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Resumo

O trabalho teve por objetivo isolar, identificar e caracterizar
fenotipicamente utilizando o antibiograma, Staphylococcus aureus
isolados de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal, em um
laticínio de Goiás. Durante doze meses (Março/2004 a Fevereiro/
2005) 140 amostras foram analisadas. As cepas foram isoladas de
75% dos manipuladores resultando em 31 (33,7%) isolados a partir
de 92 amostras coletadas (46 de mãos e 46 de nasofaringe). Das 24
amostras de leite cru, 18 (75,0%) foram positivas, resultando em 26
isolados, com média de contagem de 1,1 x 105 UFC/ml. Das 24
amostras de queijo 17 (70,8%) foram positivas originando 20 isolados,
com média de 3,8 x 104 UFC/g, sendo 13 (54,2%) com população
acima do limite estabelecido pela legislação brasileira (103 UFC/g). A
tipagem das cepas foi feita pelo antibiograma, através do método de
difusão em placas. Todos os isolados foram susceptíveis à
ciprofloxacina e gentamicina. Foi observada resistência em cinco (6,5%)
isolados para eritromicina, 19 (24,7%) para tetraciclina, um (1,3%)
para vancomicina, quatro (5,2%) para oxacilina e 53 (68,8%) para
penicilina. Onze (14,3%) isolados foram susceptíveis a todos os
antibióticos testados e 18 (23,4%) foram resistentes a mais de um
antibiótico. O antibiograma permitiu a classificação das cepas em doze
perfis diferentes (A-L), porém não foi uma técnica eficiente em
determinar a origem da contaminação final do queijo.
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Introdução

Os produtos lácteos são freqüentemente
envolvidos em surtos de toxinfecções
alimentares em todo o mundo. Muitos
microrganismos patogênicos podem ser
veiculados ao homem através do consumo
de leite e seus derivados, entre eles a bactéria
Staphylococcus aureus1,2,3.

O homem e os animais são os
principais reservatórios de S. aureus. A
contaminação de alimentos com S. aureus
deve-se primariamente à sua presença na
matéria-prima2, apesar de um grande
número de surtos de toxinfecções
alimentares envolverem cepas de origem
humana como fontes de contaminação4. A

cavidade nasal é o principal habitat dos
estafilococos no homem e sua presença em
manipuladores assintomáticos está bem
documentada5,6,7,8,9,10,11,12,13 e contribui para a
contaminação de produtos lácteos. Os S.
aureus são considerados os mais importantes
na epidemiologia das mastites em vacas de
leite e o patógeno mais abundante em leite
cru14,15,16,17,18. A mastite bovina é uma doença
epidêmica de difícil tratamento e controle,
sendo a causa mais freqüente do uso de
antimicrobianos em propriedades leiteiras17,19.
O uso indiscriminado de antibióticos em
alimentos, seja para fins terapêuticos,
profilaticamente, ou ainda, incorporados à
alimentação como suplemento dietético,
facilita a disseminação de microrganismos
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designados MDR (multidroga resistentes).
Entre os problemas ocasionados por estes
resíduos, destaca-se a seleção de cepas
resistentes, como também, a possibilidade
de transferência de resistência entre espécies,
através de mecanismos genéticos20.

Sob condições favoráveis, estas
bactérias podem proliferar e constituir risco
à Saúde Pública pela sua capacidade de
produzir enterotoxinas. A ingestão de
alimentos contendo enterotoxinas pré-
formadas é responsável pela intoxicação
alimentar estafilocócica, que é uma das
doenças de origem alimentar mais comuns
em vários países do mundo2,21.

O queijo Minas Frescal é um queijo
mole, de alta umidade, consumido fresco22.
Fatores que influenciam a qualidade do queijo
são: a contaminação da matéria-prima (leite)
e demais ingredientes, a contaminação a
partir de manipuladores, equipamentos e
após o processamento industrial e o tempo
de exposição a temperaturas que favoreçam
a proliferação de microrganismos23.

A tipagem de S. aureus tem sido usada
para sugerir a origem desta bactéria em
alimentos4,9,24. O antibiograma tem sido um
método útil de tipagem bacteriana,
contribuindo na investigação de fontes de
contaminação, sendo a técnica amplamente
disponível e padronizada e podendo ser
utilizada com várias espécies microbianas25.
Sua principal desvantagem consiste na
variabilidade da expressão da resistência, a
instabilidade devido à transmissão horizontal
e perda dos elementos genéticos
extracromossômicos26.

O objetivo deste trabalho foi
caracterizar fenotipicamente, isolados de S.
aureus obtidos de queijo Minas Frescal, leite
cru e manipuladores de um laticínio,
utilizando o antibiograma e determinar a
similaridade, se presente, entre os isolados
do queijo e suas possíveis fontes de
contaminação.

Material e Métodos

No período de Março de 2004 a

Fevereiro de 2005 foram coletadas 140
amostras em um laticínio, no estado de Goiás:
24 amostras de leite cru, 24 de queijo (±
500g) e 46 amostras de mãos e 46 de nariz a
partir de quatro manipuladores, funcionários
da área de processamento de queijo. As
análises foram realizadas no Laboratório de
Microbiologia de Alimentos e de Ambientes
da Universidade Federal de Goiás.

A contagem de S. aureus para as
amostras de leite cru e queijo Minas frescal
foi realizada no Ágar Baird-Parker27 e o
isolamento de nasofaringe e mãos, após os
suabes terem sido previamente inoculados
em BHI, foi a partir do ágar Manitol
Salgado8. Para a identificação utilizou-se:
Coloração de Gram, produção de catalase,
coagulase, termonuclease e acetoína (VP),
fermentação anaeróbica da glicose e
manitol27,28. A tipagem fenotípica foi
realizada por antibiograma, através da técnica
de difusão em placas29. Foram testados os
seguintes discos de antimicrobianos:
eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina,
gentamicina, vancomicina, oxacilina e
penicilina. Uma cepa padrão de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) foi usada como
controle.

Resultados e Discussão

Das 140 amostras de leite cru, queijo
Minas Frescal e manipuladores coletadas, 66
(47,1%) foram positivas para Staphylococcus
aureus e destas foram obtidos 77 isolados
(Tabela 1).

Dos quatro manipuladores, três (75%)
apresentaram-se contaminados pelo menos
duas vezes nas mãos e/ou nariz durante todo
o período da coleta. Das 92 amostras
coletadas neste período, 31 (33,7%) foram
positivas para S. aureus sendo 16 (34,8%)
isolados obtidos a partir de 46 suabes de
nasofaringe e 15 (32,6%) isolados a partir
de suabes de mãos (Tabela 1). As amostras
foram coletadas em dias diferentes e os
isolados foram comparados através do
antibiograma. Esses resultados mostram
porcentagens de contaminação superiores
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Tabela 1 - Contaminação de S. aureus em manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal em um laticínio de Goiás, Brasil

*ND: não determinado

Tabela 2 - Susceptibilidade antimicrobiana de S. aureus isolados de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal em um laticínio de Goiás, Brasil

ERI: eritromicina, CIP: ciprofloxacina, TET: tetraciclina, GEN: gentamicina, VAN: vancomicina, OXA: oxacilina, PEN: penicilina

Tabela 3 - Perfis de susceptibilidade antimicrobiana originados de cepas de S. aureus isoladas de um laticínio de Goiás, Brasil

a M – Mão; N – Nariz; L – Leite; Q – Queijo.

b Resistência (R), Susceptibilidade intermediária (I) e Susceptibilidade (S). Os antibióticos estão organizados na sequência: eritromicina, ciprofloxacina,
tetraciclina, gentamicina, vancomicina, oxacilina e penicilina.
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aos obtidos em outros países.
No Kuwait, 26,6% dos trabalhadores

de um restaurante portavam S. aureus na
nasofaringe5; no Chile, 65,5% dos
manipuladores de alimentos apresentaram
a bactéria na nasofaringe, orofaringe, mãos
e unhas31. Na Turquia, 70% dos
manipuladores estavam com as mãos
contaminadas9. No Brasil, estudos
demonstram a presença da bactéria em
manipuladores em Teresina, PI, com
prevalência variando de 43,3% a 49,5%7; em
Porto Alegre, RS, de 30% a 35,2%9,12. O
homem é considerado portador de S. aureus
na nasofaringe em 37,2% da população em
geral30.

Das 24 amostras de leite cru coletadas,
18 (75,0%) apresentaram S. aureus,
produzindo 26 isolados. Resultados elevados
também foram encontrados em Trinidad31,
onde 97,6% das amostras apresentavam S.
aureus. A média de contagem no leite cru foi
de 1,1 x 105 UFC/mL (Tabela 1). Isto
assume grande importância em Saúde
Pública, considerando que as enterotoxinas
podem ser detectadas com inóculos de 103

UFC/g10. S. aureus é a bactéria mais
freqüentemente isolada de mastite bovina em
todo o mundo16,32 e aproximadamente em
20% das amostras de leite de vacas com
mastite no Brasil23. Considerando que o leite
foi coletado no tanque de recepção e
demonstrou altas contagens, cepas
patogênicas podem disseminar para o
consumidor a partir da fabricação de
derivados do leite, principalmente se este
não sofrer processamento adequado.

Cepas de S. aureus foram encontradas
em 17 (70,8%) das 24 amostras de queijo
Minas Frescal coletadas, obtendo-se 20
isolados. A contagem da bactéria variou de
<1,0 x 101 a 3,4 x 105, com média de 3,8 x
104 UFC/g (Tab. 1). Treze amostras (54,2%)
estavam acima do limite (103 UFC/g)
estabelecido pela legislação vigente no
Brasil11. Na França, um estudo durante o
período de 1988 a 1997 demonstrou que o
leite e derivados foram responsáveis por
59% dos surtos de toxinfecção alimentar e

que o S. aureus foi o patógeno mais
freqüentemente associado a surtos devidos
ao consumo de queijos fabricados a partir
de leite cru ou desconhecido2. No Brasil
estudos demonstram uma porcentagem
maior de contaminação do queijo. Em
Blumenau, SC, 95% das amostras de queijo
continham S. aureus34, em Poços de Caldas,
MG, 50% das amostras, com contagens de
105 UFC/g em média1. Em Cuiabá, MT,
96,7% das amostras de queijo estavam fora
dos padrões microbiológicos nacionais23 e
no Rio de Janeiro, RJ, 77% das amostras
estavam contaminadas e 17,7% delas com
contagens acima do limite estabelecido22.

Dos 77 isolados, 53 (68,8%) foram
resistentes à penicilina, 19 (24,7%) à
tetraciclina, cinco (6,5%) resistentes à
eritromicina, quatro (5,2%) à oxacilina e um
(1,3%) à vancomicina (Tabela 2). Onze
(14,3%) isolados foram susceptíveis a todos
os antibióticos testados. Todos os isolados
foram sensíveis a ciprofloxacina e
gentamicina. Resultado semelhante foi
encontrado em manipuladores no Rio
Grande do Sul onde todos os isolados foram
sensíveis a gentamicina12.

A resistência à penicilina foi a de maior
frequência e foi de 74,2% entre os isolados
obtidos dos manipuladores, 69,2% para os
de leite cru e 68,8% entre os obtidos a partir
do queijo Minas Frescal. Resultados
semelhantes para manipuladores (70,0%)
foram encontrados por Acco et al.12. No
Chile, 100% das cepas isoladas de
manipuladores foram resistentes à penicilina11.
Em Porto Alegre, RS, 94,4% das amostras
obtidas dos manipuladores, 47,3% do leite
cru e 50% do produto final foram resistentes
à penicilina9. Lange et al.35 observaram 43,9%
de S. aureus isolados de leite cru resistentes à
penicilina no Brasil e Calvinho et al (2002)13,
em 47.6% deste produto, na Argentina.

A utilização do antibiograma permitiu
a observação de 18 (23,4%) dos isolados,
resistentes a mais de um antibiótico.
Atualmente grande importância tem sido
dada à multi-resistência antibiótica das
bactérias, por sua correlação com virulência
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como os S. aureus meticilina-resistentes
(MRSA)30. Neste estudo, quatro (5,2%)
isolados (três dos manipuladores e um de
queijo) apresentaram padrão de MRSA. A
disseminação de microrganismos resistentes,
entre eles MRSA por alimentos e/ou
manipuladores de alimentos deve ser
considerada preocupante e evitada na cadeia
de produção.

De acordo com os padrões de
susceptibilidade originados pelo antibiograma,
foi possível classificar os 77 isolados em doze
perfis diferentes (A – L), como mostrado
na tabela 3. Os S. aureus isolados de
manipuladores foram classificados em nove
diferentes perfis (A, B, C, D, F, I ,J, K e L),
enquanto o leite cru em oito perfis (A, B, C,
D, E, F, H e I) e os isolados de queijo em
oito perfis diferentes (A, B, C, D, E, F, G, e
J), sugerindo diferentes origens de
contaminação do produto final. De acordo
com a tabela 3, houve predominância de
isolados com fenótipos A, B, C e D. Ainda
na tabela 3, verifica-se que das 20 cepas de
S. aureus obtidas a partir do queijo, cinco
(25%) possuem o fenótipo C.

Nossos resultados mostraram cepas
indistinguíveis pelo antibiograma, colonizando
manipuladores, leite e queijo, não permitindo
a identificação da fonte destas bactérias para
o produto final. Somente as amostras 3Q
(perfil E) e 2Q (perfil J) apresentaram perfis
correspondentes a somente uma das fontes
prováveis, leite (13L, 14L’) e manipulador
(16M1), respectivamente.

Nos últimos anos, vários métodos de
tipagem bacteriana têm sido usados para
comparar cepas e identificar mecanismos de
transmissão e fontes de contaminação para
várias bactérias patogênicas24. Entre esses
métodos, o antibiograma tem sido usado
por ser de fácil execução, acessível, permitir
controle de qualidade rigoroso e de baixo
custo25. Além disso permite o conhecimento
acerca da resistência microbiana das bactérias
testadas. Entretanto, o antibiograma apresenta
limitações, como baixa sensibilidade, o que
pode levar à determinação de pontos de
controle inadequados ou identificação
equivocada de fontes de contaminação9,14.

O elevado percentual de amostras de
queijo Minas Frescal apresentando S. aureus,
inclusive com contagens superiores à permitida
pela legislação brasileira é bastante preocupante,
pelo risco potencial de produção de enterotoxinas
e conseqüente intoxicação alimentar. Além disso,
cepas de S. aureus resistentes a antimicrobianos
estão presentes em todas as fontes testadas e
portanto, comprometendo a segurança da cadeia
de produção do queijo, representando risco ao
consumidor, inclusive com detecção de MRSA.
Apesar de não ter sido eficiente em proceder a
tipagem das cepas isoladas, o antibiograma
forneceu informações importantes quanto à
susceptibilidade das cepas e quanto ao perigo
potencial de disseminação de cepas resistentes.
Mais uma vez evidenciam-se falhas na produção
deste alimento que continua sendo ainda um
produto de baixa qualidade microbiológica,
prejudicando a indústria nacional.

Antibiogram as Instrument of Phenotypic Typing of Staphylococcus
aureus Isolated from Personnel, Raw Milk and Minas Frescal Cheese in a
Dairy Plant of Goiás, Brazil

Abstract

During a year (March/2004 to February/2005) 140 samples of  raw
milk, dairy staff, and Minas Frescal cheese were analyzed for the presence
of S. aureus in a dairy plant in Goiás, Brazil. Strains were isolated from
75% of the personnel investigated resulting in 31 (33.7%) isolates
from 92 collected samples (46 from hands and 46 from nasopharynx).
The 24 raw milk samples resulted in 18 (75.0%) positive samples and
26 isolates, with mean number: 1.1 x 105 CFU/ml. Among 24 cheese
samples 17 (70.8%) were positive resulting in 20 isolates, with mean

Key-words:
Cheese.
Personnel.
Antibiotic
susceptibility.
Staphylococcus
aureus.
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number: 3.8 x 104 CFU/g. Thirteen samples (54.2%) were above the
limit established by the brazilian legislation (103 CFU/g). The
differentiation of strains was performed by antimicrobial susceptibility
test. All isolates were susceptible to ciprofloxacin and gentamicin.
Resistance was observed in five (6.5%) isolates for erythromycin, 19
(24.7%) for tetracycline, one (1.3%) for vancomycin, four (5.2%) for
oxacillin and 53 (68.8%) isolates for penicillin. Eleven isolates (14.3%)
were susceptible to all antibiotics tested and 18 (23.4%) were resistant
to more than one antibiotic. The antibiotic susceptibility allowed the
discrimination of isolates in 12 different profiles (A-L), but the
phenotypic typing failed to determine the source of bacteria for the
cheese.
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