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AVALIACAO DA QUALIDADE DE LEITE PASTEURIZADO COM IN SPECAO
ESTADUAL PELA PESQUISA DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE P OSITIVA,
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E FORMACAO DE BIOFILME

RESUMO: O leite € uma fonte alternativa de proteinas acessiveis a populacdo de
baixa renda, que geralmente é carente em proteina de origem animal, comprovando
a importancia socioecondémica deste alimento. Em saude publica, em particular na
area de vigilancia sanitaria de alimentos, o Staphylococcus aureus, o principal dos
estafilococos coagulase positiva, € considerado um dos mais frequentes causadores
de surtos de doencas transmitidas por alimentos. O leite e derivados estéo entre os
alimentos mais envolvidos nos surtos identificados e estudados. Objetivou-se com
este estudo avaliar a qualidade de leite pasteurizado com inspec¢éo estadual pela
pesquisa de estafilococos coagulase positiva, sua resisténcia antimicrobiana e a
capacidade de formar biofilme. O estudo foi realizado em Alagoas e foram colhidos
75L de leite pasteurizado, de cinco usinas de beneficiamento e de trés lotes
diferentes, nos municipios Maceid, Coruripe, Capela, Cha Preta e Quebrangulo.
Realizou-se a pesquisa de estafilococos coagulase positiva (ECP) utilizando o meio
Agar Baird-Parker, plasma de coelho e caldo infusdo de cérebro-coracdo. Os ECP
foram submetidos ao antibiograma por meio da inoculacédo em Caldo Mueller Hinton
e aplicados os discos com as drogas: gentamicina (5ug), amoxicilina (10mcg),
polimixina (300mg), eritromicina (10ug), penicilina (10ug), ampicilina (10uQ),
tetraciclina (30ug), sulfazotrim (25ug) e cefalexina (30ug). Realizou-se também a
caracterizacdo fenotipica dos ECP pelo método de aderéncia em placa de ELISA
para formacao de biofilme. Das 75 amostras, foram identificadas 4(5,3%) amostras
com ECP. A contagem variou de 1,2x10* a 2,6x10° UFC/mL™. Os ECP isolados
apresentaram 100% sensibilidade a todos os antimicrobianos testados e nenhum foi
formador de biofilme. A qualidade do leite pasteurizado com inspecao estadual do
estudo com relacdo a presenca de estafilococos coagulase positiva estd inadequada
para o consumo. A sensibilidade dos ECP a todos antimicrobianos e a ndo formacao
de biofilme diminui o risco que esses microrganismos poderiam ocasionar a saude
publica.

Palavras Chave: Alimento; Doenca, Microrganismo



QUALITY EVALUATION OF PASTEURIZED MILK WITH STATE | NSPECTION BY
STAPHYLOCOCCUS POSITIVE COAGULASE, ANTIMICROBIAL RESISTANCE
AND BIOFILM

ABSTRACT: Milk is an alternative source of proteins accessible to the low income
population, which is generally lacking in animal protein, proving the socioeconomic
importance of this food. In public health, particularly in the area of sanitary food
surveillance, Staphylococcus aureus, the main staphylococci of positive coagulase, is
considered one of the most frequent cause of outbreaks of foodborne diseases. Milk
and milk products are among the foods most involved in the outbreaks identified and
studied. The objective of this study was to evaluate the quality of pasteurized milk
with state inspection by the positive coagulase staphylococci, its antimicrobial
resistance and the ability to form biofilm. The study was carried out in Alagoas and
75L of pasteurized milk were collected from five processing plants and three different
lots in the municipalities of Macei6, Coruripe, Capela, Cha Preta and Quebrangulo.
Positive coagulase staphylococci (PCS) was performed using Baird-Parker Agar
medium, rabbit plasma and brain-heart infusion broth. The PCS were submitted to
the antibiogram by means of inoculation in Miller Hinton broth and the discs were
applied with the drugs: gentamicin (5pg), amoxicillin (10mcg), polymyxin (300mg),
erythromycin (10ug), penicillin  (10ug), ampicillin  (10upg), tetracycline (30ug),
sulfazotrim (25ug) and cephalexin (30ug). The phenotypic characterization of PCS
was also performed by the ELISA plate adhesion method for biofilm formation. Of the
75 samples, 4 (5.3%) samples were identified with PCS. The count ranged from
1,2x104 a 2,6x105CFU/mL-. Isolated PCS showed 100% sensitivity to all
antimicrobials tested and none were biofilm forming. The quality of pasteurized milk
with state inspection of the study in relation to the presence of coagulase positive
staphylococci is inadequate for consumption. The sensitivity of PCS to all
antimicrobials and non-biofilm formation reduces the risk that these microorganisms
could cause to public health.

Keywords : Disease; Food; Microorganism



LISTA DE ABREVIATURAS

BHI — (Brain Heart Infusion)

ECP — Estafilococos coagulase positiva

ELISA — (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
IN — Instrucdo Normativa

ISO - International Organization for Standardization
MH - Mueller Hinton

OD - Densidade optica

OIE - Organizacdo Mundial de Saude Animal
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PBS — Tampéao fosfato com salina

RDC — Resolucéo da Diretoria Colegiada

TSB — Caldo Tripticase Soja

UFC - Unidade Formadora de Colonia
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1. INTRODUCAO

A producéo de leite cru em 2016 foi de 33.624.653.000 litros no Brasil e
337.974.000 litros em Alagoas (IBGE, 2017).

Em 2011 o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento publicou
a Instrucdo Normativa (IN) 62 que aprova o Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Leite Pasteurizado para atualizar a IN 51, publicada em 2002, e
continuar o programa de melhoria da qualidade do leite no pais (BRASIL, 2011).

O leite € uma fonte alternativa de proteinas acessiveis a populacédo de
baixa renda, que geralmente é carente em proteina de origem animal, comprovando
a importancia socioecondmica deste alimento (BORTOLI et al., 2005).

O processo da pasteurizacao reduz, significativamente, as contagens de
microrganismos do leite, sendo imprescindivel para o produto destinado ao
consumo, pois garante a qualidade do mesmo e a saude do consumidor (MATA,
2012).

No entanto, diversos estudos demonstram que o leite pasteurizado pode
se apresentar em desacordo com os padrbes exigidos pela legislacdo vigente
comprometendo a qualidade e colocando em risco a saude do consumidor (SILVA et
al., 2008, NASCENTES e ARAUJO, 2012; OLIVEIRA e SANTOS, 2012).

As bactérias do género Staphylococcus séo habitantes usuais da pele,
das membranas mucosas, do trato respiratério superior e do intestino do homem,
destacando-se entre elas S. aureus, o de maior patogenicidade, responsavel por
consideravel proporcédo de infeccbes humanas, notadamente no ambito hospitalar
(GERMANO; GERMANO, 2008; VELAZQUEZ-GUADARRAMA et al., 2013).

Em saude publica, em particular na area de vigilancia sanitaria de
alimentos, S. aureus é considerado um dos mais frequentes causadores de surtos
de doencas transmitidas por alimento, devido ao importante papel desempenhado
pelos manipuladores durante as diferentes etapas de processamento dos alimentos
somado aos riscos de contaminacdo das matérias-primas desde sua origem e as

temperaturas abusivas de conservacgao pos-coccdo (GERMANO; GERMANO, 2008).
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No caso das intoxicagOes alimentares causadas pela ingestdo de toxinas
pré-formadas produzidas por cepas de Staphylococcus, o leite e derivados estédo
entre os alimentos mais envolvidos nos surtos identificados e estudados
(CENCIGOGA et al., 2003; FUEYO et al., 2005).

Trés espécies de ECP, S. aureus, S. hyicus e S. intermedius ja estiveram
envolvidas em varios surtos de intoxicacdo alimentar e sdo capazes de produzir
enterotoxinas e coagulase (GANDRA et al., 2016).

Para verificar se o alimento em questdo é uma fonte potencial de
estafilococos coagulase positiva ou indicar contaminagdo pds processo € realizada a
sua contagem em alimentos (SILVA et al., 2007).

A disseminacdo do uso de antimicrobianos fez com que as bactérias
também desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o
consequente aparecimento de resisténcia. O fenbmeno da resisténcia bacteriana a
diversos antimicrobianos impde sérias limitacbes as opcdes para o tratamento de
infeccbes bacterianas, representando uma ameaca para a saude publica (GOLL;
FARIA, 2014).

Enquanto que os antimicrobianos sdo essenciais para curar algumas
infeccbes, o0 seu uso indevido ocorre, de forma significativa, em grande parte do
mundo geralmente sob a forma do uso abusivo e desnecessario, o0 que aumenta a
pressao seletiva sobre as bactérias para que desenvolvam resisténcia (OMS, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude Animal - OIE publicou diretrizes para o
desenvolvimento de programas de monitoramento e vigilancia em resisténcia
antimicrobiana e o desenvolvimento de programas nacionais de monitoramento e
vigilancia da resisténcia antimicrobiana, harmonizagédo dos programas nacionais de
vigilancia e monitoramento ja existentes em animais e em produtos de origem animal

destinados ao consumo humano (OIE, 2008).

O género Staphylococcus sp. € reconhecido como a causa mais frequente
de infeccbes associadas ao biofilme (OTTO, 2008). Ao ser introduzido no
processamento de alimentos, S. aureus pode persistir em biofilmes por longos
periodos de tempo e pode ser transferido de um ponto para outro e causar
contaminacgdes (SHALE et al., 2005).
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Objetivou-se com este estudo avaliar a qualidade de leite pasteurizado
com inspecao estadual pela pesquisa de estafilococos coagulase positiva, sua

resisténcia antimicrobiana e a capacidade de formar biofilme.

2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade do leite pasteurizado com inspecédo estadual pela pesquisa
estafilococos coagulase positiva (ECP), a sua resisténcia antimicrobiana e a

formacao de biofilme

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Quantificar os microrganismos ECP no leite beneficiado sob inspec¢éo estadual.
* Avaliar a resisténcia aos antimicrobianos dos ECP das amostras.

* Analisar a capacidade de formacgéao de biofilme dos ECP.

3. ESTADO DA ARTE
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3.1. LEITE

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da
ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas (BRASIL, 2017).

O leite € 0 mais nobre dos produtos de origem animal, por ser fonte de
carboidratos, vitaminas, sais minerais e proteinas, essenciais na dieta humana, bem
como seus derivados que, igualmente, se constituem em iguarias de elevado valor
nutricional e fonte de renda para os diferentes segmentos da cadeia produtiva do
leite (RIBEIRO, 2008; ZOCCAL, 2009).

Por outro lado, a abundancia de carboidratos, proteinas e lipideos em
associacdo com o pH neutro do leite bovino permite o desenvolvimento de uma
comunidade microbiana que pode ser altamente variavel (ALI; ABDELGADIR, 2011).

Durante o processamento do leite é realizada a pasteurizacdo com o
objetivo de evitar perigos a saude publica decorrentes de microrganismos
patogénicos eventualmente presentes e que promove minimas modificacdes
quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais (BRASIL, 2017).

A pasteurizacdo promove 0 aumento da vida util dos alimentos durante
varios dias ou meses. A temperatura e o tempo de duracao utilizados dependem da
carga de contaminagao do produto e das condi¢cbes de transferéncia de calor. Pode
ser realizada a pasteurizacdo lenta — LTLT (62-65 °C / 30 min) e a pasteurizacao
rapida — HTST (72-75 °C / 15-20 s) (SUCUPIRA; XEREZ; SOUZA, 2012).

3.2. ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA

Os microrganismos do género Staphylococcus apresentam um
diversificado arsenal de fatores de patogenicidade. Destaca-se dentre eles, a
estafilocoagulase, uma proteina que possui agdo enzimética e reage com a

protrombina, formando um complexo denominado estafilotrombina que converte o
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fibrinogénio em fibrina e coagula o plasma. Esta enzima é um indicador de viruléncia
e marcador fenotipico para a diferenciacdo destas espécies (COSTA et al., 2011).

Sete espécies de ECP foram identificadas: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus schleiferi  subsp. coagulans,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus lutrae, Staphylococcus delphini e
Staphylococcus pseudintermedius (FRENEY et al, 1999).

Os estafilococos sao facilmente eliminados por tratamentos térmicos,
como a pasteurizagdo, mas suas enterotoxinas termoestaveis permanecem ativas
nos alimentos, o que representa um risco potencial para a saude do consumidor e
um problema para a saude publica. Essas enterotoxinas Sao responsaveis por
quadros de intoxicagdo alimentar estafilococica no homem, caracterizados por
nausea, vomito, diarréia, dor de cabeca, colica abdominal, céibra muscular, queda
de pressdo sanguinea e prostracdo. Em casos graves, o individuo pode necessitar
de cuidados médicos; criancas e idosos podem chegar ao o6bito (RAPINI et al.,
2005).

Estas toxinas sdo proteinas hidrossolUveis e termoresistentes, mantendo
a sua atividade mesmo ap0s a pasteurizacdo. A destruicdo da enterotoxina obtém-se
pelo tratamento a 100°C durante pelo menos 30 minutos (FRANCO; LANGRAF,
2003).

Dentre 0s microrganismos patogénicos destaca-se a bactéria
Staphylococcus aureus, que S&80 cocos gram-positivos pertencente a familia
Micrococcaceae, imoveis e apresentam-se frequentemente agrupados em cacho de
uva (FRANCO; LANGRAF, 2003).

Usualmente é identificado apenas o grupo ECP, uma vez que a maioria
das estirpes enterotoxigénicas de S. aureus produzem a enzima coagulase
(DESMARCHELIER et al, 1999). A enumeracdo de ECP ¢é reconhecida
internacionalmente como um padrédo microbiolégico de seguranca de alimentos e
importante indicador das condi¢cdes higiénico-sanitarias da sua producdo e
conservacao (RESTA,; OLIVEIRA, 2013).

O método de eleigdo para enumeracao dos estafilococos em alimentos é
o método de contagem em placas utilizando o agar Baird - Parker. Este agar
combina o telurito de potéassio (0,01%), glicina (1,2%) e cloreto de litio (0,5%) como
agentes seletivos e, a reducado do telurito de potassio e a hidrolise da gema de ovo

como caracteristicas diferenciais das colonias tipicas e atipicas de estafilococos.
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Desta forma, as coldnias tipicas sdo aquelas negras, brilhantes, delimitadas e com
dois halos, sendo associada estas caracteristicas a capacidade do microrganismo
em produzir a enzima coagulase, e consequentemente ser um potencial produtor de
enterotoxina (SANTANA et al., 2006; SILVA et al., 2007).

A coagulase produzida por certos cocos gram-positivos, inclusive S.
aureus em forma ligada (aderida a parede celular bacteriana) ou como enzima livre,
converte fibrinogénio em fibrina insollvel na presenca de plasma, resultando em
coagulacdo. Com este principio é realizado o teste em tubo com suspenséo
bacteriana adicionada a plasma de coelho diluido e incubacéo a 37°C. A coagulase
livre faz com que o plasma coagule, formando um gel, habitualmente dentro de 4 h
(ZURITA et al., 2010).

3.3. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia de S. aureus aos antimicrobianos tem sido desenvolvida por
mutacdes em seus genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras
bactérias da mesma espécie (ou até de outras). Geralmente, a resisténcia que
ocorre por mutacao gera uma alteracéo no sitio de acéo, enquanto a resisténcia por
aquisicao de genes frequentemente envolve a inativacado ou a destruicdo da droga,
sendo transmitida por plasmideos e transposons (SANTOS et al., 2007).

O monitoramento da resisténcia € importante, pois 0 uso incorreto e
indiscriminado de antimicrobianos € um dos principais fatores que influenciam no
incremento das taxas de resisténcia. Tal conduta minimiza falhas terapéuticas e os
riscos de desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, problemas bastante
atuais nos campos da saude humana e animal (COSTA et al., 2013).

A caracteristica da resisténcia a determinado antimicrobiano pode se
estender a outros, por isso torna-se importante estudar a susceptibilidade de
estirpes a diversos antimicrobianos. A técnica de difusdo em disco € a mais utilizada
por ser de facil execucdo e obtencdo de resultados relativamente rapidos. A leitura é
realizada medindo-se os diametros dos halos de inibicdo formados ao redor dos
discos e a interpretacao € feita de acordo com a tabela de halos padronizada pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
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Peixoto et al. (2015) observaram a acgéo insatisfatoria de desinfetantes
sobre biofilme consolidado de Staphylococcus spp., especialmente frente ECP,
ressaltando a importancia do estabelecimento de programas sanitarios a fim de
prevenir a formacdo de biofiimes e a diminuicdo das fontes de contaminacdo da

glandula mamaria nos diferentes sistemas de producéo leiteira.

3.4. CARACTERIZACAO FENOTIPICA PARA FORMACAO DE
BIOFILME

O biofilme € uma estrutura comunitaria de células bacterianas protegida
por uma matriz polissacaridica ou proteica, auto-fabricada pelas cepas e aderente
tanto a superficies inertes como as vivas. As bactérias se comunicam dentro desta
estrutura por meio da elaboracdo e do reconhecimento de pequenas moléculas
(SAGINUR et al., 2006).

O biofilme auxilia na fixacdo do S. aureus no Ubere da vaca, agravando o
desenvolvimento da mastite (FRANCO e LANGRAF, 2003). Um dos efeitos
prejudiciais de biofilmes € que eles podem provocar, biocorrosdo em superficies
metalicas e contaminacao de alimentos industrializados (BRYERS, 2000).

Os biofilmes estdo envolvidos em uma multiplicidade de infeccdes
diferentes e muitas vezes contribuem significativamente para as dificuldades
encontradas no tratamento. O desenvolvimento de farmacos anti-biofilme visa
combinar esses medicamentos com antimicrobianos convencionais, restaurando
assim a eficacia que estes mostram para bactérias em um estado nado biofilme
(OTTO, 2008).

O método de detecc¢édo de biofilme na placa de poliestireno foi considerado
o0 padrdo de ouro mais recomendado para a producdo de analises de rotina de
biofilme em estirpes de S. aureus isolado a partir de leite (PENA; UFFO, 2013).

Stepanovic et al. (2000) notaram que o teste de Aderéncia em Placas é
um dos métodos utilizados com maior frequéncia para quantificar a formagéo dos
biofilmes produzidos por Staphylococcus spp., além de funcionar como um indicador

de patogenicidade dos microrganismos.
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Milk is an alternative source of proteins accessible to the low income
population, which is generally lacking in animal protein, proving the socioeconomic
importance of this food. In public health, particularly in the area of sanitary food
surveillance, Staphylococcus aureus, the main staphylococci of positive coagulase, is
considered one of the most frequent cause of outbreaks of foodborne diseases. Milk
and milk products are among the foods most involved in the outbreaks identified and
studied. The objective of this study was to evaluate the quality of pasteurized milk
with state inspection by the positive coagulase staphylococci, its antimicrobial
resistance and the ability to form biofilm. The study was carried out in Alagoas and
75L of pasteurized milk were collected from five processing plants and three different
lots in the municipalities of Macei6, Coruripe, Capela, Cha Preta and Quebrangulo.
Positive coagulase staphylococci (PCS) was performed using Baird-Parker Agar
medium, rabbit plasma and brain-heart infusion broth. The PCS were submitted to
the antibiogram by means of inoculation in Miller Hinton broth and the discs were
applied with the drugs: gentamicin (5pg), amoxicillin (10mcg), polymyxin (300mg),
erythromycin (10ug), penicillin (10upg), ampicillin  (10pg), tetracycline (30ug),
sulfazotrim (25ug) and cephalexin (30ug). The phenotypic characterization of PCS
was also performed by the ELISA plate adhesion method for biofilm formation. Of the
75 samples, 4 (5.3%) samples were identified with PCS. The count ranged from
1,2x10* a 2,6x10°CFU/mL™. Isolated PCS showed 100% sensitivity to all
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antimicrobials tested and none were biofilm forming. The quality of pasteurized milk
with state inspection of the study in relation to the presence of coagulase positive
staphylococci is inadequate for consumption. The sensitivity of PCS to all
antimicrobials and non-biofilm formation reduces the risk that these microorganisms
could cause to public health.

INDEX TERMS: food; disease; microrganism

2 Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Rua 17 de Agosto s/n, Centro, Satuba, AL
57120-000, Brasil. Pesquisa de mestrado. *Autor para correspondéncia:
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RESUMO. - O leite € uma fonte alternativa de proteinas acessiveis a populacédo de
baixa renda, que geralmente é carente em proteina de origem animal, comprovando
a importancia socioecondémica deste alimento. Em saude publica, em particular na
area de vigilancia sanitaria de alimentos, o S. aureus, o principal dos estafilococos
coagulase positiva, € considerado um dos mais frequentes causadores de surtos de
doencas transmitidas por alimentos. O leite e derivados estdo entre os alimentos
mais envolvidos nos surtos identificados e estudados. Objetivou-se com este estudo
avaliar a qualidade de leite pasteurizado com inspecéo estadual pela pesquisa de
estafilococos coagulase positiva, sua resisténcia antimicrobiana e a capacidade de
formar biofilme. O estudo foi realizado em Alagoas e foram colhidos 75L de leite
pasteurizado, de trés estabelecimentos e de trés lotes diferentes, nos municipios
Macei6, Coruripe, Capela, Cha Preta e Quebrangulo. Realizou-se a pesquisa de
estafilococos coagulase positiva (ECP) utilizando o meio Agar Baird-Parker e BHI.

Das 75 amostras, foram identificadas 4(5,3%) amostras com ECP. A contagem
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variou de 1,2x10* a 2,6x10° UFC/mL™. Os ECP foram submetidos ao antibiograma
por meio da inoculagdo em Caldo Mueller Hinton e aplicados os discos com as
drogas: gentamicina (5upg), amoxicilina (10mcg), polimixina (300mg), eritromicina
(10pg), penicilina (10ug), ampicilina (10 pg), tetraciclina (30ug), sulfazotrim (25uQg) e
cefalexina (30ug). Realizou-se também a caracterizacdo fenotipica dos ECP pelo
método de aderéncia em placa de ELISA para formagcdo de biofiime. Os
estafilococos coagulase positiva isolados apresentaram 100% sensibilidade a todos
0s antimicrobianos testados e nenhum foi formador de biofilme. A qualidade do leite
pasteurizado com inspecdo estadual do estudo com relacdo a presenca de
estafilococos coagulase positiva ndo é adequada para o consumo. A sensibilidade
dos estafilococos a todos antimicrobianos e a nao formacao de biofilme diminui o

riSCo que esses microrganismos poderiam ocasionar a saude publica.

TERMOS DE INDEXACAO: alimento; doenca, microrganismo

INTRODUCAO

Durante o processamento do leite € realizada a pasteurizagdo com o
objetivo de eliminar os microrganismos patogénicos que possam contamina-lo
tornando-o0 um produto indbcuo ao consumo humano e diminuir sua carga bacteriana
a limites aceitaveis, de acordo com normatizacao especifica (Brasil 2017).

Apesar de a legislagao brasileira ndo exigir para o leite a enumeracéo de
estafilococos coagulase positiva (ECP), sua pesquisa € reconhecida
internacionalmente como um padrdo microbiolégico de seguranca de alimentos e
importante indicador das condicdes higiénico-sanitarias da sua producdo e
conservacgao (Resta e Oliveira 2013).

Entre as espécies coagulase positiva, destaca-se a bactéria patogénica
Staphylococcus aureus, que S&80 cocos gram-positivos pertencente a familia
Micrococcaceae, iméveis e apresentam-se frequentemente agrupados em cacho de
uva (Sabioni et al.1988; Cerqueira 1994, Camara 2001; Franco e Langraf 2003; Jay
2005).
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Usualmente é identificado apenas o grupo estafilococos coagulase
positiva, uma vez que a maioria das estirpes enterotoxigénicas de S. aureus
produzem a enzima coagulase (Desmarchelier et al. 1999). Por isso tem por objetivo
substituir a determinacao de Staphylococcus aureus (Brasil 2001).

O método de eleicdo para enumeracao dos estafilococos em alimentos é
0o método de contagem em placas utilizando o &gar Baird - Parker. Este agar
combina o telurito de potassio (0,01%), glicina (1,2%) e cloreto de litio (0,5%) como
agentes seletivos e, a reducéo do telurito de potassio e a hidrolise da gema de ovo
como caracteristicas diferenciais das colbnias tipicas e atipicas de estafilococos.
Desta forma, as coldnias tipicas sdo aquelas negras, brilhantes, delimitadas e com
dois halos, sendo associada estas caracteristicas a capacidade do microrganismo
em produzir a enzima coagulase, e consequentemente ser um potencial produtor de
enterotoxina (Santana et al. 2006, Silva et al. 2007).

Os mecanismos de aquisicao de resisténcia podem ser classificados em
dois grupos: mutagcdo em genes presentes no cromossomo bacteriano ou aquisicao
de genes de resisténcia de outros microrganismos, através dos processos de
transducéo, transformacao ou conjugacéo (Ito et al., 2003).

Objetivou-se com este trabalho avaliar qualidade de leite pasteurizado
com inspecdo estadual pela pesquisa de estafilococos coagulase positiva, sua

resisténcia antimicrobiana e a capacidade de formar biofilme.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo. O estudo foi realizado na regido Nordeste do Brasil, no
estado de Alagoas. Foram colhidas amostras em usinas de beneficiamento
localizadas em Maceid, Coruripe, Capela, Cha Preta e Quebrangulo, no periodo de
outubro de 2016 a maio de 2017.

Amostragem. Em Alagoas ha oito usinas de beneficiamento produtores
de leite pasteurizado com inspecéo estadual. Em trés destes estabelecimentos nao
foi possivel realizar as colheitas devido a suspenséao da producdo ocasionada por
longo periodo de seca na regido. Foram coletados 15 litros de leite pasteurizado em
cada um dos 5 estabelecimentos, divididos em trés lotes de 5L, com intervalo de no

maximo 21 dias entre coletas, totalizando 75 amostras [(5+5+5)x5]. As amostras
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foram colhidas no setor de expedicdo de cada estabelecimento, no dia de sua
producao.

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas para o0
Laboratério de Inspecdo de Alimentos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e analisadas em no maximo 24h apds serem processadas nos
estabelecimentos.

Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva. A metodologia
utilizada para a pesquisa de SCP foi a preconizada pela ISO 6888-2 (1999) por meio
do método horizontal de estafilococos coagulase positiva.

Avaliacao da resisténcia antimicrobiana.  Os quatro ECP isolados foram
submetidos ao antibiograma por meio da inoculacdo em Caldo Mueller Hinton
seguindo a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(2012). Logo apds, foram aplicados os discos impregnados com 0s seguintes
antimicrobianas: gentamicina (5ug), amoxicilina (10mcg), polimixina (300mg),
eritromicina (10ug), penicilina (10pg), ampicilina (10 pg), tetraciclina (30uQ),
sulfazotrim (25ug) e cefalexina (30ug). As amostras foram classificadas, de acordo
com a susceptilidade, em resistentes, sensiveis e de sensibilidade intermediaria.

Caracterizacao fenotipica de Staphylococcus spp. pa  ra a capacidade
de formar biofilme . A avaliacdo fenotipica de producdo de biofilme foi avaliada de
acordo com o procedimento descrito por Stepanovic et al. (2000). Foi realizada a

leitura a 620nm em um equipamento de ELISA.

RESULTADOS
Das 75 amostras de leite analisadas, foram identificadas 4(5,3%)
amostras com estafilococos coagulase positiva, de trés estabelecimentos e lotes
diferentes. Observou-se que apenas dois estabelecimentos apresentaram todas as

15 amostras negativas para ECP (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia de amostras positivas e contagem de ECP (UFC/mL™) por
lote e estabelecimento.
Usina de Beneficiamento Lote 1 Lote 2 Lote 3

A <100 <100 <100
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B <100 <100 1/5 (20%)
1,6x105
c 1/5 (20%) 1/5 (20%) <100
1,9x105 2,6x105
1/5 (20%) <100
D <100
1,2x10*
E <100 <100 <100

Os quatro estafilococos coagulase positiva isolados apresentaram 100%
sensibilidade a todos os antimicrobianos testados.

Na caracterizacao fenotipica todos ECP apresentaram a densidade Optica
maior ou igual ao controle negativo no leitor de ELISA. Portanto, nenhum isolado foi

formador de biofilme.

DISCUSSAO

Os estafilococos coagulase positiva encontrados nas amostras indicam
falhas do binbmio tempo/temperatura durante a pasteurizacao industrial; matéria-
prima excessivamente contaminada, sanificacdo deficiente das linhas de producéo,
transporte e armazenamento em temperaturas inadequadas, e/ou contaminacao
pés-pasteurizacdo (Oliveira 2005).

O leite cru obtido de animais com infeccao estafilocécica nas glandulas
mamarias (mastite) tem sido considerado a principal fonte de cepas S. aureus,
podendo contaminar excessivamente a matéria-prima. Mota et al (2012) isolaram de
1080 amostras de leite bovino bactérias do género Staphylococcus em 291(39,3%),
sendo destes isolados 37(12,7%) como ECP.

A presenca de ECP é preocupante considerando que o leite j& havia
passado por tratamento térmico e estava pronto para o consumo. Estima-se ser
necessario a ingestdo de 10° UFC de Staphylococcus spp. por grama ou mililitro de

alimento para provocar sinais de toxi-infecgcao (Cardoso 1985; Bergdoll 1989;
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Gandra et al. 2016). Neste estudo entre as 4 amostras positivas, 3 estavam acima
deste valor.

A RDC n® 12, de 2 de janeiro de 2001, da ANVISA, estabelece os padrdes
microbiolégicos para os alimentos e exige para alimentos em geral que o limite
permitido para ECP seja de 10°UFC/mL™. Porém, para o leite ndo ha esta exigéncia,
0 que poderia ser reavaliado considerando que mesmo no produto pronto para
consumo é encontrado o microrganismo.

E importante ressaltar também que a auséncia de células viaveis de
Staphylococcus spp. no momento da andlise de amostras ndo assegura que O
produto esteja livre de enterotoxinas estafilococicas, devido a sua termoestabilidade.
Entretanto, a detec¢do de enterotoxinas diretamente nos alimentos é dificil de ser
utilizada na rotina laboratorial devido ao seu alto custo (Resta e Oliveira 2013).

No Brasil, conforme Ataide et al. (2008), a média das contagens de
Staphylococcus coagulase positiva no leite cru foi 3,9x10* UFC/mL™, valor menor
gue o encontrado nesta pesquisa com leite pasteurizado.

Estudos demonstram que trés espécies de ECP, S. aureus, S. hyicus e S.
intermedius ja estiveram envolvidas em varios surtos de intoxicacdo alimentar e séo
capazes de produzir enterotoxinas e coagulase (Gandra et al. 2016). Segundo de
Freitas Guimardes et al. (2013), as espécies de ECP com maior potencial
enterotoxigénico foram S. aureus (32,2%) e S. hyicus (47,4%).

Como agravante, o consumidor desse leite pasteurizado com inspecao
estadual €, em sua maioria, a populacdo carente, abrangida pelo programa de
governo do estado, que tem menos recursos para cuidar da saude.

Todos os isolados de ECP foram sensiveis a todos os antimicrobianos,
permitindo o tratamento eficaz com qualquer uma dessas drogas que fosse utilizada
em caso de infecgdo estafilocdcica.

Resultados diferentes foram encontrados por Medeiros et al. (2009), que
encontraram 35% dos ECP sensiveis a todos os antimicrobianos. Costa et al. (2013)
observaram que apenas 4,54% dos isolados testados, distribuidos entre oito
rebanhos, foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Em outra pesquisa,
a resisténcia dos ECP a penicilina G foi de 36,0%; a ampicilina de 34,0% e a

oxacilina de 16,7% (De Freitas Guimardes 2015).
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Com relacéo a viruléncia, nenhum ECP apresentou capacidade de formar
biofilme. Em contrapartida, Peixoto et al. (2015) caracterizaram todos os isolados de
ECP em leite como produtores de biofilme, classificados fortes formadores de
biofilme, uma vez que, apresentaram DO acima de no minimo quatro vezes a DO do
seu respectivo controle. Corroborando com os 98% (96/98) dos isolados de S.
aureus produtores de biofilmes com o método Agar Vermelho Congo encontrados
por Pena e Uffo (2013).

Convém destacar que essas amostras sdo destinadas ao Programa do
Leite no Estado de Alagoas e, portanto, seus fornecedores tém o dever de produzir
alimento seguro e com qualidade, ndo somente pelo valor nutricional, como também
no aspecto de higiene. Este fato € de particular importancia, pois o publico-alvo
deste programa € bastante susceptivel a enfermidades transmitidas por alimentos
(Silva et al. 2008).

A realizacdo de andlises, incluindo a enumeracdo de estafilococos
coagulase positiva, antes de o produto processado ir para 0 consumo, pode evitar
riscos a saude publica.

E, além das autoridades sanitarias, os produtores rurais, industrias de
beneficiamento e estabelecimentos de comercializacdo de produtos alimenticios, ou
seja, todos os envolvidos na cadeia alimentar, ttm a responsabilidade em fornecer

alimentos seguros a populacao (Giova 1997).

CONCLUSOES
A qualidade do leite pasteurizado com inspecao estadual do estudo com
relacdo a presenca de estafilococos coagulase positiva ndo foi adequada para o
consumo. A sensibilidade dos estafilococos a todos antimicrobianos e a né&o
formacao de biofilme diminui o risco que esses microrganismos poderiam ocasionar

a saude publica.
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