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APRESENTACAO

Com grande entusiasmo apresentamos o primeiro volume da colec¢ao “A Producgao
do Conhecimento nas Ciéncias da Saude”. Um trabalho relevante e solido na area da
saude composto por atividades de pesquisa desenvolvidas em diversas regides do
Brasil.

Tendo em vista a importancia dos estudos a nivel microbiologico, para o avangco
do conhecimento nas ciéncias da saude, reunimos neste volume informacdes
inéditas apresentadas sob forma de trabalhos cientificos que transitam na interface
da importancia da microbiologia a nivel clinico, patolégico, social, ergonémico e
epidemiolégico.

Com enfoque direcionado as analises, avaliagdes, caracterizacao e determinantes
ambientais, parasitologicos e econdmicos, a obra apresenta dados substanciais de
informacgdes que ampliarédo o conhecimento do leitor e que contribuirdo com a formacgao
e possiveis avanc¢os nos estudos correlacionados as tematicas abordadas.

O interesse cada vez maior em conhecer e investigar no ambiente novos focos
parasitarios tem como base transformacdes provocadas por mudancgas econémicas ou
sociais, urbanizacéo crescente, tratamentos e descartes inadequados de antibioticos,
que propiciam aparecimento de novos focos. Assim, dados obtidos em diferentes
locais sobre diferentes condicbes ambientais ou de desenvolvimento microbiano/
parasitario séo relevantes para atualizagdo do conhecimento sobre mecanismos de
acao do agente patologico assim como diagnéstico e tratamento eficaz.

Uma vez que a interdisciplinaridade tem sido palavra chave nas ciéncias da
saude observaremos aqui um fio condutor entre cada capitulo que ampliard nossos
horizontes e fomentara propostas de novos trabalhos cientificos.

Assim, o contetudo de todos os volumes € significante ndo apenas pela teoria
bem fundamentada aliada a resultados promissores, mas também pela capacidade de
professores, académicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir
conhecimento em saude nas condicées ainda inconstantes do contexto brasileiro.
Desejamos que este contexto possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui
presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento em uma area
fundamental do desenvolvimento como a saude.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 20

PERFIL DE SENSIBILIDADE DE Staphylococcus spp.
Enterococcus spp. E Escherichia colilSOLADOS DE
MUCARELA AANTIBIOTICOS DE USO FARMACEUTICO

Juliana dos Santos Loria de Melo
Universidade Federal Fluminense (UFF) —
Faculdade de Veterinaria — Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Niterdi, Rio de Janeiro,
Brasil

Carolina Riscado Pombo
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RESUMO: Muitos microrganismos patogénicos
podem ser veiculados ao homem através
do consumo de leite e seus derivados. O
desenvolvimento de antimicrobianos levou
ao surgimento de diversas drogas com
espectro de acao cada vez mais amplo e a
exposicao desencadeou resisténcia bacteriana,
restringindo as opg¢des terapéuticas dos
processos infecciosos tornando fundamental
a reavaliacbes periddicas no perfil de
susceptibilidade. Das 48 amostras coletadas,
50% apresentaram resultado dentro dos padroes
para coliformes termotolerantes e estafilococos
coagulase positiva e negativos para a presenca
de Enterococcus spp. Os resultados obtidos
de coliformes termotolerantes foram 10,4% e
duas delas foram identificadas a presenca de
Escherichia coli. Os resultados relacionados
com a identificacdo de Enterococcus spp.

A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias da Saude

foram de 22,9% amostras positivas. Nos testes
de sensibilidade das cepas isoladas foram
observados
diferentes em todas as cepas analisadas.

resisténcia a antimicrobianos

Apresenta-se como justificativa deste trabalho a
investigacao de possiveis agentes patogénicos
contaminantes presentes em mucarela a
fim de monitorar a qualidade dos produtos
oferecidos para consumo. Foi possivel também
obter informacbes quanto as condicbes de
armazenamento e distribuicdo para o consumo,
além de tracar um perfil de sensibilidade a
antibioticos de uso farmacéutico e quanto ao
risco a saude da populagao.
PALAVRAS-CHAVE: Perfil de sensibilidade;
mucarela; contaminagéo.

ABSTRACT: Many pathogenic microorganisms
can be transmitted to humans through the
consumption of milk and its derivatives. The
to the
emergence of several drugs with an increasingly

development of antimicrobials led

broad spectrum of action and the exposure
triggered bacterial resistance, restricting the
therapeutic options of the infectious processes
making fundamental to periodic reevaluations
in the Sensitivity profile. Of the 48 samples
collected, 50% presented results within the
standards for thermotolerant coliforms and
coagulase positive staphylococci and negative
for the presence of Enterococcus spp. The
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results obtained from thermotolerant coliforms were 10.4% and two of them were
identified the presence of Escherichia coli. The results related to the identification of
Enterococcus spp. were 22.9% positive samples. In the susceptibility tests of the isolated
strains resistance to different antimicrobials was observed in all strains analyzed. It
is presented as justification of this work the investigation of possible contaminating
pathogens present in mucarela in order to monitor the quality of the products offered for
consumption. It was also possible to obtain information on the conditions of storage and
distribution for consumption, as well as to establish a sensitivity profile for antibiotics for
pharmaceutical use and for the health risk of the population.

KEYWORDS: Sensitivity profile; mugarela; contamination.

11 INTRODUCAO

O queijo € um alimento bastante comum na dieta humana, compondo,
geralmente, a alimentacdo de todas as classes sociais. Dentre as bactérias que
podem se desenvolver em queijos destacam principalmente, os coliformes, indicando
a qualidade do produto através do numero e a presenca destes microrganismos.
Para a fabricacdo industrial do queijo, o leite deve ser pasteurizado com o objetivo
de eliminar os microrganismos patogénicos em atendimento a legislagdo vigente. No
entanto, € observado falhas no processo de obtengcdo da matéria-prima, na fabricagéo,
na conservagao ou na distribuicdo podendo acarretar contaminac&o do produto, com
possibilidade de ocasionar toxinfeccbes de origem alimentar. Queijos em condi¢des
inadequadas para consumo humano podem desencadear graves consequéncias para
a populagao, se tornando um grave problema de saude publica (SILVA et al., 2011).

Do ponto de vista de saude publica, Correia e Roncada (1997) ja descreviam
que a populacdo deve ter ao seu alcance alimentos de boa qualidade, dentro de
padrdes pré-estabelecidos, ndo s6 em valores nutritivos, como, também, quanto
as condi¢des higiénicas, que propiciem seguranca para a saude do consumidor.
Segundo o discriminado no Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbiol6gicos
para Alimentos, a Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 12 de 2 de janeiro de
2001 da ANVISA, as doencas de origem alimentar sdo causadas pela ingestéo de
um alimento contaminado por um agente infeccioso especifico ou pela toxina por ele
produzida, por meio da transmissédo desse agente ou de seu produto téxico (BRASIL,
2001). E para um melhor controle desta contaminacdo, Castro et al (2012) relatam
gue € estabelecido padrées microbioldgicos sanitarios para queijos do tipo mucarela,
considerados de média umidade (36%), determinando limites de tolerancia para
amostras representativas e indicativas.

Entretanto, Franco e Landgraf (2008), além de Franco (2012), relatam que a
contaminagao sera sempre um reflexo das condi¢cdes higiénicas e sanitarias deficientes
ao longo das diversas etapas do processo pelos quais os alimentos passam e tem as
bactérias como os microrganismos de maior atuacéo nos processos de contaminacao
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de alimentos, devido a capacidade de utilizacédo dos diversos substratos, nas diversas
faixas de temperatura, pH e sobrevivéncia em diversas condicbes ambientais. Os
microrganismos que contaminam os alimentos s&o provenientes de diferentes fontes:
solo, agua, plantas, utensilios, animais, manipuladores de alimentos, ar, p0, racao
animal, trato intestinal do homem, superficies, entre outras.

Martins et al (2009) destacam pesquisas envolvendo o perfil de resisténcia a
antibioticos de S. aureus, isolados de portadores humanos, comprovando que 0 uso
indiscriminado desses agentes antimicrobianos representa um problema crescente. O
autor ainda destaca que o potencial patogénico desse microrganismo esté relacionado
com sua grande capacidade de mutacdo para formas mais resistentes frente aos
antibi6ticos mais largamente utilizados.

Dentre os microrganismos pesquisados, o Staphylococcus spp. € uma bactéria
gue habita com frequéncia a nasofaringe do ser humano, a partir da qual pode facilmente
contaminar as maos do homem e penetrar no alimento, causando aintoxicagao alimentar
estafilococica. E uma bactéria que possui a capacidade de produzir enterotoxinas,
que podem causar cefaleia, nauseas, vémitos, dores abdominais, hipotermia e até
alterac6es de pressao sanguinea. A intoxicacéo alimentar causada pela bactéria se
da pela ingestao de alimentos contaminados pela toxina pré-formada. (MARTINS et
al., 2009; VIEIRA, 2003). André et al. (2006) citam que 0 homem e 0s animais sdo 0s
principais reservatorios de S. aureus.

A Escherichia coli € uma importante bactéria indicadora de contaminagdo fecal
nos alimentos, por fazer parte da microbiota normal do intestino dos seres humanos
e dos animais de sangue quente sugerindo condi¢cées higiénicas inadequadas no
preparo e manipulacéo de alimentos. A contaminacao dos alimentos por esta bactéria
pode causar diarreia ou sindromes disentéricas, conforme os patotipos dos agentes
etiolégicos infectantes (FRANCO e LANDGRANF, 2008; FRANCO, 2012).

O Enterococcus spp apresenta grande importancia em seguranca alimentar, uma
vez que pode determinar o aparecimento de aminas biogénicas, dentre elas a histamina
podendo ocasionar intoxicagao alimentar aos consumidores (MANTILLA et al., 2007).
Franco (2012) relata que a identificacdo de Enterococcus spp € significativa também
como indicadora das condicdes higiénicas, particularmente em alimentos refrigerados
ou congelados, pasteurizados, ou submetidos a outros tratamentos capazes de
destruir ou injuriar os indicadores mais sensiveis, caso de coliformes termotolerantes.
Entretanto, os autores citam que este género como indicador de contaminacéo fecal
dos alimentos oferece restricdes, uma vez que, os Enterococos s&o encontrados em
outros “habitats” que n&o o trato gastrointestinal de mamiferos e evidenciam maior
persisténcia e sobrevivéncia no solo, vegetais e alimentos. Sdo mais resistentes a
desidratacao, acao de desinfetantes e as flutuagdes de temperatura, comparativamente
as enterobactérias patogénicas. Apesar das restricoes, sua presenca em numeros
elevados em alimentos indica praticas sanitarias inadequadas ou exposicdo do
alimento as condi¢cdes que permitam a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis
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(FRANCO e LANDGRAF, 2008).

André etal. (2006) destacam que o uso indiscriminado de antibidticos em alimentos,
seja para fins terapéuticos, profilaticamente, ou ainda, incorporados a alimentagcao
como suplemento dietético, facilita a disseminacdo de microrganismos designados
MDR (multidroga resistentes). Relatam que entre os problemas ocasionados por estes
residuos, a selecéo de cepas resistentes, assim como, a possibilidade de transferéncia
de resisténcia entre espécies, através de mecanismos genéticos. Dificultando assim,
o tratamento quando necessario. Sob condi¢des favoraveis, estas bactérias podem
proliferar e constituir risco a Saude Publica podendo algumas produzir enterotoxinas.
A ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas pré-formadas é responséavel pela
intoxicacdo alimentar, dentre elas, a estafilocécica € uma das doencas de origem
alimentar mais comuns em varios paises do mundo.

Martins et al (2010) ainda citam que o surgimento de cepas resistentes aos
antibioticos torna fundamental o desenvolvimento de novas drogas com atividade
antimicrobiana e reavaliagbes periddicas no perfil de susceptibilidade.

O trabalho teve como objetivo a investigacdo de possiveis agentes patogénicos
contaminantes presentes em mucarela a fim de monitorar a qualidade dos produtos
oferecidos para consumo, uma vez que, este € um alimento que pode ser consumido
sem nenhum tratamento térmico ap6s a compra. E além disso, obter informacdes
que permitem avalia-lo quanto as condi¢cdes de processamento, armazenamento e
distribuicdo para o consumo, além de tragar um perfil de sensibilidade a antibi6ticos
de uso farmacéutico e quanto ao risco a saude da populacéo.

2| MATERIAL E METODOS

O objeto do estudo é constituido de amostras de mucarela de forma embalada
no estabelecimento e fatiada na hora adquiridas no comércio formal — supermercados
e padarias dos bairros Jardim Icarai e Icarai no municipio de Niter6i (RJ).

2.1 Obtencao das amostras

Foram visitados nove estabelecimentos comercias (supermercados e padarias)
nos bairros Jardim Icarai e Icarai, da cidade de Niterdi-RJ, e adquiridas 48 amostras de
mucarela de diferentes marcas pela compra direta nos diferentes estabelecimentos —
supermercados e padarias. As amostras foram adquiridas simulando uma situacéao real
de compra pelo consumidor. Dessas amostras, 24 haviam sido previamente embaladas
no estabelecimento e de escolha aleatéria nas goéndolas de exposicdo a venda e 24
amostras adquiridas fatiadas na hora pelo responsavel do setor no estabelecimento de
venda. As amostras foram acondicionadas, apés a compra, nas embalagens fornecidas
pelos estabelecimentos e encaminhadas diretamente ao Laboratério de Controle
Microbiolégico de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
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da Universidade Federal Fluminense-UFF onde foram realizadas as analises.

2.2 Preparo da amostra

O preparo da amostra teve inicio com a pesagem de 25 + 0,2 gramas de amostra,
transferida para 225 mL de solucéo salina peptonada 0,1% e imediatamente procedeu-
se a homogeneizagcdo em Stomacher por 60 segundos.

2.3 Analises Microbioldgicas

As analises foram realizadas através da técnica de semeadura em superficie,
sendo as amostras semeadas em agar EMB (Eosin Methylene Blue) para a pesquisa de
Escherichia coli e agar BP (Baird-Parker) para pesquisa de Estafilococos. As bactérias
crescidas em agar Baird-Parker sugestivas de Staphylococcus spp. e as sugestivas de
Escherichia coliem agar Eosina Azul de Metileno, respectivamente, foram transferidas
para caldo BHI e incubadas a 36°C por 48 horas.

Para a Identificagcdo de Enterococcus ssp. foram semeados 1mL da solug¢do salina
peptonada 0,1% inicial (diluicado 10') em tubo contendo 10mL do meio “Chromocult
Enterococci broth”. A incubacédo ocorreu a 35-37°C durante 24h a 48h até obter-se a
mudanca de colora¢do do tubo para verde azulado.

Os tubos que apresentaram cor verde azulada, indicaram a presenca de
Enterococcus ssp. e a partir deste resultado positivo foi encaminhado para a realiza¢ao
do teste de sensibilidade.

Apbs o crescimento em caldo BHI, foi realizado o teste de coagulase para
pesquisa de S. aureus (Estafilococos coagulase positiva) e as provas bioquimicas
IMViC (Indol, Vermelho de Metila e Citrato de Simmons) para identificacao de E. coli.
Sendo esses testes confirmatorios para o microrganismo pesquisado, seguiu-se para o
teste antimicrobiano pela técnica de difusao em disco, em Agar Mueller-Hinton, com os
seguintes antibiéticos para Staphylococcus spp: Penicilina G, Cloranfenicol, Cefalexina,
Eritromicina, Ampicilina e Rifampicina; para Escherichia coli: Amoxicilina, Polimixina B,
Nitrofurantoina, Ciprofloxacina, Gentamicina e Amicacina e para Enterococcus spp:
Clornfenicol, Nitrofurantoina, Eritromicina, Ciprofloxacina, Ampicilina, Rifampicina e
Vancomicina.

A metodologia de leitura foi realizada medindo os halos de inibicdo formados ao
redor dos discos, medidos com paquimetro ap6s 24h de incubacgéao a 37°C. O teste
de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado segundo a técnica de disco-difusao
em agar, preconizado pelo CLSI (2011).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 48 amostras coletadas, 30 (62,5%) delas apresentaram resultados
negativos para a presenga dos microrganismos pesquisados. Entretanto, dois (4,17%)
apresentaram contagem de Estafilococos coagulase positiva entre 1,1 x 102 e 1,4 x
10® UFC/g e cinco (10,4%) foram identificadas a presenca de E. coli. Os resultados
relacionados com a identificacéo de Enterococcus spp foram de 11 (22,9%) amostras
positivas.

Peixoto et al (2009) relatam que coliformes termotolerantes sdo indicadores de
mas condi¢cbes higiénico-sanitarias dos alimentos e dos locais de preparacéo e/ou
armazenamento, e sdo problemas frequentes na manipulagcao de alimentos preparados
e manipulados.

Os resultados para estafilococos coagulase positivo foram considerados abaixo
dos obtidos por ANDRE et al (2006) que descrevem 13 (54,2%) amostras com
populacdo acima do limite estabelecido pela legislacéo brasileira (10° UFC/g). Os
resultados obtidos no presente trabalho apresentaram melhores que os relatados por
Castro et al (2012), que verificaram para contagem de Staphylococcus spp 91,66%
das amostras apresentaram-se acima de 103 UFC/g.

Com relacédo ao teste de sensibilidade das cepas isoladas foram obtidos
0s seguintes resultados: das cepas de Staphylococcus spp, 50% apresentaram
resisténcia para Rifampicina e Cloranfenicol; das cepas de Escherichia coli, 50%
apresentaram resisténcia para Amoxicilina, e Nitrofurantoina e das cepas de
Enterococcus spp. isoladas, 45,4% apresentaram resisténcia para Rifampicina,
Eritromicina e Cloranfenicol, 27,3% apresentaram resisténcia para Nitrofurantoina.
Este resultado também foi relatado por Furlaneto-Maia et al. (2014) que detectou
isolados de Enterococcus multirresistentes, a partir de amostras de alimentos, sendo
resistente a vancomicina e outros a antibidticos de importancia clinica. Fracalanzza
et al. (2007) e Rizzotti et al (2009) descrevem que, assim como para microrganismos
mais patogénicos, a resisténcia a antimicrobianos associados com os alimentos indica
gue ha forte evidencia epidemiolégica de um link entre 0 uso de antimicrobianos na
medicina humana e na produc¢ao animal com o surgimento, disseminacao e persisténcia
de cepas resistentes em produtos de origem animal. Os resultados sao semelhantes
aos obtidos por Melo (2010) que relata em diversos paises o aparecimento de cepas
de E. coli multirresistentes aos antibioticos e constitui uma séria preocupagéo para a
saude publica, pois dificulta ou mesmo inviabiliza o tratamento de doencas causadas
por estas cepas resistentes. Bandeira et al (2014) obtiveram resultados mais
graves ao descrever a resisténcia de 100% das cepas de Staphylococcus spp. em
alimentos a ampicilina e penicilina G. Os autores ainda relatam que, com relagéo aos
antimicrobianos Amicacina, Cefalexina, Gentamicina e Oxacilina houve resisténcia em
8%, 8%, 13% e 87% das cepas, respectivamente e destacam que a elevada incidéncia
de Staphylococcus spp. resistentes aos antimicrobianos testados € preocupante, pois
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trata-se de bactérias de origem alimentar.

André et al (2006) obtiveram resultados mais sérios, uma vez que, todos os
S. aureus isolados foram susceptiveis a ciprofloxacina e gentamicina. Os autores
descrevem que foi observada resisténcia em 6,5% isolados para eritromicina, 24,7%
para tetraciclina, 1,3% para vancomicina, 5,2% para oxacilina e 68,8% para penicilina.
Foram susceptiveis a todos os antibidticos testados 14,3% dos isolados e 23,4% foram
resistentes a mais de um antibidtico.

41 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram a relevéncia deste estudo a fim de garantir a
seguranca alimentar, uma vez que, a presenca das bactérias como E. coli, estafilococos
coagulase positiva e do género Enterococccus em alimentos de origem animal os
tornam potenciais veiculos desses patdbgenos para o homem.

O Staphylococcus spp. e Escherichia coli sao consideradas bactérias de origem
alimentar de elevada incidéncia e a resisténcia aos antimicrobianos testados &
preocupante tendo como consequéncia um importante risco potencial para a saude
publica podendo dificultar o tratamento de doencas humanas e de animais.

Desta forma, pode ser observado que os estabelecimentos devem investir na
aplicacédo adequada de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Além disso, devem se
preocupar com treinamento dos manipuladores dando atencéo para o preparo e
embalagem dos produtos, uma vez que, dos nove estabelecimentos, apenas quatro
obtiveram resultados satisfatérios das mucarelas adquiridas para analise.
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