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RESUMO

Objetivou-se pesquisar Enterococcus spp. resistentes a antimicrobianos e
formadores de biofilme em queijo de coalho, embalado na industria, comercializado
em hipermercados da cidade de Recife, Pernambuco. A técnica de pesquisa
microbiolégica empregada foi em conformidade com as normas NP 2079 com
pequenas alteragBes. Verificou-se o0 crescimento de colbnias caracteristicas de
Enterococcus spp. em meio agar Slantz and Bartley em todas as amostras
adquiridas. De 36 isolados de Enterococcus spp. foram identificadas trés espécies
bacterianas, sendo 44,4% de Enterococcus faecalis, 44,4% de Enterococcus
faecium e 11,2% de Enterococcus durans. No método de disco-difusdo para
verificagéo da susceptibilidade aos antimicrobianos observou-se maior percentual de
resisténcia, incluindo também a intermediaria, na eritromicina (63,9%), seguido de
nitrofurantoina (36,2%), tetraciclina (22,3%), vancomicina (2,7%) e ciprofloxacina
(2,7%). Quanto a capacidade formadora de biofilme dos isolados de Enterococcus
spp., ndo houve nenhum forte formador de biofilme, mas obteve-se fracos
formadores de biofilme em 77,8% e moderados formadores de biofilme em 22,2%,
no total das trés espécies encontradas, e nenhum isolado estudado foi negativo
guanto a capacidade de formar biofilme. A alta contaminacdo desse tipo de queijo
analisado sugere possivel falha nas boas praticas, desde a ordenha até a
comercializacdo, onde se tem um produto pronto para consumo, sem desconsiderar
a presenca de Enterococcus spp. como elemento existente na fabricacdo do mesmo,
sendo também relevante o potencial formador de biofilme por esse microrganismo
devido a formacdo do mesmo provocar alteracbes fenotipicas de células
planctdnicas, que podem ser descritas como estratégias de sobrevivéncia dos
microrganismos. Mais estudos microbiolégicos em queijo de coalho deverdo ser

realizados devido a sua importancia para economia e saude publica.

Palavras chave: Adesao bacteriana; infeccbes nosocomiais; microrganismos

emergentes; resisténcia antimicrobiana; saude publica; seguranca de alimentos.



ABSTRACT

The objective was to search for Enterococcus spp. resistant to antimicrobials and
biofilm-forming in rennet cheese, packaged in the industry, sold in hypermarkets in
the city of Recife, Pernambuco. The microbiological research technique employed
was in accordance with the NP 2079 standards with minor changes. The growth of
colonies characteristic of Enterococcus spp. on Slantz and Bartley agar in all
acquired samples. From 36 isolates of Enterococcus spp. three bacterial species
were identified, 44.4% of Enterococcus faecalis, 44.4% of Enterococcus faecium and
11.2% of Enterococcus durans. In the disk-diffusion method to check susceptibility to
antimicrobials, a higher percentage of resistance was observed, including also the
intermediate, in erythromycin (63.9%), followed by nitrofurantoin (36.2%), tetracycline
(22.3% ), vancomycin (2.7%) and ciprofloxacin (2.7%). Regarding the biofilm-forming
capacity of Enterococcus spp. Isolates, there was no strong biofilm-forming agent,
but weak biofilm-forming agents were obtained in 77.8% and moderate biofilm-
forming agents in 22.2%, in the total of the three species. found, and no isolate
studied was negative in terms of the ability to form biofilm. The high contamination of
this type of cheese analyzed suggests a possible failure in good practices, from
milking to commercialization, where a product is ready for consumption, without
disregarding the presence of Enterococcus spp. as an existing element in the
manufacture of the same, being also relevant the biofilm-forming potential by this
microorganism due to its formation causing phenotypic changes in planktonic cells,
that can be described as microorganism survival strategies. Further microbiological
studies on rennet cheese should be carried out due to its importance for the

economy and public health.

Key words: Bacterial adhesion; nosocomial infections; emerging microorganisms;

antimicrobial resistance; public health; food safety.
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1. INTRODUCAO

O queijo de coalho é um alimento tipico do Brasil, presente na Regido Nordeste a
mais de 150 anos e bastante consumido nessa regido, elaborado a partir de leite cru
ou pasteurizado. Estados como Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba
sdo o0s principais produtores deste tipo de queijo, sendo sua importancia na
economia consideravel e significativa na renda dos fornecedores de leite,
principalmente os que nao tém acesso a unidades de processamento de leite (SILVA
et al., 2012).

Os enterococos, bactérias Gram-positivas isoladas do solo, aguas superficiais e
agua do mar, também em associacdo com plantas, estdo presentes em produtos
alimentares fermentados, sdo bactérias acido lacticas (BAL), sdao amplamente
utilizadas como culturas iniciadoras na industria de laticinios para a fabricacdo de
queijo, iogurtes e leites cultivados (GIRAFFA, 2003; GIRAFFA e ROSSETTI, 2004).

Geralmente ndo ocasionam efeitos adversos em individuos saudaveis, no
entanto, também podem se apresentar como patégenos oportunistas relacionados
as infeccbes nosocomiais, particularmente em pacientes imunocomprometidos
(LOSSOUARN et al., 2019).

As infeccBes nosocomiais, causadas pela microbiota intra-hospitalar e, as vezes,
condicionadas pela microbiota do pessoal de salde e pelo proprio paciente, sdo um
problema de grande importancia clinica e epidemiolégica. Por ocasionarem altos
indices de morbidade e mortalidade, além de extensdo dos dias de hospitalizacéo e
desperdicio dos recursos econémicos, sdo consideradas uma situacdo emergente
em todo o planeta (MONTOYA et al., 2015).

Além disso, a resisténcia intrinseca de Enterococcus spp. a diversos
antimicrobianos e a aquisicdo de resisténcia a outros, como a vancomicina,
frequentemente empregada no tratamento de pacientes com infeccbes graves por
bactérias Gram-positivas, levou a emergéncia de E. faecalis como um patogeno
nosocomial relevante (ANDRADE, 2018). O género Enterococcus spp. é de acordo
com Hollenbeck e Rice (2012), descrito como causa de pelo menos 10% das
infeccbes hospitalares e as principais espeécies associadas a estas infeccdes, E.
faecalis (85-90 %) e E. faecium, apresentam resisténcia intrinseca a diversos

antimicrobianos, como B-lactamicos (penicilina e cefalosporinas), aminoglicosideos
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(estreptomicina), lincosamidas (clindamicina, em E. faecalis), estreptograminas (a

combinacgéo quinupristin-dalfopristin, em E. faecalis) e sulfametoxazol-trimetoprima.

A utilizacdo desregrada de farmacos antimicrobianos desencadeou o aumento
de cepas resistentes aos tratamentos e este cenario se torna mais preocupante
guando os microrganismos se apresentam na forma de biofilme. Estruturas
complexas de aglomerados microbianos protegidos por uma camada de
exopolissacarideos (EPS), os biofilmes impedem a penetracdo dos farmacos e
dificultam o tratamento das infecgcdes (COSTERTON et al.,1999; URQUHART et al.,
2019).

Apesar do exposto, observa-se ainda uma caréncia de registros na literatura a
respeito de Enterococcus spp. resistentes a antimicrobianos e formadores de
biofilme isolados de alimentos de origem animal. Desta forma, torna-se relevante a
pesquisa desses microrganismos com essas caracteristicas em alimentos de origem

animal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia do leite e queijo no Brasil

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), a
producao de leite no Brasil gera grande impacto no cenario mundial, sendo o quinto
pais com a maior producdo no mundo, perdendo posicdo apenas para Unido
Europeia, Estados Unidos, india e China.

Os laticinios sob servico de inspecéo sanitaria no Brasil captaram 24,45 bilhdes
de litros de leite em 2018, um acréscimo de 0,5% em relacdo a 2017 (IBGE, 2019),
sendo esse fator muito importante, pois o leite € um produto rico em constituintes
nutritivos e energéticos, é um alimento considerado completo, sendo 0 seu consumo
recomendado para pessoas de todas as faixas etarias. Produzido em todo o mundo,
o leite € largamente utilizado na alimentacao infantil, sendo um alimento de primeira
linha no combate a mortalidade infantil nos paises em desenvolvimento (LUNA,
2012).

O queijo consiste em um produto maturado ou fresco adquirido a partir do
isolamento parcial ou total do soro do leite, leite reconstituido ou soro de lacteos,
coagulado com auxilio de enzimas, coalho, bactérias ou de &cidos organicos
isolados ou combinados (BRASIL, 1996).

Devido as suas propriedades sensoriais e nutritivas, o queijo € um derivado
lacteo tradicional com grande aceitacdo no mercado, apresentando-se para
consumo com diversas variedades que se diferenciam quanto ao tipo, sabor, cor,
forma e aroma, buscando agradar aos multiplos paladares dos seus consumidores
(NOGUEIRA, 2006).

Os queijos sdo alimentos de alto valor biolégico, ricos em proteinas, célcio,
fésforo, zinco, iodo, selénio, vitaminas e oligoelementos, existindo em todo 0 mundo
mais de 1.000 tipos, feitos a partir de diferentes tipos de leites e processos de
producéo diferenciados (LACTEA BRASIL, 2006).

Com o desenvolvimento tecnoldgico, surgiram em nivel nacional muitas
variedades, sendo algumas de expressao regional como o queijo de coalho
(BORGES et al., 2003). De acordo com Andrade (2006), o seu nome deriva do
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processo de coagulacdo, observado pela primeira vez, conforme aponta a historia,
devido a acdo de enzimas coagulantes existentes no estdbmago de animais

herbivoros.

Um dos produtos tipicos da regido Nordeste, o queijo de coalho, tem um
relevante valor cultural e socioecondémico, faz parte da composi¢do da alimentacéo
diaria, sendo comumente consumido como aperitivo, ou ainda como complemento
alimentar. O seu fabrico passa de geracdo em geracdo, na maioria das vezes de
forma artesanal, utilizando o conhecimento prético tradicional transmitido dentro do
ambiente familiar (SOUZA et al., 2014).

Quando elaborado de forma artesanal, tem na sua producdo, conforme seu
fabricante, algum tipo de adaptacdo de acordo com suas habilidades, estrutura fisica
e econdmica. Como resultado, os queijos produzidos apresentam caracteristicas
organolépticas que atribuem a eles uma identidade regional e cultural propria de
cada regidao (MENEZES, 2013).

O queijo de coalho, tanto o artesanal quanto o industrializado, por ser um produto
bastante manipulado e muitas vezes elaborado sob condi¢des higiénico-sanitérias
insatisfatorias, pode nado apresentar seguranca microbiolégica e padronizacao
(ANDRADE, 2006), sendo tido como um alimento muito predisposto a contaminagao
(SANTANA et al., 2008).

Com o intuito de regulamentar a sua producdo, encontram-se disponiveis
algumas legislacfes, tais como: o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de Produtos Lacteos, que estabelece os padrées de identidade e os requisitos
minimos de qualidade que o queijo de coalho deve apresentar para ser destinado ao
consumo humano (FREITAS FILHO et al.,, 2009). A lei federal n°® 13.860 de
18/07/2019 sancionada pelo Presidente da Republica do Brasil dispde sobre a
elaboracdo e a comercializacao de queijo artesanal e a correlata produgéo leiteira, ja
a Portaria da ADAGRO n° 007 de 04/01/2018 aprova o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do queijo de coalho artesanal em Pernambuco (Imprensa
Nacional, 2019; DOE Pernambuco, 2018).

O queijo industrializado (tipo A) segue as normas do MAPA como a Instrucao
Normativa n°® 5 de 14/02/2017 que dispde sobre os requisitos para avaliacdo de

equivaléncia ao Sistema Unificado da Atencdo a Sanidade Agropecuaria relativos a
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estrutura fisica, dependéncia e equipamentos de estabelecimentos agroindustrial de
pequeno porte de produtos de origem animal. E finalizando, a Portaria 368/97 do
MAPA trata do Regulamento técnico sobre condi¢des higiénico sanitérias e de Boas
Praticas de Fabricacdo para estabelecimentos elaboradores/industrializadores de

alimentos.

2.2. Enterococcus spp.

Bactérias do género Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, ovalados,
formando cadeias curtas, pertencentes a familia Enterococcaceae e possuem 58
espécies descritas (PARTE, 2014). Por serem facultativos crescem tanto em
ambientes com oxigénio, quanto em ambientes com a redu¢cdo do mesmo. Sao
microrganismos extremamente resilientes a diferentes condicdes ambientais,
suportando temperaturas variantes de 10 e 45°C, em ambientes hipertdnicos, até
6,5% de cloreto de sbédio, como também em hipotdnicos, em pH variante do acido
até basico (pH entre 4 e 9,6) e resistem a 60°C por até 30 minutos (KONEMAN et
al., 2014).

O termo Enterococcus foi relatado pela primeira vez por Thiercelin em 1899,
qgquando descreveu bactérias comensais com capacidade de se tornarem
patogénicas. Devido a sua morfologia e algumas semelhancas bioquimicas, os
enterococos foram considerados inicialmente pertencentes ao género
Streptococcus (SOLACHE, 2019).

Sao cocos anaerobios facultativos, formam cadeias de varios comprimentos. Sao
comensais habitantes do trato gastrointestinal de seres humanos e outros mamiferos
com a capacidade de sobreviver em ambientes como os hospitais (ARIAS e
MURRAY, 2012).

Os Enterococcus spp. e suas espécies sdo de origens diversas, como meio
ambiente, fonte animal e humana. Esses microrganismos sédo de grande importancia
pois fazem parte da microbiota normal de animais e humanos, tendo sua distribui¢cao
de forma semelhante nos mesmos (FISCHER e PHILLIPS, 2009), constituem um
complexo grupo de bactérias, que desempenham papel dubio em alimentos pois
enquanto algumas linhagens sao utilizadas como culturas starter em queijos e

alimentos enlatados, conferindo sabor, odor e textura a esses produtos, outras
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cepas estdo relacionadas com a deterioracdo de alimentos como potencial
reservatorio de enterococos que albergam determinantes de viruléncia e resisténcia
(TERRA et al., 2018).

A partir da contaminacao fecal, pele de animais, agua, equipamentos de ordenha
e tanques de expansao os Enterococcus spp. podem contaminar o leite e seus
derivados. As bactérias do género Enterococcus sdo frequentemente encontradas
em leite e derivados, principalmente em queijos, devido a caracterristicas como
resisténcia a pasteurizagéo, por serem termorresistentes, e a refrigeragéo, por serem
psicrotréficas (PORTO et al., 2016).

Os Enterococcus spp. fazem parte da microbiota envolvida em varios processos
fermentativos em alimentos, tais como aqueles que envolvem leite, carne e vegetais,
sdo componentes naturais dos alimentos, representando papel importante no
amadurecimento e realce do sabor de queijo, esses microrganismos possuem uma
ampla adaptabilidade para suportar condicbes adversas como temperatura, pH,

hiperosmolaridade e dessecacao prolongada (ALI et al., 2014).

Sua presenca nos alimentos tem sido motivo de preocupacao para os 6rgaos de
saude publica principalmente por possuir caracteristica ambigua (MORAES et al.,
2012). No aspecto positivo tem o desenvolvimento de propriedades sensoriais,
através de reacfes bioquimicas durante a maturacado: protedlise, lipdlise, utilizacéo
do citrato e producdo de compostos aromaticos volateis (HUGAS et al., 2003;
JAMET et al., 2012), por outro lado, tém se tornado importantes patégenos humanos
entre pacientes hospitalizados, (LECLERQ, 2009; ROSENTHAL et al.,, 2015;
SIEVERT et al., 2013), também idosos com doencas graves subjacentes
(ARCHAMBAUD et al., 2019), nos ultimos anos estd associado a bacteremia, a
sepse e a endocardite bacteriana (HEIDARI et al., 2017), essas infec¢bes podem
originar-se da microbiota normal, podem também ser transferidos de paciente para
paciente ou adquiridos através do consumo de agua ou alimentos contaminados
(MURRAY et al., 2004).

Os Enterococcus spp. foram inicialmente classificados como Streptococcus do
grupo D devido suas espécies possuirem, associados a sua membrana
citoplasmatica, o antigeno da parede celular do grupo D (TEIXEIRA e MERQUIOR,
2013).
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Dentre as mais de 50 espécies do género Enterococcus spp., E. faecalis e
faecium sdo mais frequentemente isoladas de humanos, animais e amostras de
alimentos. De 80 a 90% dos Enterococcus spp. isolados de amostras clinicas no
homem s&o da espécie E. faecalis, 5 a 15 %, E. faecium, mas outras espécies
também podem ocasionalmente serem identificadas nesses isolados como E. hirae,
E. durans, E. gallinarum ou E. casseliflavus (SILVA et al.,, 2012), dentre esses, 0
Enterococcus durans, € comumente encontrado em produtos lacteos e no trato
intestinal de animais domésticos, associado com encefalomaléacia e diarreia em
animais. Porém ao contrario de E. faecalis ou E. faecium, E. durans ndo é um

patdgeno comum em humanos (BYUNG et al., 2019).

2.3. Resisténcia a antimicrobianos e Enterococcus spp.

O surgimento de resisténcia aos antimicrobianos por enterococos e sua difuséo
em alimentos sugerem uma situacéo de risco para a saude publica, e também deve
ser considerada uma possivel correlacdo entre cepas presentes nos hospitais com

aguelas isoladas de alimentos (RIBOLDI et al., 2009).

O aparecimento da multirresisténcia bacteriana no ambiente hospitalar tem sido
crescente nas Uultimas décadas, aumentando a morbimortalidade, periodo de
internacdo, consequentemente os custos com os cuidados de saude, desafiando a
salde publica e elevando cada vez mais as prescri¢cées de antibioticos (LIRIO et al.,
2019).

Entre os principais patdgenos bacterianos hospitalares que sao resistentes a
antibioticos disponiveis encontra-se 0 género Enterococcus, cujas infeccdes

representam dificuldades terapéuticas reais (BLANCO et al., 2016).

A resisténcia antimicrobiana (AMR) cresce mundialmente e ameaca a prevencao
e a cura de infecgbes. Em 2016, a resisténcia aos antimicrobianos foi responsavel
por 70.000 mortes e estima-se que em 2050 esta causara até 10 milh6es de mortes
anuais. Essa estimativa baseia-se na realidade encontrada hoje de uso excessivo de
antibiéticos, tratamentos incompletos, descuido no controle de infecgdo, saneamento
precério em paises em desenvolvimento e a globalizagdo que permite a distribuicdo

dos microrganismos facilmente pelo mundo. Esses fatores contribuem para a AMR,
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gue unida aos poucos antibidticos em desenvolvimento, resultam em infeccdes
desprovidas de tratamento (BELLO e DINGLE, 2018).

Sabe-se que os Enterococcus spp. tendem a sofrer selecédo a cada aplicagéo de
antimicrobiano, levando a formagéo de um reservatorio animal de Enterococcus spp.
resistentes, que podem infectar os seres humanos tanto por contato direto com
animais como através da ingestao de alimentos de origem animal (KASZANYITZKY
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010; VIGNAROLI et al., 2011).

A resisténcia genética a substancias danosas é um processo natural de protecéo
de algumas espécies bacterianas que, em alguns casos, foram predeterminados ha
milhdes de anos (BARLOW e HALL, 2002; LEBRETON et al., 2017). Contudo, 0 uso
excessivo e indiscriminado dos antibioticos tanto no tratamento de infecbes
humanas como na pecuaria resultou no aumento exponencial da taxa de resisténcia.
Atualmente, a resisténcia bacteriana € considerada um dos maiores problemas
relacionados a saude publica associados a morbidade e a letalidade (OLIVEIRA,
2019).

Sugere-se que 0 uso de antimicrobianos na alimentagéo animal como promotores
de crescimento, criou grandes reservatérios de genes de resisténcia a antibibticos
transferiveis em varios ecossistemas e, consequentemente, uma possivel rota de
transmissdo de Enterococcus spp. resistentes via cadeia alimentar (SHEPARD e
GILMORE, 2002).

O género Enterococcus spp. tem sua relevancia clinica baseada ndo somente na
sua crescente prevaléncia nas ultimas décadas, mas também no elevado indice de
linhagens resistentes aos antibioticos (MEDEIROS, 2011). Riboldi et al. (2009) ao
analisarem alimentos “in natura” e produtos lacteos obtidos em Porto Alegre-RS,
Brasil, observaram uma alta frequéncia de resisténcia a antimicrobianos usados na
agricultura, também foi encontrada incidéncia de resisténcia a nitrofurantoina,
antimicrobiano usado no tratamento de infecgBes genitourinarias, em isolados de

queijo e repolho.

Apesar de revolucionarem as praticas medicas, estando entre 0s maiores
avancos do século passado, os agentes antimicrobianos possuem periodo limitado
na utilidade clinica devido ao surgimento do aspecto de resisténcia (LUO et al.,
2019).
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O aumento da resisténcia aos antimicrobianos é um problema crescente, nao
somente no ambiente hospitalar, mas também para pacientes nao-hospitalizados
(POVOA et al., 2019), pois atinge de forma intensa a prevencdo e o tratamento
satisfatorio de um numero significativo de infec¢cbes causadas por bactérias,
parasitas, virus e fungos (CAMACHO et al., 2018).

O uso inadequado dos antimicrobianos pode agravar uma infeccdo e levar ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana no tratamento da mesma (OLIVEIRA e
OLIVEIRA, 2014). Tendo uma reflexdo mais profunda do assunto, sabe-se que
existe a resisténcia natural, que € importante, porém a atitude humana de se usar de
forma racional os antimicrobianos pode resultar em uma reversédo nesse aspecto de
resisténcia, ganhando com isso, principalmente, a saude publica (CAMACHO et al.,
2018).

Um dos maiores problemas de saude publica que é a resisténcia aos
antimicrobianos, tem alta relevancia clinica pois dificulta o controle de doencas
infecciosas quando diminui a eficicia terapéutica, levando ao aumento da taxa de
morbimortalidade, sem contar que traz elevados custos nos cuidados de saude,
ainda podendo promover a transmissdo de infec¢cdes a outros individuos
(MONTEMAYOR et al., 2014). Nos servicos hospitalares, especialmente, dos paises
em desenvolvimento, tem-se um grave problema de salude que é o surgimento da

resisténcia bacteriana aos antibidticos (PEREIRA et al., 2013).

No ambito da saude, desde 1944, onde houve a identificacdo dos primeiros casos
de resisténcia bacteriana, foi possivel observar a rapida evolucdo desse episadio.
Apods 38 anos da criacdo da vancomicina para uso clinico, em 1988 na Europa,
detectou-se enterococos resistentes a esse antimicrobiano. Nos Estados Unidos, em
2002, os Staphylococcus aureus apresentavam o mesmo perfil de resisténcia dos
enterococos, tendo um agravante que era o uso da vancomicina, como antibiético de
escolha para o tratamento do Staphylococcus aureus na maioria das infecgOes
provocadas por este microrganismo (DERDE et al., 2012). No Brasil, 0 panorama da
resisténcia bacteriana é preocupante, e o crescente surgimento de novas cepas de
bactérias multirresistentes nos hospitais vém causando preocupacdo entre 0s
profissionais de saude (COSTA, 2013).

Os mecanismos de resisténcia de muitos microrganismos frente aos antibiéticos

sao variaveis, tendo aspectos fisiopatologicos diversos, como 0s das enzimas como
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as B-lactamases que destroem as penicilinas e algumas cefalosporinas, outras
enzimas modificadoras inativam o cloranfenicol e os aminoglicosideos, como a
estreptomicina e a gentamicina. Outro mecanismo de resisténcia é direcionado para
a forma de transporte de antibiético como a resisténcia a tetraciclinas, cloranfenicol e
fluoroquinolonas. Um terceiro tipo de mecanismo altera a droga intracelularmente,
por exemplo, o ribossomo, enzimas metabdlicas ou proteinas envolvidas no DNA,
replicacdo ou sintese da parede celular, fazendo com que o antibiético ndo iniba
uma funcao vital na célula microbiana. Mais de um tipo de mecanismo pode fornecer
resisténcia ao mesmo antibiotico (NIKAIDO, 1996; LEVY e MARSHALL, 2004).

O crescimento dos Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE) em
ambientes hospitalares € de grande preocupacéo, pois o VRE tem a capacidade de
transmitir essa sua resisténcia a outros microrganismos, até mesmo o
Sthaphylococcus spp. resistente a meticilina (MRSA), motivo esse responsavel pelo
seu rastreamento e investigacdo intensa nas unidades hospitalares (FARON et al.,
2016).

Segundo Terra et al. (2018), em Enterococcus spp. a resisténcia antimicrobiana
ocorre principalmente por meio de alteracbes no sitio-alvo dos antimicrobianos e
pode ocorrer por diferentes mecanismos: alteracdo na parede celular, alteracdo na
membrana celular, alteracdo da sintese protéica, alteracdo da inibicdo da sintese de

DNA, inibicdo competitiva da sintese de acido félico e inibicdo da sintese de RNA.

Segundo o Center for Disease Control and Prevention CDC (2019), por muitos
anos, a Unica opc¢ao terapéutica para tratar infecgcdes por Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina foi a vancomicina. O gene de resisténcia a vancomicina
mediado por plasmideo, vanA, € regularmente encontrado em isolados de
resisténcia a vancomicina associados a cuidados médicos para enterococos.
Portanto, hd uma grande oportunidade para a transferéncia de genes enterocécicos
resistentes a vancomicina para S. aureus em pacientes ou locais onde o0s
organismos coexistem. Nos Ultimos 15 anos, novos medicamentos como
daptomicina, linezolida e oritavancina chegaram para o tratamento de resisténcia a
infeccbes Gram-positivas. Embora a resisténcia a estes tenha sido confirmada em
alguns casos, eles tém uma atividade consideravelmente alta contra o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e tém o potencial para tratar S. aureus

resistente a vancomicina.
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Sistemas padronizados para monitorar 0 uso de antibiéticos € um requisito
essencial como parte de uma estratégia de controle de resisténcia a antibigticos. O
uso de antibidticos pode ser quantificado em ambiente hospitalar para conhecer os
custos, sensibilidade e susceptibilidade a antibioticos de rotina em cada servigco de
salde (TERAN et al., 2018). Trés aspectos importantes para 0 sucesso no combate
a resisténcia aos antimicrobianos, seriam de acordo com a literatura, otimizar a
administragdo de agentes antimicrobianos existentes, prevenir a transmissao de
organismos resistentes a drogas através do controle de infeccdo e diminuir a
contaminacdo ambiental (DAVEY et al., 2017).

2.4. Infeccédo nosocomial e Enterococcus spp.

De acordo com a Portaria MS n° 2616/1998 (BRASIL, 1998), infecgdo nosocomial
€ aquela adquirida apés a admissao do paciente e que se manifesta durante a
internacdo ou apoOs a alta, quando puder ser relacionada com a internacdo ou
procedimentos hospitalares. Para Monteiro (1993), esta infeccdo pode ser definida
como toda infeccéo relacionada com o internamento em estabelecimentos de saude,
0 paciente ndo estando com a patologia em incuba¢do quando da sua entrada no

hospital, a ndo ser que tenha havido prévia hospitalizagcéo relacionada a mesma.

As InfeccBes Hospitalares (IHs) constituem-se em um problema de saude publica
tanto pela morbimortalidade que podem ocasionar, quanto pelos custos sociais e
econOmicos associados, podem ser definidas enquanto doengas que atingem o
paciente durante a internacdo ou ap0s a sua alta hospitalar. O Center for Disease
Control and Prevention (CDC) ressalta que a infeccdo ndo deve estar presente em
periodo de incubacdo durante a internacdo ou relacionada com hospitalizacdes
anteriores (COSTA et al., 2019).

A presenca de determinantes genéticos que codificam mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos empregados na clinica médica é a base para a
capacidade de colonizacdo e persisténcia em ambientes hospitalares (TERRA et al.,
2017).

Mesmo sendo parte do trato gastrointestinal, os Enterococcus spp. sao
considerados agentes oportunistas que frequentemente causam infeccoes

hospitalares. Dentre as espécies que mais causam patogéneses esta Enterococcus
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faecalis com um indice de 90% e Enterococcus faecium com 10% (KRAHN e
FACHINETTO, 2019). Os enterococos sado considerados agentes patogénicos
oportunistas que frequentemente causam infec¢gées em pacientes hospitalizados por
um longo periodo de tempo e / ou séo tratados com diversos antibioticos (REIS et
al., 2001), e podendo essas infeccbes serem no trato gastrointestinal, trato urinario,

lesGes de pele, coracado e sangue (KAO e KLINE, 2019).

As espécies de Enterococcus spp. tém a capacidade de se adaptar vastamente,
facilitando a sua colonizacdo em ambientes hospitalares, podendo levar a
contaminacdo de pacientes (LEBRETON et al., 2014). Por ser um microrganismo
oportunista € preocupane gque nos Ultimos anos estudos tenham comprovado um
aumento gradativo na deteccdo de fatores de viruléncia no género Enterococcus
spp. de isolados de origem clinica, fazendo também com que a deteccdo desses
genes de viruléncia sejam observados em cepas isoladas de amostras alimentares
(WHO, 2017).

Segundo Teixeira (2019) a formacao de biofiime em dispositivos hospitalares,
consequéncia da capacidade de adesdo dos microrganismos a superficies, tem
levado a um crescente desenvolvimento de infeccBes nosocomiais que representa
um problema de salde publica. Também segundo Fleming et al. (2016) e Omar et
al. (2017), a resisténcia aos antimicrobianos possivelmente pode aumentar nos
biofilmes como resultado da disseminacdo de genes de resisténcia entre células por
transferéncia de genes horizontais que é facilitado pela proximidade de células do

biofilme entre si.

2.5. Biofilme — formacé&o

Biofilme € wuma estrutura composta por um agregado de microrganismos
envolvidos por uma matriz extracelular de exopolissacarideos poliméricos que
aderem a uma superficie solida (SHIRTLIFF et al., 2002; COSTERTON et al., 1999).

O nome biofilme surgiu para descrever a forma de vida microbiana séssil, definida
pela adesdo de microrganismos a superficies soélidas, com consequente producao
de substancias poliméricas extracelulares, formando uma rede gelatinosa que
imobiliza e protege as células. A formacdo de biofilmes provoca alteracdes

fenotipicas das células planctbnicas, que podem ser descritas como estratégias de
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sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes com condicbes adversas
(COSTERTON et al.,1999).

Microrganismos em ambientes naturais que existem na forma de biofilmes entre
95% a 99% sao capazes de serem detectados na grande maioria de substratos que
tenham umidade suficiente para suportar seu crescimento. No que diz respeito a
composicdo, observa-se que agua € a fracdo mais significativa, podendo chegar a
97% da matriz do biofilme (OLIVEIRA et al., 2010).

Sao intensamente estudados ndo apenas por seus efeitos sobre a saude e o
meio ambiente, mas também porque tém um enorme potencial como ferramentas

para processos biotecnologicos (HANSEN et al., 2019).

A habilidade em formar biofilme é uma importante caracteristica de viruléncia das
bactérias (DONELLI e GUAGLIANONE, 2004). Deste modo, a deteccdo de cepas
produtoras de biofilme é de grande importancia para o estabelecimento de politicas
de controle, uma vez que falhas no processo de higienizacdo permitem que residuos
aderidos aos equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de
contaminagcdo na industria de alimentos e nos ambientes hospitalares
(CASSENEGO et al., 2013).

A formacdo do biofilme bacteriano pode ser dividida em quatro etapas. Em
primeiro lugar, ocorre a ligacao inicial das células bacterianas, depois a agregacao e
formacdo de multiplas camadas de células, seguida da maturacdo do biofilme e
finalmente a separacdo das células do biofilme para iniciar um novo ciclo de
formacéao de biofilme em outros locais ( Figura 1). As interacdes iniciais que ocorrem
entre as bactérias e a superficie sdo inespecificas e conduzidas por diferentes
forcas: forcas hidrofébicas, eletrostaticas e Lifshitz-Van Der Waals, entre outras
(GUTIERREZ et al., 2012; SANCHEZ et al., 2014).

Com o inicio da maturagéo celular, as células comecam a dividir-se e a formar
pequenos agregados celulares caracterizados pela ocorréncia do Quorum Sensing
(QS) (FONSECA, 2011), que é um mecanismo de comunicacdo entre bactérias,
através da producao e difusdo de pequenas moléculas quimicas ou sinalizadoras. O
QS permite a coordenagdo do comportamento bacteriano em relagdo ao meio
ambiente, regulando a expressdo de genes especializados, em resposta a
densidade populacional (LAZAR, 2011; PINTO e FONSECA, 2018).
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Figura 1. Formacao de biofilme

attachment fell-cell adhesionlierolife ation Maturation

Fonte: Primalbrasil.com.br

Segundo Costa et al. (2018), industria de alimentos de processamento de
produtos lacteos tem como grande problema a formacédo de biofilmes, que
geralmente estdo associados a graves problemas de higiene podendo causar
deterioragédo e recontaminacao do produto. Por outro lado, segundo Bosman et al.
(2014), uma das principais preocupacdes da medicina moderna é a infeccao
associada ao biofilme dentro do ambiente hospitalar, pois 0 mesmo aumentou sua
incidéncia devido o aumento do uso de dispositivos médicos intravitais, e estes,
contribuiram diretamente para altos indices de morbidade e mortalidade em

individuos hospitalizados.

2.6. Formacéao de biofilme por Enterococcus spp.

Enterococcus spp. associados a surtos de origem alimentar, possuem fatores de
viruléncia, tais como a capacidade de formar biofilmes, aparentemente a agregacao
microbiana por esta espécie bacteriana € influenciada por diversos aspectos, como
temperatura, exposicdo a nutrientes e sanitizantes, e caracteristicas da superficie
(COSTA et al., 2018).

Enterococos isolados de alimentos que evidenciam habilidade de formar biofilmes
sdo alarmantes, uma vez que essa capacidade contribui para a sobrevivéncia,
persisténcia e propagacdo de enterococos resistentes e / ou genes de resisténcia

em diversas condi¢des ambientais (MEDEIROS et al., 2014).

Segundo Estrela et al. (2009) as fases de organizacao estrutural do biofilme, a
composicédo e as atividades dos microrganismos colonizadores em varios ambientes,

podem ser diferentes, embora o estabelecimento de uma micro-comunidade em uma
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superficie pareca seguir essencialmente a mesma série de estagios de

desenvolvimento.

Segundo Medeiros (2011), estudos observaram que diferentes fatores podem
influenciar a formacédo de biofilme em Enterococcus spp., além das condi¢cdes que
afetam de maneira geral a formacdo de biofilme entre uma diversidade de
microrganismos, como pH, concentracdo de CO2, temperatura, entre outros. Ainda
nao existe consenso sobre a influéncia da concentragdo de glicose na formacao de
biofilme por Enterococcus spp., porém alguns pesquisadores acreditam que a

glicose aumenta a producéo de biofilme por Enterococcus spp.

Dentre as espécies desse género, o Enterococcus faecalis € um patdégeno
oportunista que causa a maioria das infec¢cdes enterocécicas com capacidade de
aderir a superficies bibticas e abibticas, promovendo a formacao de um biofilme que

permite crescer e sobreviver em ambientes agressivos (CANDIDO et al., 2010).

Entre os diferentes fatores implicados na patogénese desses organismos, a
formacdo de biofilme e a resisténcia a antibiéticos sdo os mais importantes. A
capacidade de formacé&o de biofilme tem sido atribuida a presenca de alguns genes
de viruléncia (SAFFARI et al.,, 2017), sendo assim observa-se também outros
mecanismos para o0 controle de infec¢cdes que seria a prevencdo da formacao de
biofilme por Enterococcus spp. ou a inibicdo da acao de outros fatores de viruléncia,
podendo fornecer um método alternativo de terapia, especialmente considerando
que o tratamento antimicrobiano é um desafio para esse género (COMERLATO et
al., 2013). A robusta formacédo de biofilme e a inerente resisténcia a mdultiplos
farmacos nos enterococos o tornaram em um patdégeno nosocomial desafiador
(SURYALETHA et al., 2019).



26

3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Pesquisar a presenca de Enterococcus spp. em queijo de coalho, embalado na

industria, comercializado em hipermercados da cidade de Recife, Pernambuco.
3.2 Especificos

e Isolar e identificar cepas de Enterococcus spp.
e Avaliar “in vitro” a susceptibilidade de Enterococcus spp. a antimicrobianos;

e Avaliar “in vitro” a capacidade de Enterococcus spp. formar biofilme.
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Resumo: Bactérias do género Enterococcus possuem como principal reservatorio o
trato gastrointestinal de homem e animais, podendo ser encontradas em solo e
adgua. Embora estas bactérias contribuam para o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais e para biopreservacdo em queijos, devido a sua elevada resisténcia a
antimicrobianos e producao de fatores de viruléncia, sua presenca em alimentos tem
despertado preocupacao. Assim, objetivou-se analisar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana e a capacidade de formar biofilme de Enterococcus spp. isolados de
queijo de coalho embalados na industria. Foram analisadas 36 amostras de queijo
de coalho comercializados em hipermercados da cidade do Recife-PE. Apos
isolamento e identificacdo, observou-se 36 isolados de Enterococcus spp., sendo
estes 44,4% (16/36) Enterococcus faecalis, 44,4% (16/36) Enterococcus faecium e
11,2% (4/36) Enterococcus durans. Destes, 22,2% (8/36) apresentaram resisténcia a
eritromicina, 25% (9/36) a nitrofurantoina, 22,2% (8/36) a tetraciclina e 2,7% (1/36) a
vancomicina. Observou-se também que 22,2% (8/36) foram classificados como
moderados formadores de biofiime e 77,8% (28/36) como fracos formadores. A
ocorréncia de cepas de Enterococcus spp. resistentes a antimicrobianos e
formadoras de biofilme nas amostras de queijo de coalho avaliadas podem
representar um risco a saude publica, ja que estes microrganismos Sao
considerados emergentes e estdo cada vez mais relacionados a casos de infecgao
hospitalar. Além disso, 0 monitoramento da susceptibilidade & vancomicina mostra-
se importante no controle de cepas de Enterococcus spp. resistentes a vancomicina

(VRE), que representam um dos maiores problemas de saude publica mundial.

Palavras-chave: adesdo bacteriana; lacteos; microrganismos emergentes; infeccao

hospitalar; satude publica.

Introducéo

O queijo de coalho, tipico da regido Nordeste do Brasil, produzido principalmente
em Pernambuco, Ceara, Paraiba e Rio Grande do Norte, € um produto elaborado a
partir de leite cru ou pasteurizado, complementado ou ndo pela acdo de bactérias
lacteas selecionadas, tendo consideravel importancia na renda dos fornecedores de
leite (NASSU et al., 2003; ANDRADE, 2006).

Por ser um produto bastante manipulado e muitas vezes elaborado sob
condicbes  higiénico-sanitarias  insatisfatérias, ndo apresenta seguranca

microbioldgica e padronizacao (FEITOSA et al., 2003).



37

Enterococcus spp., constituem um complexo grupo de bactérias, que
desempenham papel ambiguo em alimentos, enquanto algumas linhagens séao
utilizadas em queijos e alimentos enlatados, conferindo sabor, odor e textura a esses
produtos e também como culturas iniciadoras na industria de laticinios para a
fabricacdo de iogurtes e leites cultivados, ressaltando-se aqui que sao Bactérias
acido-lacticas (BAL), outras cepas estdo relacionadas com a deterioracdo de
alimentos (TERRA et al., 2018).

As espécies de Enterococcus spp. séo de origens diversas como meio ambiente,
fonte animal e humana. Esses microrganismos sdo de grande importancia pois
fazem parte da microbiota normal de animais e humanos, podem causar doencas
em humanos, tendo sua distribuicdo de forma semelhante nos mesmos (FISCHER e
PHILLIPS, 2009).

A partir da matéria fecal, pele de animais, dgua, equipamentos de ordenha e
tanques de expansdo os Enterococcus spp. podem contaminar o leite na cadeia de
producdo e seus derivados na industria. As bactérias do género Enterococcus sao
frequentemente encontradas em leite e derivados, principalmente em queijos
(PORTO et al., 2016).

A presenca destes microrganismos em gqueijos produzidos com leite pasteurizado
€ associada a sua capacidade de crescimento em uma ampla faixa de temperatura,
de 10 a 45°C, sendo a temperatura 6tima de crescimento 35°C. Apresenta grande
resisténcia a altas temperaturas, tendo espécies que podem sobreviver a 60°C por

30 minutos, sendo consideradas termorresistentes (KONEMAN et al., 2014).

A contaminacao de Enterococcus spp. em alguns queijos industrializados a partir
de leite pasteurizado, geralmente resulta de falhas nas Boas Praticas de Fabricacao
durante a elaboracdo dos mesmos (ANDRADE et al., 2006).

O queijo de coalho possui uma microbiota natural diversificada, com
predominéancia de bactérias do género Enterococcus, sendo E. faecalis e E. faecium
as espécies de maior ocorréncia (EATON e GASSON, 2001; SANTOS et al., 2014).

Embora as bactérias acido-lacticas contribuam para o desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais e para a biopreservacdo em queijos, a presenca de
Enterococcus spp. em alimentos tem despertado preocupacgéo, pois sdo patdogenos

oportunistas que surgiram como uma das principais fontes de infeccbes
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nosocomiais, particularmente em pacientes imunocomprometidos (LOSSOUARN et
al.,, 2019) e devido a sua elevada resisténcia a antimicrobianos e fatores de
viruléncia, estes microrganismos passaram a ser considerados patdgenos

emergentes.

As infeccBes nosocomiais sdo de grande importancia clinica e epidemioldgica,
pois geram altos indices de morbidade e mortalidade, extensdo dos dias de
hospitalizacdo e desperdicio dos recursos econdmicos, sendo ou representando
uma situagdo emergente em todo o planeta (MONTOYA et al., 2015). Dentre os
principais patdgenos bacterianos hospitalares que sdo resistentes aos antibioticos
disponiveis encontra-se a bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis, cujas

infecgdes representam dificuldades terapéuticas reais (BLANCO e FREITAS, 2016).

Nos servigos hospitalares, especialmente, dos paises em desenvolvimento, tem-
se um grave problema de saude que é o surgimento da resisténcia bacteriana aos
antibioticos (PEREIRA et al., 2016). Também a utilizac&o indiscriminada de farmacos
antimicrobianos desencadeou o aumento de cepas resistentes aos tratamentos. Este
cenario se torna mais preocupante quando 0s microrganismos se apresentam na
forma de biofilme (URQUHART et al., 2019)

Os biofilmes séo estruturas complexas de aglomerados microbianos, protegidos
por uma camada de exopolissacarideos (EPS) que impede a penetracdo dos
farmacos, dificultando ainda mais o tratamento das infec¢des (SHIRTLIFF et al.,
2002; COSTERTON et al., 1999).

O surgimento de resisténcia aos antimicrobianos por enterococos e sua difuséo
em alimentos sugerem uma situacéo de risco para a saude publica, e também deve
ser considerada uma possivel correlacdo entre cepas presentes nos hospitais com
aguelas isoladas de alimentos (RIBOLDI et al., 2009).

Poucos estudos foram realizados analisando a susceptibilidade antimicrobiana de
Enterococcus spp. isolados de alimentos de origem animal e a capacidade destes
microrganismos de formarem biofilme, diante disso, o presente artigo objetivou
avaliar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana e a capacidade de formar biofilmes

de Enterococcus spp. isolados de queijo de coalho.

Material e métodos
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Foram analisadas 36 amostras de queijo de coalho comercializadas nos oito

hipermercados da cidade do Recife-PE (Figura 2).

Figura 2. Localizacdo dos pontos de coleta.
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Foi adquirida uma amostra de cada marca disponivel no estabelecimento no
momento da visita, mantendo-se a embalagem original, lacradas e nao fracionadas.
As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel
com temperatura menor que 10°C e levadas imediatamente ao laboratério em que
foram realizadas as andlises, onde foram conservadas em refrigeracdo com
temperatura menor que 6°C por 24 horas. Em seguida, foram pesados 25g de cada
amostra e colocados em 225mL de agua peptonada tamponada 1%, e seguiu-se
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com a homogeneizacdo durante 60 segundos em Stomacher®. A partir desta
diluicdo (10™), foram feitas subsequentes diluicbes até se obter a diluicdo 1074. Em
seguida 0,1mL de cada diluicdo foi semeado em placas de Petri com meio Slantz
and Bartley com alca de Drigalski e incubadas a 40°C por um periodo de 24 a 48
horas (ANONIMO, 1998). As colbnias sugestivas de Enterococcus spp. foram
identificadas através de suas caracteristicas morfo-tintoriais (coloracdo de Gram)
(STINGHEN et al., 2002) e bioquimicas (Bile esculina, NaCl a 6,5% e catalase),
sendo as espécies identificadas utilizando-se o equipamento automatizado de
identificacdo VITEK 2® compact (BIOMERIEUX, 2017), além dos testes bioquimicos

Sacarose, dManitol e Arabinose para a confirmacao definitiva.

Para o teste de susceptibilidade antimicrobiana (TSA), foram testados onze
agentes antimicrobianos comumente utilizados na medicina humana: Penicilina 10
unidades; Ampicilina 10ug; Eritromicina 15ug; Tetraciclina 30ug; Nitrofurantoina
300ug; Ciprofloxacina 5ug; Levofloxacina 5pg; Norfloxacina 10pg; Teicoplamina
30ug; Vancomicina 30ug e Linezolida 30ug, através do método de disco-difusédo em
agar descrito por Kirby Bauer (MACHADO e GALES, 2008). Foi utilizada uma
suspensao bacteriana-padrdo de Enterococcus spp. equivalente a 0,5 da escala de
McFarland que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL e que foi obtida
pelo método da suspensédo direta em NaCL 0,85% (LIMA, 2016). Com auxilio de um
swab estéril, a suspensdao foi semeada em meio agar Mdueller Hinton® e
posteriormente os discos impregnados com os antibidticos foram distribuidos na
superficie do meio. A leitura dos halos de inibicdo e a posterior interpretacdo dos
resultados, foram realizadas apds a incubacéo das placas por 16-18 horas a 37+1°C,
sendo com a vancomicina por 24 horas. Os diametros dos halos de inibicdo foram

interpretados de acordo com Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019).

Para a avaliacdo da producdo de biofilme, foi utilizada a metodologia segundo
Rodrigues et al. (2010), com adaptacdes, onde coldnias isoladas de Enterococcus
spp. foram inoculadas em tubos contendo 3mL de Caldo Triptona Soja (TSB) até
turvacdo 0.5 da escala de McFarland e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C
por 24 horas. ApoOs esta etapa, 100uL da solucéo foram inoculados em placas de
microdiluicdo de 96 pocos e seguiu-se a incubacao a 37°C por 24 horas. Apos este
periodo, o conteudo de cada poco foi aspirado, cuidadosamente, e estes foram

lavados trés vezes com agua destilada estéril. As placas foram deixadas em
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temperatura ambiente até a secagem, e as ceélulas aderidas foram coradas com
200uL violeta de genciana a 0,25%. Apd6s 5 minutos da aplicagcdo do corante, os
pocos foram submetidos a lavagem e secagem, como descrito anteriormente. Em
seguida, foram adicionados 200uL de alcool: acetona na proporgéo 80:20. Em cada
placa foi utilizado um poco contendo somente caldo TSB como branco, uma cepa
de Escherichia coli ATCC® como controle negativo e os testes foram realizados em
triplicata. A leitura da densidade O6ptica (DO) dos pocos foi realizada por
espectrofotometria a 620nm.

Para classificar os isolados quanto a producdo de biofiime, foi medida a
densidade éptica média (DO) do controle negativo (DOcn) e comparada com a DO
média dos isolados (DOis), sendo estes classificados como: ndo produtor de biofilme
(DO1s<DOcn); fraco produtor de biofilme (DOcn<DOis<2.DOcn); moderado produtor
de biofilme (2.DOcn<DOis<4.DOcn); forte produtor de biofilme (4.DOcn<DOis)
(STEPANOVIC et al., 2007).

Resultados e discussao

Na analise microbiologica observou-se o crescimento de coldnias caracteristicas
de Enterococcus spp. em todas as amostras. Apos a identificacdo, observou-se
44,4% (16/36) de Enterococcus faecalis, 44,4% (16/36) de Enterococcus faecium e
11,2% (4/36) de Enterococcus durans.

A presenca do género Enterococcus spp., em todas as amostras analisadas
como sendo preocupante, devido isolados deste microrganismo estarem
associados frequentemente a infec¢des clinicas, representando um perigo para a

saude publica.

De acordo com a presencga desse microrganismo em queijos produzidos com leite
pasteurizado se deve pela sua capacidade de crescimento em uma ampla faixa de
temperatura (10°C a 45°C) e sua resisténcia a altas temperaturas, como por

exemplo 60°C por 30 minutos.

Em um estudo realizado por Dias et al. (2019) com amostras de queijo de coalho
provenientes da regido Agreste do estado de Pernambuco, das bactérias acido
lacticas encontradas o maior numero foi de Enterococcus spp., sendo 37,1% (29/78).
Em um outro estudo, com queijos de coalho do Ceard, observou-se a presenca de

47,4% (63/133) de isolados caracteristicos de BAL como sendo Enterococcus spp.
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(SANTOS e BRUNO, 2016). Na pesquisa realizada por Cabral et al. (2016), onde
observou-se 61,9% (123/200) de Enterococcus spp. O género Enterococcus spp.
também foi predominante entre as bactérias 4cido lacticas (BAL) isoladas de queijo
de coalho produzido no estado do Ceara e Rio Grande do Norte (CARVALHO, 2007,

BRUNO et al., 2007), corroborando com o atual estudo.

No estudo da susceptibilidade antimicrobiana observou-se que 25% (9/36) dos
isolados apresentaram-se sensiveis a todos o0s antimicrobianos testados. Uma
maioria dos isolados apresentou sensibilidade aos antimicrobianos descritos a
seguir: 100% (36/36) a ampicilina, norfloxacina, linezolida, penicilina, levofloxacina e
teicoplamina; 63,9% (23/36) a nitrofurantoina; 97,2% (35/36) a ciprofloxacina e

vancomicina; 36,1% (13/36) a eritromicina; 77,8% (28/36) a tetraciclina.

Ainda no que diz respeito a susceptibilidade aos antimicrobianos testados vale
ressaltar que 55,5% (20/36) das cepas isoladas apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antibibdticos preconizados para tratamento das infec¢cdes causadas

por esse microrganismo.

Nos resultados do estudo da resisténcia observou-se que 22,2% (8/36) foram
resistentes a eritromicina e a tetraciclina; 2,7% (1/36) a vancomicina; 36,1% (13/36)
a nitrofurantoina, demonstrando que antibidticos usados para o tratamento de
processos infeccciosos pelo agente Enterococcus spp. foram resistentes a essas
drogas em isolados do mesmo em queijo de coalho, trazendo a preocupacéo do uso
na clinica desses medicamentos e possivel ndo resposta no combate do processo

de uma possivel infeccdo no Homem.

Entre as trés diferentes espécies de Enterococcus isoladas a partir do queijo de
coalho, observou-se 100% de sensibilidade frente a varios antimicrobianos conforme
indicado a seguir: E. faecalis (Ampicilina-AM, Linezolida-LN, Levofloxacina-LE,
Nitrofurantoina-NI, Norfloxacina-NO, Penicilina-PE, Teicoplamina-TE); E. faecium
(Ampicilina-AM, Ciprofloxacina-Cl, Linezolida-LN, Levofloxacina-LE, Norfloxacina-
NO, Penicilina-PE, Teicoplamina-TE, Vancomicina-VA); E. durans (Ampicilina-AM,
Ciprofloxacina-Cl, Linezolida-LN, Levofloxacina-LE, Norfloxacina-NO, Penicilina-PE,
Teicoplamina-TE, Vancomicina-VA) (Tabela 1), porém € importante ressaltar que a
presenca da resisténcia antimicrobiana presente no estudo € preocupante e pode se
da pelo uso de antimicrobianos na medicina humana, na medicina veterinaria, e

também na producdo animal, podendo esses fatores levar a propagacao de
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multirresisténcia. Elmali e Can (2018) estudando fatores de resisténcia de
Enterococcus spp. isolados de amostras de queijo, verificou que 57% das amostras
estudadas apresentaram contaminacao por este microrganismo e relatou que 34,4%
das amostras isoladas de E. faecalis, E. faecium e E. durans eram resistentes a
vancomicina pelo método da difusdo em disco, sendo este fato extremamente sério

devido a seu uso para controlar Gram-positivos em ambiente hospitalar.

Porto et al. (2016) relataram que 75,48% (40/53) isolados de Enterococcus spp.
provenientes de amostras de queijo, apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados em sua pesquisa, sendo 60,38% (32/53) a eritromicina,
16,98% (9/53) a norfloxacina, 11,33% (6/53) a vancomicina, 9,44% (5/53) a
teicoplamina e 7,54% (4/53) a tetraciclina. Santos et al. (2015) observaram
resultados em alguns aspectos semelhante a esse trabalho, onde nenhum isolado
foi resistente a ampicilina, ciprofloxacina, levofloxacina, linezolida, nitrofurantoina e
teicoplamina, nos demais agentes antimicrobianos verificou-se resisténcia de 55% a
tetraciclina, 31% a eritromicina, 6% a penicilina, 1% a norfloxacina e vancomicina.
Rocha et al. (2018) observaram resultados de resisténcia de 19,0% a eritromicina,
15,0% a tetraciclina, 3,0% a vancomicina e 27,0% dos isolados da sua pesquisa

apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos testados.

Sugere-se que o0 uso de antimicrobianos na alimentacédo animal como promotores
de crescimento, pode criar grandes reservatorios de genes de resisténcia a
antibidticos transferiveis em varios ecossistemas e, consequentemente, uma
possivel rota de transmissédo de Enterococcus spp. resistentes via cadeia alimentar
poderia ser sugerido (SHEPARD e GILMORE, 2002). Sabe-se que os Enterococcus
spp. tendem a sofrer selecdo a cada aplicacdo de antimicrobiano, levando a
formacdo de um reservatdrio animal de Enterococcus spp. resistentes, que podem
infectar os seres humanos tanto por contato direto com animais como através da
ingestdo de alimentos de origem animal (KASZANYITZKY et al., 2007, OLIVEIRA et
al., 2010, VIGNAROLI et al., 2011).

No Brasil, 0 panorama da resisténcia bacteriana € uma realidade inquietante e o
crescente surgimento de novas cepas de bactérias multirresistentes nos hospitais
brasileiros vém causando preocupacdo entre os profissionais de salude (COSTA,
2013).



Tabela 1. Susceptibilidade aos antimicrobianos de amostras de Enterococcus spp. isoladas de queijo de coalho comercializados em hipermercados da cidade de Recife, PE.

Agentes antimicrobianos? - niimero(%)

Espécies
(N° isolados)
Enterococcus
faecalis

(16)

Enterococcus
faecium

(16)
Enterococcus

durans

4)

Total=36

Perfis de
Susceptibilidade?
S
|
R

n X

n X

|
R

AM

16(100)

16(100)
4(100)
36(100)

(¢]]

15(93,7)
1(6,2)

16(100)

4(100)

35(97,2)
1(2,7)

ER

6(37,5)
8(50,0)
2(12,5)

4(25,0)
7(43,7)
5(31,2)
3(75,0)
1(25,0)
13(36,1)
15(41,6)
8(22,2)

LN

16(100)

16(100)
4(100)
36(100)

LE

16(100)

16(100)
4(100)
36(100)

NI

16(100)

5(31,2)
3(18,7)
8(50,0)
2(50,0)
1(25,0)
1(25,0)
23(63,8)
4(11,1)
9(25,0)

NO

16(100)

16(100)
4(100)
36(100)

PE

16(100)

16(100)
4(100)
36(100)

TE

16(100)

16(100)
4(100)
36(100)

TT

10(62,5)

6(37.5)

15(93.7)
1(6,2)
3(75,0)
1(25,0)
28(77,7)

8(22,2)

VA

15(93,7)

1(6,2)

16(100)
4(100)
35(97,2)

1(2,7)

44

1 agentes antimicrobianos: AM, ampicilina; ClI, ciprofloxacina; ER, eritromicina; LN, linezolida; LE, levofloxacina; NI, nitrofurantoina; NO, norfloxacina. PE, penicilina; TE, teicoplamina; TT, tetraciclina
e VA, vancomicina.

2 perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos: S, sensivel; |, intermediaria e R, resistente.
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Na avaliacdo da capacidade de producédo de biofilme todos foram positivos para a
formacdo de biofilme, sendo 77,7% (28/36) isolados classificados como fracos
formadores de biofilme e 22,2% (8/36) isolados como moderados formadores de
biofiilme e ndo houve nenhum forte formador de biofilme. Observou-se que 100%
(4/4) dos isolados de E. durans foram fracos formadores de biofilme, 100% (16/16)
de isolados de E. faecium foram fracos formadores de biofilme, 50% (8/16) de E.
faecalis foram fracos formadores de biofime e 50% (8/16) foram moderados
formadores de biofilme. Rocha et al. (2018) obtiveram no seu estudo 22,0% dos
isolados como fracos formadores de biofilme, ndo apresentando moderados e fortes

formadores de biofilme, diferentemente do estudo.

Pereira et al. (2013) em 79 isolados de Enterococcus spp. de amostras de leite
bubalino observaram na espécie E. faecium 75,9% (22/29) de néo formadores de
biofilme, 10% (3/29) de moderados formadores de biofilme e 13,8% (4/29) de fortes
formadores de biofilme e nenhum fraco formador de biofilme. J& na espécie E.
faecalis observou 10% (5/50) ndo formadores de biofilme, 6% (3/50) moderados
formadores de biofilme e 20% (10/50) fortes formadores de biofilme, discordante em

parte do nosso estudo, onde ndo obtivemos nenhum forte formador de biofilme.

No estudo de cepas de trés linhagens de E. faecalis probidticos de amostra de
queijo ricota, Baccouri et al. (2019) verificou a habilidade de formacao de biofilme em
superficies abibticas como fracos e moderados formadores de biofilme. A adesao
em superficies abidticas ndo € estudada rotineiramente em cepas probibticas
(BUJINAKOVA et al., 2014), mesmo sabendo-se que diversos fatores encontrados
na industria de laticinios podem favorecer a contaminacéo do leite e seus derivados
por biofilme e sendo a principal fonte dessa contaminagcdo a ma higienizacédo
dos equipamentos usados na sua producdo (SREY et al.,, 2013), ainda estuda-se
pouco a formacéo de biofilme em queijo de coalho e as infeccdes nosocomiais

provocadas por este fator de viruléncia presente em equipamentos hospitalares.
Concluséo

A presenca de Enterococcus spp. em queijo de coalho representa um risco a
saude publica no que diz respeito as doencas de transmissdo alimentar e as
infeccbes nosocomiais, ja que esses microrganismos podem comprometer
tratamentos de pacientes em condi¢cdo hospitalar. A ocorréncia de cepas resistentes

a antimicrobianos e formadoras de biofilme pode comprometer as opcdes de
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tratamento de doencas bacterianas, sendo estes dados um alerta para as
autoridades de saude publica, jA que os antibidticos representam a ultima escolha
terapéutica no tratamento de infecgcbes hospitalares causadas por Enterococcus
spp. e os biofilmes promovem a permanéncia de microrganismos nos ambientes e
dificultam o processo de tratamento de doencas. Além disso, o monitoramento da
susceptibilidade a vancomicina torna-se importante no controle de cepas de
Enterococcus spp. resistentes (ERV), que representam um dos maiores problemas
de saude publica no mundo. Diante disso, mais estudos sobre o microrganismo séo
bastante relevantes, tendo em vista elucidar os demais danos causados pelo
patdgeno. Assim como posteriores pesquisas avaliando resisténcia antimicrobiana e

0 potencial bacteriogénico dessas cepas sdo necessarias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo foi importante pois evidenciou a presen¢ca de contaminagdo no
queijo de coalho industrializado por Enterococcus spp., € com possives riscos,
futuras complicacdes, como infeccbes por este microrganismo resistente a
antimicrobianos usados como de escolha para combater patogenias decorrentes dos
mesmos, principalmente em individuos hospitalizados e imunocomprometidos. Este
microrganismo é considerado emergente devido a esse envolvimento em infecgbes
hospitalares e essa presenca passa a ser muito preocupante. Verificou-se também a
capacidade dos Enterococcus spp. formarem biofilme “in vitro”, tendo também como
um ponto que sirva de alerta para a saude publica, pois os biofilmes favorecem a
persisténcia da bactéria no ambiente. Entretanto mais estudos devem ser realizados
sobre a qualidade microbioldgica desse tipo de queijo, seus fatores de viruléncia e
resisténcia pois € muito consumido e de grande importancia para a economia do
Nordeste. Essa pesquisa também servira de alerta aos laticinios, produtores de
queijo de coalho e autoridades de saude.
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