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Resumo

O leite e seus derivados sdo alimentos nutritivos susceptiveis ao crescimento de micro-
organismos. Escherichia coli ¢ um micro-organismo encontrado nesses alimentos podendo
causar diversas doencas entéricas. As E. coli diarreiogénicas tém fatores de viruléncia, como
por exemplo, produ¢do de enterotoxina e adesdo, que sdo codificados por diferentes genes.
Além dos fatores de viruléncia, essas bactérias podem também adquirir resisténcia a
antimicrobianos, o que tem se tornado um problema de satude publica: tal fato tem aumentado
devido ao uso inadequado de antimicrobianos na pecudria, principalmente, em relacdo a doses
e tempo de tratamento dos animais. Assim, este trabalho teve como objetivos isolar E. coli em
plantas de processamento de queijo tipo Minas frescal, identificar genes de viruléncia, realizar
o perfil de resisténcia e identificar cepas produtoras de B-Lactamase de Amplo Espectro
(ESBL). Foram realizadas coletas de amostras de matéria prima, ambiente e produto final em
seis laticinios (convencionais e organicos) da regido de Campinas-SP. Foi utilizada a técnica
do Numero Mais Provavel para quantificacdo de coliformes termotolerantes e os tubos
positivos foram inoculados em Agar Eosina Azul de Metileno Levine EBM e Agar
MacConkey, seguidos de testes bioquimicos para identificacdo de E. coli. As cepas
identificadas tiveram seu DNA extraido e foram “pesquisados” os genes de viruléncia eae,
bfpA, bfpB, stxl, stx2, itA, Est, ipaH, aafll, aggR, aatA. O perfil fenotipico de resisténcia a
antibidticos foi realizado pelo método de disco-difusdo em dgar utilizando-se vinte
antimicrobianos. Para a identificacdo de ESBL, o disco de amoxicilina-dcido clavulanico
(beta-lactamico) foi colocado entre um disco de ceftazidima (cefalosporina) e outro de
cefotaxima (cefalosporina) por sobreposi¢do. Nesse estudo pode-se observar que coliformes
presuntivos, termotolerantes e E. coli estavam presentes nas amostras dos laticinios, pois
foram encontrados ao final das coletas 227 amostras, sendo elas: 47 de queijo, 103 de
ambiente, 30 de utensilios, 13 de leite pasteurizado, 19 do leite cru e 15 de codgulo e
salmouras. Houve diferenca entre os resultados obtidos a partir dos diferentes tipos de
laticinios, sendo que nos organicos foi encontrado maior nimero de amostras contendo E.
coli. Em amostras isoladas de queijo foram identificadas cepas resistentes aos antibioticos.
Para reduzir a contamina¢do microbiol6gica neste tipo de alimento é importante uma
conscientizacdo dos funciondrios dos laticinios, da populag¢do, do préprio produtor, dos
profissionais da satide e da populacdo. Melhorar as condi¢des higi€nico-sanitdrias desde a
producdo até o produto final, reduzindo o uso indiscriminado de antimicrobianos e deste
modo evitar a resisténcia bacteriana e diminuir a disseminacdo dos micro-organismos

resistentes. Para melhorar essa situacio € necesséria fiscalizacdo mais efetiva na producio em



laticinios de pequeno porte, programas de treinamento de Boas Praticas de Fabricacdo e
condic¢des higi€nico-sanitdrias, e efetuar a higienizacdo adequada na planta de processamento

e dos manipuladores a fim de diminuir a contagem de coliformes termotolerantes e E. coli.

Palavras chaves: E. coli enteropatogénicas, laticinios, resisténcia.



Abstract

Dairy products are nutritious foods susceptible to the growth of microorganisms. Escherichia
coli is a microorganism found in these foods that can cause various enteric diseases.
Diarrheogenic E. coli strains have virulence factors, such as enterotoxin production and
adhesion, which are encoded by different genes. In addition to the virulence factors, these
bacteria can also acquire resistance to antimicrobials, which has become a this is considered
public health concern: this fact has increased due to the inadequate use of antimicrobials in
livestock, mainly in relation to doses and time of treatment of the animals. The objective of
this work was to isolate E. coli in Minas Frescal-type cheese processing plants, to identify
virulence genes, to perform the resistance profile and to identify broad-spectrum B-lactamase
(ESBL) producing strains. Samples of raw material, environment and final product were
collected in six dairy products (conventional and organic) from the region of Campinas-SP.
The Most Probable Number technique was used for quantification of thermotolerant coliforms
and the positive tubes were inoculated with Levine EBM Methylene Blue Agar and
MacConkey Agar, followed by biochemical tests to identify E. coli. The identified strains had
their DNA extracted and the virulence genes eae, bfpA, bfpB, stx1, stx2, itA, Est, ipaH, aafll,
aggR, aatA were detected through PCR technique. The phenotypic profile of antibiotic
resistance was obtained by agar-diffusion method using twenty antimicrobials. For the
identification of ESBL, the amoxicillin-clavulanic acid (beta-lactam) disc was placed between
a ceftazidime (cephalosporin) disc and another of cefotaxime (cephalosporin) by overlap. In
this study it can be observed that presumptive coliforms, thermotolerant coliforms and E. coli
were present in the dairy samples, since 227 samples, it was found at the end of the samples:
47 cheese, 103 ambience, 30 utensils, 13 milk pasteurized, 19 raw milk and 15 curd and
pickle. It was found in the final product which is consumed without further processing. There
was a difference between the results obtained from the different types of dairy products, and
in the organic samples a greater number of E. coli samples were found. In strains isolated
from cheese, strains resistant to antibiotics were identified. In order to reduce microbiological
contamination in this type of food, it is important to raise awareness among dairy employees,
the population, the producers themselves, health professionals and the population. To improve
hygienic-sanitary conditions from production to final product, reducing the indiscriminate use
of antimicrobials and thus avoiding bacterial resistance and reducing the spread of resistant
microorganisms. For improve this situation, is necessary more effective inspection of small

dairy products, Good Manufacturing Practices training programs and hygienic-sanitary



conditions and proper hygiene in the processing plant and manipulators are necessary in order

to reduce the count of thermotolerant coliforms and E. coli.

Key words: enteropathogenic E. coli, dairy, resistance.
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1. Introducao

Alimentos e dgua podem veicular micro-organismos patogénicos ou deteriorantes e
metabolitos microbianos, portanto a producao de alimentos merece atengdo e cuidados a fim
de evitar que a transmissdo de doengas por alimentos ocorra nos consumidores (AGUIAR et
al., 2006; PINHEIRO, et al., 2010).

Dentre os vdrios micro-organimos existentes estdo os coliformes que sdo micro-
organismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que sdo capazes de fermentar a lactose
com consequente producdo de gas. Eles indicam contaminacio de origem fecal
(termotolerantes) e ambiental (totais) (FRANCO; 2004).

Coliformes termotolerantes sdo bactérias da familia Enterobacter que fermentam a
lactose com produgdo de gas a 44,5°C. A bactéria Escherichia coli, pertencente ao grupo dos
coliformes, € uma bactéria de grande importincia na maioria dos alimentos de origem animal,
por estar presente na microbiota intestinal dos animais de sangue quente (ALEIXO, 1996;
PEREIRA, 1999; SILVA et all, 2006; BIEN, 2012).

H4 vaérios tipos de alimentos que sdo susceptiveis ao crescimento de micro-
organismos, dentre eles o leite e seus derivados, os quais sd3o muito consumidos pela
populacdo mundial.

Nos produtos lacteos a presenca de coliformes e E. coli € muito comum, pois € uma
bactéria da microbiota do animal, porém o indice elevado dos mesmos pode ocasionar
doencas e deterioracdes organolépticas e nutricionais no produto. Isso pode ocorrer devido a
falha na aplicacdo das Boas Praticas de Higiene.

Por isso a identificacdo dos principais pontos de contaminagdo e as caracteristicas
genotipicas desses isolados nos laticinios € importante epidemiologicamente para alertar sobre
a presenga desse micro-organismo nas plantas de processamento.

A presenga dessas bactérias pode ocasionar um grande problema financeiro, pois
segundo dados da Associacdo Brasileira de Industria de Alimentos, o setor de laticinios estd
entre os principais setores da inddstria alimenticia em relagdo ao faturamento liquido da
ordem de bilhdes anuais (CARVALHO, 2010; ABIA, 2017).

Em muitos trabalhos recentes tem sido observado o relato da presenca de E. coli
diarreiogénica em laticinios (CDC, 2010; CANIZALEZ-ROMAN et al, 2013; GHATAK et
al., 2013, FONSECA et al, 2014; NAGY et al., 2015, AHMED e SHIMAMOTO, 2015;
MOTTIN et al, 2016). Tais dados geram preocupa¢cdo com a saide humana, saide dos

consumidores e com a qualidade dos alimentos, sendo necessdrias maior conscientizacao e
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capacitacdo dos manipuladores para que as industrias possam disponibilizar no mercado um
produto seguro ao consumidor.

Muitas bactérias encontradas em laticinios podem ser resistentes aos antibiéticos, por
isso € necessario identificar resisténcia e, principalmente, se sao produtoras da enzima ESBL,
que € o principal mecanismo de resisténcia da bactéria.

Atualmente, se busca cada vez mais informagdes sobre a resisténcia e viruléncia de
isolados de micro-organismos em alimentos. Sendo possivel tomar melhores medidas para
evitar a contaminacdo de laticinios, bem como a disseminacdo de cepas virulentas e

resistentes.

2. Objetivos

Isolar, identificar e caracterizar E. coli em amostras de planta de processamento de
laticinios produtores de queijo tipo Minas frescal convencional e organico do estado de Sao

Paulo.

2.1. Objetivos especificos

- Isolar e identificar cepas de E. coli de ambiente, utensilios, matéria-prima e produto final em

laticinios que produzem queijo tipo Minas frescal.

- Caracterizar molecularmente por PCR as cepas através da detec¢do de genes que codificam

os fatores de viruléncia eae, bfpA, stxl, stx2, ltA, est, ipaH, aggR, aatA.
- Identificar E. coli O157:H7 pela deteccao dos genes rfbO157 e fliCh7.

- Realizar o perfil fenotipico de resisténcia das cepas para os antibidticos ampicilina,
amoxicilina-dcido clavulanico, imipenem, aztreonam, cefalotina, cefepime, cefoxitina,
ceftazidima, cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, &cido
nalidixico, ciprofloxacina, gentamicina, kanamicina, tobramicina, estreptomicina, fosfomicina

e rifampicina.

- Identificar e caracterizar as cepas produtoras de -Lactamase de Amplo Espectro (ESBL).
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3. Revisao bibliografica

3.1. Micro-organismos em alimentos

De acordo com o Ministério da Sadde, doengas veiculadas por alimentos (DVA) sdo
originadas pela ingestdo de alimentos e/ou de dgua que contenham agentes contaminantes
(SVS, 2015).

E possivel diferenciar e identificar os micro-organismos que podem dar inicio ao
desenvolvimento das doengas alimentares. As bactérias Gram-positivas produzem substancias
exocelulares, capazes de causar gastroenterite e/ou neurotoxicidade. As bactérias Gram-
negativas tém parede celular que € constituida por camadas de lipopolissacarideos e
fosfolipidos, onde se inserem poros constituidos por proteinas porinas sob as quais se
encontra a camada de peptidoglicano (MURRAY et al., 2005).

Em 2018, a Secretdria de Vigilancia em Saude fez uma pesquisa mostrando surtos de
doencas veiculadas por alimentos, desde 2000 até 2017. Ressaltando apenas os trés ultimos
anos, observou-se que em 2015 foram identificados 673 surtos, em 2016, houveram 538
surtos, e, em 2017 foram 441 surtos. Os trés principais agentes identificados foram as
bactérias Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Escherichia coli é uma bactéria existente no trato gastrointestinal de humanos e de
véarios animais de sangue quente (BIEN, 2012), portanto é uma indicadora de contaminacao
fecal, sendo um dos micro-organismos que causam DVAs mais comuns hd vdrios anos no
Brasil ¢ um indicador de contaminagdo fecal em alimentos “in natura”, principalmente no
leite cru (SVS, 2015; SVS, 2018). Sdo bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos,
fermentadores de lactose, produtora de lisina, urease-negativos, ha cepas que produzem indol
e outras nao (ANVISA, 2015; KONEMAN, 2001). Doencas causadas por determinadas cepas
de E. coli podem se manifestar de diversas formas devido a diversidade de fatores de
viruléncia que ocorre na espécie, sendo que os genes de viruléncia sdo codificados por

plasmideos, bacteriéfagos ou ilhas de patogenicidade (GYLES E FAIRBROTHER, 2010).

3.2. Classificacao de Escherichia coli

E. coli, € uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, do grupo coliforme. A familia

Enterobacteriaceae é composta por bactérias Gram negativas, bastonetes retos, anaerdbias
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facultativas e oxidase negativas e fermentam agucares. Dentre elas também se encontram as
bactérias fermentadoras de lactose pertencentes ao grupo coliformes, sendo diferenciadas
pelos termos coliformes totais e coliformes termotolerantes. Os coliformes totais sdo
utilizados como indicadores de falhas de processo e higiene dos processos de fabricacdo. Sdo
capazes de colonizar vdrios nichos das plantas de processamento sendo facilmente inativados
pelos sanitizantes e destruidos pelo calor. (OLIVEIRA, 2015). Os Coliformes termotolerantes
também sdo bactérias indicadores de falhas de processo e higiene dos processos de fabricagao
e fermentam a lactose com producdo de gés a 44,5°C (SILVA et al, 20006).

Dentre as cepas de E. coli, existem tipos que estdo mais associados com doencgas
gastrointestinais e podem ser veiculados por alimentos. Ha seis tipos diferentes de E. coli
diarreiogénicas, as quais sdo classificadas de acordo com sua patogenicidade, e
consequentemente ha diferencas nos sintomas das doencas causadas pelas mesmas (SOUZA
et al, 2016). Que serdo apresentados aqui:

. E. coli entero-hemorragica (EHEC): colite hemorragica, sangue nas fezes, sindrome

hemolitico-urémico e purpura trombdtica trombocitopénica.

. E. coli enterotoxigénica (ETEC): diarreia aquosa e febre baixa.

. E. coli enteropatogénica (EPEC): diarreia aquosa com muco, vomito e febre.

. E. coli enteroagregativa (EAggEC): diarreia aquosa persistente (mais de 14 dias).
° E. coli enteroinvasiva (EIEC): febre e diarreia contendo muco e sangue.

° E. coli difusamente adesiva (DAEC): diarreia (FORSYTHE, 2013, SOUZA, 2016,
SILVA, 2018).

Dentre as E. coli enteropatogénicas ha as tipicas (EPEC-t) e atipicas (EPEC-a) sdo
frequentemente encontradas entre humanos e em animais (SOUZA, 2016).

Apesar da importancia de se conhecer as caracteristicas do tipo de E. coli que esta
envolvida em um surto. O diagnéstico para diferenciagcdo dos patotipos de E. coli
diarreiogénicas em alimentos ndo € uma pratica comum (COURA et al, 2014).

As cepas de E. coli enteropatogénicas sdo conhecidas por possuirem proteinas que
causam lesdes conhecidas como “attaching and effacing” (ligagdo e desaparecimento) nas
microvilosidades do intestino, sendo um plasmideo chamado "EPEC aderence factor" (EAF)
com genes envolvidos na expressdo e montagem da fimbria denominada "bundle-forming
pillus" (BFP), um importante fator para o processo (NATARO E KAPER, 1998; GIRON et

al., 1991). As cepas de E. coli enterohemorrédgica sao produtoras de toxinas Shiga e causam,
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normalmente, doencgas que s@o caracterizadas pela produgdo de duas citotoxinas potentes que
sdo semelhantes as toxinas de Shiga 1 e 2 (SANDRINI, 2007).

Os elementos genéticos presentes no DNA da bactéria interferem no fator de
viruléncia (QUIN et al., 2005). Os principais genes codificadores de fatores de viruléncia de
E. coli diarreiogénica sdao: EPEC - eae (proteina intimina), bfpA, bfpB (proteina BFP A e B);
EHEC - eae (proteina intimina), stxl, stx2 (shiga toxina 1 e 2); ETEC - ItA (toxina
termoldbil), est (toxina termoestdvel), EAggEC - aggR (gene regulador), aatA (gene presente
no plasmideo de aderéncia), aafll (proteina relacionada a fimbria); EIEC - ipaH (gene
presente no plasmideo de invasdo); DAEC - escC, escJ, escN, escV (SCHULTSZ et al, 1994;
SCHMIDT et al., 1995; KYAW, 2003; TOMA et al., 2003; ARANDA et al., 2007; VIDAL,
2005; COURA et al, 2014, DIAS et al., 2016).

As cepas de E. coli enterohemorrdgica produzem toxinas conhecidas como
verocitotoxina (VTEC) VTI1, VT2 ou Shiga toxina (STEC) stx1, stx2. VTEC e STEC € a
mesma toxina com nomes diferentes (SANDRINI, 2007).

Dentre as cepas de E. coli enterohemorrdgicas, o antigeno mais conhecido é o
O157:H7, composto pelos genes rbfbO157 e fliCh7. Essas cepas podem ser detectadas com o
meio Agar Sorbitol-MacConkey. Em geral, estas cepas ndo fermentam sorbitol e ndo
produzem [-glicuronidase, mas hd relatos de cepas positivas para esses testes, com
temperatura 6tima de crescimento de 37°C (JAY, 2005; BASTOS, 2009).

As cepas de E. coli enterotoxigéncias sdo diferenciadas, pois produzem uma ou mais
enterotoxinas, sendo elas termoestaveis ou termoldbeis (CESTARI, 2016).

As cepas E. coli enteroinvasivas invadem as células do intestino e propagam-se para as
células adjacentes, semelhante a acdo da bactéria Shigella sp., porém niao produz a toxina
(FORSYTHE, 2013, GONCALVES et al, 2002).

As cepas de E. coli enteroagregativas exibem a capacidade da aderéncia as células
HEp-2 semelhante a “empilhamento de tijolos”. Estas carregam um plasmideo para produgao
de fimbrias e da OMP (proteina de membrana externa especifica) podendo causar uma
diarréia persistente (JAY, 2005).

As cepas de E. coli de difusamente adesiva foram classificadas dessa maneira por nao
formar microcolonias semelhantes as EPEC em células HEP-2. E considerado um grupo
independente das EPEC com potencial diarreiogénico (NATARO e KAPER, 1998).

As cepas de EPEC e EHEC contém a ilha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte
Effacement) onde o gene eae esta presente codificando a proteina intimina, muito importante

para o fendmeno “attaching and effacing” (JAY, 2005, COURA et al, 2014).
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As cepas EIEC, EPEC e EHEC sdo 4cidos resistentes, ao contrario das outras cepas de
E. coli. O antigeno O157, em especial, tem o sistema &4cido resistente induzido, podendo
permanecer adaptado até ao pH estomacal e colonizar o intestino, competindo com 0s micro-

organismos comensais (BASTOS, 2009).

3.3. E. coli e coliformes em alimentos

No Brasil foram relatados diversos surtos de DVAs envolvendo E. coli, sendo que na
maioria deles ndo foram realizados ensaios para identificacdo dos fatores de viruléncia (SVS,
2015; SVS, 2018)

Em Maio e Junho de 2011 aconteceram surtos no norte da Alemanha no qual os
alimentos considerados como envolvidos foram pepino, alface e tomate, sendo o principal o
broto de alfafa, contaminado com E. coli produtora de toxina Shiga O104:H4 que causou mais
de 830 casos de sindrome hemolitica urémica (HUS) e 46 mortes. Essa mesma estirpe foi
detectada em pepinos espanhdis, porém nao houve ligagdo com o surto. As cepas associadas
aos casos de sindrome hemolitica urémica carregavam genes encontrados em dois tipos de E.
coli diarreiogénica, E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC)
(MELLMANN, 2011; BEUTIN, 2012).

Segundo dados do Centro de Controle de Prevencdo de Doencas (CDC), em maio de
2014, nos Estados Unidos da América, foram identificados 19 casos de pessoas doentes, com
idade entre 11 a 52 anos, infectadas por E. coli O121 ao consumirem brotos de trevo. Os
pacientes, no entanto, ndo desenvolveram a sindrome hemolitico-urémica e nenhuma morte
foi relatada. E. coli € uma importante causa de doencas em humanos podendo causar uma
série de consequéncias para os consumidores, mesmo que alguns surtos consigam ser
controlados a tempo (CDC, 2014).

A pesquisa de identificacdo de E. coli é de suma importancia, como j4 citado acima,
pois € a bactéria indicadora de contaminacdo fecal cldssica e coliforme termotolerante que
pode indicar falha na higiene dos estabelecimentos e também falha de processamento
(SILVA, 2014). Um estudo realizado em 20 restaurantes na cidade de Juazeiro do Norte, 50%
dos estabelecimentos apresentaram presenca de E. coli em 40% dos pratos, 30% dos garfos e
faca de todos os estabelecimentos. Nesse estudo foi comparado também o tipo de servico do

restaurante e foi encontrada E. coli em 10% para os restaurantes que servem self-services e
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20% em restaurantes populares (restaurante que serve comida abaixo do preco de mercado)
(SILVA, 2014).

Em andlise microbioldgica feita em queijo Minas frescal na Zona da Mata Mineira foi
constatada a presenca de E. coli em 16 (32%) amostras, sendo a maior incidéncia em amostras
de producdo artesanal. O autor afirma que “a auséncia de BPF (Boas Prdticas de
Fabricacdo), contaminacdo cruzada, seja na produgdo artesanal ou industrial, deficiéncias
na distribuicdo, associadas as mds condicoes de armazenamento, favorecem a presenca de
microrganismos no queijo”’ (SOUZA et al, 2017).

Na Bahia, foi realizada uma pesquisa de E. coli com 18 amostras de queijo Minas
Frescal de 3 diferentes lotes de 3 marcas diferentes para avaliar a qualidade microbioldgica,
utilizando método Petrifilm EC, e foi constatado que das amostras avaliadas 100% dos
isolados de E. coli estavam acima de IOSUFC/g. O autor sugere que essa baixa qualidade
microbioldgica se deve a falta de conhecimento das BPF por parte dos produtores rurais

(MOTIN et al, 2016).

3.4. Resisténcia bacteriana

Na pecudria pode ocorrer o uso de antibidticos em doses ou tempo inadequados, pois é
um medicamento utilizado de modo profildtico, prevenindo supostas infec¢des, também
utilizado para promover crescimento aumentando a eficdcia alimentar por isso € muito
adicionado em ragcdo animal (PESSANHA ez al., 2001; RANTALA, 2004; AZEVEDO, 2005;
Arias, 2012).

Aumentando, assim, a possibilidade de selecio de bactérias resistentes, que podem
posteriormente, passar para o profissional que estiver manipulando, através das excrecoes de
animais, ou, para o consumidor daquele alimento (PESSANHA et al., 2001, AZEVEDO,
2005).

Assim, hd preocupagdo por parte dos Orgdos governamentais e da Organizacdo
Mundial de Satide quanto ao uso de antibidticos no tratamento de doengas de animais (WHO,
2016, WHO, 2018; FDA, 2015).

O uso inapropriado desses medicamentos para a manutencdo da saide humana e
animal é de dificil controle, pois mesmo com a legislagio RESOLUCAO-RDC N° 20, DE 5

DE MAIO DE 2011 que “Dispde sobre o controle de medicamentos a base de substancias
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classificadas como antimicrobianos, de uso sob prescri¢do, isoladas ou em associacao”, ainda
ocorre o uso indiscriminado dos medicamentos (BEOVIC, 2006; RDC, 2011).

Os farmacos B-lactamicos sao antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de E.
coli (PESSANHA, et al., 2001). Este grupo de antimicrobianos possui em seu ntcleo
estrutural o anel B-lactamico, o qual confere atividade bactericida, e, sdo agentes que inibem
irreversivelmente a enzima transpeptidase. Esta enzima leva a formagdo de ligacdes cruzadas
entre as cadeias peptidicas, as quais conferem a parede celular uma estrutura rigida, que
protege a bactéria contra variacdes osméticas (GUIMARAES et al., 2010). As principais
classes que pertencem a este grupo sao penicilinas, cefalosporinas, carbapenens, monobactans
e outros (Tabela 1). Resisténcia a esse grupo de antimicrobianos ja foi observada (GHATAK

et al, 2013, TRABULSI, 2005).

Tabela 1 — Classificacdo dos antibiéticos utilizados. Adaptado de GOODMAN & GILMAN'S, 2001;
THOMSON & MOLAND, 2001; PEACH, et al 2013.

Grupo Farmacos

Penicilinas Amoxicilina + 4cido clavulanico, Ampicilina, Cefoxitina
Cefalosporinas Cefepime, ceftazidima, cefotaxima
Carbapenens Imipenem

Monobactans Aztreonam

Quinolona Acido nalidixico, Ciprofloxacina
Aminoglicosideos Estreptomicina, Gentamicina, Tobramicina,
Anfenicol Cloranfenicol

Tetraciclina Tetraciclina

Rifamicinas Rifampicina

Sulfonamidas Trimetoprim-sulfametoxazol, Sulfonamida
Outros Fosfomicina, Trimetropina

Alguns antibidticos sdo largamente utilizados para uso veterindrio, como
Ciprofloxacina, Acido nalidixico, Tetraciclina, Estreptomicina, Gentamicina e podem gerar
residuos nos alimentos de origem animal (GOODMAN & GILMAN'S, 2001; SPINOSA et al,
2006; ANVISA, 2007; ALMEIDA, 2012; KAZAMA e KAZAMA, 2017). Apesar de serem
encontrados residuos de cloranfenicol em alguns estudos com amostras de leite € importante

ressaltar que o mesmo tem uso proibido para uso veterindrio e susceptivel de emprego na
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alimentacdo de todos os animais, incluindo homem, em diversos paises, inclusive no Brasil,
segundo a INSTRUCAO NORMATIVA N° 9, DE 27 DE JUNHO DE 2003 Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), pois possui efeitos téxicos altos e causam
efeito supressor na medula 6ssea (KAZAMA e KAZAMA, 2017).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos f-lactimicos pode ocorrer quando a
proteina de ligacdo ao antibidtico se altera e fica com baixa afinidade para producdo de [3-
lactamase que clivam a ligacdo amida do anel -lactamico, inativando o antibiético (PFEIFER
et al., 2010).

A enzima p-lactamase € codificada em cromossomos (constitutivo) ou sitios
extracromossomicos como plasmideos ou transposons, sendo produzidas de modo ou
induzidas, devido a possibilidade de ser codificada no transposons e plasmideo, que sdo
elementos que geram novas informagoes genéticas (MORAES et al, 2016).

Os é4cidos clavulanico, sulbactam e tazobactam foram combinados com as penicilinas
para restaurar sua atividade, a despeito da presenga de P-lactamases. O mecanismo de
resisténcia das bactérias a estes medicamentos € a alteracdo do sitio de acdo do
antimicrobiano (MORAES, 2016).

A resisténcia dos aminoglicosideos ocorre devido a alteracao dos sitios ribossdomicos,
alteracdo na permeabilidade e modifica¢do enzimatica da droga (MORAES et al, 2016).

Segundo estudo feito por Pessanha et al (2001) pode haver resisténcia de cepas de
E.coli com genes virulentos, uma vez que observaram que bactérias virulentas que continham
determinados genes de resisténcia eram capazes de sobreviver e se multiplicar na presenca
desses farmacos (PESSANHA et al., 2001).

Kumarasamy (2010) fez um estudo para verificar a resisténcia aos antibidticos em
vérias espécies de bactérias na India, Paquistio e Reino Unido, dentre estas E. coli.
Observou-se resisténcia nos isolados de E. coli e Klebsiella pneumoniae frente a
antimicrobianos B-lactamicos, exceto a tigeciclina e a colistina, em Chennai, Haryana, Reino
Unido e em outros locais na India e no Paquistio. Muitos dos pacientes do Reino Unido
tinham viajado para a India ou para o Paquistdo no ano passado, ou tinham ligacdes com esses
paises.

No Brasil, foi observado presenca de E. coli resistente a antibidticos em queijo
artesanal, no estado da Bahia podendo haver impacto na saide publica, pois foram
encontradas bactérias multirresistentes (EVANGELISTA-BARRETO et al, 2016).

Em estudos clinicos feitos de 2013 a 2017, em um bebé de oito dias foi

desenvolvido infeccdes em varios locais do corpo, devido a sua mae ser colonizada com E.
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coli produtora de ESBL. Cinco outros neonatos, na UTIN simultaneamente também
apresentaram resultado positivo para E. coli produtora de ESBL. Duas cepas produtoras de
ESBL distintas foram implicadas, com evidéncia de transmissdo entre maes e recém-nascidos
para ambas as cepas (O’CONNOR et al, 2017).

Em um estudo feito no Egito, isolaram E. coli em pacientes hospitalizados e atendidos
no Hospital da Universidade Ain-Shams no Cairo, de 61 isolados 52 eram de E. coli com
perfil ESBL representando 85,25% (EL-BADAWY MOHAMED et al, 2017).

A pesquisa de E. coli produtora de ESBL em alimentos € importante, pois estudos
recentes tem mostrado a presenca desse tipo de micro-organismos em alimento
comercializado e em ambiente de producdo (TAMANG, 2013; BOTELHO, 2015).

Foi pesquisada Escherichia coli em 16 amostras de carne de frango, produzidas por
quatro marcas comerciais no Brasil, e também a presenca de E. coli produtora de ESBL.
Foram encontrados 216 isolados confirmados como E. coli, sendo que 26 cepas apresentaram
fenétipos ESBL positivos apds testes de sinergia em disco duplo (BOTELHO, 2015).

Na Republica da Coréia foram investigados 1536 isolados de E. coli em bovinos, leite,
fezes de bovinos, ambiente agricola e manipuladores, para avaliagdo do perfil de ESBL. Um
total de 84 isolados eram produtores de ESBL e resistentes a ampicilina, cefalotina e
cefotaxima, mas todos mostraram-se sensiveis a imipenem e cefoxitina (TAMANG, 2013).

Em Merida, Venezuela, foram encontrados 45 isolados de E. coli em creme de leite,
coalhada e requeijdo. Foi realizado o antibiograma dos antibidticos ampicilina, amoxicilina-
acido clavulanico, ceftazidima, cefotaxima, gentamicina, tobramicina, amikacina,
ciprofloxacino, 4cido nalidixico, imipenem, meropenem e ertapenem por método de disco-
difusdo. Das amostras avaliadas, 73% foram sensiveis a todos os antibidticos estudados, 24%
apresentou resisténcia 2 ampicilina (GUILLEN et al, 2014).

Em pesquisa realizada no Rio de Janeiro, em 2018, para avaliar a resisténcia de
bactérias Gram-negativas aos antibidticos em queijo Minas Frescal, os resultados observaram
uma resisténcia elevada. Todos os queijos avaliados apresentaram bactérias resistentes e em
13,3% a resisténcia foi observada para todos os antibidticos testados (SILVA, 2018).

Em Minas Gerais foi realizado um estudo com queijo Minas frescal produzido com
leite cru, leite pasteurizado e também com queijo temperado, Todas as amostras avaliadas
foram consideradas insatisfatérias do ponto de vista higiénico-sanitdrio. As amostras de
queijo com Servigo Inspecio Federal (SIF) com isolados de E. coli apresentou resisténcia em
37,7% tetraciclina, 35,5% cefalotina, 20% estreptomicina, 11,2% ceftriaxona e 7,8%

cotrimoxazol. Em amostras de queijo sem SIF observou resisténcia em 32,7% tetraciclina,
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16% cefalotina, 13,4% 4cido nalidixico, 7,3% estreptomicina, 6% cotrimoxazol, 4,6%
amicacina e 0,6% ceftriaxona. Observou resisténcia em queijo temperado em 58,9% de
tetraciclina, 26,7% cotrimoxazol, 20% estreptomicina, 15,6% d4cido nalidixico, 10%
amicacina, 8,9% cefalotina, 4,4% gentamicina, 2,2% ceftriaxona e 1,1% -ciprofloxacina
(OKURA e MOACIR, 2010).

No estudo de OKURA e MOACIR (2010), mostra como € importante a inspecao e
também a adicdo de especiarias, para que o alimento tenha melhor qualidade microbiolégica,
observa-se que os queijo com SIF e queijo temperado tem menor resisténcia aos antibidticos
estudados pela mesma.

Na Bahia, em amostras de leite UAT e pasteurizado foram encontrados residuos de
antimicrobianos, que pode ser devido ao desrespeito do periodo de caréncia, ou adicdo desses
compostos para aumentar o tempo de prateleira ou falha no processo de higienizagdo, esse

fator que pode aumentar a resisténcia bacteriana (BRITO et al, 2016).

3.5. E. coli x produtos lacteos

O leite € um alimento rico em nutrientes, e por isso € considerado um meio de cultura
para diversos micro-organismos transmitindo DVA e zoonoses que podem ser transmitidas
para o ser humano. Portanto o cuidado com a higiene é fundamental, deve ser da ordenha até
o produto final (CATAO et al, 2001).

O setor de laticinios € um dos quatro setores com maior faturamento na industria
alimenticia brasileira (CARVALHO, 2010; ABIA, 2015). De 2011 a 2016, o setor lacteo
manteve sua producdo estavel no Brasil (IBGE, 2016). Sendo um setor que produz muito e
gera empregos.

Ha relatos de isolamento de E. coli diarreiogénica em queijos (CANIZALEZ-
ROMAN, 2013; AHMED e SHIMAMOTO, 2015) e surtos envolvendo E. coli e produtos
lacteos ja foram relatados (CDC, 2010). A preocupagdo aumenta quando se observa que cepas
patogénicas resistentes a antibidticos isoladas de alimentos sdo cada vez mais comuns
(CANIZALEZ-ROMAN et al., 2013; CARDOSO e MARIN, 2014, AHMED e
SHIMAMOTO, 2015).

O surgimento da producao de B-lactamase de amplo espectro (ESBL) por E. coli € um
problema de saide publica, muito visto nas ultimas décadas. Ha relatos de isolamento em

surtos de E. coli diarreiogénica e produtoras de ESBL em leite, queijos e produtos lacteos
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(CANIZALEZ-ROMAN, 2013; GHATAK et al., 2013; AHMED e SHIMAMOTO, 2015;
CDC, 2010; NAGY et al., 2015).

Sandrini (2007) fez um estudo em Pelotas-RS nos anos de 1999 e 2000 para verificar a
producdo de shiga toxina na bacia leiteira. Foram isolados 1127 cepas de E.coli a partir de
247 amostras de fezes, dgua e leite em bovinos leiteiros sadios, em 60 propriedades.
Observou-se que, cerca de 48 % dos animais em 95% das propriedades estavam infectados
com a verocitotoxina E.coli (VTEC). Em 5% das amostras de leite cru foram isoladas VTEC
(SANDRINI, 2007).

No Rio de Janeiro foram analisadas 30 amostras de queijo minas frescal para
verificar E. coli enteropatogénica resistente aos antibidticos amicacina, ampicilina,
ampicilina-sulbactano, aztreonam, cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, cefalotina,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam, e trimetoprim-
sulfametoxazol. Cinco cepas de E. coli isoladas apresentaram resisténcia a ampicilina (DIAS,

2012).

O processamento do queijo tipo Minas frescal (Figura 1) envolve vdrias etapas nas
quais pode haver contaminacdo por E. coli, sendo a de coagulacdo uma das etapas mais
preocupantes para contaminacgdo, pois € uma etapa demorada com temperatura 6tima para
multiplicagdo de coliformes, de 32 a 34 °C, e o tanque pode estar contaminado devido a
higienizacdo ineficiente (SANTOS e HOFFMAN, 2010). Outras etapas que também sio
critica envolvem manipulagdo como enformagem e as viragens, ocorrendo contato dos
manipuladores com os queijos. Porém vale ressaltar que todo o processo precisa de controle
rigoroso de higiene para evitar a contaminagao.

Santos e Hoffman (2010) avaliaram cada etapa de processamento na produgdo de
ricota e queijo Minas frescal, e observaram E. coli no leite pasteurizado e em maior propor¢ao

na massa, demonstrando que durante o processamento do queijo € possivel haver

contaminagao.
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Figura 1 - Etapas de processamento do queijo Minas frescal (adaptado de SANTOS e
HOFFMAN, 2010).

3.6. Boas Praticas de Fabricacao

Para o controle de qualidade € muito importante seguir algumas regras pré
estabelecidas para que ocorra uma condi¢cdo de higiene sanitdria eficiente e estdvel,
melhorando assim o shelf-life e mantendo o padrao de qualidade da fabricacao e do produto.

Boas Praticas de Higiene (BPH) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) sdo regras necessdrias para que o produto tenha uma seguranca para o consumidor,
e, identifique e determine os pontos criticos do processo para evitar contaminagdo microbiana,
quimica e fisica (GONCALVES, 2009).

Segundo a ANVISA (RESOLUCAO DE DIRETORIA COLEGIADA — RDC N° 275,
DE 21 DE OUTUBRO DE 2002) os estabelecimentos produtores/industrializadores de
alimentos devem desenvolver, implementar e manter os Procedimentos Operacionais

Padronizados (POPs).
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As instalacOes, equipamentos, méveis e utensilios devem ser higienizados, a dgua
controlada, os manipuladores devem ter higiene e com saude apta para o trabalho, os residuos
devem ser manejados, os equipamentos devem estar com a manutencdo preventiva e
calibracdo em dia, o contato com vetores e pragas urbanas deve estar controlado e integrado,
matérias-primas, ingredientes e embalagens devem ser bem selecionadas e € necessario um

programa de recolhimento de alimentos (BRASIL — ANVISA, 2002).
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4. Material e métodos

4.1. Obtencao das amostras

Foram realizadas coletas em seis laticinios (Tabela 2) dentro do Estado de Sdo Paulo
em um raio de até 200 km de Campinas, sendo duas coletas em cada um. Em cada visita
foram coletadas amostras de leite cru, leite pasteurizado, ambiente (superficie — ordenhadeira,
mesa, tanque; utensilio - lira, p4, faca; e piso) e produto final (de 2 a 5 embalagens de queijo
por coleta). Ao final das coletas, totalizaram 227 amostras, sendo estas: 47 de queijo, 103 de
ambiente, 30 de utensilios, 13 de leite pasteurizado, 19 de leite cru e 15 de produtos
intermedidrios (codgulo e salmoura).

As amostras coletadas foram mantidas refrigeradas até o momento da anélise que foi

realizada no laboratdrio de toxinas, na Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP.

Tabela 2 - Divisdo das coletas de acordo com o tipo de laticinios orginico ou

convencional.
Laticinio Tipo Producdo de leite no
proprio estabelecimento
A Orgéanico Sim
B Orgéanico Sim
C Organico Sim
D Convencional Sim
E Convencional Nao
F Convencional Nao

4.2. Determinacio de Coliformes termo-tolerantes e de E. coli

De acordo com o método Nimero Mais Provdvel para a andlise de alimentos, 25 g
+0,2 g ou 25 mL +0,2 g da amostra foram homogeneizados em 225 mL de 4gua tamponada
peptonada (BPW), em sacos plasticos apropriados, que foram levados ao homogeneizador
Stomacher por 60 seg. Para a andlise de utensilios, ambiente, equipamentos e manipuladores

foram coletados amostras por swab. A partir da dilui¢ao inicial de cada amostra foi preparada
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uma série de diluicdes decimais, utilizando-se solucdo salina (KORNACKI & JOHNSON,
2001).

Para a andlise de coliformes, foi inoculado 1 mL de cada dilui¢do, em séries de trés
tubos contendo 10 mL de caldo lauril sulfato de sédio por diluicao, cada tubo contendo um
tubo de Durham invertido. Os tubos foram incubados em estufa a 36 + 1 °C por 24-48 h. As
amostras foram consideradas presuntivas e positivas para coliformes através da observagdo da
formacdo de gds (no minimo 1/10) nos tubos de Durhan. Para a confirmacdo de coliformes
termotolerantes (CT), tré€s alcadas de cada tubo positivo foram repicadas em tubos de ensaio
com 5 mL de caldo EC com tubos de Durham invertidos, seguidos de incubacido em estufa a
45 £ 0,2 °C por 24-48 h. Ap6s o periodo de incubacdo, a leitura foi realizada pela observacdo
da formacao de gds (no minimo 1/10) nos tubos de Durhan ou efervescéncia quando agitados
gentilmente. A seguir, utilizando-se a tabela do NMP, foram calculados os NMP de CT por
grama de amostra analisada (KORNACKI & JOHNSON, 2001).

Para os tubos positivos no caldo EC foi feito o repique através da diluicio para o Agar
EMB, com a finalidade de selecionar colonias de E. coli, uma vez que este € um meio seletivo
para membros da familia Enterobacteriaceae fermentadores e ndo fermentadores de lactose. A
E. coli forma um centro escuro com camada metélico esverdeada. Também foram inoculados
em 4gar MacConkey, meio seletivo para bactérias Gram-negativas, pois a concentracdo de
sais biliares inibe os microrganismos Gram-positivos. Esse meio permite um agrupamento
preliminar de bactérias entéricas e outras bactérias Gram-negativas fermentadoras e nao
fermentadoras da lactose, incubadas a 37 °C por 24-48 h em aerobiose.

As colonias tipicas de E. coli foram submetidas a testes bioquimicos (Tabela 3): citrato
de Simmons (Figura 2) (utilizacdo do citrato como fonte de carbono), indol (Figura 3)
(producao de indol a partir do triptofano), teste de vermelho de metila (Figura 4) (produgdo de
acido indicando fermentagdo), Voges-Proskauer (Figura 5) (produgdo de acetoina)
(KONEMAN, 2001). Apds o isolamento, as cepas de E. coli foram conservadas em &agar

nutriente, e congeladas em caldo BHI com 10 % de glicerol.
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Tabela 3 - Confirmacéo de E. coli por testes bioquimicos, resultados esperados para E. coli (Adaptado

de SILVA et al, 2010).

Teste

Vermelho de

metila
E. coli

Voges-Proskauer

Indol

Citrato de

Simmons

Resultado

Positivo

Negativo

Tempo

48 h

48h

Positivo/Negativo  24h

Negativo

96h

Coloracio

Vermelho ou rosa

Amarela
Anel vermelho ou rosa

Verde

Figura 2 - teste de Citrato

|

Figura 4 - Teste Vermelho de metila

Figura 3 - Teste de Indol

Figura S - Teste Voges-proskauer

Figura 2, 3, 4 e 5 - Resultados esperados para E. coli (Fonte propria)

4.3. Caracterizacao molecular

Para extracdo, os isolados foram incubados por 18 h em uma placa de dgar Luria-

Bertani (LB), e em seguida, uma colonia isolada foi transferida para um tubo de

microcentrifuga contendo 200 uL de dgua Milli-Q estéril e apds submetida a fervura por 10

min. A seguir, foi resfriada em banho de gelo por 10 min e centrifugada a 13.000 rpm por 2

min (HU et al, 1999).
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Ap06s esse processo foi feita a amplificacdo do DNA por reagdo de PCR (Polymerase
Chain Reaction). Para cada reacao foram utilizados 4 uL. do DNA molde, 0,5 uL. de Tag DNA
Polymerase (feita pela aluna no laboratério), 2,5 pL tampao de PCR 1 X, 1,5 pL de cloreto de
magnésio, e 0,5 uL da mistura de dNTPs (Invitrogen), 1uL de primer reverse, 1 puL. de primer
foward e 13,71 pL de 4gua miliQ. As amostras foram amplificadas com os seguintes
parametros: 94 °C por 5 min, 35 ciclos no qual cada ciclo consiste de 1,5 min a 94 °C para
desnaturacdo, 1,5 min para anelamento do oligonucleotideo iniciador (Tabela 4) e 1,5 min a
72 °C durante cadeia de alongamento. Apds os 35 ciclos, foi realizada a etapa de extensao
final a 72 °C por 5 min.

Para a classificacdo das cepas diarreiogénicas foi realizado a detec¢do dos seguintes
genes relacionados com cada patotipo: eae, stxI e stx2 (E. coli produtora de Shiga toxina);
eae, bfpA e bfpB (E. coli enteropatogénica); aafll, aatA e aggR (E. coli enteroagregativa), [tA
e est (E. coli enterotoxigénica); ipaH (enteroinvasora) (Dias et al., 2016). Além disso, foram
pesquisadas cepas de E. coli O157:H7 (rfbO157, fliCh7). Para as cepas que ndo apresentarem

nenhum gene de viruléncia foi feita a confirmacdo de E. coli com com a regido 16s do RNA.

Tabela 4 - Sequéncias dos iniciadores empregados nas reacdes de PCR para a pesquisa de
fatores de viruléncia em E. coli diarreiogénicas (Primer/Patotipo) (continua)

Temperatura

Genes de Tamanho
Sequéncia dos iniciadores (5’ — 37) de anelamento Referéncia

viruléncia (pb)

O
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG MAGRAY,

165 55 1183
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 2011
CACCAGACAATGTAACCGCTG

0157
TTGCCTATGTACAGCTAATCC 48 259

(EHEC) COBBAUT et

al., 2009
GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC

fliCh7 (EHEC) 50 625
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

Eae (EHEC/ CTGAACGGCGATTACGCGAA 60 017 REID et al

EPEC) CCAGACGATACGATCCAG (1999)
AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC GUNZBURG et

bfpA (EPEC) 56 326
GCCGCTTTATCCAACCTGGTA al., (1995)
GACACCTCATTGCTGAAGTCG Muller et al.

bfpB (EPEC) 63 910

CCAGAACACCTCCGTTATGC (2007)
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Tabela 4: Sequéncias dos iniciadores empregados nas reacdes de PCR para a pesquisa de

fatores de viruléncia em E. coli diarreiogénicas (Primer/Patotipo) (continuagao)

ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC

stx] (EHEC) AGAACGCCCACTGAGATCATC 60 180
PATON e
PATON (1998)
GGCACTGTCTGAAACTGCTCC
stx2 (EHEC) TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 60 325
GGCGACAGATTATACCGTGC
ItA (ETEC) CGGTCTCTATATTCCCTGTT 50 450
STACY-
PHIPPS et al.,
ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT (1995)
Est (ETEC) CACCCGGTACARGCAGGATT 50 190
GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCG
TC
SETHABUTR
ipaH (EIEC) GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTA 58 600
c et al. (1993)

CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG

VIDAL et al.,
aafll (EAggEC) ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC 60 378 2005)
GTATACACAAAAGAAGGAAGC
TOMA et al.
aggR (EAggEC) ACAGAATCGTCAGCATCAGC 52 254 2003)
CTGGCGAAAGACTGTATCAT SCHMIDT et
aatA (EAggEC) 55 630
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT al. (1995)

4.4. Perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos

Foi testada a sensibilidade aos antimicrobianos ampicilina, amoxicilina-acido
clavulanico, imipenem, aztreonam, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima,
trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, &4cido nalidixico, ciprofloxacina,
gentamicina, tobramicina, estreptomicina, fosfomicina e rifampicina.

As cepas de E. coli foram semeadas em caldo BHI, incubada a 35 °C por 18-24 h. A

seguir, foi realizada uma diluicdo em salina (NaCl a 0,9%) até a escala 0,5 de MacFarland. A
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diluicdo foi semeada na superficie do dgar Mueller-Hinton (MH) por swab e em seguida
foram adicionados os discos de antibidtico. As placas foram incubadas a 35+ 2°C por até 24
h, para posterior andlise dos diametros dos halos de inibi¢do. A investigacdo e interpretacio
deste método foram realizadas de acordo com as normas do Manual Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2015).

4.5. Investigacio de E. coli produtoras de p Lactamase de Amplo Espectro (ESBL)

A preparagdo do antibiograma foi realizada como explicado no item anterior (4.4) e
foram colocados discos dos antibidticos amoxicilina-acido clavulanico, um [-lactamico
inibidor de B lactamase em aproximac¢do com uma cefalosporina de amplo espectro. Nas
cepas produtoras de ESBL observa-se sinergia entre os discos com uma deformacao do halo
quando em proximidade com o amoxicilina-4cido clavulanico devido a inibicdo de [
lactamase (Jarlier et al., 1988).

Foi realizado o antibiograma colocando o disco de amoxicilina-dcido clavulanico entre
um disco de ceftazidima e outro de cefotaxima para a identificacdo de cepas produtoras de 3-

lactamase.

4.6. Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizado o teste quiquadrado, um
método estatistico utilizado para verificar se a diferenca do laticinio (convencional ou

organico) interfere na quantidade de E. coli encontrada no queijo.



32

5. Resultados e discussao

5.1. Analise microbiologica

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 5), foi possivel isolar e observar a
presenca de coliformes e E. coli das amostras de leite, ambiente e produto final. Na tabela 3
constam apenas as amostras positivas para coliformes totais e termotolerantes, as outras
amostras apresentaram resultado de <3ANMP/cm? de coliformes totais e termotolerantes.

Das 227 amostras coletadas, 44,10% continham coliformes totais e 31% apresentaram
coliformes termotolerantes. As amostras consideradas positivas foram determinadas segundo

a Figura 6, onde houve crescimento e fermentagao de lactose com produgdo de gas.

Figura 6: Coliformes presuntivos e Coliformes Totais

Foi feito um estudo em Constantina — RS, com a 4gua utilizada para irrigacdao na
producdo de alimentos em agroindustrias de pequeno porte, principalmente produtos cdrneos
e derivados de leite e o laticinio apresentou contaminagdo por Coliformes Totais e por
Coliformes Termotolerantes, superiores aos permitidos pela legislacdo do Ministério da Saide
(VOLKWEIS et al, 2015). Lembrando que a produ¢do de um leite de qualidade envolve boas
préticas agricolas.

Os coliformes termotolerantes sdo indicadores de condi¢des higi€nico-sanitérias
insatisfatorias, pois s@o de fécil isolamento e identificacdo em amostras a partir do ambiente e
produto. Estes micro-organismos podem causar deterioracdes indesejadas nos alimentos. No
presente trabalho observou-se que nos laticinios ndo apresentavam condi¢des higi€nico-
sanitdrias adequadas, tanto em superficies de contato direto com a producdo do queijo como
as de contato indireto, pois havia coliformes acima do padrdo estabelecido na American

Public Health Association (APHA) para mesoéfilos.
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Considerando a média de coliformes termotolerantes por amostras média de todos os
laticinios, foi possivel observar que a contaminacdo por coliformes termotolerantes
(>3NMP/g ou cm2) ocorre mais em queijo seguido do leite cru (Figura 6). E possivel observar
que hd presenca de coliformes termotolerantes no leite pasteurizado. Isso, junto com a

hipdtese de recontaminagdo pode explicar a porcentagem alta em queijos.

Coliformes termotolerantes _
= [ente Cri

= Leite Pasteunzado

= [ Juetjo
24 1% _
» [Ttensilios
= b mhiente
‘ 12 0% » Produto intermedidrno

25 9%

15.7%

15.3%

6.7%

Figura 6 - Média de todos os laticinios para Coliformes termotolerantes >3NMP/cm? ou g ou

mL por tipo de amostra. (n=69).

No laticinio A foram encontradas 6 isolados de E. coli, no laticinio B 9, no laticinio C
8, no laticinio D 11, no laticinio E 1 e no laticinio F 1. Sendo 23 amostras de laticinios
organicos e 13 de laticinios convencionais. Com a andlise estatistica foi possivel confirmar
que a diferenca entre o tipo de laticinio € significante para a quantidade de E. coli no produto
final. Essa diferenca se deve a utilizacdo de produtos nao muito eficientes para o controle

microbiano e contra pragas em laticinios organicos.



34

Tabela 5 - Média de coliformes presuntivos e termotolerantes (NMP) e quantidade de E. coli
encontrada nas amostras coletadas nos laticinios visitados (continua).

Origem Coliformes  Coliformes
o (Apenas presuntivos  termotolerantes .
Laticinio Coleta AmOStras (Média) (Média) E. coli
positivas) NMP/g NMP/g
Leite Cru 1.1*103 1.1*103 +
* 1 Leite 1.1#103 1.1#103 0
Pasteurizado ' ’
Tanque 1.1*103 1.1*%103 +
Ralo 1.1*%103 1.1*¥103 +
Queijo 1.1*103 1.1*%103 +
A 2 Leite Cru 1,1*103 9 0
Leite
Pasteurizado >,6%102 3,5*1 0
Piso 1,1*#103 1,1*#103 0
Forma 1,1*103 2,3*10! 0
Mesa 9 <3NMP/cm? 0
Codgulo 2,4%102 2,1*101 +
Queijo 1,1#103 7,6%10? +
B 1 Leite Cru 1,14%10? 1,14%10? +
Ordenha 1,1*%103 2,4%102 +
Piso 5,5%102 5,5%10? 0
Piso camara 1,1*103 1,1*103 +
Maio 5,5%102 <3NMP/cm? 0
Ralo 1,1*%103 1,1*#103 +
Queijo 1,1*%103 6,1%102 +
B 2 Leite Cru 1,1*%103 1,1*#103 +
Ordenha 1,1*103 1,1*103 +
Tanque 1,5410! <3NMP/cm? 0
Coagulacao
Ralo 1,1*%103 <3NMP/cm? 0
Coéagulo 2,4%102 9 +
Queijo 1,1#103 1,1#103 +
C 1 Leite Cru 1,1*#103 9,3*101 +
Mesa 1,1*%103 1,1*%103 +
Piso camara 9,3*101 9,3*%101 0
Piso 1,1*#103 1,1*%103 +
Lira 5,5%102 <3NMP/cm? 0
Mao 1,1*#103 <3NMP/cm? 0
Ralo 1,1*#103 1,1#103 +
Queijo 1,1*%103 7,4%102 +
C 2 Leite Cru 1,1*#103 1,1*%103 0

Legenda: + amostras positivas para E. coli, 0 amostras negativas.



Tabela 5 - Média de coliformes presuntivos e termotolerantes (NMP) e
quantidade de E. coli encontrada nas amostras coletadas nos laticinios visitados

(continuagdo).
Origem Coliformes Coliformes
o (Apenas presuntivos  termotolerantes .
Laticinio Coleta Amostras (Média) (Média) E. coli
positivas) NMP/g NMP/g
Piso camara 1,1*103 <3NMP/cm? 0
C 2 Ralo 1,1*103 <3NMP/cm? 0
Salmoura 5,5%102 5,5%102 +
Queijo 1,1*103 5,5*%10?2 +
D 1 Leite Cru 1,3*%102 2,1*%10! +
Pa 4 <3NMP/cm? 0
Ralo 1,5*%10! 1,5%10! 0
Piso 7 7 +
Mesa 9 9 +
Lira 9 9 +
Tanque 2,1%10! 9 +
coagulacgdo
Queijo 1,1*%103 8,0%107? +
Leite Cru 1,1*103 6,7*107? 0
D 2 Leite 4,3%101 4,3%10! 0
Pasteurizado
Tanquede gy 3NMP/em? 0
coagulacgdo
Mesa 2.3*10! 2,3*%10! +
Ralo 2,4*%10? 2,4*%10?2 +
Lira 2,3*101 <3NMP/cm? 0
Piso 1,1%103 1,1¥103 +
Processamento
Queijo 8,8%10? 4,8%102 +
E 1 Leite Cru 1,1*%103 1,1*%103 0
Leite w101 *101
Pasteurizado 2,3*10 2,3*10 0
Faca 2,3*10! 2,3*10! 0
Forma Acida 2,3*%10! 2,3*%101 0
Caixa camara 1,1*%103 2,3*%10! 0
Maio 2,3*101 2,3*%10! 0
Ralo 1,1*103 1,1*%103 0
Piso 2,4%102 2,4%1072 0

Legenda: + amostras positivas para E. coli, 0 amostras negativas.



Tabela 5 - Média de coliformes presuntivos e termotolerantes (NMP) e
quantidade de E. coli encontrada nas amostras coletadas nos laticinios visitados
(continuagdo).

Origem Coliformes Coliformes
. (Apenas resuntivos termotolerantes .
Laticinio Coleta amlc)) . p (Média) (Média) E. coli
positivas) NMP/g NMP/g
Forma 2,3%10! 2,3%10! 0
Codgulo 2,4%107? 2,4%107? 0
B 1 Piso Camara 2,4*%102 2,4*%102 0
Tanque 2,3*10! <3NMP/cm? 0
coagulagdo
Queijo 8,8%107? 4,8%102 +
E 2 Leite Cru 1,1*103 4 0
Leite
Pasteurizado >1LIF10° 4 0
Piso camara 4 7 0
Fria
Caixa camara 245102 4 0
Fria
Ralo >1,1*103 4 0
Mao 2,3*%101 2,3*%101 0
Coéagulo 9,3*10! <3NMP/cm? 0
Queijo >1,1%103 57 0
F 1 Leite Cru 1,1*%103 1,1*%103 0
Leite 234101 <3NMPlem? 0
Pasteurizado
Lira 2,3*%101 <3NMP/cm? 0
Estante 2,4%102 <3NMP/cm? 0
camara
Ralo 1,1*%103 4,3*%101 +
Forma 2,3*%10! <3NMP/cm? 0
Piso 1,1*%103 2,4%1072 0
Queijo 3,7*10% <3NMP/cm? 0
F 2 Leite Cru 1,1*%103 7 0
Leite
Pasteurizado 2,3*10! 4 0
Piso cAmara 2,3*10! 2,3*10! 0
Tanque 2,3*%101 <3NMP/cm? 0
Caixa 2,3*%10! <3NMP/cm? 0
Forma 2,3*%10! <3NMP/cm? 0
Ralo 1,1*103 <3NMP/cm? 0
Piso 1,1*%103 9 0
Queijo 1,6%102 1,9*%101 0

Legenda: + amostras positivas para E. coli, 0 amostras negativas.
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Em todas as 12 coletas foram encontradas coliformes nas amostras de queijo. Das
amostras de queijo coletadas e analisadas, 47 amostras continham coliformes totais, 31
apresentaram coliformes termotolerantes e em 28 foram observadas presenca de E. coli. De
qualquer forma, as amostras de queijo se apresentaram dentro dos padrdes estabelecidos para
coliformes termotolerantes segundo a RESOLUCAO-RDC N° 12, DE 02 DE JANEIRO DE
2001 — ANVISA que é para estabelecer os Padroes Microbioldgicos Sanitdrios para
Alimentos e determinar os critérios para a Conclusdo e Interpretacdo dos Resultados das
Andlises Microbiolégicas de Alimentos Destinados ao Consumo Humano. (BRASIL -
ANVISA, 2001).

Para diminuir a quantidade de coliformes é importante a melhoria das condi¢des de
higiene dos laticinios, sendo importante que os manipuladores ao apresentarem enfermidades
que possam comprometer a qualidade higi€nico-sanitdria dos alimentos sejam afastados da
atividade. Além disso, ndo devem fumar, falar, cantar, assobiar, espirrar, cuspir, tossir, comer
durante a manipulac@o. Devem usar cabelos presos e protegidos por toucas ou outro acessorio
apropriado. Devem lavar as maos ao chegar ao trabalho, antes e apds manipular alimentos e
sempre que se fizer necessario. E os visitantes devem cumprir os requisitos de higiene e de
saude estabelecidos para os manipuladores. Os uniformes devem ser conservados e limpos.
Utilizar hipoclorito de sddio, acido peracético ou Compostos de Quaterndrio de Amonia, na
lavagem dos sapatos, chdo, equipamentos e utensilios usados dentro da planta de
processamento (BRASIL — ANVISA, 2004; MENEGARO, 2016; MINBIOLE, 2016.).

No norte do Parané foi verificada a presenga de coliformes em queijo mussarela e para
todas as amostras foram encontradas coliformes totais e termotolerantes abaixo do limite de
legislacdo vigente, indicando que estes queijos estdo em condi¢des higi€nico-sanitdrias
satisfatorias. Ja em queijo Minas frescal, foram encontradas algumas amostras com valores
acima do valor estabelecido pela legislacdo (OLIVEIRA et al, 2017).

No laticinio A podemos observar que na primeira coleta houve uma contagem alta
tanto nos produtos iniciais como no produto final e ambiente sendo que E.coli estava presente
em praticamente todas as amostras positivas para coliformes termotolerantes, exceto no leite
pasteurizado. Na segunda coleta, a contaminacdo se manteve. A forma, um utensilio
diretamente utilizado no queijo, estava com valores de 1,1 x 103 essa contagem é acima do
esperado quando comparamos com o padrao permitido para superficies pela American Public
Health Association (APHA) que sugere para utensilios e ambiente por cm? um valor de
100UFC mesofilos. No Brasil, ndo hé legislagdo para superficie. Assim, amostras com NMP

acima de 100 para coliformes ficam acima do permitido pela APHA (COELHO, 2010). A



38

amostra do piso também apresentou quantidade alta de coliformes termotolerantes. Nas
amostras de queijos, os mesmos se encontram dentro do padrdo estabelecido pela ANVISA,
(2001), porém estd em contagem proxima da permitida pela legislacdo. Pode-se observar E.
coli em amostras de codgulo e queijo, fato preocupante, uma vez que a E. coli pode ser
patogénica. Esses resultados indicam uma falha no procedimento de higienizacdo, essa falha
pode-se levar em conta varios fatores, como, residuos de leite nas superficies, animais sem as
lavagens adequadas, ambientes abertos para a producdo sem sistemas anti-pragas.

No laticinio B, na primeira coleta o piso e o ralo apresentaram contagem de coliformes
alta. O piso apresentou na primeira coleta coliformes termotolerantes € na segunda coleta
apresentou <3NMP/cm? de coliformes totais e termotolerantes, ja o tanque de coagulacao na
primeira coleta ndo apresentou coliformes nem E. coli, porém foi observado contagem de
coliformes totais na segunda coleta, mostrando que a higienizacdo nao foi uniforme durante as
coletas em relacdo ao ambiente. Na segunda coleta, o ralo continuou com contagem de 1,1 x
103 para Coliformes presuntivo. E. coli foi encontrada nas duas coletas no leite cru, queijo e
ambiente.

No laticinio C, na primeira coleta, houve uma contagem acima de 100UFC/cm? de
coliformes termotolerantes, nas amostras de ordenhadeira, mesa, tanque de coagulagdo e piso.
Na segunda coleta, foi encontrado E. coli somente no queijo e na salmoura, algo preocupante
porque a salmoura ndo apresentou contamina¢do na primeira coleta, mostrando que pode ter
ocorrido uma contaminagdo cruzada nessa parte do processo.

No laticinio D, na primeira coleta todas as amostras estavam dentro do padrdo de
referéncia de 100UFC/cm? para mesofilos. Na segunda coleta, o piso do processamento
apresentou contagens altas de coliformes termotolerantes.

No laticinio E, na primeira coleta, as amostras coletadas do leite cru e ralo estavam
com contagem de 1,1 x 103 para Coliformes Totais considerando acima do valor esperado,
havia E.coli no queijo o qual tinha coliformes termotolerantes, no valor dentro do permitido.
Na segunda coleta, as amostras em todo o processo estavam com quantidade de coliformes
dentro do valor de referéncia, porém o processo pode estar com niimeros baixos de coliformes
e pode haver contagem de mesofilos. Na coleta 2 nao foi encontrada cepas de E. coli.

No laticinio F, na primeira coleta o piso estava com contagem de 2,4 x 10? sendo
acima da referéncia estabelecida pelo APHA, havia E. coli apenas no ralo. Na segunda coleta,
ocorreu 0 mesmo do laticinio E, todas as amostras de coliformes estavam dentro do limite em

todo o processo e ndo houve contagem de E. coli.
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No presente trabalho das 227 amostras coletadas Escherichia coli foi encontrada em
33 amostras (Figura 7) e apenas uma amostra, isolada de amostra do piso foi confirmada para
E. coli diarreiogénica (ETEC). Dessas 33 amostras 2,94 % da lira, 5,88 % de ordenhadeira,
2,94 % de salmoura, 5,88 % de codgulo, 5,88 % de tanque de coagulacdo, 8,82 % da mesa,
11,76 % de piso, 14,70 % de ralo, 14,70 % eram de leite cru, 26,47 % de queijo. Observa-se
que as amostras de leite pasteurizado ndo apresentaram contaminagdo por E. coli, porém o
micro-organismo foi observado em queijo e isso mostra que por mais que a pasteurizagdo
diminua a contagem de bactérias e diminua as formas vegetativas dos patdgenos pode ocorrer

uma recontaminagdo pelo ambiente, processamento ou manipulador.

Figura 7 - Caracteristicas morfolégicas das coldnias de E. coli isoladas no meio Levine e

MacConkey incubadas a 37 °C por 24h.

5.2. Analise por Biologia Molecular

De acordo com as andlises feitas de cada gene de E. coli diarreiogénica foi observado
apenas um isolado de amostra do piso com a presenga do gene est, 0 que a caracteriza como
ETEC.

Podemos observar que os isolados nao foram positivos para EHEC, um dos grupos
mais severos de E. coli, pois causam sangue nas fezes, colite hemorragica, sindrome
hemolitico-urémica e purpura trombotica trombocitopénica, sendo protagonista de vdrios
surtos ocorridos na Europa e América, causando mortes.

Os genes flicH7 e rbfbO157 sdo os presentes no sorotipo O157:H7. Contudo, é
importante ressaltar que no presente estudo os genes flicH7 e rbfbO157 ndo foram
encontrados em nenhuma amostra. Os genes stx1 e stx2 também ndo foram isolados em
nenhuma cepa isolada como observado na Figura 8. Assim como em um estudo feito no
Parana foram coletadas 20 amostras de leite cru na regido de Londrina e nao foram

encontradas E. coli com gene stx (SILVA et al, 2016). Correlacionando o estudo de Silva
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(2016) com este trabalho, o resultado € semelhante em relacdo ao gene stx. Mesmo ndo sendo
encontrado nos laticinios € importante a continuagcdo desse tipo de estudo, pois como
mencionado anteriormente E. coli com gene stx pode ser veiculada por alimento e levar o
consumidor a adoecer e até a dbito.

O gene eae (EPEC ou EHEC) foi encontrado em cepas isoladas de trés laticinios,
totalizando cinco cepas, uma em leite cru (laticinio D primeira coleta), trés em queijo
(laticinio B segunda coleta, D segunda coleta e E primeira coleta) e uma no ralo (laticinio D
segunda coleta). Porém como os genes bfpA e bfpB nado foram encontrados estes isolados nao
podem ser caracterizados como E. coli diarreiogénica.

Segundo um levantamento bibliografico de Souza (2016), ha relatos de EPEC
causando diarreia desde 1940, porém os isolados do presente estudo foram negativos para os
genes bfpA e bfpB.

Dentre as amostras analisadas do grupo de E. coli Enterotoxigénica (ETEC) ndo foi
observada nenhum isolado contendo a presenca de amplificacdo do gene [ra, apenas o est foi
encontrado em um laticinio, em amostra do piso.

Foi feito um estudo no Sul do Brasil com PCR multiplex em tempo real para detectar
fatores de viruléncia (toxinas e fimbrias), em amostras de diarreia de aves e suinos. No
referido estudo foram obtidos 25 isolados de E. coli com fatores de viruléncia, sendo que 40
% dessas amostras positivas foram encontradas no PR, 32% no RS e 28% em SC. Foram
caracterizados isolados com uma (36%) ou duas (16%) fimbrias, e bactérias com uma
(48,3%), duas (16%) e trés (4%) toxinas. Apenas 39,7% dos isolados apresentaram os genes
que codificam os fatores de viruléncia de ETEC (CERVEIRA et al, 2008).

Em Londrina, no Parand, investigou-se a presenca de E coli em queijo de leite cru,
onde foram analisadas 147 amostras de queijo Minas e destas, 28 amostras apresentaram E.
coli. A partir da andlise por PCR foi encontrada uma amostra de E. coli EPEC atipica, que
comumente causa diarreia em criangas (CAMPOS et al, 2017).

De acordo com os resultados observados no presente estudo, a E.coli diarreiogénica
ndo estd presente no queijo € nem no processo em geral, pois foi isolada e encontrada apenas
em amostra de piso, 0 que minimiza 0s riscos, entretanto a presenca de E. coli no processo
deve ser considerada, pois € pouco provavel ndo ocorrer E. coli em laticinios, no Brasil, pois é

uma bactéria existente no tratogastrointestinal.
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5.3. Analise de susceptibilidade a antimicrobianos

De acordo com os resultados dos antibiogramas pode-se observar que todos os
isolados foram resistentes a rifampicina, o que era de se esperar, pois ndo esta na lista de
antibidticos indicados para E. coli, segundo Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (2014) (CLSI). Em relacdo aos outros antibidticos em sua maioria foram sensiveis. A
Tabela 6 representa a quantidade de isolados sensiveis, resistentes e intermedidrios. Os
intermedidrios sdo aqueles em que a concentracdo de crescimento que nao permite a
visualizagdo macroscépica bacteriana € proxima a concentracdo sérica mixima, podendo ser

utilizado no caso de contraindicacao de doses elevadas (ANVISA, 2018).



Tabela 6 - Perfil de susceptibilidade aos antibidticos dos isolados de E. coli obtidos em amostras de laticinios.

Penicilinas Cefalosporinas Carbapens
Amox+Clav | Ampicilina Cefoxitina | cefepime | ceftazidina | Cefotaxina Imipenen
Origem 1solado R 1 S R 1 S R 1 S R ' S R 1 S R 1 S R ' S
Leite Cru 8 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 12.5 87.5 0% 0% 100% 0% 13% 87%
Ordenha 6 7% 0% 83% 0% 0% 100 17% 0% 83% 17% 0% 83% 17% 0% 83% 17% 0% 83% 0% 0% 100%
Codgulo 2 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 50% 0% 50%
Salmoura 1 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% O% 0% 0% 0%  100%
Tanque a 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% S0% 5S0% 0% 0%  100%
Piso 9 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 11% 89% 11% 0% 89%
Ralo 8 0% 0% 100% 12% 0% 88% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0%  100%
Mesa S 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Lira 1 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% O% 0% 100% 0% 0%  100%
Queijo 72 0% 3% 97% 22% 3% 75% 0% 2% 98% 0% 4% 96% 3% 6% 91% 8% 11% 81% 3% 12%  85%
Monobactans Quinolonas Aminoglicosideos Anfenicol
Azteonam Clprofloxacino [ Ac Nalidi Estreptomicina [ Gentamicina ] Tobramicina Cloranfenicol
Origem Isolados R 1 S R 1 S R 1 S R I S R 1 S R 1 S R I S
Leite Cru 8 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 25% 0% 75% 0% 0% 100% 13% 0% 87% 0% 0% 100%
Ordenha ] 17% 17% 66% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 17% 83% 0% 0% 100 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Codeulo 2 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Salmoura 1 0% 0% 100% 0% 100% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100%
Tanque a 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Piso 9 11% 0% 89% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 11% 0% 89%
Ralo 8 0% 0% 100% 0% 100% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Mesa 5 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Lira 1 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
Quello 72 6% 8% 86% 0% 4% 96% 8% 0% 92% 17 1% 82 4% 1% 95% 3% 3%  94% 3% 0% 97%
Tetraciclinas Rifamicinas Sulfonamidas l Outros
Tetraciclina Rfampicina Sulfonam | Trimetr+suifon | Trimetop | Fosfomicina
Origem 1solados R 1 S R 1 S R 1 S R ' S R 1 S R 1 S
Leite Cra 8 0% 0% 100% 100% 0% 0% 13% 0% 87% 0% 13% 85% 0% 0% 100% 0% 0% 100%
Ordenha 6 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 33% 0% 67% 0% 0%  100%
Codgulo 2 0% 0% 100% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100%
Salmoura 1 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100%
Tanque a4 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100%
Piso 9 11% 0% 89% 100% 0% 0% 22% 0% 78% 11% 0% 89% 11% 0% 89% 0% 0% 100%
Ralo 8 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100%
Mes=a 5 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100%
Lira 1 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100%
Queijo 72 15% 1% 84% 100% 0% 0% 24% 1% 75% 8% 0% 92% 19% 1% 80% 1% 4% 95%

Legenda: R — resisténcia; I — intermediario; S — sensivel.
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O estudo de bactérias com perfil de ESBL é de grande importincia, pois sdo
enzimas produzidas por Enterobactérias para hidrolisar os antibidticos utilizados contra
as mesmas, isso pode dificultar o tratamento podendo levar o paciente a 6bito. Levando-
se em consideracdo que na drea clinica sdo encontrados muitos casos de isolados com
esse perfil (SHAIKH et al, 2015). No presente trabalho, nenhuma cepa foi caracteristica
para ESBL.

E importante ressaltar que neste trabalho nenhuma cepa se apresentou com perfil
ESBL (B-lacatamase de amplo espectro). A Figura 9 — 3 € apenas de um isolado, porém
em todas as amostras que foram colocados discos dos antibidticos amoxicilina-dcido
clavulanico, em aproximag¢do com duas cefalosporina de amplo espectro, ndo foi

observado ac¢do sinérgica.

__.-_2

Figura 9: Antibiograma de E. coli isolada de queijo. Sensibilidade a ampicilina, imipenem,
aztreonam, cefepime, cefoxitina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, acido
nalidixico, ciprofloxacina, gentamicina, tobramicina, estreptomicina, fosfomicina e rifampicina
nas figuras 9 -1 e 9-2. Na Figura 9-3 para verificar perfil ESBL (B-lacatamase de amplo espectro)
amoxicilina-dcido clavulinico (beta-lactimico) foi colocado entre um disco de ceftazidima

(cefalosporina) e outro de cefotaxima (cefalosporina).

A multiresisténcia bacteriana € um grave problema de satide publica, tem sido
muito observada no ambiente hospitalar e na pratica veterindria. Estando associada ao uso
inadequado de antibidticos, algo que dificulta o tratamento, fazendo com que seja longo
ou até que nao tenha efeito podendo levar o paciente ao 6bito (LOUREIRO, et al 2016).

Tais antibidticos amoxicilina-dcido clavulanico, aztreonam, cefepima, cefotaxima,
ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e tobramicina foram eficientes com

uma sensibilidade alta de 80 — 100%.
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No laticinio A foram encontrados cinco isolados de E. coli multirresistentes,
sendo quatro de queijos e um de codgulo. Essas cepas foram resistentes aos
aminoglicosideos, cefalosporinas, sulfonamidas, e trimetropina.

No laticinio B, ocorreram 11 cepas multirresistentes, uma proveniente de amostras
de leite recém-ordenhado e dez de produto final. Essas cepas foram resistentes as
penicilinas, cefalosporinas, carbapens, monobactans, quinolonas, aminoglicosideos,
tetraciclinas e trimetropina.

No laticinio D, foram detectadas trés cepas multirresistentes, uma isolada de
amostra do piso e outras duas de queijo. Essas cepas foram resistentes as penincilinas,
carbapens, monobactans, quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas e
trimetropina.

Em Maringéd — PR foi feito um estudo isolando 95 E. coli em amostras de leite de
vaca pasteurizado. Todos os isolados eram sensiveis a amoxicilina-dcido clavulanico,
aztreonam, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e
tobramicina. As maiores taxas de resisténcia foram observadas para cefalotina (55,78%) e
ampicilina (26,31%). Esses resultados sdo preocupantes, pois a pasteurizagdo ocorre para
que elimine as células vegetativas do leite, e foi isolada 95 cepas e dessas uma quantidade
significativa de resistentes aos antimicrobianos (OLTRAMARI et al, 2014).

Fazendo uma correlacdio com os resultados do presente estudo e de
OLTRAMARI, (2014), pode-se observar que as cepas testadas, em sua maioria
apresentaram sensibilidade aos antibidticos.

No presente estudo, os isolados provenientes das amostras de queijo foram
resistentes a Ampicilina 22 %, Imipenen 3 %, Aztreonam 6 %, Cefotaxima 8 %,
Ceftazidima 3 %, trimetoprim-sulfametoxazol 8 %, Tetraciclina 15 %, Cloranfenicol 3 %,
Acido nalidixico 8 %, Gentamicina 4 %, Tobramicina 3 %, Estreptomicina 17 %,
Fosfomicina 1 % e Rifampicina 100 %.

Diante dos dados avaliados de estudos recentes pode-se observar que no Brasil
sdo encontradas cepas resistentes em diversos alimentos, entdo € necessario uma melhoria
no controle de transferéncia dessas cepas resistentes e conscientizagdo do uso racional de
medicamentos tanto na clinica humana e animal como na agropecudria.

Os dados de multirresisténcia sdo muito preocupantes, pois isso dificulta o
tratamento e € um problema de saide publica, pois infecgdes matam milhares de pessoas

todos os anos. A Organiza¢do Mundial da Satide e o Centro de Controle de Prevengdes de
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Doencas definiram a resisténcia microbiana como uma crise global, que se deve ao uso
indevido de antimicrobianos (OMS, 2018).

Ha um novo conceito conhecido como saude tnica (One Health) para projetar
e implantar programas, politicas, legislacio e pesquisa em que vdrios setores se
comunicam e trabalham juntos para alcangar melhores resultados de satude publica. As
dreas de trabalho incluem seguranca alimentar, controle de zoonoses, € combate a
resisténcia a antibidticos, pois muitos micro-organismos infectam animais e seres
humanos, pois vivem no mesmo ecossistema. Muitos profissionais que atuam em
diferentes setores, como saude publica, saide animal, fitossanidade e meio ambiente,
devem se unir para detectar, responder e prevenir surtos de zoonoses e problemas de
seguranca alimentar e fornecer orientagdes sobre como reduzir esses riscos (WHO,
2017).

O alimento pode ser um veiculo de bactérias multirresistentes, e observar esses
micro-organismos nas amostras de queijo sdo preocupantes, uma vez que 0 mesmo € um
alimento pronto para o consumo. A presenca dessas bactérias pode causar infec¢do
intestinal no consumidor podendo levar a 6bito no caso de cepas mais severas e que
podem ser multirresistentes a antibidticos.

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho (Tabela 7), observamos que
E. coli est4 presente em sua maioria nas amostras de queijo, algo preocupante mesmo nao
contendo genes caracterizando-as como cepas diarreiogénicas, pois indica uma falha no
processo de implantacdo de Boas Préticas de Fabricacdo e o consumo desse queijo pode
ser considerado um risco para satde publica. E possivel notar que no leite pasteurizado
ndo houve presenca de E. coli, o que mostra que pode ter ocorrido uma contaminagao
cruzada a contaminacdo pds processamento.

H4 contaminagdo no ambiente e em um utensilio o que mostra que as condi¢oes
de higiene precisam ser revisadas e alteradas. Foram identificadas cepas resistentes aos
antibidticos, sendo cepas isoladas, em sua maioria, de queijo.

Para evitar a resisténcia bacteriana € importante a prevencdo e controle da
dissemina¢do dos micro-organismos resistentes, o produtor deve respeitar o tempo de
caréncia dos antibidticos utilizados até a coleta do leite e pesquisas de novos farmacos

que essas bactérias ainda ndo sejam resistentes.
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Tabela 7 - Perfil de resisténcia e viruléncia de E. coli confirmadas, em amostras obtidas de Leite

Cru e Ordenha, Queijo, Utensilios, Ambiente e Produtos intermedidrios.

Isolados E. Porcentagem de Gene de
Origem . ©  Amostras positivas . . Resisténcia a antibioticos
coli (n=33) (%) virulencia (n)
Lg;ge(;lll”ll;e 7 20.58% eae (1) AMC(7%), AZT(17%), CFO(17%), CPM(17%), CEX(17%),
CAZ(17%), SDT(11%), TOB(13%), ESP(25%)e RIF(100%).
AMPQ22%), IMP(3%), AZT(6%), CFO(8%), CAZ(3%),
Queijo 9 26,47% eae (4) SDT(8%), TET(15%), CLO(3%), NAL(8%), GEN(4%),
TOB((3%), ESP(17%), FOS(1%) e RIF(100%).
Utensilios 1 2,94% 0 RIF(100%).
Ambiente 14 41.17% est (1), eae(1) AMP(12%), IMP(11%), AZT(11%), CFO(100%),
TET(11%), CLO(11%), e RIF(100%).
Produto 3 8.82% 0
intermedidrio 82% IMP(50%), CFO(100%), ESP(100%) e RIF(100%).
Total 34 100,00 est (1)

AMP: Ampicilina, AMC: amoxicilina-dcido clavulanico, IMP: imipenem, AZT:,aztreonam CFO: cefotaxina, CPM: cefepime, CFX:
cefoxitina, CAZ: ceftazidima, SDT: trimetoprim-sulfametoxazol, TET: tetraciclina, CLO: cloranfenicol, NAL: 4cido nalidixico, CIP:

ciprofloxacina, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, ESP: estreptomicina, FOS: fosfomicina e RIF: rifampicina.
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Conclusao

Foram observadas 34 amostras com presenca de E. coli. De acordo com os
resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que coliformes termotolerantes e
E. coli estao presentes nos laticinios, principalmente organicos e foram encontrados no
produto final que € um alimento pronto para o consumo.

De todos os isolados apenas uma cepa foi considerada diarreiogénica, sendo
isolada de piso.

Foram identificadas cepas resistentes aos antibidticos, sendo 48,48% de cepas

multirresistentes, em sua maioria, de queijo.
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