimento de resisténcia a antibioticos
rotineiramente utilizados, a capacidade de mobilidade de elementos genéticos
envolvidos na transmissao de multiplos genes de resisténcia, com repasse a outros
géneros e uma série de fatores de viruléncia (Johler et al., 2015; Malachowa et al.,

2016; Oliveira, Borges e Simoes, 2018).

O risco do contagio por Staphylococcus aureus, pode avancar para infeccbes
gue cursem com dificuldade de tratamento, seja de estirpes oriundas da comunidade
como do servigo de saude, e podem variar de brandas a fatais. Todos esses fatores,
refletem a importancia deste microrganismo, que se espalha por diferentes

continentes (Venkatesh, 2018).



Dessa forma, os Staphylococcus aureus afetam anualmente cerca de 50 milhdes
de pessoas no mundo, e nos EUA estima-se que 20 mil pessoas venham a obito pela
infeccdo (Ko et al., 2016). Segundo OMS (1995) em paises desenvolvidos, uma média
de 70% dos casos de diarreia em criancas com idade préxima de cinco anos, € de

origem alimentar.

No Brasil, de acordo com o DATASUS, em 2013, mais de 340 mil internacdes
foram notificadas por infeccbes gastrintestinais, custando R$ 121 milhdes em
despesas publicas. No entanto existem poucas informacgdes a respeito das DTAS, no
pais, seja por falta de investigacdo ou notificacdo dos casos (Pereira et al., 1994,

Brasil, 2014; Lima et al., 2015).

Staphylococcus aureus produzem um forte impacto negativo em saude publica.
Isso se deve a suas capacidades em provocar doencgas, toxinfeccdes, evasao do
sistema imune, resisténcia a antibiéticos e outros elementos genéticos caracteristicos
da espécie, reflexo de sua habilidade evolutiva. A compreensdao do agente e
determinacdo do perfil epidemiolégico e genético dos Staphylococcus aureus
fornecem subsidios para prevencao e outras medidas que minimizem as infeccdes e

toxinfeccbes a populacdo (Ko et al., 2016).



1.1.

Objetivo geral

Genotipificar estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de mastites subclinicas

em bovinos e isoladas de queijo minas frescal na regido do Distrito Federal.

1.2.

Objetivos especificos

Determinar qualidade microbiolégica do queijo minas frescal comercializado na
regiao;

Identificar estirpes de S. aureus toxigénicas do leite mastitico e queijo minas
frescal;

Correlacionar os perfis génicos de S. aureus por padrdes do gene COA oriundos
do leite e queijo;

Estabelecer possivel fonte (humana ou animal) principal de contaminagado dos

queijos minas frescal comercializados no DF.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Realidade econémica do queijo no Brasil

Estima-se que o Brasil produza mais de 33 bilhGes de litros de leite anualmente,
e o principal destino de todo esse leite é para a producdo de queijos, o0 que resulta em
1,15 milh&o de toneladas de queijo formal, inspecionado, e cerca de 300 mil toneladas
de queijo informal, ndo inspecionado. O consumo per capita de queijo formal nacional
e importado por ano é de 5,6 kg. Ao considerar todo o queijo disponivel no mercado,
esse consumo aumenta para 7,2 kg per capita/ano, o que corresponde a 33% do leite
consumido. Contudo o consumo de queijo no pais ainda esta muito abaixo do seu real
potencial, considerando a Argentina (11kg per capita/ano), pais vizinho e em
condicbes de desenvolvimento semelhantes ao Brasil, ou paises desenvolvidos

(acima de 20kg per capita/ano) (Rocha, 2014; Sorio, 2018).

Nos ultimos 10 anos vem aumentando os indices de crescimento do consumo
de leite, fator este impulsionado pelos queijos, considerados o segundo principal
derivado lacteo com a melhor porcentagem de venda, responsavel por mais de 20%,
em 2016, mas com indices muito proximos ao primeiro lugar, o leite longa vida. E
dentre todos os produtos lacteos, os queijos detém da maior taxa de crescimento
(124%). Os principais representantes do segundo maior sucesso de vendas da
industria lactea, mais consumidos aqui, sdo os queijos considerados de mesa, aqueles
mais comuns como: mucarela, prato, minas (queijo branco) e requeijdo, figura 1.1

(Embrapa 2019).



Mugarelas I 289
Requeijdc FEmnnoo— % 76%:
Queijo Prato I 7 5%
Queijo Branco [N, 729
Parmezio NI 2%
Queijo coalho NN 52%
Cheddar I 5296
Provoione I <956
Ricota I a6
Cream cheese [N 25
Queijos especiais (Suigo, Emental) N 23

Camembert ou 8rie NN 25

Figura 1.1: Perfil de consumo dos diferentes tipos de queijos na populacdo adulta
brasileira (Carvalho, Venturini e Galan, 2015).

2.2. Perspectivas econémicas do queijo brasileiro

Ha evidéncias de um mercado em futura expansdo para os produtos lacteos
como o queijo, principalmente para o mercado exterior. Isto se deve, tanto a queda da
participacdo dos paises desenvolvidos (de 5% em 2027) na producao de leite, e
portanto, diminuicdo na producao global de queijos, evidente na Unido Europeia e
Estados Unidos, considerados os principais exportadores de laticinios processados,
assim como o crescimento da populacdo, para a préxima década. O que
consequentemente refletirdA no consumo mundial de alimentos, de forma geral,
associado a uma boa perspectiva para producdo na safra de grédos brasileiros

(OECD/FAO, 2018, Embrapa, 2019).

A aceitabilidade e projecdo dos produtos lacteos brasileiros para que se torne
um ator importante no mercado internacional depende de fatores de politicas publicas
e principalmente da qualidade da matéria prima e do produto final. O que resultaria

em perspectiva de alto potencial de crescimento para todo o pais (Embrapa, 2019).



Ao passo que, internamente, o Brasil possui alto potencial expansivo para a
demanda individual, quando contrastado ao consumo de outros paises, com valores
acima de 27 kg de queijo por individuo/ ano, € possivel notar a gigantesca diferenca
com 7kg per capita/ano brasileiros. Seja abrangendo negocios interno ou de
exportacao, o setor lacteo possui alto potencial, mas a certeza de um grande desafio

para a cadeia produtiva (Sorio, 2018).

As principais incertezas sobre a industria lactea e seu desempenho incidem
sobre o consumo interno, uma vez que a demanda por seus produtos €
prioritariamente influenciada pela economia, ou seja, a partir do incremento de renda
da populacao. Outro fator influenciador, mas neste caso possivel de ser manipulado
pela industria para potencializar a eficacia do sistema agroindustrial e dessa forma
aprimorar a demanda, estd em entender e atender as necessidades do consumidor e
investir em lancamentos e inovacdes, criando vantagens competitivas e ocupando

novos segmentos e tendéncias do mercado (Embrapa, 2019).

O setor também necessita estar atento as mudancas da atualidade, pois a era
da informacao também atinge aos consumidores que estdo cada vez mais exigentes,
buscam alimentos saudaveis, demandam padrdes de seguranca e qualidade por toda
a cadeia produtiva, mas também procuram por produtos ecologicamente corretos, que
se preocupam com 0 meio ambiente e sociedade, que atendam padrdes de bem estar
animal, sem abrir m&o do sabor, da nutricio ou da conveniéncia. E um mercado em
transformacdo que ao mesmo tempo gera oportunidades e desafios, que podem

nortear a inovagao nas industrias lacteas no Brasil (Sorio, 2018).

2.3. Queijo



O queijo surgiu a partir da domesticacdo dos bovinos, e foi desenvolvido para
conservacao do leite. Existem relatos de sua fabricacdo a datar do ano 2800 A.C. que
perdura até a atualidade fazendo parte da rotina alimentar da maioria da populacéo
brasileira, sendo um produto de ampla aceitacdo, principalmente apreciado pelo valor
nutritivo. A aceitacdo e demanda no consumo pela populacdo é incentivado pela
qgualidade e precos relativamente acessiveis (Paula, Carvalho e Furtado, 2009; Vinha

et al, 2010).

Corresponde a um dos alimentos de principal fonte proteica presente na
alimentacdo humana, e dentre os derivados lacteos trata-se do produto mais
consumido. Os motivos para seu alto consumo sao atribuidos a versatilidade,
variedades e principalmente ao sabor e valor nutricional (Visotto et al., 2011). Em
termos legais 0 queijo tem sua denominacao reservada aos produtos de base lactea,
gue ndo contenha substancias como gordura e/ou proteinas de origem nédo lactea

(Brasil, 1996).

Sao comercializados no globo quase mil variacdes, cujo processo basico de
fabricacdo é semelhante. Cada tipo de queijo pode variar em diferentes aspectos
como a origem do leite, metodologias do processamento, tempo e técnica de
maturacdo. Falhas em qualquer etapa desse processamento ou armazenamento do
produto representam risco a salde publica. Uma das ameacgas mais importantes, é a
presenca de microrganismos patogénicos veiculados nesses alimentos,
principalmente em queijos frescos e macios, com alto teor de agua que fornecem um
ambiente propicio a sua multiplicagdo. S&o exemplos de bactérias patogénicas
relevantes identificadas em surtos: Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria

spp. (Visotto et al., 2011).



Uma importante metodologia, que minimiza a veiculacdo dos patdégenos € o
tratamento térmico por meios mecanicos como a pasteurizacdo, exigida pela
legislacdo (Brasil, 1969). No entanto a realidade brasileira esta aquém da prevista em
legislacdo, sendo exorbitante o nUmero de queijos minas frescal disponiveis a venda

fora dessas especificacdes (Apolinario, Santos e Lavorato, 2014; Silva et al., 2016).

De acordo com as caracteristicas do mercado de queijos no Brasil, os queijos

podem se enquadrar em diferentes definicées (Chalita, 2012):

Queijos comuns: produzidos pela industria, sdo padronizados, ndo apresentam

sabor, Aroma e textura que se destacam. Podem estar incluidos aqueles com

denominagdes regionais tradicionalmente oriundos da produgé&o artesanal.

Queijos finos ou especiais: sdo produzidos pela industria em pequena escala,

visando uma estratégia comercial de manutencdo de precos elevados. Sdo queijos
gue portam 0s nomes-tipos genéricos de queijos europeus, mas que ndo possuem
certificacdo de origem dos paises respectivos. O mercado de queijos finos brasileiro

tem forte dependéncia da flutuacdo dos queijos importados de mesmo nome.

Queijos artesanais: sdo produzidos tradicionalmente, e dessa forma tem estreita

dependéncia com a qualidade do solo, matéria-prima, alimentacdo dos animais e
praticas de elaboracdo. Antigamente, sua comercializacdo se estruturava em redes
de distribuicdo informais, esparsas ou proximas ao local de producédo, sem garantia
de qualidade. Por serem mais baratos, podia Ihes ser imputado uma imagem de

gualidade inferior.

No entanto, foi promulgado no ano de 2019 a Lei 13.860, para 0s queijos
tradicionais de fabricagcdo artesanal, pois normalmente sdo pouco maturados e

fabricados a partir de matéria prima de leite cru, e n&o atendiam a legislagéo vigente
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no pais (Brasil, 2019; Brasil, 1969). Dessa forma sua comercializacao, até entdo, era
clandestina e informal, com produtos sem inspec¢éo ou controle de qualidade. A nova
legislacdo visa uma comercializacao alternativa legal para os pequenos produtores de
leite, com objetivo de agregar maior valor ao queijo, certificando-o e garantindo sua
seguranca alimentar, incentivar esses produtores, gerar emprego e assim melhorar a

qualidade de vida rural (Brasil, 2019).

2.3.1. Minas frescal

A técnica de fabricacédo originaria do Minas Frescal chegou com os Portugueses,
no século XVIII, gue seguiam em numerosas expedicdes para a regido do estado de
Minas Gerais para exploracdo mineral. O objetivo da técnica, que foi adaptada, era
aumentar a durabilidade do leite, devido ao clima tropical do Brasil (Ribeiro, Simdes e

Jurkiewicz, 2009; Pereira, 2014).

De acordo com Resolucdo MERCOSUL GMC n°145/96 e Portaria n° 352/97, o
gueijo Minas Frescal € um queijo fresco obtido a partir de uma massa coalhada por
coagulacéo enzimatica do leite pasteurizado, podendo ser complementada com acgao
de bactérias lacticas especificas, ndo prensada, dessorada, salgada e ndo maturada

(Mercosul, 1996).

Caracterizado como um queijo semi-gordo, de muito alta umidade, de
consisténcia macia, cor esbranquicada, textura compacta e sabor suave a levemente
acido, de forma cilindrica e pesando entre 0,3 a 5kg. Acondicionado em embalagem
plastica ou em envases apropriados, mantidos a uma temperatura maxima a 8°C
(Mercosul, 1996; Mercosul 1998). Em consequéncia por suas propriedades, isto o

torna um produto perecivel, susceptivel a manifestagcbes bioquimicas e
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microbiolégicas que afetam sua qualidade, rendimento e durabilidade, apresentando

uma vida de prateleira curta, mesmo sob condi¢cdes adequadas de refrigeracao.

O queijo Minas Frescal pode ser considerado o unico derivado lacteo produzido
artesanal e industrialmente que é genuinamente nacional, de simples elaboracéo e
alto rendimento de fabricacdo. No decorrer dos anos foram encontradas variantes
tecnoldgicas para a sua producéo, como: pasteurizacao, adicdo de fermento ou acido
latico, ultrafiltracdo, entre outros (Carvalho, Viotto e Kuaye, 2007; Ribeiro, Simdes e

Jurkiewicz, 2009).

As variacdes no preparo interferem sobre os parametros fisico-quimicos
encontrados nos queijos comercializados, mas de forma geral os valores de referéncia
para tais parametros encontrados em queijos Minas Frescal, para gordura, sao:
gueijos semi-gordo devem conter entre 25,0 e 44,9%; enquanto umidade: para queijos
de muita alta umidade (conhecidos como de massa branda ou "mole") ndo pode ser
inferior a 55,0%, teor de sal baixa entre 1,4% e 1,6%; e pH entre 5,0 e 5,3 (Brasil,

1996; Sangaletti et al., 2009).

Aditivos utilizados para a fabricacdo do queijo de muito alto teor de umidade,
permitidos pelo regulamento técnico de identidade e qualidade de queijos sdo: acido
citrico, latico e acético para regular acidez; aromatizantes; nisina, acido sébico e seus
sais de sodio, potassio e célcio e natamicina para conservantes; clorofila crapica, sais
de sadio e potassio em clorofila, circuma, curcumina, carmim e betacaroteno sintético
para corantes; e carboximetil celulose, carragenina, amido modificados, alginato de
potassio, pectina ou pectina amidada, acido algimico, seus sais de amonio, calcio, e
sodio, alginato de propilenoglicol, agar e gomas guar, de algaroba ou jatai, xantana,

karaya e arabica para espessantes e estabilizantes (Brasil, 1996).
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2.3.2. Analises de riscos na fabricacao

Segundo a FAO (2017) a geréncia de risco de seguranca alimentar €
encarregada de proteger a saude e a seguranca publica, sendo capaz de, na
complexidade da atualidade, fazer boas escolhas referente aos riscos a saude publica,

mas considerando os impactos econdmicos, sociais e politicos regionais e mundiais.

E importante ressaltar que a salde, sociedade e os alimentos estdo em intima
conexdo. Pois para que haja salde e qualidade de vida é necessario a presenca de
alimento em quantidade e qualidade minimas disponiveis a populacdo. Os alimentos
de origem animal, em especial, sdo aqueles com elevado risco a saude do
consumidor, devido a riqueza nutricional em sua composicdo e por isso estdo sujeitos

a rapida deterioracdo (Germano e Germano, 2011)

Pasteurizagao

Coagulac3o

o

Tratamento
da massa

Mexedura

Enformagem

Salga

200

Embalagem

Armazenamento

Figural.2: Etapas basicas do processo de producédo de queijo Minas Frescal.
13



O queijo apresenta diversos pontos criticos presentes em toda a cadeia de
elaboracdo, agregado ao seu elevado valor nutritivo, 0 que favorece a presenca de
microrganismos deteriorantes e patogénicos. A contaminag¢do do produto pode ser
originaria desde a ponta inicial do processo, que comeca com a saude e alimentacao
do animal, elaboracdo e coleta da matéria prima, na fabricacdo, processamento,
empacotamento, transporte, preparacao, distribuicdo, armazenamento da industria ou
na exposicao dos alimentos a comercializacdo e até mesmo na casa do consumidor,
0 queijo pode ser exposto a contaminantes inclusive toxigénicos (Figura 1.2) (Visotto

et al., 2011).

Falhas na cadeia produtiva ou exposicdo a temperaturas inadequadas podem
permitir a sobrevivéncia e proliferacdo de bactérias patogénicas e fungos, o que pode
culminar no acumulo de toxinas, contribuindo efetivamente na méa qualidade e
inseguridade do produto ao consumidor, configurando um importante elemento do

ponto de vista da saude publica (Nunes, Mota e Caldas, 2013).

2.3.3. Leite

O leite é a matéria-prima elementar do queijo. E considerado um alimento
completo, composto por carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais. Para o
preparo dos derivados e manutencao de sua composicdo, a matéria-prima deve ser
obtida em condic¢des sanitérias adequadas e ser resfriado em seguida a ordenha, pois
devido aos componentes no leite, esse se torna um excelente meio para o crescimento
de microrganismos, afetando a qualidade do produto final (Figura 1.3) (Fonseca e

Santos, 2007).
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Figura 1.3: Principais fatores que afetam a carga microbiana do leite (Fonseca e
Santos, 2007).

Um importante fator determinante na qualidade do lacteo é a sanidade do
rebanho, pois o leite pode servir como veiculo transmissor por individuos portadores,
gue funcionam como fontes de infeccéo, como: virus da Hepatite E infecciosa (Huang
et al., 2016), Listeria sp. (Sarfraz, Ashraf e Ashraf, 2017), Mycobacterium spp.

(Bezerra et al., 2015) ou Brucella sp. (Silva, et al., 2016).

Pode ainda em casos de inflamacéo da glandula mamaria, aumentar a incidéncia
de microrganismos no leite, na qual ja foram relatados a presenca de mais de 80
agentes associados a infeccéo, sendo os mais frequentes: Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp. e E. coli (Fagundes e Oliveira, 2004), dessa forma, disseminando
patogenos interespécies, é apontado como risco potencial a saude publica (Schmidt,

Kock e Ehlers, 2017; Cobo-Angel et al., 2019).

Os microrganismos em contato com o leite, que é rico em nutrientes, podem se
multiplicar exponencialmente, depreciando a qualidade do produto. Mas € importante

ficar atento a qualidade do leite, ja que microrganismos indesejaveis podem ser
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transferidos ao ambiente de processamento. Sendo assim, o leite representa uma rota
de entrada de patdgenos, com potencial para impulsionar a contaminacdo cruzada
dos produtos. Uma vez presente no ambiente, esses patdgenos podem colonizar o
local de processamento, e se tornar um risco de contaminacdo continua da cadeia

produtiva (Amaral et al., 2003; Fox, Jiang e Gobius, 2018).

A pasteurizacdo € um procedimento para desinfeccao térmica do leite, sem
prejuizos nutricionais, visando a conservacdo dos produtos. No entanto
posteriormente foram observados os beneficios na inativacdo de patdgenos
transmitidos pelo leite. Atualmente o tratamento térmico € utilizado para assegurar a
sua inocuidade ao consumidor e diminuicdo da carga microbiana, especialmente
tratando-se de patdgenos de origem alimentar como Brucella abortus e
Mycobacterium bovis, além de interromper a possivel fonte de contaminacao para as
demais etapas de processamento (Brasil, 2011; Bezerra et al., 2015; Silva, et al., 2016;

Fox, Jiang e Gobius, 2018).

Conforme a IN62 a pasteurizacao € realizada com o aquecimento de 72° a 75°C,
sob fluxo turbulento, por 15 a 20 segundos, seguida de refrigeragdo nao superior a
4°C, sendo observados os limites quanto a temperatura e ao tempo, fielmente, para a
correta inativacdo de patdégenos. Também sao aceitos outros tipos de tratamentos

térmicos, equivalentes a pasteurizagdo classica (Brasil, 2011).

A metodologia ajuda a alcancar os altos padrdes de seguranca dos laticinios e a
confianga do consumidor. No entanto erros nos procedimentos favorecem a

manutenc¢ao e surgimento da microbiota indesejavel (Brasil, 2011, Sorio, 2018).

Apesar de anteriormente ser preconizado, na legislagao brasileira, que o “leite
deve ser pasteurizado para consumo humano direto ou para transformagdo em
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derivados lacteos”, nem toda a producédo de leite era processada pela industria e
submetida a inspecéo, aproximadamente entre 5 e 9 bilhdes de litros, ndo eram
devidamente vistoriados por 6rgdos competentes (Brasil, 1969; Brasil, 2011; Sorio,

2018).

Era frequente a comercializacéo de queijos que ndo atendiam legalmente a essa
especificacdo. Dentro da informalidade de queijos, estima-se que 2 bilhdes de litros
foram destinados a sua producédo, gerando cerca de 300 mil toneladas de queijos
diversos nao inspecionados, destes 200 mil seriam comercializadas principalmente

em feiras, mercado informal (Sorio, 2018).

Contudo no ano de 2019 passou a ser permitido a comercializacao de produtos
chamados “tradicionais” que permitem uma brecha para lacteos produzidos a partir de

leite cru sem pasteurizacao (Brasil, 2019).

3.3.3.1. Mastite

A producdo de leite € uma das principais atividades agropecuarias brasileira,
pois é um dos setores de maior geracao de renda e arrecadacao tributaria, tendo um
impacto importante no &mbito social e econdémico. Cabe salientar que mesmo o Brasil
produzindo grande quantidade de leite, a qualidade da matéria prima representa um
entrave ao desenvolvimento e a consolidacédo da industria de laticinios, pois reflete
diretamente sobre o produto final. A qualidade aquém do leite € relacionada na
fazenda ao déficit do manejo, higiene na ordenha, limpeza e manutencdo dos
equipamentos, e principalmente da sanidade animal, com cuidado especial ao ubere

(Lange et al., 2017).
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A soma dessas falhas no processo produtivo induz ao aumento da prevaléncia
e incidéncia de mastite no rebanho. A mastite ou inflamacdo da glandula mamaria,
pode ter origem diversas, sendo a infecciosa a mais comum. E a doenca mais

difundida na industria leiteira bovina, com prevaléncias que podem aproximar de 30%

(Acosta et al., 2016; Lange et al., 2017).

A mastite de origem infecciosa ocorre pela introducdo do microrganismo
ascendente através do canal do teto, e o quadro clinico da mastite sera dependente
dos fatores intrinsecos do agente em aderir, colonizar e multiplicar-se dentro da
glandula mamaria, o grau de viruléncia do microrganismo e capacidade de defesa do
hospedeiro. A medida que o agente se espalha no tecido, tem-se a producdo de
toxinas que se acumulam, resultando em danos ao tecido local e que podem se

estender de forma sistémica (Acosta et al., 2016).

A fisiopatogenia da doenca se inicia com a introducédo do agente pelo teto,
multiplicacdo utilizando nutrientes do leite, até alcangar os alvéolos, onde entédo a
presenca desses microrganismos atrai leucécitos e desencadeia uma resposta
inflamatéria com formacdo de edema e possivel abscesso. Por fim, ocorre a
substituicéo do tecido glandular afetado por tecido conjuntivo. (Lange et al., 2017; Fox,

Jiang e Gobius, 2018).

Quando se tem a presenca de uma resposta imune na glandula mamaéaria, ocorre
conseguentemente 0 aumento na contagem de células somaticas (CCS). A analise de
CCS refere-se a todas as células do leite, que inclui: leucocitos e células do epitélio
glandular. Atualmente no Brasil este teste tem sido amplamente utilizado para
determinar a sanidade do rebanho leiteiro, contendo informagéo para o diagnostico da

mastite subclinica. No entanto, valores de CCS podem ser influenciados por outros
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fatores que ndo aqueles infecciosos, como periodo do ano ou estagio da lactacéao

(Fonseca e Santos, 2007; Acosta et al., 2016).

A mastite pode ser caracterizada de acordo com as manifestacfes apresentadas
na doenca, a mastite clinica e subclinica. Na mastite clinica, o animal cursa com sinais
evidentes da inflamacgéo, tais como: algesia, edema, endurecimento da mama e
hipertermia, e pode avancar para um gquadro sistémico, ou ainda estar associado a
alteracdes do leite como grumos. Na forma subclinica ndo ha sinais aparentes de uma
doenca, sua forma de diagndstico se baseia em analises que determinam
indiretamente o padrao inflamatério celular, como é o caso da contagem de células

somaticas (Fonseca e Santos, 2007).

Outra forma para particularizar a mastite € por meio da identificagcdo de seus
agentes etioldgicos, que podem ser classificados como: contagiosos e ambientais. Os
contagiosos, como: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, e
Corynebacterium bovis, habitam e se multiplicam proximo ou dentro da glandula
mamaria, dessa forma, a sua transmissao ocorre entre animais ou durante a ordenha

(Acosta et al., 2016).

Os agentes ambientais habitam no local de criacdo dos animais, € hormalmente
a infeccao por estes agentes ocorre no periodo entre ordenhas. Essa causa de mastite
esta normalmente associada a baixa imunidade do animal ou mé condi¢fes sanitarias
da propriedade, tendo, por exemplo, 0s seguintes agentes como responsaveis:
Streptococcus dysgalactiae, S. uberis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

Prototheca zopfii, leveduras e fungos (Acosta et al., 2016).

Acredita-se que a contaminagdo geral do ambiente agricola € oriunda dos
préprios animais. O processo de ordenha e a higiene geral da ordenha influenciam a
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transmissao de microrganismos entre animais, para o leite cru e, consequentemente,
para os produtos derivados. Dessa forma, a secrecao lactea contaminada das vacas
com mastite, eliminada durante a ordenha, segue até o tanque, contaminando o

maquinario e todo o leite coletado (Fox, Jiang e Gobius, 2018).

Por isso se faz importante amplos programas de controle e prevencao de
infeccdo da glandula mamaria, pois os cuidados higiénicos e sanitarios gerais evitam
a contaminacdo do leite que se iniciam antes da ordenha e segue até o seu
beneficiamento. Para isso o programa deve incluir e avaliar os fatores de risco
diretamente ligados ao animal, como também do ambiente, manejo, equipamentos de
ordenha, e essencialmente um suporte técnico acessivel para auxiliar no
gerenciamento de infec¢des dentro dos rebanhos, na prevencéo da transmissao entre
animais e no controle de patdgenos. Globalmente o mais importante entre 0s
patdgenos de origem infecciosa, sendo os mais isolados dos casos de mastite é o

Staphylococcus aureus (Lange et al., 2017).

3.3.3.2. Refrigeracgao

O leite recém-ordenhado deve ser armazenado em tanques de refrigeracéo por
imersdo comunitaria ou propria, com temperatura maxima de 7°C, ou por expansao
direta na qual a temperatura é mantida a 4°C, até a chegada do caminhdo tanque.
Para transporte do leite cru, pds-pasteurizacdo e armazenamento ou envasamento do
leite pasteurizado, 0 mesmo deve ser preservado em temperatura igual ou inferior a

4°C (Brasil, 2011).

Caso o leite seja destinado ao laticinio processador, este € acondicionado a

10°C, até a coagulacdo, que no caso exige, para a acao do fermento, que a
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temperatura do leite atinja entre 32 a 34°C. Com 0 queijo pronto o transporte é
realizado em ambiente climatizado entre 8 a 10°C, o armazenamento e

comercializacao a temperatura inferior a 8°C (Brasil, 2011).

Vérias caracteristicas do queijo Minas Frescal fazem dele um produto
susceptivel a contaminacfes, sendo assim a refrigeracdo torna-se importante no
controle de contaminantes para minimizar o quadro de riscos, ja que temperaturas
baixas inibem a proliferacdo de microrganismos e producdo de toxinas, e esta

presente em toda fabricacdo (Antunes, et al, 2006; Brasil, 2011).

2.3.4. Fermentos inativos

Para haver a formacdo da massa € necessaria a coagulacdo da caseina
(proteina do leite), ela acontece pela adicdo dos ingredientes: fermento, cloreto de

calcio, coalho e uma enzima coagulante (Mercosul, 1996).

O fermento € uma cultura de microrganismos selecionados, que participam na
producéo de fabricac&o de queijos. E composto basicamente por bactérias do género
Lactococcus spp. classificado como mesofilo, ou seja, sdo microrganismos que
apresentam crescimento excelente entre as temperaturas na faixa de 30°C e 37°C

(Paula, Carvalho e Furtado, 2009).

Sua principal finalidade é a diminui¢do do pH, devida a metabolizagc&o da lactose
e producéo de acido latico, resultando na reducéo do crescimento de microrganismos
indesejaveis, auxiliando na coagulacdo e retirada do soro e melhorando na

consisténcia do coalho (Paula, Carvalho e Furtado, 2009).
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Dessa forma o fermento adicionado ao leite tem um papel importante também
na eliminacdo de bactérias desfavoraveis que possam ser oriundas de qualquer
momento de elaboracdo do produto. A presenca de fermentos inativados além de
atrapalharem o processo de prepAroA da massa, ainda colabora com a propagacao

de agentes (Sangaletti et al., 2009).

2.3.5. Higiene

Para a producédo dos derivados lacteos sao necessarias condicfes higiénicas
rigidas. Buscando evitar a entrada de substancias estranhas assim como acesso e
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis que possam modificar, diminuir o
tempo de prateleira ou tornar o produto danoso a saude do consumidor (Apolinario,

Santos e Lavorato, 2014).

O cuidado se inicia com a qualidade da agua, higiene e saude pessoal dos
manipuladores, que segue a limpeza e manutencdo do ambiente de trabalho e
utensilios. Dessa forma a sanitizacdo deve ser realizada imediatamente antes e
depois do uso, promovendo a limpeza das superficies, com a eliminacéo de residuos

e supressado de microrganismos (CVE, 2008; Nunes, Mota e Caldas, 2013).

O procedimento geral de higienizacdo é realizado em quatro etapas: pré-
lavagem, para reducdo dos residuos aderidos a superficie dos equipamentos;
lavagem com detergentes, sendo utilizados detergentes alcalinos, para remocéo de
proteinas e gorduras e acidos para eliminar minerais; enxague, para remocao dos

residuos e do detergente; e desinfeccdo (Apolinario, Santos e Lavorato, 2014).
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E importante que as praticas de higiene estejam de acordo com o estabelecido
no Regulamento Técnico sobre as Condi¢cdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Préticas
de Fabricacédo para Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de Alimentos,

Portaria n°® 368/97 (Brasil, 1997b).

2.3.6. Embalagem, transporte e armazenamento.

Etapas de transporte e acondicionamento devem seguir criteriosamente 0s
principios de higiene e refrigeracéo respeitados durante a cadeia de fabricacdo do

queijo, no intuito de preservar a qualidade do produto (CVE, 2008).

A apresentacao do queijo Minas Frescal ocorre na forma cilindrica pesando até
5kg, e deve estar acondicionado em embalagem plastica ou em envases apropriados,

mantidos a uma temperatura maxima a 8°C (Mercosul, 1996; Mercosul, 1998).

Queijos maturados como 0 parmesdo, apresentam uma casca dura, que
dispensam o uso de embalagem. No entanto, queijos de casca macia faz-se

necessaria a utilizacdo de uma embalagem protetora (Visotto et al., 2011).

E definido rotulagem: “toda inscricdo, legenda, imagem ou toda matéria
descritiva ou gréafica, escrita, impressa, estampada, gravada, gravada em relevo ou
litografada ou colada sobre a embalagem do produto de origem animal” (Brasil, 2003;

Brasil, 2005).

O rétulo dos alimentos auxilia e orienta o consumidor sobre a qualidade e a
guantidade dos constituintes nutricionais dos produtos, sendo indispensavel a

fidedignidade das informacgdes nele contidas (Visotto et al., 2011).
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Dentre outras informacdes, é necessario conter na embalagem a lista de
ingredientes, indicacdo de origem e prazo de validade, estando expresso o dia e o
més para produtos com prazo de validade de até trés meses ou 0 més e 0 ano para

0s produtos com prazo de validade superior a trés meses (Brasil, 2003; Brasil, 2005).

Os produtos lacteos e suas industrias benfeitoras sdo continuamente
fiscalizados no Brasil por 6rgdos como o0 MAPA, a ANVISA, e o INMETRO. O DIPOVA
(2015) € o principal 6rgao fiscalizador da industria e determina se os critérios de
fabricacéo estdo sendo precisos. Em caso positivo, a industria ganha a permisséao de
colocar na embalagem o carimbo com a sigla SIF, SIM ou SIE (Servico de Inspecédo
Federal, Municipal ou Estadual). Sinalizando um produto com certificado de inspecéo

competente.

No entanto ndo € possivel assegurar que todo o queijo produzido e
comercializado seja fiscalizado. Segundo Vinha et al. (2010) queijos inspecionados
sdao principalmente comercializados em mercados, acgougues e lojas
hortifrutigranjeiros; queijos sem o selo de inspecéo estédo presentes principalmente em

mercados, feira livre e diretamente ao consumidor final.

Em ambientes que manipulam, comercializam, embalam ou armazenam
produtos de origem animal, para impedir variagdes indevidas do produto durante o
varejo, € imprescindivel a presenca de um responsavel técnico. De acordo com o
determinado em 1968 pela lei 5517, tornou-se de competéncia exclusiva do meédico
veterinario a inspecao e a fiscalizagdo sanitaria, higiénica e tecnolégica em locais de
manipulagéo de produtos de origem animal, incluindo fabricas de laticinios. No entanto

a lei somente parece estar aplicada a grandes redes de supermercados (Brasil, 1968).
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Sendo assim, ambientes que podem oferecer maior risco ao consumidor séo
justamente aqueles como mercados, feiras e direto do produtor, pois 0S mesmos tem
maior incidéncia de alimento nao fiscalizado e falta de acompanhamento profissional
especializado sobre a conservacao e manipulacdo do queijo (Brasil, 1968; Vinha et

al., 2010).

2.4. Microrganismos

Fatores como a temperatura, o pH, disponibilidade de oxigénio, nutrientes e agua
sao de extrema importancia para o desenvolvimento e o metabolismo microbiano. Os
derivados lacteos, principalmente 0s queijos, consistem em um meio propicio a
sobrevivéncia dos microrganismos, dessa forma séo considerados veiculos comuns

de agentes patogénicos (Visotto et al., 2011).

Queijos frescos e macios, como o queijo Minas Frescal, fornecem excelentes
condicbes para o desenvolvimento de bactérias deteriorantes e potencialmente
patogénicas, e tém sido frequentemente envolvidos em diversos surtos alimentares
ocorridos mundialmente, dessa forma podem representar um risco a saude publica

(Visotto et al., 2011, Nunes, Mota e Caldas, 2013).

Dentre os microrganismos envolvidos com os derivados do leite, podem ser
classificados trés grupos (Paula, Carvalho e Furtado, 2009; Apolinario, Santos e

Lavorato, 2014):

e Benéficos a industria: sdo necessarios para as fermentacdes, coagulacao

e demais caracteristicas organolépticas vantajosas para produto;
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e Prejudiciais a industria (deteriorantes): geram transformacodes

indesejadas com degradacgdo dos nutrientes nos processos tecnolégicos

e Patdgenos: podem originar doencas em animais e humanos.

Classificacio

Pardmetros’ Queyo Semi-Gordo Quetjo Semi-Gordo
Alta umidade Muito Alta umidade

Umidade (g/100g) 460a549 Maior ou 1gual a 55,0

Gordura (g/100g) 250ad449 25449

Lista de ingredientes Nao permitido Permitido

(presenga de acido latico)

Cohformes 45°C <5x10F NMPfg Com cultura latica: £5x10° NMP/g
Sem cultura latica: <5x10F NMP/g
Estafilococos coagulase 1P UFC/g Com cultura latica: <10FUFClg
positiva Sem cultura latica: <5 x 1P UFClg
Salmonella sp Ausénciaem 25g Com cultura latica: Ausénciaem 25g

Sem cultura latica: Ausénciaem 25g
Listeria monocytagenes Auséncia em 25g Com cultura latica: Ausénciaem 25g
Sem cultura latica: Ausénciaem 25g
Figura 1.4: Padrdes legais para queijo Minas Frescal alta umidade e muito alta
umidade de acordo com a legislacéo brasileira (Brasil, 2001; Brasil 2019 a; Brasil 2019
b; Brigido et al., 2004)

Ensaios microbiolégicos pré-determinados pelo Regulamento técnico sobre
padrées microbiolégicos para alimentos destinados ao consumo humano, visam
detectar a presenca de patdgenos. A presenca dessas bactérias, acima dos limites
tolerados, ressalta uma incorreta manipulacdo e inadequadas condi¢Bes higiénico-
sanitarias em qualquer etapa de elaboracéo do produto. S&o eles: coliformes a 45°C,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus (Estafilococos coagulase positiva) e Listeria

monocytogenes (Figura 1.4) (Brasil, 2001; Brasil, 2019a; Brasil 2019b).

A bibliografia nacional nos ultimos anos revela um quadro desfavoravel na

qualidade microbiol6gica desse queijo, demonstrando a ocorréncia de elevados
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indices de contaminacdo, além da presenca de bactérias patogénicas. Entre as
principais sdo destacadas bactérias presentes na legislacdo (como: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes), mas também se destacam o0s
géneros: Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus e Staphylococcus

(Sangaletti et al., 2009).

2.4.1. Doencas Transmitida por Alimentos (DTA)

Os queijos sdo alimentos comuns na veiculacdo de patdgenos, e ao longo dos
anos, houve consideraveis mudancas referentes as espécies bacterianas envolvidas
na seguranca alimentar. Antes do século XX, bactérias como Mycobacterium
tuberculosis (tuberculose), Bacillus anthracis (antraz) e Streptococcus (escarlatina)
foram as primeiras associadas aos derivados lacteos. Em seguida vieram a Coxiella
burnetii (Febre Q) e S. aureus (intoxicacdo estafilocécica). Recentemente foram
reconhecidas as bactérias patogénicas Listeria monocytogenes, E. coli Shiga-
toxigénica, Cronobacter e Salmonella de importancia aos laticinios. A compreenséo
sobre as espécies, metabolismo e fontes ambientais originarias dessas e outras
possiveis bactérias contaminantes sao fundamentais para direcionar as praticas de

higiene no ambiente industrial (Fox, Jiang e Gobius, 2018).

7

O queijo é o principal alimento lacteo ligado aos surtos de intoxicagdo por
estafilococos, em especial aqueles tipicos queijos de leite cru, ndo pasteurizado, uma
vez que o tratamento térmico tem a funcdo de eliminar o S. aureus (Fox, Jiang e
Gobius, 2018). Sdo alguns exemplos de surtos por derivados lacteos: leite em po6

desnatado contaminado, que no Japéo que atingiu cerca de 13.420 casos (Asao et
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al., 2003); queijo minas frescal e leite cru, que no Brasil, no estado de Minas Gerais,

envolveu 378 pessoas (Do Carmo et al., 2002).

2.4.2. Staphylococcus spp.

O nome de Staphylococcus foi originario do grego (staphyle) que significa cacho
de uvas, devido ao seu formato de cocos e arranjo. Trata-se de bactérias gram-
positivas, iméveis, ndo esporulados e anaerdbios facultativos. A maioria dos
estafilococos sdo catalase positiva e apenas algumas sédo coagulase positiva. Sao
microrganismos oportunistas que apresentam um habitat natural no organismo animal,
podendo ser encontrado na mucosa nasal e oral, na pele e no tubo digestivo (Kloss,

Schleir e Goirtz 1992; Lima et al., 2015).

O género Staphylococcus é composto de 32 espécies, sendo possivel encontrar
em humanos 16 delas, presentes na microbiota da pele e mucosa de mamiferos e
aves. Cada espécie deste género tem preferéncia por colonizar um ponto anatdémico
do hospedeiro. Em humanos as espécies clinicamente mais importantes:
Staphylococcus lugdenensis e Staphylococcus aureus. Em animais as principais sao:
Staphylococcus intermedius e Staphylococcus aureus (Kloss, Schleir e Goirtz 1992;

Olaechea et al., 2010).

Por se tratar de um organismo oportunista, esta intimamente relacionado a
inUmeras afeccdes e multiplas resisténcias a antibiéticos. Mas quando o objeto de
estudo é leite e seus derivados, os Staphylococcus spp. estdo entre os patégenos
mais hegemonicos e visados. Isso se deve ao risco para a saude da populacéo,

especialmente criancas e idosos, que sao os principais consumidores dos produtos
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lacteos, quando expostos ao leite provenientes do animal com mastite (Amaral et al.,

2003; De Visscher et al., 2017).

Este género é temido em razdo da sua capacidade em produzir toxinas
termoestaveis e provocar intoxicacdo alimentar. Estdo divididos em dois grupos:
coagulase negativo (CNS) e coagulase positivo (CPS). Ambos associados a casos de
mastite subclinica bovina em diversificadas regibes do globo (Israel, et al., 2018,

Pollitt, et al., 2018).

Os CPS sao estudados extensivamente, em especial o S. aureus, isto se deve
em parte a sua patogenicidade, particularidades de viruléncia e eminente papel em
infeccbes e surtos. Sao evidenciados o papel dos fatores de viruléncia como:
coagulase, toxinas alfa, beta, gama e delta, leucocidinas, enterotoxina, producéo de
biofime, hemdlise, gravidade e persisténcia da infeccdo no hospedeiro,
transmissibilidade e protocolo/resisténcia medicamentosa. Alguns membros deste
grupo sao, além do S. aureus, o S. intermedius e S. pseudintermedius (Zhang e

Maddox, 2000; Israel, et al., 2018).

Embora o CNS né&o tenha o mesmo destaque do anterior, h& evidéncias de que
sdo patdgenos dignos de atencdo, um dos motivos € a sua presenca no ambiente
correlacionados ao bovino e o leite (De Visscher et al., 2017). E com o advento da
vigilancia no controle de qualidade lactea bovina no mundo, passou-se a ter um olhar
mais critico, porém ainda timido e limitado, frente a presenca dos CNS em infec¢cbes
cronicas como mastite e reconhecimento de importantes elementos de viruléncia, que
incluem toxinas e enzimas, como leucocidina, hemolisina, lecitinases, lipase,

proteases e DNase, ainda ndo completamente elucidados e multirresisténcia. Alguns

29



exemplos deste agrupamento sao: Staphylococcus chromogenes, S. haemolyticus, S.

epidermidis, S. xylosus e S. simulans (Zhang e Maddox, 2000; Fry et al., 2014)

As infeccBes por CNS séo os isolados mais frequentes em casos de mastite em
diferentes paises e estdo associados com persisténcia desta infecdo em bovinos
leiteiros durante todo periodo lactacional, que cursa com quadros mais brandos que
agueles provocados por S. aureus, intensificando a infiltracéo leucocitaria e aumento
do estroma do tecido conjuntivo, 0 que gera um aumento da contagem de células
somaticas (CCS), alteracGes da composicédo do leite, e perda de cerca de 9% na
producao de leite (Zhang e Maddox, 2000; Amaral et al., 2003; Fry et al., 2014; Brito

et al., 2017, Israel, et al., 2018).

No entanto o controle da mastite causada por CNS é dificil pela complexidade
deste grupo, na qual encontra mais de 15 espécies de estafilococos associados a
doenca, e ainda ha uma limitacdo das pesquisas brasileiras abordando as espécies

de CNS causadoras de mastites. (Acosta et al., 2016)

Um dos fatores de viruléncia comum a espécie estafilocécicas é a resisténcia
antimicrobiana, contida no plasmideo (extra-cromossomal) ou no cromossomo
bacteriano. A existéncia de bactérias resistentes preocupa a populacao, pois estes
microrganismos podem ser transmitidos ao homem pela ingestdo ou manipulacéo de
alimentos contaminados e podem transferir tais informacgdes de resisténcia a outras
bactérias patogénicas ou nao. Dessa forma, manipuladores de alimentos podem
funcionar como reservatorios de perigosas estirpes, fazendo-se necessario o severo
controle higiénico-sanitario na manipulacdo com de queijos e outros lacteos, para

evitar a sua contaminac¢ao por microrganismos (Rapini et al., 2004).
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2.4.2.1. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é um patdgeno bacteriano oportunista, com
caracteristicas de coloracdo Gram positiva, aerébio facultativo e formato em coco,
motilidade negativa, catalase e coagulase positivo. Sua parede celular é resistente a
acado da lisozima, mas sensivel a lisostafina, encontrado na pele de humanos e
animais. E um agente especializado em superar o sistema imunoldgico do hospedeiro
e possuidor de ampla variedade de fatores de viruléncia. Capaz de provocar uma
infinidade de infec¢des, tanto de procedéncia comunitarias ou hospitalar, e que no
decurso dos tempos configura uma elevacdo na frequéncia e na gravidade das

doencas (Acosta et al., 2016; Pollitt, et al., 2018).

Foi isolado e identificado primeiramente em 1884 pelo alem&o Anton Rosenbach,
periodo no qual estimava-se que uma bacteremia por S. aureus possuia uma
letalidade acima de 80%. Com o advento do desenvolvimento da penicilina, primeira
droga antimicrobiana, essa taxa de mortalidade decaiu. A penicilina foi descoberta em
1928 por Alexander Fleming, € uma droga pertencente a familia dos beta-lactamicos,
e sua chegada revolucionou a saude e farmacologia na época. Mas a partir de 1940,
comecaram a surgir cepas produtoras de penicilinase e, no final desta década, quase
25% das cepas associadas ao ambiente hospitalar apresentavam resisténcia a
penicilina. Com isso buscou-se a preparacao de outra férmula suficiente para superar

a competéncia da penicilina (Oliveira, Borges e Simdes, 2018).

Em 1960 foi entdo desenvolvida a meticilina, usada principalmente como uma
alternativa terapéutica aos agentes resistentes a penicilina. Contudo, ja em 1961
foram encontradas estirpes resistentes, denominadas Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina/ oxacilina (MRSA), e em 1990, ndo apenas, o percentual de
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infeccdes relacionadas ao MRSA, principalmente hospitalar, atingiu quase 30%, como
também foram identificados sua presenca em individuos saudaveis da comunidade,

sem exposicao hospitalar (Oliveira, Borges e Simodes, 2018).

A resisténcia foi provocada provavelmente pela mobilidade de componentes
genéticos compreendidos na transmissdo de informacdes principalmente da
resisténcia medicamentosa, mas conjuntamente também aos variados fatores de

viruléncia e, robustecendo cepas e espécies dissipadas no mundo (Venkatesh, 2018).

Aproximadamente 30% da populacdo humana mundial esta assintomaticamente
colonizada por S. aureus que esta situado principalmente nas narinas, mas sua
presenca, por si s6, ndo estd necessariamente vinculada ao hospedeiro, pois é
provavel encontra-lo também em superficies inanimadas, por transferéncia de contato,

na qual tem uma sobrevida razoavel (Venkatesh, 2018).

Embora seu habitat possa ocorrer na pele, a maior ocorréncia de enfermidades
por S. aureus é acometida de forma iatrogénica, e em alguns casos humanos podem
estar associadas a colonizacdo de objetos médicos. O processo infeccioso pelo S.
aureus é complexo e dindmico, e se origina com uma resposta imune incitada pela
imunidade inata, que liberam quimiocinas. Com o avancar da inflamacéo local pode
transcorrer da fibrose, aos abscessos purulentos. Todavia, 0 agente ainda possui
capacidade de escapar das zonas infecciosas, resultando em metéastase,
disseminando-se para outros tecidos, orgaos e invadindo a corrente sanguinea,

provocando um quadro de bacteremia/ sepse (Pollitt et al., 2018).

7

Como a bactéria € onipresente no cotidiano do animal e homem, estd em
constante  exposicdo aos sistemas imunolégicos desses  organismos.
Consequentemente o resultado de anos de exposicdo renderam multiplos
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mecanismos para ludibriar as células defesa, aumentando seu potencial patogénico,
adaptacdo ao ambiente, sobrevivéncia e escape ao sistema imune e mecanismos de
resisténcia as drogas por meio da expressao dos fatores de viruléncia e toxinas.
Razdes pela qual essas infec¢des tornam-se cada vez mais dificeis de tratar e mais

letais (Oliveira, Borges e Simdes, 2018; Prystopiuk et al., 2018, Pollitt et al., 2018).
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Enzymes ([ o D Plasma
+ Coagulase Membrane Capsule/Siime Layer
« Staphylokinase ’ 2 2
Toxins %&' *
- TSST-1 &
« Enterotoxins 1 X
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Figura 1.5: Fatores de viruléncia dos Staphylococcus aureus (Kong et al., 2016)

Alguns dos varios fatores que regulam a viruléncia e patogenicidade do S. aureus
(Figura 1.5), estéo focados nos mecanismos de evaséao imune do hospedeiro, e visam
inibir eficazmente a resposta humoral (linfécitos B) e celular (linfécitos T). Sdo aqueles
responsaveis pela inatividade de anticorpos (SpA, Sbhi, CP5 e CP8), interferéncia
sobre proteinas e quimiotaxia de fagécitos (SCIN e FLIPr), e sintese de citotoxinas
especificas para fagocitos (hemolisinas e leucocidinas) (Prystopiuk et al., 2018, Pollitt

et al., 2018).

Outro mecanismo efetivo é a capacidade de invadir células do hospedeiro, como

osteoblastos, endotélio e epitélio. A internalizagcdo ocorre por ativacdo de diferentes
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proteinas de superficie para adesdo, chamadas de adesinas. Sua funcéo € interagir
com a matriz extracelular, como plasma sanguineo e superficie celular, permitindo que
S. aureus adira firmemente, deforme a membrana plasmatica e seja endocitado. Uma
vez que o patdgeno seja internalizado nas células, representa um reservatério protetor
de drogas e do sistema imune, ao evitar a fagocitose (Prystopiuk et al., 2018, Pollitt et

al., 2018).

2.4.2.1.1 Coagulase

Os Staphylococcus aureus se destacam pelo seu elevado potencial patogénico,
consequéncia de sua propensdo evolutiva particular, por multiplos mecanismos
adaptativos. Um exemplo é a capacidade de explorar o maquinario do hospedeiro para
construir um escudo a sua volta. E a forma que S. aureus usa para sobreviver no
sangue humano, pela producao de coagulase (COA). No laboratério clinico, a enzima
coagulase € um recurso fenotipico amplamente aplicado, uma técnica simples e
precisa no diagnostico desse agente. Sendo assim a capacidade de coagular o
plasma é usada para diferenciar entre isolados de estafilococos coagulase-positivas
(CPS) (S. aureus) e os negativos (CNS) (Zapotoczna, O’neill e O'gara, 2016;

Mahmoudi et al., 2017; Oliveira, Borges e Simdes, 2018).

A coagulase é o0 agente motivador para a cascata de coagulacdo do plasma
interagindo com a protrombina e o fibrinogénio até a formacéo da fibrina, semelhante
ao fator von Willebrand (vWbp). Enquanto o fator de aglomeragéao (CIfA) contribui para
a agregacdo plaquetaria por meio de um mecanismo dependente de outros
componentes plasmaticos como sistema complemento e fibrinogénio. Sua presenca
contribui para a formacgéo de abscessos, formacao do biofilme, e confere ao patégeno
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mais agressividade a doenca pois estimulam uma resposta inflamatéria intensa

(Malachowa et al., 2016).
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Figura 1.6: Modo de acéo de alguns fatores de viruléncia (VWbp e COA) por S. aureus,
na interagcdo com do hospedeiro (Singh e Phukan, 2019).

Seu funcionamento se inicia com o sistema SaeRS ativando a expressao do
gene COA para a producao da enzima coagulase, na qual se liga ao zimogénio da
protrombina e desencadeia uma ativacao conformacional, formando complexos ativos
de estafilotrombina. Essa acdo também promove ativacdo do sistema complemento
com clivagem de C3 e C5, liberando anafilotoxinas, responséveis por uma inflamacao
aguda. Em seguida a estafilotrombina cliva, ativando o fibrinogénio em peptideos de
fibrina, com formacé&o de redes de fibrina que promovem a coagulagéo do sangue ou
plasma. Sao liberadas dabigatran e argatroban substancias relatadas como inibidores

potentes da estafilotrombina. O vWbp junto a outros fatores induz dano vascular pela
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formacdo do VWF (fator de von Willebrand) e interacdo com a fibronectina e o fator

XIII (Figura 1.6) (Singh e Phukan, 2019).

O gene COA apresenta um dominio heterogéneo, com base em suas
caracteristicas polimorficas, ocasionando em variabilidade genética favoravel. As
ocorréncias diversificadas na sequéncia de DNA ocorrem na regido variavel 3', por
repeticbes de segmentos ou mudanca pontuais de aminoacidos, resultado de

mutacdes evolutivas (Mahmoudi et al., 2017).

Dessa forma, as espécies Staphylococcus coagulase positivas se destacam na
presenca desse gene com variados tamanhos moleculares e nas propriedades
antigénicas da enzima coagulase (Somphol et al., 2018). Essa heterogeneidade
caracteristica do gene, confere um recurso de escape do sistema imune, favorecendo

a patogenia da doenca (Reinoso et al., 2008).

3.4.2.1.2. Biofilme

Os biofilmes sdo descritos como aglomeracdes celulares associadas a uma
matriz extracelular heterogénea diversa, com caracteristicas fisiolégicas especificas.
A medida que o biofilme vai amadurecendo e acumulando mais componentes se
transformam em estruturas tridimensionais. Sua funcao basica é blindar as bactérias
contra fagocitose e antimicrobianos A causa mais frequente de infec¢des pelo género
Staphylococcus esta associada a formacdo do biofilme, entre as espécies mais
envolvidas estdo S. epidermidis e S. aureus, que ndo medem esforcos para se fixar
as superficies por diversos mecanismos de adesdo (Zapotoczna, O’neill e O'gara,

2016; Israel et al., 2018).
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Essas bactérias podem adotar varios genes e Mecanismos para formacéo de
diferentes tipos de biofilmes, e dificilmente utilizara mais de um tipo de protecao
desnecessariamente. A escolha do Mecanismo desencadeante dependera do
ambiente e tipo de nutrientes disponiveis. Alguns biofiimes sdo formados por:
polissacarideo (icaADBC) e é comum em isolados de S. aureus sensiveis a meticilina;
proteinas de superficie (FNBPs e SasG / Aap) podendo ser utilizados restos celulares;
fibrina (COA e vWbp) que pode ser disperso pela plasmina produzida apds a ativacéo
do plasminogénio mediada por estafilocinase; e amiloide por meio dos moédulos

soltveis em fenol (Figura 1.7)( Zapotoczna, O’neill e O'gara, 2016).

Relcased cytoplasmic

Polysaccharide

Polysaccharide biofilm Protein/eDNA biofilm Fibrin biofilm

(A) (B) (C)

Figura 1.7: tipos de biofilmes formados pelos Staphylococcus aureus (Zapotoczna,
O’neill e O'gara, 2016)

A presenca da coagulase desempenha um papel critico para formacdo do
biofilme de fibrina para adeséo, escape do sistema imune e formacao do abscesso.
Inicialmente seu emprego € explorado para uma colonizagcédo imediata e apds a sua

maturacao, torna-se o biofilme que exibe maior resisténcia a drogas antimicrobianas,
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serve de escudo protegendo S. aureus do encontro com as células fagociticas,
aumentando sua sobrevivéncia no ambiente infeccionado e facilitando a disseminacéo
da patogénese na corrente sanguinea (Zapotoczna, O’neill e O'gara, 2016; Singh e

Phukan, 2019).

2.4.2.1.3 Toxinas

Alguns dos muitos fatores de viruléncia produzidos por S. aureus podem ser
denominados como toxinas, pois geralmente sdo descritos como substancias
secretadas pelo microrganismo e perturba diretamente o hospedeiro. As principais
toxinas de S. aureus podem ser divididas em trés classes: as toxinas formadoras de
poros (TFP), as toxinas esfoliativas (ETs) e 0os superantigenos (SAQ). Essas toxinas
sao qualificadas para desarranjar as membranas plasmaticas, degradar as conexdes
intercelulares teciduais e modular o sistema imunes, respectivamente (Oliveira,

Borges e Simdes, 2018, Pereira et al 2018).

A classe dos Superantigenos (SAg) eram denominados anteriormente por
enterotoxinas estafilocécicas (SE), pois antigamente conheciam-se apenas aquelas
toxinas capazes de induzir sinais clinicos de vbmito e diarreia, semelhante a
intoxicacdo alimentar, mas atualmente foram identificadas outras toxinas sem
caracteristicas de doenca do trato gastrintestinal. S&o conhecidas mais de 23 toxinas
estafilococicas de SAg, sao elas: a toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1), e
as enterotoxinas estafilococicas (SE) (SEA para SEE, SEG para SEJ, SEL para SEQ
e SER para SET) e 11 semelhantes a superantigenos estafilocécicos (SSL) (SEIK

para SEIQ, SEIU para SEIX) (Oliveira, Borges e Simdes, 2018).
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O Mecanismo de acéo das SAg foi caracterizado no ano de 1988, pela primeira
vez, por Bernhard Fleischer e Hubert Schrezenmeier. Foi compreendido que SAg
ativam simultaneamente um expressivo numero de linfécitos T. Sua forma de acao
afeta regides conservadas do complexo maior de histocompatibilidade classe 1l (MHC
II), moléculas presentes em células apresentadoras de antigenos aos linfocitos CD 4
(auxiliadores), seu desfecho resulta numa desregulacdo da resposta de um grande
namero de células T auxiliares aos SAg. Inicialmente provoca elevacéo da producao
de citocinas pro-inflamatorias (IL-2, IFN-y e TNF), o que resulta nos sinais clinicos de
febre, erupcéo cutanea e descamacao, disturbios digestivos, hipotensédo arterial até
faléncia multipla dos 6rgaos. E por fim ndo ha expansao clonal e sim uma inducédo a
apoptose celular, neutralizando a resposta de anticorpos (Oliveira, Borges e Simdes,

2018).

Contudo, nem todos os isolados de S. aureus apresentam em seu DNA os genes
da classe dos SAg. A producdo da toxina esta restrita aqueles agentes dotados dos
genes e em presenca de um ambiente com condicbes apropriadas para o
crescimento. Com o0 acumulo da SE presentes no alimento pode provocar a
intoxicacdo alimentar estafilocécica, quase 95,0% dos surtos causados por
intoxicacdo alimentar estafilococica no mundo s&do provocadas pelas toxinas
classicas, responsaveis pela producéo de resposta emética/ diarreica sdo: SEA, SEB,

SEC, SED e SEE (Pereira et al., 2018).

Casos de averiguacao de surto com suspeita de intoxicacdo por Staphylococcus
pode ser dificil a identificacdo do agente, ja que as toxinas sao pré-formadas durante
o crescimento de S. aureus nos alimentos e séo resistentes ao calor. Dessa forma néo
podem ser inativadas de maneira confiavel pelo processamento de alimentos ou

tratamento térmico, por exemplo. As toxinas formadas pelo S. aureus permanecem
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estaveis capazes de causarem desordens clinicas em pessoas e animais (Johler et

al., 2015; Schelin, Susilo e Johler, 2017).

Tem-se focado principalmente na deteccdo direta da toxina a contagem de
unidades formadoras de col6nias de S. aureus presentes nos alimentos. Da mesma
forma que a prevencao € inibir o crescimento inicial das cepas do agente, evitando o
acumulo e producao das toxinas indesejaveis, para minimizar o risco de intoxicacao

(Johler et al., 2015; Schelin, Susilo e Johler, 2017).

O curso da doenca provocada pelas enterotoxinas € rapido e os sinais
desaparecem em 24h. O quadro clinico inicia logo apds a ingestéo, que sdo naduseas
e vomitos violentos, geralmente acompanhados de diarreia aquosa, prostracao e
febre, mas podem ser fatais em criancgas e idosos, com uma taxa de mortalidade de

4,4% (Schelin, Susilo e Johler, 2017).

S&o inumeros os dados dos surtos por SAg. Como os dados norte-americanos
gue estimam anualmente 240 mil casos por intoxicacdes estafilococicas (Schelin,
Susilo e Johler, 2017). Os surtos estédo espalhados por todos os continentes, e maioria
tem correlacdo com produtos lacteos, mas foram identificados diferentes genes das
toxinas, por exemplo na Suica com presenca de SEA e SED (Johler, 2015), na Italia
com SEC e TSST (Vitale et al., 2014), no Japao com SEA (Asao et al., 2003) e no

Brasil com SEA, SEB e SEC (Do Carmo et al., 2002).
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CAPITULO II

OCORRENCIA DE Staphylococcus spp. ISOLADOS DE QUEIJO TIPO MINAS

FRESCAL COMERCIALIZADOS NO DISTRITO FEDERAL(DF), BRASIL.

Occurrence of Staphylococcus spp. isolates from minas fresh cheese

commercialized at the Federal District (FD), Brazil.

RESUMO

O queijo tipo minas frescal € um dos alimentos de origem lactea mais consumidos no
Brasil, mas também é o principal envolvido em surtos de intoxicacdo alimentar, na
qual o principal agente envolvido sdo as espécies de Staphylococcus. O estudo
realizado teve como objetivo investigar a presenca do género Staphylococcus, e
particularmente das estirpes de S. aureus, a identificacdo de estirpes enterotoxicas e
MRSA (MecA), e sua resisténcia aos antimicrobianos, na matriz queijo tipo minas
frescal comercializados no Distrito Federal. Foi realizado um estudo epidemiolégico
observacional, transversal, descritivo e exploratorio, no qual foram coletadas amostras
de queijos tipo minas frescal fracionados em diferentes pontos de vendas, distribuidos
em 6 Unidades de Planejamento Territorial (UPT) Norte, Sul, Central, Central
adjacente, Leste e Oeste. As amostras foram isoladas em Baird Parker e identificadas
a partir dos testes bioquimicos. Estirpes caracterizadas como Staphylococcus
coagulase positiva seguiram para analise por PCR com oligonucleotideos: espécie-
especifico AroA, enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SEE, e resisténcia MecA e
antibiograma. Dentre o grupo amostral de 134 queijos coletados, 54 amostras foram
detectadas a presenca de Staphylococcus coagulase positivas, e apés PCR do gene
AroA espécie especifico foram identificados 38 isolados de S. aureus. O queijo com
maior contaminacéo por Staphylococcus spp. (5,8x10* UFC/g) foi oriundo do mercado
informal de Ceilandia (Oeste). De forma geral, as maiores médias de contaminacao
foram 2,8 x10° UFC/g, para a regido foi a Oeste, e 1,4 x101° UFC/g para o mercado
informal. Foram encontradas 9 isolados de Staphylococcus enterotoxigénicos, 0s
guais apresentaram PCR positivos para 10 genes: SEA (6/38), SEC (2/38) e SEE
(2/38), néo foi encontrado a toxina B (SEB) nas cepas estudadas. Foi encontrado um
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predominio de cepas enterotoxigénicas no Guara (Central Adjacente) (4/10) e no
ponto de venda informal (7/10). Um isolado de S. aureus do estudo foi identificado o
gene MECA (MRSA), originaria do queijo de Sédo Sebastido (Leste) comercializado
em uma casa de frios. 36/38 S.aureus apresentaram resisténcia a droga ceftazidima.
A regido Central Adjacente e Oeste do DF se sobressairam pela alta contaminacéo
estafilocOcica, presenca de S. aureus e toxinas, principalmente no mercado informal,
e sugere intervencdes direcionadas para o controle dos Staphylococcus spp.,
preferencialmente nos pontos de venda.

Palavras chave: Enterotoxinas. Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA).
Patdégeno de origem alimentar. Microbiologia de alimentos. Derivado lacteo.

ABSTRACT

The Minas-type fresh cheese is one of the most consumed dairy products in Brazil,
and it is the main one involved in food poisoning outbreaks, in which the major involved
agent are the Staphylococcus species. The aim of this study was to investigate the
presence of the Staphylococcus genus, and particularly the S. aureus strains, the
identification of enterotoxic and MRSA strains (MecA), and their antimicrobials
resistance in the Minas-type fresh cheese matrix marketed in the Federal District. An
observational, cross-sectional, descriptive and exploratory epidemiological study was
carried out, in which samples of fractional Minas fresh cheese were collected at
different points of sale, distributed in 6 Territorial Planning Units (UPT) North, South,
Central, Adjacent Central, East and West. The samples were isolated using Baird
Parker and identified by biochemical tests. The strains characterized as coagulase
positive Staphylococcus were further analysed by PCR, with oligonucleotides: species-
specific AroA, SEA, SEB, SEC and SEE enterotoxins, and MecA resistance and
antibiogram. Within the sample group with 134 cheeses collected, 54 samples had the
presence of coagulase positive Staphylococcus detected, and after PCR of the specific
species AroA gene, 38 S. aureus isolates were identified. The cheese with the highest
Staphylococcus spp. contamination (5.8x10% UFC/g) came from the informal market
in Ceilandia (West). In general, the highest contamination averages were 2.8
x10°UFC/g, for the West region, and 1.4 x10°UFC/g for the informal market. Nine
isolates of enterotoxigenic Staphylococcus were found, which showed positive PCR
for 10 genes: SEA (6/38), SEC (2/38) and SEE (2/38), toxin B (SEB) was not found in
the studied strains. A predominance of enterotoxigenic strains was found in Guara
(Central Adjacent) (4/10) and at the informal point of sale (7/10). The MecA gene
(MRSA) was identified in an S. aureus isolate, originated from S&o Sebastido cheese
(East) which was sold in a cheese shop. 36/38 S.aureus showed drug resistance to
the ceftazidime. The Central Adjacent and West regions of the Federal District were
highlighted due to the high staphylococcal contamination and the presence of S.
aureus and toxins, mainly in the informal market, which suggests that interventions
aiming at controlling Staphylococcus spp., preferably at points of sale, are necessary.

Keywords: Enterotoxins. Staphylococcus aureus methicillin resistant (MRSA).
Foodborne pathogen. Food microbiology. Dairy.
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1. INTRODUGAO

O queijo minas frescal é o derivado lacteo mais popular entre 0s queijos
consumidos e difundido por todas as classes da populacao brasileira (Carvalho et al,
2007). Mas por se tratar de um queijo de massa crua e com elevada umidade, € muito
perecivel, 0 que em certas situacdes pode ser agravado com a ma qualidade do leite

(Mercosul, 1996; Mercosul, 1998; Nunes et al., 2013).

Os estafilococos apresentam um papel importante na questdo que envolve
salude publica, pois além de estarem amplamente disseminados no ambiente e na
pele do homem e animais, sdo frequentemente encontrados em leite e derivados
(Cunha Neto et al., 2002; Garcia-Alvarez et al., 2011). Sua capacidade produtora de
enterotoxina termoestavel o torna responsavel por toxinfeccfes alimentares, e devido
a habilidade no desenvolvimento de resisténcia a drogas com repasse a outros
géneros, apresentam potencial risco a populacdo (Cervantes-Garcia et al., 2014;

Cousin et al., 2018).

A intoxicacao alimentar estafilococica € uma das doencas transmitidas por
alimentos (DTA) mais frequentes (Ferreira et al., 2016). Ocorre devido ao consumo de
alimentos contaminados por toxinas, especialmente as SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
que sao produzidas sobretudo pela espécie S. aureus, podendo ocasionar
mortalidade em individuos debilitados (CDC 2003; Garcia et al., 2014; Kong et al.,

2016).

O alimento mais descrito nos surtos de intoxicacéo alimentar é o queijo, pois €

um alimento sensivel a contaminacfes (Pereira et al., 2018). E quando se trata de
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queijo tipo minas frescal, o S. aureus é o principal responsavel por essas
contaminacdes (Ferreira et al., 2016). A origem dos xenobidticos (patdgenos e
toxinas) pode estar originalmente na matéria prima ou terem sido veiculados, de

alguma forma, desde a fabricacéo até a distribuicdo (Rocha et al., 2006).

Entre os anos de 2000 a 2017, no Brasil foram notificados 12.503 surtos de
intoxicacdo alimentar e 182 Obitos, na qual em 92,2% desses casos foram
identificadas as bactérias como agentes intoxicadores. Dentre as bactérias isoladas,
o terceiro principal agente envolvido foram os S. aureus, identificado em mais de 15%
dos surtos de DTA, e os alimentos derivados de leite sdo um dos principais alimentos
incriminados como veiculadores. Sendo o local primordial de acometimento dos

guadros de intoxicacdo ocorrem na residéncia (38,9%) dos afetados (Brasil, 2018).

O estudo explora uma andalise da qualidade dos queijos disponiveis ao
consumidor, na regido do DF. Sendo assim o objetivo deste trabalho foi investigar a
presenca de Staphylococcus spp., identificar S. aureus e sua analise molecular para
a deteccao de genes de toxinas, MRSA (MecA), e sua resisténcia aos antimicrobianos,
em queijos minas frescal comercializados em empreendimentos formais e informais

na regido do Distrito Federal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao das amostras:

Foi realizado um estudo epidemioldgico observacional, transversal, descritivo e
exploratério. O objeto de estudo foi 0 queijo minas frescal, fracionado, coletado de
forma aleatéria, disponivel a populagdo de maneira geral, em ambientes
comercializadores de queijos, divididos em grupos de acordo com sua origem do
varejo: casas de frios, hortifrutis, mercados/mercearias, padarias, supermercados e
um grupo que foi denominado como “comércio informal” (oriundos de feiras
permanentes, feiras itinerantes e ambulantes/autonomos). Os queijos coletados
tinham caracteristicas de serem tanto inspecionados ou ndo, refrigerados ou néo e

artesanais ou industrializados, buscando simular a realidade do consumidor.

DISTRITO FEDERAL
UNIDADE DE PLANEJAMENTO TERRITORIAL — UPTs

1. UPT Central: Brasilia/Plano
Piloto, Cruzeiro, Sudoeste-
Octogonal e Granja do
Torto

2. UPT Central Adjacente:
Guara, Aguas Clara e
Nucleo Bandeirante

3. UPT Qeste: Ceildndia e,
Taguatinga

4, UPT Norte: Sobradinho

5. UPT Leste: Jardim
Botanico, Paranoa e Sdo
Sebastido

6. UPT Sul: Gama e Riacho

X # 0 Ba L O ﬁ i i Fundo
- SR : .

Figura2.1: Esquema geogréfico das Unidades de Planejamento e Regides
Administrativas onde foram coletadas as amostras de queijos minas frescal
(CODEPLAN, 2017).
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Ao total foram 134 unidades de queijo tipo Minas Frescal fracionado,
transportados em caixa isotérmica, sob a temperatura de 7°C, coletadas no ano de
2015. Recolhidos de 15 regides administrativas (RA) do Distrito Federal agrupado, de
acordo com a CODEPLAN, em 6 Unidade de planejamento territorial (UPT) listados

na figura 2.1 (CODEPLAN, 2017; CODEPLAN, 2019).

2.2. Isolamento microbiolégico:

Uma aliquota de 10g cada amostra de queijos foi diluida e homogeneizada em
90 mL de solucao salina 0,1%, como determinado por Brasil (2001). Foi inoculado 0,1
mL de cada diluicdo e distribuido na superficie do agar Baird-Parker (BPK) (Difco,
Sparks ®), preparado conforme as instrucbes do fabricante, em placa de petri, e
incubadas a temperatura 36 + 1°C por 48 horas. ApGs este periodo, foi realizada a
leitura da placa, contabilizada com o auxilio de um contador de colbnias, sendo os

resultados de contagem expresso em UFC/g, considerando-se a diluigdo empregada.

As colbnias com caracteristicas tipicas de Staphylococcus sp., cultivadas em
BPK, foram selecionadas para serem transferidas ao caldo enriquecido Brain Heart
Infusion (BHI) (Difco, Sparks ®) incubados a 36 = 1°C, por 24 horas, e reincubadas
em placas de petri contendo agar acrescido de sangue de ovino desfibrilado 5%
(Acumedia®) a 36 + 1°C por 24h. As placas que apresentaram alguma contaminagao,
foram submetidas a um novo repique e as demais seguiram para determinacéo

bioquimica (Quinn et al.,1994).
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2.3.

Identificagao bioquimica:

A partir das colbnias reincubadas em &gar sangue, com caracteristicas

Staphylococcus sp., foi realizada coloracéo de Gram, e testes de coagulase, oxidase,

catalase, fermentacdo do agar sal manitol e VP (Voges Proskauer) (Brasil, 2003,

Quinn et al., 1994).

2.3.1. Extracdo do DNA total e identificacdo dos genes de viruléncia, MRSA e

espécie-especifico por PCR dos Staphylococcus coagulase positiva

Os isolados de S. aureus foram extraidos utilizando o método por fenol-

cloroférmio (Sigma-Aldrich®) seguindo o0 método de Sambrook et al. (1989).

Quadro 2.1: Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores para PCR, espécie
especificos, resisténcia e enterotoxinas para S. aureus.

Tamanho do

Gene Sequéncia de oligonucleotideos Autores

fragmento
AROA-1 AAG GGC GAA ATA GAA GTG CCG GGC 1153 pb Marcos et al., (1999)
AROA-2 GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG 1153 pb Marcos et al., (1999)
SEA-1 TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 120 pb Medeiros et al., (2013)
SEA-2 GAA CCT TCC CAT CAA AAACA 120 pb Medeiros et al., (2013)
SEB-1 TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 478 pb Medeiros et al., (2013)
SEB-2 GCA GGT ACT CTATAAGTG CC 478 pb Medeiros et al., (2013)
SEC-1 GAC ATA AAA GCT AGG AATTT 257 pb Medeiros et al., (2013)
SEC-2 AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 257 pb Medeiros et al., (2013)
SEE-1 TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC 170 pb Mclauchlin et al., (2000)
SEE-2 TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC 170 pb Mclauchlin et al., (2000)
MECA-1 GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA 310 pb Jonas et al., (2002)
MECA-2 CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTAA 310 pb Jonas et al., (2002)

(AroA: gene especie-especifico, SEA/SEB/SEC/SEE: genes de enterotoxinas A, B, C
e E, MecA: gene de resisténcia a meticilina)

As reac0Oes foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 4pl do DNA

extraido; 5ul de solugao tampao (5X, Promega®); 0,5ul de dNTP (10 mM, Promega®);

0,6 U de Taqg DNA polimerase (5U/uL, Promega®) e 0,5ul de cada oligonucleotideo
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(forward e reverse)(10 pmol/MI, IDT®). A sequéncia de nucleotideos utilizados e o

tamanho dos produtos de PCR estéo listados no quadro 2.1.

As amostras seguiram para o termociclador (Bio-rad®). Para cada reacao, foram
feitos testes com controles negativos, utilizando agua ultrapura no lugar do DNA no
preparado e controles positivos, utilizando-se uma cepa S. aureus especifica. A
desnaturacdo, extensdo e anelamento sofreram variacbes de acordo com cada
oligonucleotideo, sendo assim os ciclos de temperatura de amplificacdo em
termociclador seguiram de acordo com o correspondente autor: AroA controle positivo
USA 400 (Marcos et al., 1999); SEA controle positivo ATCC 25923, SEB controle
positivo ATCC 25923, SEC controle positivo ATCC 25923 (Medeiros et al., 2013); SEE
controle positivo ATCC 27664 (Mclauchlin et al., 2000) (ATCC: American Type Culture

Collection); e MecA controle positivo USA 400 (Jonas et al., 2002)

Todos os produtos da amplificacdo da PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (Kasvi®) a 2,4%. Foi utilizado como padrédo de massa molecular de
100bp (Cellco®). A imagem do gel foi capturada sob a luz UV em transiluminador

(Entela®).

2.4. Teste de susceptibilidade antimicrobiana

As estirpes identificadas como S. aureus, foram transferidas para o caldo
Mueller-Hinton (Himedia®) e incubadas a 37+ 1°C por 2 horas, até alcancar turbidez
de 0,5 na escala padrédo McFarland, e em seguida inoculado em placa de petri com
agar Mueller-Hinton (Himedia®), segundo o método de disco difusdo, em

recomendacao do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).
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Foram testadas as seguintes bases farmacolégicas: cefoxitina 30ug, oxacilina
1lug, gentamicina 10ug, ciprofloxacina 5ug, clindamicina 2ug, amoxicilina 10ug,
cloranfenicol 30ug, ceftazidima 30ug, rifampicina 5ug, doxicilina 30ug, cefalotina
30ug, azitromicina 15ug, cefalexina 30ug (Newprov®). Os dados obtidos foram

comparados com a tabela padréo de interpretacdo, conforme tabela do CLSI (2015).

2.5. Anadlise estatistica

Para a andlise dos dados coletados, desvio padrdo e médias dos valores de
contagem de Staphylococcus spp. em placas foi utilizado o programa Microsoft Office
Excel® 2019. Na analise estatistica para comparacdo entre médias da contagem
estafilocAcicas aplicou-se o teste de Kruskal Wallis. Em casos de rejei¢cao da hipétese
nula e para determinar a diferenciagdo das amostras relacionadas, foi empregada a
andlise 2X2 de Wilcoxon, aplicada a todas as amostras ndo binérias. Para as demais
andlises estatisticas, utilizou-se de uma analise de frequéncia, por teste de qui-

quadrado de Pearson.

Apesar do trabalho utilizar valor de P=0.05 para testar as hipoteses nulas,
algumas publicacfes recentes tém pontuado que ndo se deve nortear toda a base
cientifica amparada pelo nivel de significancia, utilizando-o como um fator exclusivo,
pela sua falta de acuracia e instabilidade, somado a n&o valorizagdo dos dados da

pesquisa (Nuzzo, 2014).
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3. RESULTADOS

3.1. Localizagao geografica e distribuicao comercial de queijos tipo minas
frescal contaminados por Staphylococcus spp.

A pesquisa abrangeu 134 queijos do tipo minas frescal, disponiveis aos
consumidores por pontos de vendas formais ou informais, de 15 regides
administrativas, sendo cada uma com suas particularidades e renda média distintas,
pertencentes a 6 macrorregides extensao territorial do Distrito Federal (DF). A maior
concentracdo amostral ocorreu no comércio informal (52/134) e na regido
administrativa do Guara (17/134), representando a Central Adjacente (43/134). Em
contrapartida o mercado (6/134), a Granja do Torto (Central) (2/134) e a regido Norte

(7/134), se enquadram nos locais menos assistidos neste estudo (Tabela 2.1).

Tabela 2.1: Distribuicdo das amostras coletadas entre as Unidades de Planejamento
Territorial (UPT) do Distrito Federal e os ambientes comerciais.

Numero de amostras de queijo minas frescal

uPT Mercado Ca;a de Hortifruti Mercado Padaria Supermer. Total
informal frios

Central 4 - 3 1 10 8 26
Cir:jtjr.al 13 2 4 4 9 11 43
Leste 4 3 - 1 2 3 13
Norte 2 - - - 2 3 7
Oeste 18 1 2 - 5 2 30

Sul 11 1 - - 2 1 15
Total 52 7 9 6 30 28 134

(Supermer.: supermercado; Central Adj.: Central Adjacente)
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O padrdo microbiolégico de Staphylococcus spp. dos queijos isolados variou
entre nenhum crescimento em placa (<10 UFC/g), todas originarias de médio e
grande porte de redes de supermercados (3/134) pertencentes a Taguatinga (Oeste),
Nucleo Bandeirante (Central Adjacente) e Cruzeiro (Central), ao queijo com maior
contaminacédo, com 5,8x10'! UFC/g, oriundo do mercado informal de Ceilandia
(Oeste). Consecutivamente esta regido se destaca com a maior média, 2,8 x10'°
UFC/g. Da mesma forma, houve uma proeminéncia da carga microbiana do género
Staphylococcus nas amostras do mercado informal atingindo a média 1,4 x101° UFC/g.
Enquanto a regido de menor contaminacdo média estafilocécica foi a Sul, 9,9x 106
UFC/g, e o ambiente comercial com menores indices foram supermercados com 1,5x

108 UFC/g (Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Distribuicdo da média de contaminacdo dos queijos minas frescal por
Staphylococcus spp. entre as Unidades Planejamento Territorial (UPT) e pontos de
venda.

Média de contaminac&o por Staphylococcus spp. (x 10° UFC/g)

UPT

Mercado Ca;a de Hortifruti Mercado Padaria Supermer. Total
informal frios

Central 1,27 - 3,44 0,90 78,55 1,84 31,41
Ci‘yjr_a' 3091,94 5,00 8,81 15,88 3346,27 1,26 1638,01

Leste 2,79 40,64 - 8,45 3,01 4,34 12,35

Norte 0,14 - - - 36,00 0,01 10,32
Oeste 39450,23 190,00 325 00,80 - 189,20 0,05 28041,45

Sul 10,69 5,95 - - 12,07 1,00 9,91
Total 14431,4 46,84 1182,62 12,14 1065 1,54 6812,51

(Supermer.: supermercado; Central Adj.: Central Adjacente)

Foi evidenciado diferenca estatistica entre média de contaminacao por espécies

de Staphylococcus e a RA (P=0.01), destacando Jardim Botanico comparado ao
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Paranoa (P=0.04), ao S&o Sebastido (P= 0.02), ao Guara (p=0.01), a Aguas Claras
(P=0.05), a Ceilandia (p=0.008), a Taguatinga (p=0.02), ao Gama (p=0.01), ao Riacho
Fundo(p=0.03), e ao Plano Piloto (P=0.01); houve diferenca também entre Sobradinho
e Sao Sebastidao (P= 0.03), Guara(P=0.02), Ceilandia (P=0.008), Gama (P=0.01),
Riacho Fundo (P=0.05) e Plano Piloto (P=0.03); entre Guara e Sudoeste (P=0.04); e
por fim entre Ceilandia e Aguas Claras (P=0.01), Taguatinga (P=0.04) e Sudoeste
(P=0.01). Assim como com as UPT (P=0.05), houve diferenca estatistica ao comparar
a regido Oeste a Adjacente (P=0.05), a Central (P=0.01) e ao Norte (P=0.01);
comparado Sul ao Norte (P=0.01) e a Central (P=0.04); e entre Norte a Central

Adjacente (P=0.05) e ao Leste (P=0.05).

Embora a UPT Oeste, em especial a RA de Ceilandia, tenha se sobressaido com
altos titulos de contaminacédo dentre as demais regides, houve flutuacdo bastante
drastica na qualidade microbioldgica entre os queijos estudados da regido, como entre

0s grupos do supermercado e informal.

Frente aos tipos de empreendimentos comerciais foram encontrados diferentes
niveis de contaminacdo por Staphylococcus spp. (P= <0,0001). Na comparac¢éo
estatistica houve destaque entre: hortifruti (P=0,02), padaria (P=<0.0001), casa de
frios (P=0.001), informal (P=<0.0001), mercado (P=0.003) quando comparados ao
supermercado, o qual apresentou menores taxas de crescimento em placa; e valores
entre hortifruti (P=0.04), informal (P=0.02) comparados a casa de frios. No mais, vale
ressaltar que, estatisticamente, ndo houve distingdo entre contaminacédo dos queijos
obtidos entre padaria, mercado e hortifruti aos produtos comercializados
informalmente no Distrito Federal, o que se deve possivelmente a divergéncia entre o
indice de contaminacao das amostras analisadas, outra hipétese seria fontes comum

da origem dos derivados lacteos, em diferentes tipos de empreendimentos.
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3.2. Identificagao molecular de cepas Staphylococcus aureus, genes de

viruléncia, MRSA e antibiograma

Tabela 2.3: Distribuicdo, no comércio e Unidade de Planejamento Territorial, de
amostras de queijo minas frescal contaminadas por Staphylococcus aureus e
presenca dos genes de enterotoxinas e resisténcia.

Amostras contaminadas por S.aureus
(Numero de estirpes com genes SE/ MecA)

uPT Mercado
. Casa de frios Hortifruti Mercado Padaria Supermer. Total
informal
Central - - 1 - 1 - 2
4
CeAr(‘jtTa' (1SEA/ 1SEC/ 1 - - 2 - 7
- 1SEA+ SEE)
1 1
Leste L (1SEE + MecA) - - (1 SEA) 2 5
Norte 2 - - - 1 - 3
11 2
Oeste (2 SEA) - - - (1 SEC) 1 14
6
Sul (1 SEA) - - - - 1 7
Total 24 2 1 - 7 4 38

Dentre as 4 estirpes de S. aureus da Central Adj. (Central Adjacente) do mercado informal, 3
estirpes apresentaram 4 genes de enterotoxinas (1 estirpe com gene SEA, 1 estirpe com gene
SEC e 1 estirpe com SEA e SEE). Em 1 estirpe da regido Leste, oriunda de casa de frios,
apresentou 2 genes de viruléncia (1 estirpe com SEE e MecA), e em 1 outra estirpe da mesma
regido, de padaria, apresentou 1 gene de enterotoxina (1 estirpe com gene SEA). Na regido
Oeste, dentre 11 estirpes, do mercado informal, foram encontrados 2 genes de enterotoxina
(2 estirpes com gene SEA), e dentre 2 estirpes foi encontrada, na mesma regido em padaria,
a presenca de 1 gene de enterotoxina (1 estirpe com gene SEC). E dentre 6 estirpes da regido
Sul, do mercado informal, apenas 1 gene de enterotoxina foi identificado (1 estirpe com gene
SEA). (Supermer.: supermercado; SEA, SEC, SEE: genes de enterotoxinas, MecA: gene de
resisténcia a meticilina)

Dentre as 134 amostras de queijos coletados, em 54 isolados (54/134) foram
detectadas a presenca de Staphylococcus coagulase positivas, pré-selecionados pelo
teste da coagulase e bioquimica, e posterior confirmacdo com PCR pelo gene
espécie-especifico AroA em amostras de queijo minas frescal, na qual resultou em 38

(38/134) estirpes de diferentes amostras distribuidas por todo o DF(Tabela 2.3).

A maior concentragdo de amostras contaminadas por S. aureus foi encontrada
no comércio informal (24/38), em Taguatinga (9/38) reforcando a regido Oeste (14/38).

Os locais de menor ocorréncia de isolados do agente tanto no mercado, assim como
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as RAs: Granja do Torto (Central), Cruzeiro (Central), Aguas Claras (Central
Adjacente) e Nucleo Bandeirantes (Central Adjacente), onde ndo foram isolados
nenhum S. aureus (0/38), e consecutivamente a macrorregido de menor frequéncia

foi a Central (2/38) .

O teste estatistico identificou diferencas significativas entre a presenca de
Staphylococcus aureus e as Regides Administrativas (P=0.01), salientando
principalmente: Sobradinho (P=0.02), Gama (P=0.01), Guara (P=0.01), Ceilandia
(P=0.03), Taguatinga (P= 0.02) e Sudoeste (P=0.04) quando comparado ao Plano
Piloto; Sobradinho (P=0.04), Guara (P=0.04) e Gama (P=0.02) comparando a Aguas
Claras. Quanto as UPT identificou-se uma diferenca (P=0.03) destacando-se a
Central quanto a regido Leste (P=0.01), a Norte (P=0.02), a Oeste (P=0.001) e a Sul
(P=0.003); e Adjacente quanto a regido Oeste (P= 0.004) e a Sul (P= 0.01). Em
contrapartida a regido Oeste e Sul obtiveram proximidade estatistica nos resultados

obtidos (P=1)

A elevada contagem média de Staphylococcus spp., ndo esta correlacionada
como um fator diretamente determinante para a presenca de S. aureus. Todavia,
houve diferenca estatistica entre a presenca do agente correlacionado ao ambiente
de venda do queijo (P=0.008). Locais como padaria (P=0.04), supermercado (P=
0.004), mercado (P=0.02) e hortifruti (P= 0.02) foram destacados ao confrontar com o

mercado informal.

E possivel correlacionar o maior nimero de amostras contaminadas por S.
aureus aquele empreendimento de maior carga microbioldgica estafilococica média,

mercado informal (1,4 X10°UFC/g e 24/38 amostras contendo S. aureus), fato este
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também existente quando avaliado as UPT na regido Oeste (2,8 X10°UFC/g e 14/38

amostras contendo S. aureus).

Os genes de enterotoxinas encontradas nos isolados de S.aureus foram SEA
(6/38), SEC (2/38) e SEE (2/38). Nao foi observada a presenca de SEB em nenhuma
das amostras analisadas. O ponto de venda com maior indice de cepas (6) toxigénicas
foi no comércio informal (7/10 genes). Dentre as regides, o Guara (Central Adjacente)
apresentou maior numero de isolados de S. aureus enterotoxigénicos, com 3 cepas
(4/10 genes), na qual uma delas continha a presenca de 2 genes (SEA e SEE).
Enquanto a regido Central e Norte ndo foram encontrados nenhum dos genes de

enterotoxinas.

Foi identificado um isolado com o gene MecA, associado a presenca do toxina
E, em um queijo comercializado em uma casa de frios, de S&o Sebastido, regiao
Leste. Nao houve influéncia na andlise estatistica entre as regiées administrativas e
UPTs do Distrito Federal aos resultados obtidos dos genes de MecA, SEA, SEB, SEC

e SEE e resultados do antibiograma in vitro frente as drogas testadas.

Tabela 2.4: Resisténcia aos antimicrobianos entre 38 estirpes de S. aureus isolados
de queijo minas frescal coletados distribuidas entre as Unidades de Planejamento
Territorial do Distrito Federal.

Staphylococcus aureus resistentes aos antimicrobianos

UPT Cefoxi Oxaci Genta Ciproflo Clinda Amoxi Cloran Ceftazi Rifam Doxi Cefa Azitro Cefa
tina lina micina xacina micina cilina fenicol dima picina cilina lotina micina lexina
Central 1 1 1 0 1 1 0 2 0 0 1 2 0
(50%) (50%) (50%) (50%)  (50%) (100%) (50%) (100%)
Central 3 3 4(57%) 2 (29%) 6 1 3(75%) 7 0 1 3 6 1
Adj. (43%) (43%) (86%) (14%) (100%) (25%) (43%) (86%) (33%)
Leste 3 3 4 1 (20%) 4 1 0 5 1 2 1 4 2
(60%) (60%) (80%) (80%)  (20%) (100%) (20%) (40%) (33%) (80%) (40%)
Norte 2 2 0 1 (33%) 2 0 1 3 0 0 1 2 0
(67%) (67%) (67%) (33%) (100%) (33%) (67%)
Oeste 11 10 8 11 13 1 (8%) 4 13 3 4 5 9 2
(79%) (71%) (62%) (79%) (93%) (31%) (93%) (21%) (36%) (36%) (64%) (22%)
Sul 3 4 2 2 (29%) 4 1 0 6 0 1 2 4 1
(43%) (57%) (29%) (57%)  (29%) (86%) (A7%) (29%) (57%) (17%)
Total 23 23 19 17 30 5 8 36 4 8 13 27 6
(61%) (61%) (51%) (46%) (79%) (14%) (25%) (95%) (11%) (27%) (36%) (71%) (23%)
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Os resultados do antibiograma por difusdo em disco dos S. aureus
demonstraram isolados resistentes as drogas antimicrobianas principalmente as
drogas ceftazidima (36/38), clindamicina (30/38) e azitromicina (27/38) (Tabela 2.4 e
2.5). Entre as bactérias testadas, uma se destacou sendo sensivel a todos os
antibioticos testados, originaria do Gama (Sul), do mercado informal. Em contra
partida, a cepa com maior indice de resisténcia as drogas testadas foi de Ceilandia

(Oeste), também do mercado informal, em que expressou susceptibilidade a apenas

uma droga (doxiciclina).

Tabela 2.5: Resisténcia aos antimicrobianos entre 38 estirpes de S. aureus isolados
de queijo minas frescal coletados, distribuidas entre os tipos de comércios do Distrito
Federal

Ponto de Staphylococcus aureus resistentes aos antimicrobianos
venda Cefoxi Oxaci Genta Ciproflo Clinda Amoxi Cloran Ceftazi Rifam Doxi Cefa Azitro Cefa
tina lina micina xacina micina cilina fenicol dima picina cilina lotina micina lexina
Casade 2 2 2 1 2 1 0 2 0 1 1 2 0
frios (100%) (100%) (100%) (50%) (100%) (50%) (100%) (50%) (50%) (100%)
. . 1 1 1 1
Hortifruti 0 0 (100%) 0 (100%) 0 0 (100%) 0 0 0 (100%) 0
Mercado 16 16 11 14 19 1 (4%) 2 22 4 4 11 13 5
informal (67%) (67%) (48%) (58%) (79%) (19%) (92%) (17%) (21%) (46%) (54%) (27%)
Padaria 3 3 2 2 5 3 4 7 0 1 1 7 0
(43%)  (43%) (29%) (33%) (71%) (43%) (57%) (100%) (25%) (17%) (100%)
Supermer. 2 2 3 0 s 0 0 4 0 2 0 4 !
(50%) (50%) (75%) (75%) (100%) (50%) (100%) (25%)
Total 23 23 19 17 30 5 8 36 4 8 13 27 6
(61%) (61%) (51%) (46%) (79%) (14%) (25%) (95%) (11%) (27%) (36%) (71%) (23%)

(Central Ad).: Central Adjacente; Supermer.: supermercado)

Ao comparar estatisticamente os resultados do antibiograma ao tipo de comércio
revela significAncia para a amoxicilina (P=0.04), com destaque nas diferencas entre

ambiente informal com as padarias (P=0.008) e com casa de frios (P=0.02).

Foi identificado um isolado com o gene MecA, associado a presenca do toxina
E, em um queijo comercializado em uma casa de frios, de Sdo Sebastido, regido

Leste. Nao houve influéncia na analise estatistica entre as regides administrativas e
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UPTs do Distrito Federal aos resultados obtidos dos genes de MecA, SEA, SEB, SEC

e SEE e resultados do antibiograma in vitro frente as drogas testadas.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrado a presenca de S. aureus em 28% (38/134) das
amostras de queijo tipo Minas Frescal expostos a venda em 16 RAs do DF, valor
inferior aquele encontrado por André et al. (2008) com 71% (17/24) de amostras de

queijo minas frescal do estado vizinho, Goias, GO, Brasil.

Foi observada também a presenca de isolados que nédo confirmaram a existéncia
de gene AroA para S. aureus (16/54), e por serem coagulase positivas carreiam
potencial patogénico ao homem. Sado exemplos de espécies coagulase positiva de
importancia alimentar: S.intermedius, S. chromogenes e S. hyicus, com capacidade
para producdo de enterotoxinas e envolvidos em surtos (Khambaty, et al., 2001;

Cunha Neto et al., 2002; Andrade et al., 2011; Ferrasso et al., 2015).

z

E necesséario destacar que este foi o primeiro trabalho desenvolvido para a
deteccdo de S. aureus nas unidades de RA do DF. A importancia de se analisar a
presenca de S. aureus neste tipo de matriz esta relacionada com as doencas
transmitidas por alimentos (DTA) que apresentam abrangéncia mundial e destacam-

se como um dos problemas mais frequentes em saude publica (Medeiro et al., 2013).

Normalmente os surtos por DTAs estdo associados com baixa qualidade
microbiolégica dos alimentos, fator influenciado pela matéria prima com altos niveis
de contaminagcdo microbioldgica, deficiéncias em higiene na fazenda, fraco controle
sanitario, falha no tratamento térmico, contaminagcédo pos pasteurizacdo, condicoes
precarias de processamento no laticinio, entre outros (Kimmel et al., 2016; Cousin et

al., 2018). No entanto, no DF, sdo raros os relatos na literatura que comprovem a
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ocorréncia de surtos por intoxicacdo envolvendo bactérias Staphylococcus coagulase

positiva (Nunes et al., 2013).

A contaminacao do queijo por bactérias do género Staphylococcus pode ocorrer
em diferentes estagios de producédo/ estocagem do produto, principalmente com
condi¢cbes favoraveis na qual estimulam a producédo de toxinas (Cunha Neto et al.,
2002). Segundo Pereira et al. (2018) a quantidade de toxina suficiente para provocar
DTA é observada quando Staphylococcus spp. excedem a contagem de 10° UFC/g,
neste estudo essa carga microbiana corresponde a 77% (103/134) das amostras de

gueijo analisadas.

Em um estudo no Parand, foram encontrados 21/40 (53%) queijos com
contagem estafilocécica >5 x 10* UFC/g, sendo considerados fora do padrédo pelo
autor (Pinto et al., 2011). Considerando padréo estabelecido por Pinto et al. (2011) e
comparando com os dados obtidos neste estudo, foram encontrados 109/134 (81%)
derivados lacteos em desconformidade. Neste estudo néo foi possivel identificar as
possiveis fontes de contaminacdo dos queijos tendo em vista a ndo investigacao da

origem da producao dos queijos utilizados na pesquisa.

A presenca da toxina A obteve destaque nos isolados (6/38). Esta toxina é
comumente evidenciada em outros estudos envolvendo estirpes de S.aureus em leite
e seus derivados, como o encontrado no estado do Rio de Janeiro em 15/111 estirpes

(Costa et al.,2012), ou no estado do Alagoas com 9/27 estirpes (Acosta et al., 2017).

Todavia a simples presenca do isolado toxigénicos de S. aureus no alimento
ndo implica na ocorréncia de intoxicagGes, porém ressalta o potencial risco existente
guando pequenas concentragdes da enterotoxina sao suficientes para causar DTA em
humanos, principalmente individuos debilitados (Medeiros et al., 2013).
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E abundante os relatos na literatura ressaltando a resisténcia aos antibioticos [3-
lactamicos frequentemente encontrada em estirpes de S. aureus, especialmente
obtidas de leite e derivados (Xu et al., 2014; Ferreira et al., 2016), como o encontrado
neste estudo com elevado nivel de resisténcia a ceftazidima (36/38) e a cepa MRSA

(1/38).

A resisténcia bacteriana € um importante fator que atinge mundialmente a
populacdo, e necessita pesquisas destinadas a solucdo da crise ja estabelecida,
visando principalmente o desenvolvimento de medidas de controle efetivas, ja que
pesquisadores se mostram pessimistas ao futuro da humanidade (Van Duin et al.,

2016; Piddock, 2017).

Seja pela qualidade microbiolégica ou pelos fatores de viruléncia detectados nos
isolados dos queijos minas frescal estudados do Distrito Federal, os grupos que
representam maior risco, de forma geral, foram determinados na Ceilandia (Oeste) e
Guara (Central Adjacente); e aqueles comercializados por padarias, hortifrutis e
informalmente. Ressalte-se que queijos dos supermercados, cujos produtos tem
carimbo SIF- Servico de Inspecdo Federal, ndo foram encontradas contaminacdes

bacterianas para Staphylococcus aureus.

O comércio informal (até o momento) ndo costumava a ser rotineiramente
fiscalizado no Distrito Federal, sendo assim, ndo segue os critérios legais e normativos
alimentares (Brasil, 1997a; Brasil, 1997b; Brasil, 2019a; Brasil, 2019b) como a maioria
dos demais pontos de vendas. Na qual € comum a venda de queijos provenientes de
fabricacdo informal, néo fiscalizado. O queijo de fabricacéo informal geralmente é
produzido a partir do leite que ndo recebeu o correto tratamento e higiene para

obtencdo de uma matéria prima de qualidade (Amorin et al., 2014)..
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Mesmo que exista uma resolucdo atual para estabelecimento do controle
microbiolégico para os derivados lacteos, que estabelece limites minimos de
contaminacao dos Staphylococcus, apenas para aquelas espécies coagulase positiva
(10%) e a deteccdo de toxinas prontamente disponiveis no produto final. (Brasil, 2019

a; Brasil, 2019 b).

Os resultados do estudo sugerem que sao poucas e insatisfatérias as
intervencdes direcionadas para o controle geral das espécies de Staphylococcus,
assim como o controle das enterotoxinas, na fazenda, nos laticinios ou nos seus

pontos de vendas.

Ha necessidade de elaboracao e promocéo de programas de controle eficientes
em toda a cadeia produtiva, e constante vigilancia, pois trata-se do dever dos
profissionais da area de alimentos e saude a protecdo dos consumidores contra as

DTA (Cunha Neto et al., 2002).
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5. CONCLUSAO

Neste estudo houve a identificacdo de um grande niumero de amostras de queijo
minas frescal contaminados por Staphylococcus spp. identificada em queijos minas
frescal comercializados no Distrito Federal. Foi descoberta a presenca de espécimes
de Staphylococcus coagulase positivos nos queijos analisados, com a identificacédo

de estirpes enteroxigénicas e MRSA.

Este foi o primeiro ensaio, de ambito do Distrito Federal, abordando parametros
relativos a toxigenicidade, resisténcia, sanidade e locais de risco. Diagnosticou-se a
necessidade de praticas intervencionais tanto no territorio da regido Oeste do DF,
regibes e mercado informal, destacadas por apresentar maiores meédias por

contaminacdo estafilocdcica, presenca de S. aureus e de toxinas.

Os resultados indicam problemas sanitarios do sistema produtivo e fiscalizatério
na industria do setor e seus pontos de venda no DF. No entanto, 0s mesmos
impasses, oferecidos pelos resultados deste estudo, fornecem ferramentas valiosas

na préatica de acdes para controle do agente e promocéao da saude do consumidor.
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CAPITULO Il

MOLECULAR TYPING OF Staphylococcus aureus ISOLATED FROM MASTITIC

MILK AND MINAS FRESH CHEESE IN THE FEDERAL DISTRICT, BRAZIL.

Tipificacdo molecular de Staphylococcus aureus isolados de leite mastitico e queijo

minas frescal no Distrito Federal, Brasil.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an opportunistic bacterial agent that is present in the normal
mammalian microbiota and can cause bovine mastitis. It is one of the main pathogens
contaminating dairy products, whether by human or bovine origin, and can endanger
public health, especially if the strain carries virulence genes. The aim of this work was
to analyses the Staphylococcus aureus strains isolated from bovine milk with
subclinical mastitis and minas fresh cheese samples, obtained in the Federal District
area, Brazil. Microbiological isolation, biochemical characterization "in vitro" and
molecular biology technique were performed. 55 strains from mastitic milk and 38
strains from Minas Fresh cheese of Staphylococcus aureus were isolated. All strains
were submitted to Polymerase Chain Reaction (PCR) to S. aureus species specific
gene (AroA), coagulase (CoA) and enterotoxins (SEA, SEC and SEE). A pulsed field
gel electrophoresis (PFGE) was performed on 21 randomly selected strains: 18/38 of
cheese strains and 3/55 of mastitic milk strains. All strains were positive for the AroA
and CoA genes (93). The predominance of the 600bp CoA gene amplification fragment
was detected in the strains from milk (33/55) and cheese (16/38). Staphylococcal
enterotoxin was observed in 16 SEA, 4 SEC and 16 SEE identified in S. aureus milk;
and 6 SEA, 2 SEC and 2 SEE in cheese strains. In the PFGE analysis, 19 patterns
were detected with genetic similarity above 70%. Two clones were found, one among
strains originating from milk and cheese, and the other in cheese from different regions.
The genotypic analyzed correspondence between the strains suggests contamination
from an animal source, and the maintenance of the same strains through the
production chain from the raw material. Possibly caused by a failure during
pasteurization and handling in the production process, reinforcing the need for better

74



control measures of food hygiene. The genetic correspondence of this study indicates
the contamination of the animals by origin, and the maintenance of the first lines,
through the production chain from raw materials, implies the probable failure of
pasteurization and handling in the production process, reforming the control practices
best food hygiene.

Keywords: Bovine subclinical mastitis. Genotyping. Food safety. Dairy. Foodborne
pathogen.

RESUMO

Staphylococcus aureus é um agente bacteriano oportunista que esta presente na
microbiota normal de mamiferos e causa mastite bovina. E um dos principais
patégenos contaminantes de produtos lacteos, por origem humana ou bovina, e pode
colocar em risco a saude publica, especialmente caso o isolado possua genes de
viruléncia. O objetivo deste estudo foi analisar as estirpes de Staphylococcus aureus
isoladas de amostras de leite de bovinos com mastite subclinica e queijo minas frescal,
obtidas na regido do Distrito Federal, Brasil. Foi realizado isolamento microbioldgico,
caracterizacdo bioquimica “in vitro” e técnica de biologia molecular. Foram isoladas
55 estirpes de leite mastitico e 38 estirpes de queijo minas frescal de Staphylococcus
aureus. Todas as cepas foram submetidas a reacéo em cadeia da polimerase ao gene
especifico da espécie S. aureus (AroA), coagulase (CoA), enterotoxinas (SEA, SEC e
SEE). A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) foi realizada em 21 linhagens
selecionadas aleatoriamente, sendo 18/38 de linhagens do queijo e 3/55 da linhagem
do leite mastitico. Todas as estirpes foram positivas para os genes AroA e CoA (93).
Foi detectada a predominancia do fragmento de amplificacdo do gene CoA de 600pb
nas linhagens oriundas do leite (33/55) e do queijo (16/38). Observou-se a presenca
de enterotoxina estafilocécica em 16 SEA 4 SEC e 16 SEE isolados de S. aureus no
leite; e 6 SEA, 2 SEC e 2 SEE em isolados de queijo. Na analise PFGE, foram
detectados 19 perfis, todas com similaridade genotipica acima de 70%. Foi encontrado
2 clones, um entre cepas originaria do leite e queijo e outro do queijo de diferentes
regibes. A correspondéncia genotipica entre as estirpes estudadas indica
contaminacgao dos queijos por origem animal, e a manutencdo das mesmas linhagens
através da cadeia produtiva a partir da matéria-prima. Possivelmente provocado por
uma falha de pasteurizacdo e manuseio no processo produtivo, reforcando a
necessidade de melhores medidas de controle de higiene alimentar.

Palavras-chaves: Mastite subclinica bovina. Genotipificagdo. Segurancga alimentar.
Derivados lacteos. Patégeno de origem alimentar.
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1. INTRODUCTION

S. aureus has developed a profusion of strategies to survive in various
environments, including mammalian hosts, due to the capacity of producing a large
variety of virulence factors, antibiotic resistance (particularly beta-lactams - MRSA)
and the ability to collect multiple of those genes and become more virulent (Hookey,
Richardson & Cookson, 1998, Jonas et al. 2002, Kong et al. 2016, Fox, Jiang &
Gobius, 2018). All these features reflect the importance of this microorganism which

spreads across continents (Dallal et al. 2016).

One of the most significant virulent factors are the enterotoxins (SE), the
causative of staphylococcal food poisoning, that is common in animal products (Riva
et al. 2015). These thermostable enterotoxins are produced during the agent
multiplication and under favorable conditions. The main toxins subtypes involved in the
global outbreaks that cause disease are SEA, SEB, SEC, SED and SEE (Fox, Jiang
& Gobius, 2018). Its clinical signs begins within hours after ingestion and is

characterized as emetic and / or diarrheal (Wei & Chiou, 2002).

Other important virulence factor is the coagulase enzyme (CoA gene) which has
a prominent role in the infectious process: initiating the attachment to structures, biofilm
formation, the capacity of aggravating the infectious condition and antigenic properties,
due its polymorphic genetic feature. It has been widely utilized to define strains profile

(Malachowa et al. 2016; Dallal et al. 2016; Effendi et al. 2019).

The staphylococcal genotyping profile is important since it provides support for
prevention and other measures that minimize future infections and toxinfections in the
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population (Kong et al. 2016). The pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) technique
is considered a gold standard discriminatory methodology for characterizing the
pathogenic strain and is fundamental for epidemiological purposes, widely applicate in
staphylococcal studies, especially involved in foodborne outbreak (Wei & Chiou, 2002,

He, Xie & Reed, 2014, Chen & Xie, 2019).

There are few reports worldwide that correlate S. aureus in bovine-derived dairy
products using PFGE (Hennekinne et al. 2003, Jgrgensen, Mgrk & Rgarvik, 2005,
Walcher et al. 2014, Hunt et al. 2012, Can, Elmali & Karag6z, 2017, Castafeda-
Ruelas, Soto-Beltran & Chaidez, 2017). In Brazil, epidemiological-molecular study of
S. aureus, comparing milk and cheese by using the PFGE methodology is even rarer
(Arcuri et al. 2010, Silveira-Filho et al. 2014), with just one research in the Midwest
region (André et al. 2008). In the Federal District (FD), there were no reports

addressing the topic.

The FD stands out for being located in the Midwest region with the highest cattle
concentration and one of the largest dairy basin in the country. In order to identify the
importance of S. aureus in milk production and dairy industry regarding public health
concerns, it is necessary to investigate the genetic heterogeneity between strains and
trace its distribution throughout the chain production. Therefore, this study was
conducted to analyze the molecular characterization between Staphylococcus aureus
profile strain from bovine mastitic milk and minas fresh cheese in the Federal District,

Brazil.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Sampling

2.1.1. Minas fresh cheese

A total of 139 samples of minas fresh cheese were analyzed for the presence of
S. aureus. In order to simulate a real consumer situation, they were collected between
June and September 2016 in retail stores , distributed across the 15 Administrative
Regions in Federal District, Brazil: Granja do Torto (Central), Jardim Botanico (East),
Paranoa (East), Riacho Fundo (South), Sdo Sebastido (East), Sobradinho (North),
Cruzeiro (Central), Sudoeste/Octognal (Central), Plano Piloto (Central), Ceilandia
(West), Gama (South), Aguas Claras (Adjacent Central), Nucleo Bandeirante

(Adjacent Central), Taguatinga (West) e Guara (Adjacent Central).

2.1.2. Bacterial strains from mastitic milk

The 55 Staphylococcus aureus strains from raw milk used in this study were
acquired from the germplasm bank at the veterinary microbiology laboratory of Brasilia
University. These strains were characterized in previous studies by the same institution
and were isolated from dairy cattle with subclinical mastitis detected by CMT (California
mastitis test) (scoring 3+), on farms in the Federal District, Brazil, and surroundings,

collected in periods prior to 2011.
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2.2. Isolation and identification of S. aureus from minas fresh cheese

The cheese samples were prepared and cultured on Baird Parker agar according
to Bennet and Lancette (2001) and Brazil (2001). Based on colony morphology, Gram
staining, and biochemical test, the suspected colonies were identified as S. aureus,

followed the protocol of Quinn et al. (1994) and Brazil (2001).

2.3. Molecular identification of S. aureus using PCR
The total DNA were extracted from all the S. aureus strains by phenol-chloroform
method, according to what is described by Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989), and

were identified by species-specific PCR (Table3.1).

Table 3.1: Oligonucleotide primers used for molecular identification of S. aureus,

virulence determinant and MRSA genes.

Amplified

Gene Sequence of oligonucleotide product (pb) Reference
COA-1 ATA GAG ATG CTG GTA CAG G 540/ 600/ 680/ o\ cia et al., (2011)
850 (variable)
COA-2 GCT TCC GAT TGT TCG ATG C 540/ 600/ 680/ o\ cia et al., (2011)
850 (variable)
AROAA-1 AAG GGC GAA ATA GAA GTG CCG GGC 1153 Marcos et al., (1999)
AROAA-2 GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG 1153 Marcos et al., (1999)
SEA-1 TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 120 Medeiros et al., (2013)
SEA-2 GAA CCT TCC CAT CAA AAACA 120 Medeiros et al., (2013)
SEC-1 GAC ATA AAA GCT AGG AATTT 257 Medeiros et al., (2013)
SEC-2 AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 257 Medeiros et al., (2013)
SEE-1 TAG ATA AAG TTA AAA CAAGC 170 Mclauchlin et al., (2000)
SEE-2 TAACTT ACC GTG GAC CCT TC 170 Mclauchlin et al., (2000)
MECA-1 GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA 310 Jonas et al., (2002)
MECA-2 CCAATT CCACATTGTTTC GGT CTAA 310 Jonas et al., (2002)

(COA: coagulase gene, AROA: S. aureus species specific gene, SEA/SEC/SEE:
enterotoxin gene A, C and E, MECA: methicillin resistance gene)
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The PCR amplification were performed for AroA, CoA, MecA and 3 SE genes
(SEA, SEC and SEE) using primers (oligonucleotide) previously described (Table 1),
in a simplex PCR assay. The reaction was performed using 25 ul of the total volume
of the PCR mixture, which consisted of 4 L of extracted DNA; 0.5 uM of each primer
(forward e reverse) (10 pmol/ul); 5ul of PCR buffer 5X (Promega); 10 mM of each dNTP
(Promega) and 1.0 U Tag DNA polymerase (Promega). The amplification was
performed in a thermal cycler (Bio-rad C1000), and the cycling conditions were

described on table 3.2.

Table 3.2: PCR programs used for amplification of the genes

Steps/ Primer COA AROA SEA/SEC/SEE MECA
Initial 94°C 94°C 94°C 94°C
denaturation 5 min. 2 min. 4 min. 4 min.
Cycles 35 40 First Second 38 30
Denaturation 9409 920? 940? 940(.: 94°C 94°C

1 min. 1 min 2 min. 2 min. 2 min. 45 sec.
Annealing 57°§: 58";: 55°C _ 53°C _ 51°C _ 50°C

2 min. 1 min. 1:30 min.  1:30 min.  1:30 min. 45 sec.
Extension 72°(_: 72°C _ 72°C _ 72°C . 72°C _ 72°(;

2 min. 1:30 min.  1:30 min.  1:30 min.  1:30 min. 1 min.
Final extension 720(.: 72°C. 720(.: 720(.:

5 min. 10 min. 4 min. 2 min.
Maintenance 4°C 4°C 4°C 4°C

. ATCC A: ATCC C: ATCC E: ATCC

Positive control 25923 USA 400 13565 25923 27664 USA 400

(CoA: coagulase gene, AROA: S. aureus species specific gene, SEA/SEC/SEE:
enterotoxin gene A, C and E, MecA: methicillin resistance gene, ATCC: American Type
Culture Collection).

All reactions used typel water as negative control and a specific strain as the
reference of positive control. Finally, the amplified PCR products were resolved by
electrophoresis in 2,4% agarose gel and visualized and documented under UV

transilluminator.
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2.4. Molecular typing of S. aureus using PFGE
A randomized sampling with the AroA positive strains, from cheese and milk were
used to perform the PFGE. The Pulse Net protocol was used in this study, including

DNA preparation according to methodology described in CDC (2012).

The gel was stained with ethidium bromide solution, 50ul (10mg / mL) in 500mL
of distilled water, and was then bleached in distilled water and under UV light and was
photographed (Bio-Rad Gel Doc XR). The BioNumerics bioinformatics software IV

(Applied Maths) was used to analyze the restriction patterns from the PFGE.

2.5. Statistical analysis
The statistical analysis performed consisted on nonparametric techniques by
Pearson's chi-square test, to evaluate significant differences between coagulase gene

sizes and staphylococcal toxins encode. Adopting P = 0.05 to test null hypotheses.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Identification of S. aureus in the examined samples of minas fresh cheese

A total of 134 samples of minas fresh cheese was collected from the DF in formal
and informal stores and analyzed. From these 54 (40%) isolated types of coagulase-
positive Staphylococci (CPS), based on conventional biochemical tests for phenotypic
characterization were obtained, an amount greater than that found by Nunes (2013)
who studied the same cheese from the FD, during 2000 to 2012, and discovered 22%

(44/196) contaminated samples with CPS.

Staphylococcus spp. are related to several processing problems, mainly
pasteurization failures, improper hygiene, and incorrect storage temperatures,
however, the potential risk factor in public health is linked to S. aureus (Johler et al.
2015, Riva et al. 2015). The CPS were tested for genotypic characterization, evaluated
by PCR in order to detect S. aureus specific genes with AROA gene (1153bp). 38/134
(28%) Staphylococcus aureus were determined. The results revealed lower values
than those found by André et al. (2008) with 71% (17/24) of contaminated minas fresh

cheese samples by S.aureus in Goias, Brazil.

3.2. Molecular characterization with coagulase gene of S. aureus strains
recovered from mastitc milk and minas fresh cheese samples

The gene expression of CoA polymorphic gene was observed for all (93/93) S.

aureus isolates investigated (55 Staphylococcus aureus from a germplasm bank,

isolated from milk of subclinical mastic cows and 38 S. aureus from minas fresh
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cheese). The genetic pattern from milk has the fragment length between 400-900pb to
CoA gene, with prevalence of 600pb (33/55), without double bands in electrophorese
gel (Table 3.3). The same frequency was demonstrated in cheese with size 600pb
(16/38), and the fragment length in cheese varied between 500-1000pb, with double

fragments (5/38) in the amplicon size of 800/600 (4/38) and 700/600 (1/38).

Table 3.3: Isolated from milk and cheese S. aureus results of the PCR products from
COA gene

Origin Amplicons size (pb)

Saureus 400 500 600 700 800 900 1000  Double Total

Milk 2 3 33 6 6 5 0 0 55
4% 5%  60%  11%  11% = 9% 0% 0%

Minas 0 1 16 3 5 6 2 5 38

Lrﬁjgse 0% 3% @ 42% 8%  13%  16% 5% 13%

Total 2 4 49 8 11 11 2 5 93
2% 4%  53% 8%  12%  12% 4% 5%

The significant difference in the variation of the COA polymorphic gene occurred
between both sample groups (P = 0.04), in which sizes 1000 and 400 (P = 0.04) and
600 (P = 0.05); double and 400 (P = 0.008), 500 (P = 0.01), 600 (P = 0.03), 700 (P =

0.01) and 800 (P = 0.03) were those statistically evidenced.

By using this methodology, it was detected diverse genotypes among the studied
isolates, which suggests that S. aureus has considerable heterogeneity in the sampled
DF region. Epidemiological studies based on CoA gene analysis have exhibited S.
aureus isolates divided into several subtypes and suggested that determining the
coagulotypes is potential to identify the culprit for most cases of bovine mastitis in

different geographical areas (Effendi et al. 2019).
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The total strains found in this study differed among 400 and 1000 bp sizes, as
found by Reinoso et al. (2008), from bovine and human strains. While Coelho et al.

(2011) found among 540 and 900 pb sizes from mastitc bovine milk.

In Argentina, this gene has been researched in human infections, with prevalence
of the 700bp (7/15) 600bp (2/15) and 500bp (2/15) patterns in healthy humans, with
only 2 types, 900bp (4/7) and 500bp (3/7), and in bovine mastitic milk with the
amplicons 900bp (6/15), 600bp (3/15) and 500bp (3/15) (Reinoso et al. 2008). In
Indonesia, a prevalence of 500bp (11/20) and 400bp (4/20) amplicon sizes were found

in raw milk (Effendi et al. 2019).

Demonstrating that 600 and 500 bp strains have been widely disseminated in
different countries, which evidences their evolutionary ability to maintain and diffuse
the strain, or also called coevolution, due to the host-pathogen relationship. And so,
suggest that the presence of 500bp S. aureus is more frequently found in healthy
individuals. Whereas isolates from infections sources obtained a amplicons prevalence
in 600 bp, which provides to this strain an aggressiveness characteristic (Marques et

al. 2013, Sharma et al., 2017).

Hence, it could explain the high number of agents found with gene typing of
600bp (49/93) in this study, especially those from mastitic milk (33/55). The less
common found genotypes could be incompetent in host colonization and were

eliminated easily from the herd (Effendi et al. 2019).
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3.3. Molecular enterotoxigenicity of S. aureus strains in milk and minas fresh

cheese

Table 3.4: Isolated from milk and cheese S. aureus results of the PCR expression
toxins encode (SEA, SEC e SEE) and resistance (MECA)

g_rfu'?eus SEA SEC SEE MECA
Milk 16 4 16 0

29% 7% 29% 0%
Minas 6 2 2 1
fcrﬁggse 16% 5% 5% 3%
Total 32 6 18 1

34% 6% 19% 1%

The enterotoxins tested, SEA, SEC and SEE, were present in 9/38 cheese
strains, in which only 1/38 had multiple SEA and SEE gene; and 30/55 strains of milk
obtained the toxins encode, just 6/55 had multiple toxins (4/55 SEA and SEE, 2/55
SEC and SEE) (Table 3.4). In which there was an agreement between the sample
types, in which expressed predominance in milk and cheese to SEA (16/55 and 6/38,
respectively), and significant difference between the sample groups referring to SEE,

with cattle emphasis (16/55) (P = 0.004).

Staphylococcal food poisoning is one of the most common eating disorders
related to dairy consumption caused by the staphylococcal enterotoxins (SE)
consumption. Its production may be related to the poor quality of raw milk produced or
to the conditions of treatment or subsequent contamination. In general, strains of S.
aureus can be introduced to milk by direct udder excretion of the pathogen,
environmental contamination or handling and processing raw milk and dairy products

(Riva et al. 2015, Pereira et al., 2018).
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Raw milk is a potential disseminator for the transmission of numerous
microorganisms from human and animal, the use of a low-quality feedstock in
unprocessed foods, such as fresh minas cheese, which uses a raw mass, represents
a public health risk. As the fact occurred in the Minas Gerais state, Brazil, involving
378 people in 2 episode of Staphylococcal food poisoning isolated from the same
cheese object of this study and the same region is common to produce dairy with

unpasteurized milk (Do Carmo et al. 2002, Riva et al. 2015).

In the present study, 42% (39/93) strains containing SEA, SEC or SEE genes
and 7% (7/93) with multiple genes were found. In similar studies, analyzing classical
enterotoxins (SEA-D) with samples from milk cooling tanks and cheese, resulted in
25% (28/210) strains isolated with an only toxin, SEC (25/109 from cheese and 3/109

from milk) (Pereira et al. 2018).

While another study evaluated isolates of mastitic cows showed 92% (66/72)
strains with some SE gene, being 8% (6/72) strains presenting all superantigens
simultaneously (SE classic and toxic shock syndrome toxin-TSST-1) (Nader Filho et
al. 2007). Both papers, like this study, suggested the toxin presence can be relative to
infectious diseases Since both tables (3 and 4) emphasized the potential presence of

virulence factors in samples from mammary gland infection over those foodborne.

Among the all 93 isolates, the lowest predominance of enterotoxins was found
with the 500bp coagulase gene size in 1/93 (milk), while the highest predominance of
SE was in the 600bp pattern in 18/93 strains, presenting different enterotoxins (17/55
of milk and 1/38 of the cheese) of these 2/93 had two SE genes (SEA-SEE). In the

findings of this research, the higher frequency of multiple SE encodes (7/93) were
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present in 800 bp pattern with 4/93 strains (3/55 of milk and 1/38 of cheese) and that

all samples with 400 bp (2/2) and 1000 bp (2/2) amplicon presented SE.

There was a statistical significance when analyzing COA weight and the presence
of Staphylococcal enterotoxin (P=0.05), those evidence where 400 and 700 (P=0.03)
and double (P=0.05); and 1000 and 700 (P=0.03) and double (P=0.05). The data of
the present work corroborate with the suspicion that the 600bp pattern is a more
aggressive and persistent profile, the incidence association between the toxin encode
and herd mastitis, besides the low correlated malignancy with the 500bp genotype.
Raises other hypotheses for the less present, but with high enterotoxin gene rate, 1000

and 400 bp, and those with multiple encodes (800 bp), but without literature reference.

3.4. MRSA strains detection in milk and minas fresh cheese
The resistance to methicilin MRSA (MecA) is acquired horizontally by gene
transfer, located in gene cassettes or plasmids, between distinct lineages and species

of completely distant phylogenetic groups (Mahmoudi et al. 2017).

The MRSA was found in only a single strain (1/93) of minas fresh cheese,
originating from the Sdo Sebastido region (East) from a cheese store with a 600 bp
coagulase genotype and also with the presence of SEE gene. As the presence of
MRSA was not found in the strains of milk analyzed it is possible its origin from human
contamination after milk ejection. This might imply that there was a successful
transference of bacteria by the handler during cheese making or at retail, which
demonstrates failure in production practices in the middle or end of the production

chain.

87



The danger of MRSA was not associated only with its presence, but when gene
transfer occurs, other virulence factors may be transferred, such as the presence of
community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA) is usually associated
with the Panton-Valentine leukocidin (PVL), a cytotoxin that causes leukocyte death

and tissue necrosis (Riva et al. 2015).

3.5. PFGE analysis

All evaluated characteristics still reveal the need for comprehensive studies on
epidemiological profiles. For this, it was used the Pulsed Field Electrophoresis Gel
(PFGE) technique recognized as one of the best discriminatory methods for S. aureus
typing, (considered as gold standard). and has been widely used to outbreaks

investigation (Hookey, Richardson & Cookson, 1998).

A random sampling of 33 cheese and milk strains used in this study was
performed, with DNA digestion by the Smal enzyme, of which only 21 strains: 18/38
minas fresh cheese samples and 3/55 mastitic milk samples were used to understand
the study of the epidemiological profile of Staphylococcus aureus of dairy products in
the Federal District. Considering PFGE as a gold standard discriminatory methodology
for the definition of genotyping in molecular epidemiology, the remainder was classified

as non-typeable by the technique.

Among the 21 S. aureus isolated from cheese and milk, 19 DNA fingerprint were
detected, characterized by the difference DNA fragments, divided into five
pulsogroups: Cluster A, with 3 strains; Cluster B, with 3; and Cluster C, with 6, Cluster

D, with 2 and Cluster E, with 7 strains that showed, for the most part, genotypic
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similarity above 80%, nearby findings were reported in a similar study in Pernambuco,

Brazil (Silveira-Filho et al. 2014) (Picture3.1).

e 2 ] 8 N.  Cluster Origin Region COAsize  SEgene
...... a.| 5 Sk i 1 A Cheese  AdjacentCentral 500pb
725| 2 A Cheese  AdjacentCentral 800pb SEA-SEE
3 A Milk 400pb SEA
4 B Cheese  Central 700pb
5 B Cheese  West 800pb
6 B Cheese  West 700pb SEC
7 C Cheese  West 600pb
8 C Milk 600pb SEA
9 C Cheese  East 600pb
10 C Milk 600pb
11 € Cheese  West 600pb
12 C Cheese  West 600pb
870 13 D Cheese  West 700pb
14 D Cheese  AdjacentCentral 800pb
74.2] 15 E Cheese  AdjacentCentral 800pb
96.3 16 E Cheese  West 900pb SEA
912 17 E Cheese  AdjacentCentral  900pb SEA
880 18 E Cheese  West 600pb
838 19 E Cheese  South 900pb
s 20 E Cheese  West 600pb
21 E Cheese  East 900pb SEA

Picture3.1: Dendrogram of the pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) patterns of the
S. aureus strains from the milk of cattle with subclinical mastitis and minas fresh
cheese.

In Cluster A, the first two strains, 1 and 2, were from cheese samples collected
from the same administrative region, differing only at the point of purchase (cold house
and informal, respectively) presented 81.5% of genetic similarity indicating the
possibility from a common ancestor, but only one of them detected virulence for SEA
and SEE encodes. However, in the same cluster, the association of the two strains
with 3 originating from milk, demonstrated a distant correlation (72.5%) of gene

similarity, possibly due to external contamination of the cheese-making process.
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Within Cluster B, similar to Cluster A, the genetic similarity pattern detected was
83.3%, all strains derived from cheese from different regions (Central and West), with
close COA gene weight, between 700 and 800 bp. Similarly, both strains presented

low clonal relationship (78.4%) to the bacteria 6.

Cluster C grouping was the most representative PFGE pattern in which presents
greater general proximity in the characterization between bacterial strains, with genetic
similarity, up to 87.5%, indicating the same clonal origin. In this cluster, there are 6
strains, 4 from foodborne and 2 from animal origin. The 4 strains from cheese, 3 of
them from the informal market and 1 from the supermarket, come from the West (3/4)
and East (1/4). All S. aureus in this grouping are the same COA amplicon (600bp) (6/6)

and only one strain contains SEA (1/6).

This genotypic correspondence between cheese and milk samples suggests the
maintenance of pathogens through the production chain from the raw material, and

therefore, a probable neglect in pasteurization.

An important point is the presence of the first clone (11 and 10), considered with
100% of genetic homology, contained in cluster C, coming from milk (10) and the other
from cheese (11). Whereas the milk sample 10 comes from before 2011, it has at least
a 5-year distance between collections. It reflects a temporal positioning in relation to
the endurance of this pulsotype, suggesting persistent, intermittent or even endemic

infections in the FD properties.

Cluster D is composed of 2 S. aureus (13 and 14) dairy products, both obtained
in the informal market and proximity to COA segments. They present an 87% similarity
gene, indicating the same clonal origin, even belonging to distant regions. In which the
same local source of the raw material receipt is suspected.
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The last cluster, E, consists only of cheese strains, 15 to 21, commercialize
informally (4/7) and in bakeries (3/7). These points of sale are often prone to the
commercialization of non-supervised artisanal or local products. Most of them are in
the vicinity, West (3/7), while others are geographically distant, South (1/7), East (1/7)
and Adjacent Central (2/7), with over 80% gene similarity. Within this pulsogroup is
contained the second clone, are strains of cheese, 15 and 16, of the different

geographical area

PFGE genotyping reveal the latent possibility of Staphylococcus aureus
contamination mainly of the animal source when compared to analyzed dairy samples,
which may reflect a current scenario of the Federal District, similar results were

demonstrated in Goias (André et al. 2008).

There are several reasons that might corroborate such suspicion, among them,
the conformity, in general, in the clonal relationship. Another reason is the
characterization of pathogenic strains with analogous genotypic properties in different
regions and enterprise types, scattered in the geographic space of the DF. Finally, the
presence of a real bacterial clone with a 100% genetic correlation between milk and

cheese origin.

Since the cheese collected was either supervised or not, there is a possibility that
some of these cheeses were produced with raw milk and were hand-manufactured, so
there is a potential of cross contamination between food handlers' hands and raw milk

(André et al.2008)

Possibly the clonal group persistence, which are secreted over time, has a high
potential for propagation due to particularities that allow internal survive in the gland.
The most viable explanations would be due to the virulence factors, or frequent
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treatment with antimicrobial drugs, which would result in the elimination of sensitive
strains, allowing the persistence of resistant strains (Girardini et al. 2016), which

reinforces the need for better food safety control measures.
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4. CONCLUSION

The results obtained from this research indicated that Staphylococcus aureus
from the herd with subclinical mastitis and from minas fresh cheese showed a wide
diversity in the strains population. The predominance of pattern coagulotypes, as
600pb COA amplicon, especially when in the presence of infection, with a high

potential to carriage enterotoxins encodes, what make it more dangerous.

The molecular epidemiological study reveals a presence of S.aureus of mastitic
milk strains in cheese and maintenance of infectious strains in the DF herd for long
periods. Which could contribute to an overall manifestation of staphylococcal food

poisoning, representing a public health risk.

The information collected in this study can be used to develop food quality control
measures for Staphylococcus aureus. In addition, it recommends to improve the herd

health and design better strategies for safe dairy production.
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ANEXO A

Figura A.1:Fluxograma da metodologia aplicada para as amostras de queijo minas

frescal:
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ANEXO B

Figura B.l:Fluxograma da metodologia na comparacdo entre as cepas de
Staphylococcus aureus do leite de vacas com mastite subclinica/ banco de
germoplasma (A) e queijo minas frescal (B):

(A)
Amostras do banco de germoplasma S. aureus do
de vacas com mastite subclinica leite
s I S s I N
o Extracdo de
Andlise molecular DNA PFGE
Confronto
PCR com cepas
do queijo
\ I .
[ ] P \ . P | ) |
COA MECA SEA SEC SEE
(B)
Selegdo das amostras disponiveis Queijo Minas
a populagdo do DF Frescal
. L Isolamento e
Analise “in vitro” identificacio
bioquimica
i Extracdo de
Analise molecular =

Confronto
com cepas do
leite

ARO

99

SEE



