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RESUMO

Os microrganismos Staphylococcus coagulase negativa (SCN) sdo ubiquos na natureza
e possuem a capacidade de produzir diversos fatores de viruléncia, dentre eles, o potencial de
expressar genes de resisténcia aos B-lactamicos, e produzir enterotoxinas, envolvidas nas
intoxicacOes alimentares em humanos, além da capacidade de producéo de biofilmes, formando
um tipo de adesdo bacteriana sobre as superficies. A realizacdo deste trabalho teve como
objetivo pesquisar a presenca dos genes blaZ e mecA, em Staphylococcus coagulase negativa
isolados de queijos Mussarela e fatiadores de frios na cidade de Garanhuns- PE. Foram
utilizadas 85 amostras bacterianas isoladas de queijo Mussarela e de equipamentos de
fatiamento de frios, incluindo nove espécies de SCN e outros isolados agrupados dentro do
género Staphylococcus. Do total de 85 amostras de SNC analisadas, 67,06% (57 isolados) foram
positivas para 0s genes blaZ e mecA, enquanto que 32,94% (28 isolados) foram negativas para
0s genes em questdo. Quando avaliados isoladamente, 37,65% (32/85 amostras) foram positivas
apenas para o gene blaZ, 3,52% (3/85 amostras) apresentaram amplificacdo para o gene mecA
e 25,89% (22/85 amostras) foram positivas para ambos os genes. Em relacdo a producédo da
enzima B-lactamase, das 85 amostras, 52,94% (45/85) foram positivas e 47,06% (40/85) foram
negativas quanto a producdo desta enzima. Os resultados demonstraram que SCN isolados de
queijos Mussarela apresentam potencial para expressar mecanismos de resisténcia
antimicrobiana, podendo impactar negativamente a saude dos consumidores de derivados

lacteos.

Palavras-chave: p-lactamase, salde publica, estafilococos, resisténcia antimicrobiana.
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CAPITULO |- DESCRICAO DO LOCAL DO ESTAGIO SUPERVISIONADO
OBRIGATORIO (ESO) E ATIVIDADES REALIZADAS

O Estéagio Supervisionado Obrigatorio (ESO), foi realizado durante os meses de agosto a
outubro de 2019, tendo seu inicio no dia 01/08/2019 e sendo finalizado no dia 24/10/2019,
totalizando a carga horaria de 405 horas. O ESO aconteceu em duas empresas privadas, a
primeira parte foi realizada no LAMEN- Laboratdrio de Alimentos, Agua e Ambientais durante
0 més de agosto, e a segunda parte ocorreu na Industria de Laticinios LETA Ltda durante os

meses de setembro e outubro.

1.0 LOCAIS DO ESO
1.1 LAMEN- Laboratério de Alimentos, Ague e Ambientais
O LAMEN fica situado na cidade de Garanhuns-PE, Rua Dr. José Mariano, 503 e tem

como missao contribuir para a qualidade dos produtos alimenticios consumidos pela populacéo
e realizando analises e consultorias, prevenir os riscos de contaminagfes. O laboratorio conta
com trés técnicos que realizam analises fisico-quimicas e microbiol6gicas em alimentos e agua.

O laboratério é dividido em quatro salas: Sala de Inoculagcdo (Figura 1), sala de
incubacéo (Figura 2), sala de esterilizac&o e preparo de meios (Figura 3) e sala de andlise fisico-
quimica (Figura 4), além de possuir areas para recep¢cdo de amostras, lavagem de materiais,
banheiro e vestiario. O horario de funcionamento do LAMEN é de segunda a sabado, das
08:00h as 12:00h e de segunda a sexta-feira das 14:00h as 18:00h.

Figura 1. Sala de inoculacéo das amostras destinadas as analises microbiolégicas.



Figura 3. Sala de esterilizacdo de materiais e preparo de meios.

Figura 4. Sala de andlise fisico-quimica de amostras de agua e alimentos.
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1.1.2 Atividades Desenvolvidas
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O LAMEN oferece aos estagiarios 0 acompanhamento por todos os setores do laboratério

de forma que o discente entenda como funciona toda a empresa, sendo desenvolvidas atividades

de registro de amostras, anélises microbiologicas e fisico-quimicas de agua e alimentos, coletas

de amostras, preparacdo de meios de cultura, lavagem e esterilizacdo de materiais, limpeza do

laboratdrio, interpretacdo dos laudos, além das atividades relacionadas a gestédo e qualidade da

empresa.

Quadro 1. Detalhamento das atividades desenvolvidas no LAMEN por setor, durante o periodo
de 01/08/2019 a 30/08/2019, de acordo com o setor do laboratoério.

Setor do Laboratério

Detalhamento da Atividade

Recepcdo e registro de amostras

Recepgdo das amostras de acordo com as fichas de
coletas, e registro das amostras de acordo com a anéalise
a ser realizada.

Anadlises microbioldgicas

Realizacdo de andlises microbioldgicas em alimentos e
agua de acordo com a legislagdo vigente em cada caso.

Anadlises fisico-quimicas

Realizacdo de anélises fisico-quimicas em agua e
alimentos de acordo com a legislagdo vigente em cada
caso.

Lavagem e esterilizacdo de
materiais

Descontaminacdo, lavagem e esterilizacdo dos materiais
utilizados na rotina do laboratério, bem como o descarte
dos materiais perfuro-cortantes a empresa responsavel.

Preparacao de meios de cultura

Acompanhamento do preparo de todos os meios de
cultura utilizados nas analises de alimentos e agua.

Interpretacdo de laudos

Acompanhamento da interpretacdo dos resultados para
posterior emissdo e envio dos laudos.

Gestdo e qualidade

Acompanhamento da atualizacdo dos registros de gestao
e qualidade da empresa.

Tabela 1. Total de andlises microbioldgicas desenvolvidas e/ou acompanhadas no LAMEN,
durante o periodo de 01/08/2019 a 30/08/2019, de acordo com o tipo de amostra.

Tipo de amostra Total
Agua 121
Alimentos 57
Swab 19

Total 197
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Tabela 2. Total de andlises fisico-quimica desenvolvidas e/ ou acompanhadas no LAMEN,
durante o periodo de 01/08/2019 a 30/08/2019, de acordo com o tipo de amostra.

Tipo de amostra Total

Agua 63
Alimentos 6
Total 69

1.2 Industria de Laticinios LETA
A segunda parte do ESO foi na Industria de Laticinios LETA Ltda, que tem sua sede

situada na Avenida Projetada, 20, Parque Industrial, na cidade de Bom Conselho- PE, no
periodo de 02/09/2019 a 24/10/2019, totalizando 234 horas de estagio (Figura 5).

A LETA compde uma das marcas do grupo Bomtempo, além da Frutigutti e Puro do
Leite e conta com mais de 200 colaboradores, presente em quatro estados com mais de 20 tipos
de produtos no mercado. A industria funciona 24 horas todos os dias da semana e produz uma
diversidade de iogurtes, bebidas lacteas, queijos, manteiga, coalhadas, requeijdo e cobertura

cremosa (Figuras 6 a 9).

Figura 5. Fachada da Industria de Laticinios LETA Ltda, Bom Conselho-PE.



Figura 7. Area de processamento de bebida lactea fermentada, petit suisse, iogurte e coalhada.

Figura 8. Area de processamento e envase de requeijao e manteiga.
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Figura 10. Laboratdrio da industria de laticinios LETA.

1.2.1 Atividades Desenvolvidas

A maior parte das atividades foram desenvolvidas no ambito da industria,
principalmente no laboratdrio (Figura 10), realizando analises de rotina no leite e derivados,
acompanhando a producdo diaria da empresa, visitando diariamente todos os setores da fabrica,
analisando os pontos criticos e de controle. Também foram realizadas atividades de
acompanhamento dos produtores fornecedores de leite para a industria, com a realizacdo do
teste de California Mastitis Test- CMT e fornecendo orientagdes aos mesmos, a fim de melhorar
a qualidade do leite que chega na empresa (Figura 11). Todas as atividades estdo descritas

detalhadamente no Quadro 2.
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Figura 11. Atividade do Plano de Qualificacdo dos Fornecedores de Leite (PQFL)- LETA.

Quadro 2. Atividades desenvolvidas na Indastria de Laticinios LETA , durante o periodo de
02/09/2019 a 24/10/2019, de acordo com o setor do laticinio.

Setor da Industria

Detalhamento da Atividade

Laboratorio

Realizacdo de analises fisico-quimicas no leite recebido
pela industria; acompanhamento da matéria prima
durante toda linha de producao até o produto acabado.

Area de producéo

Garantia da conservacao do produto, em todo o processo
de fabricacdo; conscientizacdo sobre o correto uso de
Equipamentos de Protecdo Individuais.

Limpeza e higienizacdo de
equipamentos e instalagdes

Orientacdo quanto as condi¢cbes de higiene das
instalacBes, equipamentos e do pessoal; orientacdo
quanto a aquisicdo e ao emprego de detergentes e
sanitizantes nos processos industriais.

Tratamento de agua e efluentes

Certificacdo da qualidade da agua de abastecimento;
analise diaria da agua utilizada no &mbito da industria.

Almoxarifado

Orientacdo da aquisi¢do, uso e acondicionamento de
matéria-prima, aditivos, conservantes, estabilizantes e
embalagens.

Visitas técnicas

Atividade de melhoramento na qualidade da matéria-
prima, nas propriedades rurais; garantia da execugéo dos
exames laboratoriais.

Transporte e comercializagéo

Orientacdo sobre as boas praticas de transporte e
comercializacdo de produtos; garantia do destino
adequado dos produtos condenados e 0 seguro
acondicionamento dos alimentos sequestrados.

Gestdo e qualidade

Acompanhamento dos memoriais descritivos, atentando
para a comunicacdo ao 6rgdo oficial; treinamento dos
colaboradores da empresa quanto as Boas Praticas de
Fabricacgéo; estabelecimento e orientagdo do controle de
qualidade dos produtos elaborados.
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CAPITULO I1- PESQUISA CIENTIFICA- PESQUISA DOS GENES blaZ E mecA EM
Staphylococcus COAGULASE NEGATIVA ISOLADOS DE QUEIJOS MUSSARELA E
FATIADORES DE FRIOS

1. INTRODUCAO

O queijo é definido como sendo o produto fresco ou maturado que se obtém atraves da
separacdo do soro do leite, de leite reconstituido ou de soros lacteos, coagulados pela agéo fisica
de enzimas ou bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou em combinacdo para uso
alimentar, e todas essas caracteristicas resultardo na qualidade e no valor comercial de cada tipo
de queijo (BRASIL, 1996).

O queijo Mussarela teve origem na Itélia, e inicialmente era produzido a partir do leite
de bufala, porém dada a sua grande aplicacdo como ingrediente em pizzas, massas e alimentos
prontos para o consumo, atualmente o queijo Mussarela € obtido também através do leite bovino
(JANA e MANDAL, 2011). Segundo dados da ABIQ, Associagdo Brasileira das Industrias de
Queijos, 0 queijo Mussarela € o mais produzido e consumido no Brasil, e sua producédo
compreende diferentes tecnologias, por isso é encontrado em diversas variacdes de venda
(ABIQ, 2018). E classificado como um queijo semi gordo, gordo ou extra gordo, obtido através
da filtragem de uma massa acidificada, de cor esbranquicada, firme e filante (BRASIL, 1996).
E por ser considerado um alimento altamente nutritivo, torna-se uma 6tima alternativa para
proliferacdo de uma variedade de bactérias patogénicas, sendo o género Staphylococcus um dos
principais microrganismos (FRIEDRICZEWSKI et al., 2018).

Staphylococcus spp. sdo microrganismos mesofilos, com tamanho médio de 2 mm de
diametro, em formatos de cocos, Gram-positivas, anaerdbios facultativos, imdveis e catalase
positivos (QUINN et al., 2015). Conforme Leroy, Vermassen e Talon (2016), estas bactérias
podem estar presentes em todo lugar, sendo encontrada como comensais na pele e mucosa de
seres humanos e animais, mas principalmente podem ser isolados de alimentos, equipamentos
e utensilios utilizados na inddstria e comércio. Dentro do género Staphylococcus encontram-se
os Staphylococcus coagulase positiva - SCP, tendo como principais representantes S. aureus,
S. hyicus, S. intermedius, S. delphini e S. schleiferi subsp. coagulans, entretanto S. aureus € a
principal espécie envolvida nos surtos de intoxicacdo alimentar, e Staphylococcus coagulase

negativa — SCN, com particularidades ainda pouco conhecidas em relacdo a producédo de
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enterotoxinas em surtos de intoxicagdo alimentar estafilococica (PODKOWIK et al., 2013;
MORENTE et al., 2016).

O grupo dos SCN, possuem a capacidade de produzir diversos fatores de viruléncia,
dentre os principais, a capacidade de produzir biofilmes, formando um tipo de adesao bacteriana
sobre as superficies, aptiddo para producdo de potentes enterotoxinas envolvidas nas
intoxicacOes alimentares em humanos, além da possibilidade de expressar genes de resisténcia
antimicrobiana. Assim, dessa forma, a producdo desses fatores de viruléncia podem causar
grandes prejuizos a saude publica, visto que esses microrganismos sdo contaminantes de uma
variedade de alimentos e equipamentos presentes no setor alimenticio, além de restringir o uso
de antimicrobianos em consequéncia da resisténcia (SCHNEIDER, 2017). Diante do exposto,
a realizacéo deste trabalho teve como objetivo pesquisar a presenga dos genes blaZ e mecA,
relacionados com a resisténcia a antimicrobianos B-lactdmicos em Staphylococcus coagulase

negativa isolados de queijos Mussarela e fatiadores de frios na cidade de Garanhuns- PE
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem dos queijos

A fabricag&o de queijos é uma das formas mais antigas de conservacao do leite, embora
haja vérias teorias acerca de sua origem, alguns especialistas consideram a ldade Média como
sendo o marco de suas primeiras producgdes, ainda que passagens biblicas do antigo testamento
ja relatassem o queijo como alimento da época (PERRY, 2004). Acredita-se que a descoberta
do queijo que se conhece atualmente foi feita por um ndmade Arabe durante sua travessia pela
Asia, que teria levado como alimento tdmaras secas num cantil feito do estbmago seco de um
carneiro e um pouco de leite de cabra. Porém quando foi se alimentar do leite, percebeu que o
mesmo tinha se transformado em uma massa branca, de sabor agradavel, e até os dias atuais a
fabricacdo do queijo é utilizado como uma forma de preservacédo do leite (ALBUQUERQUE,
2003; PERRY, 2004).

Dentre os povos que utilizavam a produgéo animal como principal fonte de alimentacéo,
0s egipcios foram os primeiros a ver a riqueza existente no leite e nos queijos, utilizando leite
de ovelha em grande escala na sua producdo. Na Grécia, desde o tempo de Homero, a producéo
de queijos ja era rotina, e embora as terras ndo fossem muito favoraveis para tal atividade,
animais como a cabra e égua eram mais apropriados nessa situacdo. Na Asia, como as terras
também ndo eram favoraveis, os povos estavam sempre viajando em busca de terras apropriadas

para o rebanho, e logo levaram a producéo de queijos até a Europa (ALBUQUERQUE, 2003).

Apos alguns anos, essa atividade alcangou um alto padréo, com o aperfeicoamento da
producdo e aumento da variedade. A fabricacdo dos queijos ja era realizada em um espaco
préprio nas casas, utilizando a técnica de maturacdo, e servidos nas mais diversas ocasides,
independente da classe (PERRY, 2004).

2.2 Producéo de queijos

A partir do século XIX, o consumo de queijo teve um crescimento consideravel,
tornando-se um alimento de preferéncia entre a populacéo, e entdo sua producdo passou de
artesanal para escala ordem industrial. Com a chegada do século XX, a primeira queijaria foi
inaugurada na Franca e até os dias atuais essa atividade vem ganhando espago no mundo e no
Brasil. Cerca de 1000 tipos de queijos sdo produzidos, os quais foram adquiridos de novas
técnicas de processamento e origem de leites diferentes, aumentando ainda mais a variedade
existente no mercado (PERRY, 2004).
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2.2.1 Producdo mundial de queijos

De acordo com dados da ABIQ, os Estados Unidos sdo os maiores produtores de queijo
do mundo, processando cerca de 5 milhdes de toneladas por ano, seguido da Alemanha que
produz cerca de 2,5 milhdes de toneladas por ano. O Conselho de Exportacdes de Lacteos dos
Estados Unidos, relata que o diferencial do pais esta nas diversas razées que o0 mesmo oferece
para que os demais paises escolham os Estados Unidos para importar, dentre 0os motivos, um
dos principais seria que o pais é o maior produtor de leite bovino do mundo, com uma producéo
constante durante todo o ano, o que faz com que os consumidores encontrem produtos sempre
disponiveis (ABIQ, 2018).

Por ano, os Estados Unidos exportam cerca de 368.728 toneladas de queijos, dessas,
45% ¢é importada pela Asia, 26% pela América do Norte, 10% pelo Oriente Médio e Africa, 5%
importado pela América Central, 4% pela América do Sul e 7% por outros mercados. De fato,
0 pais possui instalacdes modernas de producdo, sempre buscando aumentar ainda mais o
padrdo de qualidade, o que faz com que a procura por grandes compradores internacionais seja
tdo consistente no pais (ABIQ, 2018).

Dos milhares de tipos de queijos existentes, a Franca produz cerca de 400 deles, dentre
0s mais consumidos e saborosos do mundo, destacam-se 0s queijos Gouda, que representa 50
a 60% do consumo total, sequido do queijo Brie, Parmesdo, Manchego, Feta, Cheedar e
Camembert (FILHO, 2019).

2.2.2 Producéo de queijos no Brasil

O Brasil produz aproximadamente 34 bilhdes de litros de leite por ano, desse total, 46%
(11 bilhdes) sdo destinados para producdo de queijos no pais. Segundo a ABIQ, queijos como
Mussarela, Prato e 0 Requeijdo Culinario, ja sdo considerados grandes commodities para o pais.
A regido de Minas Gerais concentra cerca de 36% de todas as industrias de laticinios do Brasil
que possuem registro no Servico de Inspecao Federal - SIF, seguida de S&o Paulo, Goias, Parana
e Rio Grande do Sul (ABIQ, 2016).

Apesar disso, essa producdo ainda é insuficiente para suprir as exigéncias do mercado
brasileiro. Em 2015, o Brasil gastou cerca de US$ 95,6 milhées com a importacdo de queijos.
Paises como a Argentina, Uruguai, Holanda, Franca, Italia e Alemanha contribuiram para as
21.550 toneladas da variedade de queijos importadas pelo Brasil, dentre eles o queijo Mussarela
(ABIQ, 2016). Ainda assim, o0 pais exporta uma quantidade relativamente baixa, comparada

com outros paises, sendo que essas exportacdes somaram US$ 10,8 milhdes em 2015, e dentre
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0s principais paises que importam 0s queijos brasileiros, estdio o Chile com 39% das
importacgdes, o Paraguai com 13% e Taiwan com 12% (BALDE BRANCO, 2016).

No Brasil, séo fabricados cerca de 70 tipos de queijos, dentre eles, a Mussarela ocupa
30% do mercado, seguido do queijo Prato com 20%, o Requeijao com 7,5% e o queijo Minas

Frescal representando 6% da producéo total brasileira (JOLY, 2018).

2.3 Importancia do queijo como nutriente

O queijo € o principal derivado do leite, formado pelas particulas, lascas ou pedagos de
coalhada a depender da sua composicdo, tipos de leites, processos aplicados e microrganismos
utilizados na fermentacdo (LAMICHHANE et al., 2018). Por sua vez, para ser utilizado na
fabricacdo de produtos lacteos o leite deve ser de boa qualidade, apresentando-se de cor branca,
odor suave e gosto levemente adocicado, obtido através da ordenha total e ininterrupta de uma

fémea bem alimentada e em perfeito estado fisico e psicologico (EMATER, 2012).

Em sua composicéo, 0s queijos sdo ricos em proteinas, dentre elas as caseinas sdo ditas
como as principais, que compdem 0s queijos estruturalmente e estdo presentes em forma de
uma rede matriz no produto, constituidas de forma intercalada por solutos dissolvidos como,
lactose, acido latico, sais sollveis e peptideos, bem como por glébulos de gordura, agua e
minerais (LAMICHHANE et al., 2018). Além disso, esse tipo de alimento possui uma
diversidade de lipidios, que influenciam no sabor e consisténcia do queijo, proteinas,
importantes minerais como o célcio e o fésforo e vitaminas do completo B, todos em prol da
satde dos consumidores (EMATER, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude - OMS, reconhece a importancia dos queijos como
promotor de satde dos consumidores e recomenda que desde a infancia pode ser consumido.
Durante o crescimento de uma crianga, 0 consumo de queijos pode ajudar no desenvolvimento
de ossos, dentes, cartilagens e auxiliar na prevencdo de cérie. Quando adolescentes, torna-se
uma importante fonte de célcio e na vida adulta auxilia na prevencdo de osteoporose, sendo

fundamental para suprir a necessidade dos minerais aos idosos (ABIQ, 2006).

2.4 Queijo Mussarela
A Mussarela é o tipo de queijo mais produzido no Brasil, tendo sua origem na regido de
Battipaglia, na Italia, sendo caracterizado como um queijo macio e massa do tipo Pasta-filata.

O mesmo € utilizado principalmente no preparo de alimentos quentes, como pizzas e
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sanduiches, devendo apresentar boas propriedades funcionais, em especial, no que se refere ao
fatiamento e derretimento do queijo (COELHO, 2012; JANA e MANDAL, 2011).

Essa variacdo apresenta uma consisténcia semi-suave a suave, a depender do contetdo
de umidade, matéria gorda e grau de maturacdo; possui uma textura variando de fibrosa, elastica
e fechada, com uma coloracdo de branca a amarelada; o sabor € &cido, ligeiramente picante.
N&o deve possuir crosta nem olhaduras, porém algumas vezes podera apresentar aberturas
irregulares devido ao processo de enformagem em alta temperatura. E obtido através da filagem
da massa, e a coagulacao pode ser feita pelo coalho e/ou outras enzimas coagulantes especificas,
podendo também sofrer acdo de bactérias lacticas apropriadas (BRASIL, 1997; FAQ, 2018).

Sua fabricacdo envolve varios processos, tais como a pasteurizacao do leite, coagulacéo,
corte do coagulo, dessoragem, filagem, enformagem, salga, maturacdo e embalagem. Com isso,
0 produto entra em contato com diversos equipamentos e superficies, aumentando o risco de
contaminacdo por microrganismos e tornando-se de grande interesse a salde publica, sendo
necessario que o0 mesmo se encontre dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente
(BRASIL, 1997; BRASIL, 2001; MARINHEIRO et al., 2015).

2.5 Contaminagdo por microrganismos nos queijos

Tendo em vista as caracteristicas organolépticas dos queijos e sua composicao
nutricional, os mesmos tornam-se excelentes meios para proliferacdo de bactérias
contaminantes, deteriorantes ou patogénicas, que podem causar infecgdes ou intoxicaces nos
consumidores, acarretando em sérios prejuizos econémicos e de satde publica (MARINHEIRO
et al., 2015). A contaminacdo pode ocorrer durante toda cadeia produtiva do queijo, desde a
obtencdo de uma matéria-prima de qualidade insatisfatoria, deficiéncia na higiene da ordenha,
refrigeracdo inadequada e atraso na entrega da matéria-prima a indastria (FAGNANI et al.,
2013). Durante as etapas do processamento e fabricacdo do queijo, devido aos utensilios,
equipamentos e colaboradores que entram em contato com esse produto e durante o transporte
e comercializagdo do produto fracionado ou fatiado (REGES et al., 2017; KOCAK KIZANLIK
e GOKSQY, 2018).

Segundo a RDC 12 de 2001 da ANVISA, que dispde, dentre outros, sobre os requisitos
microbiologicos para qualidade do queijo Mussarela, 0 mesmo devera apresentar para queijos
de média umidade, coliformes a 45°C (méx. 1 x 103 UFC/g) e para queijos de muita alta
umidade, coliformes a 45°C (méx. 5 x 102 UFC/g). Em relacdo a Staphylococcus coagulase
positiva, em queijos de média umidade (max. 1 x 103 UFC/qg), e para queijos de muita alta
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umidade (max. 5 x 102 UFC/g). Preconiza-se auséncia de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes em 25¢g do produto (BRASIL, 2001).

Marinheiro et al. (2015) avaliaram a qualidade microbiol6gica de queijo Mussarela em
peca e fatiado em Pelotas- RS, analisando 40 amostras de queijo, sendo 20 em peca e 20 do
produto fatiado. As amostras foram submetidas a contagem de coliformes a 45°C e
Staphylococcus coagulase positiva, bem como a pesquisa de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. Observou-se que 12,5% das amostras de queijo fatiado e 5% das amostras de
queijo em peca estavam impréprias para o consumo, de acordo com os padrfes estabelecidos
na legislacdo supracitada (MARINHEIRO et al., 2015). Frequentemente, Staphylococcus spp.
e coliformes termotolerantes sdo utilizados como indicadores da qualidade higiénico-sanitaria
nos produtos de origem animal - POA (REGES et al., 2017).

2.6 Staphylococcus coagulase negativa

As bactérias do género Staphylococcus pertencentes a familia Staphylococcaceae, séo
microrganismos mesofilos, crescendo em temperaturas entre 7 e 47,8°C; pH de 4,8 a 9,4 e
atividade de agua (Aw) de 0,83. Sdo caracterizados como Gram-positivos, imoveis, catalase
positiva, oxidase negativa, anaerdbios facultativos, ndo formadores de end6sporos e medem de
0,5a 1um (SILVA et al., 2017; MORENTE et al., 2016; KUREKCI, 2016). Além disso, sdo
classificados em dois grupos de acordo com a capacidade de coagular ou ndo o plasma do
coelho: Staphylococcus coagulase positiva- SCP e Staphylococcus coagulase negativa- SCN
(MORENTE et al., 2016). Sendo a coagulase, uma enzima que transforma o fibrinogénio em
fibrina, formando um coagulo visivel, indicando um fator de patogenicidade desse grupo
(SILVA et al. 2017). Além disso, esse microrganismo tem a capacidade de produzir potentes
enterotoxinas, responsaveis por causar as intoxicagoes alimentares em humanos e produzem
biofilmes sobre superficies, mantendo-se protegidas contra acdo de detergentes e outras
substancias (MORENTE et al., 2016).

Durante muito tempo, acreditou-se que apenas 0s SCP, especificamente Staphylococcus
aureus tinham a capacidade de produzir enterotoxinas. Em contrapartida, os SCN ja eram
conhecidos por apresentar um impacto positivo em alguns processos de fermentacdo e
caracteristicas sensoriais dos alimentos fermentados, bem como por realizar o controle de
bactérias deteriorantes e patogénicas. Por esta razdo, por muitos anos esse grupo foi considerado
de menor importancia e nos testes laboratoriais, caso fossem classificados como SCN nao eram
identificados a nivel de espécie (PODOKOWIK et al., 2013; LEROY et al., 2016).
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Diversos alimentos j& foram apontados em intoxicacGes alimentares estafilocécicas,
dentre deles: carne e derivados, leite e derivados, aves e derivados, saladas e sanduiches, bolos
e tortas de creme e chocolate, todos caracterizados como alimentos que necessitam de muita
manipulacdo e que sdo mantidos em temperaturas consideradas elevadas (KURECKI, 2016;
MORENTE et al., 2016). Num estudo realizado por Udo et al. (1999), foi constatado a presenca
de SCN nas maos dos manipuladores de 50 restaurantes no Kuwait, bem como a producéo de
enterotoxinas pelas amostras analisadas, indicando que os SCN nédo estdo presentes somente

em Produtos de Origem Animal- POA.

2.8 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia desenvolvida por Staphylococcus spp. em relagdo aos B-lactamicos pode
ser desencadeada por dois mecanismos distintos. Um deles € mediada pela enzima B-lactamase,
uma enzima extracelular codificada pelo gene blaZ, age causando a hidrolise do anel B-
lactdmico e, consequentemente, sua inativagdo. Outra forma de resisténcia é diminuindo a
afinidade para proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) através do produto do gene mecA
(LIVEMORE, 2000; FLUIT et al., 2001; NEIHARDT, 2004).

Ap0s a exposicdo do microrganismo ao antimicrobiano B-lactamico, o gene blaZ produz
uma penicilinase que inativa a droga por meio da clivagem do anel B-lactamico. Fatores como
localizacéo, cinética, quantidade e condices fisico-quimicas da p-lactamase agem interferindo
em sua capacidade hidrolitica. O gene blaZ € considerado o mais prevalente em Staphylococcus
spp. causadores de doencas em animais (LIVERMORE, 2000; PITKALA et al., 2007). Por
outro lado, 0 gene mecA, possui um mecanismo de resisténcia que age alterando o sitio de acdo
dos B-lactamicos. Dentre os antimicrobianos em questdo, a meticilina é a resisténcia mais
preocupante, visto que Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA se tornou uma
das cepas multirresistentes nas infeccdes hospitalares, sendo de grande preocupacéo na saude
publica (RABELO et al., 2014).

A acdo dos antimicrobianos B-lactdmicos através da ligacdo com as proteinas ligadoras
de penicilina, agem através de ligagdes covalentes, ocasionando a lise das celulas bacterianas
(LIVERMORE, 2000). Essas PBPs sdo enzimas localizadas na membrana celular que catalisam
a etapa final da sintese da parede da bactéria. Sdo consideradas essenciais as PBPs 1, 2 e 3, as
mesmas possuem alta compatibilidade através de sitios-alvo com os antibioticos B-lactamicos
(TOMASZ et al., 1991). No mecanismo de acao do gene mecA, ocorre a producdo de uma PBP

adicional, chamada de PBP 2a, a mesma é uma proteina codificada por tal gene e possui uma
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afinidade menor com os antimicrobianos B-lactamicos, resultando na resisténcia adquirida ao
grupo em questdo (KURODA et al.,2001).

Uma vez que seja necessario a deteccdo da enzima p-lactamase pelos microrganismos,
pode-se utilizar os métodos fenotipicos ou genotipicos. No caso do teste fenotipico, a técnica
colorimétrica de discos de papel de filtro impregnados com a cefalosporina cromogena
nitrocefin é bem difundida, porém pode apresentar resultados falso-positivos (PITKALA et al.,
2007; MENDONCA et al., 2019). Ja em relacdo aos métodos genotipicos, a PCR é a mais
utilizada, agindo na amplificagdo de genes para determinada caracteristica, apresentando maior
sensibilidade e especificidade quando comparados aos testes fenotipicos. Porém a deteccéo do
gene nao significa necessariamente que ele estad sendo ou sera expresso pelo microrganismo
(PEREIRA et al., 2014; ROBLES et al., 2014).

2.9 Importéancia de Staphylococcus coagulase negativa em Salde Publica

Os microrganismos Staphylococcus coagulase negativa (SCN) por muitos anos foram
considerados menos importantes frente a contaminacdo de alimentos, quando comparados ao
S. aureus. Suas caracteristicas ndo patogénicas sempre eram colocadas em destaque e sua
participacdo nas intoxicacOes alimentares foram negligenciadas (KUREKCI, 2016; MORENTE
et al., 2016).

Dentre os mecanismos utilizados por este grupo de microrganismos para a sobrevivéncia
no meio, podemos destacar a producdo de biofilmes. O biofilme, consiste na adesdo dos
microrganismos a superficies sélidas e umidas com a formacdo de uma protecdo viscosa, onde
0s microrganismos ali presentes se tornam organizados e protegidos contra a acdo de
antimicrobianos, sanitizantes e abrasivas (COSTERTON et al., 1999; FRIEDRICZEWSKI et
al., 2018).

Além disso, o interesse de estudos em Staphylococcus coagulase negativa tem
aumentado consideravelmente devido ao crescimento de casos de infecgdes em humanos e
animais causados por esse grupo. Concomitantemente, o uso indiscriminado de antibioticos
leva ao surgimento de cepas resistentes as principais drogas utilizadas para o tratamento de
infeccBes bacterianas (ROLLIM, 2001; CUNHA et al., 2006). Sendo descrito por diversos
autores acerca da deteccdo de cepas que produzem as enterotoxinas e possuem 0 gene de
resisténcia a antimicrobianos em isolados SCN, aumentando sua importancia clinica (BORGES
et al., 2008).
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Santos (2018) realizou um estudo acerca do perfil de resisténcia de SCN isolados de
queijos coalho em Lagarto- SE, onde dos 45 isolados, 24 apresentaram resisténcia a um farmaco
e 6 apresentaram resisténcia a dois ou mais antibioticos, reforgando a possibilidade de tal grupo
agir como reservatorio de genes de resisténcia, bem como, servir de veiculo dessa resisténcia

para demais espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 85 amostras bacterianas isoladas de queijo Mussarela e fatiadores de
frios, incluindo nove espécies de SCN e amostras de Staphylococcus spp. (Tabela 3). Os
isolados fazem parte do banco de amostras do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia e
Imunodiagnéstico (LAPEMI) da Central de Laborat6rios da UFRPE-UAG (CENLAG), tendo
sido coletados, isolados e identificados em estudo anterior (LEITE, 2019). Ap0s a identificagéo,
os isolados bacterianos foram mantidos congelados a -70°C em meio criopreservador. Os
isolados foram descongelados e reativados em agar cérebro coracdo- BHI para a realizacédo de

extracdo de DNA e anélise dos genes por PCR.

Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa de espécies de Staphylococcus coagulase negativa isoladas
de amostras de queijo Mussarela e da superficie de fatiadores.

Total

Superficie de Queijo

Espécie fatiadores Mussarela Frequéncia FrReeqlggr\ga
Absoluta

(%)

S. saprophyticus 10 12 22 25,9
S. xylosus 8 6 14 16,5
S. cohnii subsp. urealyticum 3 4 7 8,2
S. epidermidis 1 3 4 4,7
S. warneri 2 1 3 3,5
S. captis subsp. ureolyticus 1 0 1 1,2
S. chromogenes 0 1 1 1,2
S. caprae 0 1 1 1,2
S. simulans 0 1 1 1,2
Staphylococcus spp.* 17 14 31 36,5
Total 42 43 85 100

“isolados ndo identificados a nivel de espécie pelos testes bioquimicos utilizados.

3.2 Analises dos genes blaZ e mecA
3.2.1 Extracéo e purificagdo do DNA bacteriano

Para a extracdo e purificacdo do DNA genémico utilizou-se, com modificacles, a
metodologia do aquecimento descrita por Hassanzadeh et al. (2016). Dessa forma, os isolados
foram inoculados em caldo nutritivo (Tryptic Soy Broth, Himedia, India) e incubados overnight
a 37°C. O DNA foi obtido a partir de 1mL do cultivo bacteriano, o qual foi centrifugado a 14000
rpm por 5 minutos. O sedimento foi lavado com 500 pL de tampéo de lise (20 MM EDTA + 20
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mM Tris pH 7,5 + 75 mM NaCl) e recentrifugado; as células bacterianas foram suspensas
novamente em 300 uL do mesmo tampdo e submetidas a dois ciclos de fervura/congelamento,
sendo 2 minutos cada etapa. Em seguida, adicionou-se 30 uL de lisozima (1mg/mL), incubou-
se por 1 hora a 37°C quando foi adicionado 33 uL de SDS 10% e 120 uL de AcNa 3M,
incubando-se as amostras a 55C° e/ou ambiente gelado, ap6s adi¢do de cada um dos reagentes.
Realizou-se, entdo, centrifugacdo e o sedimento foi submetido a etapas consecutivas de
cloroformio, isopropanol e etanol. Apos a ultima lavagem com etanol gelado a 70% (v/v), 0s
tubos foram secos por inversdo e o DNA ressuspenso em 30 pL de tampdo TE pH 7.5.

Adicionalmente, a integridade do DNA extraido foi avaliada em gel de eletroforese a 1%.

3.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase multiplex (PCR Multiplex)

As sequéncias dos iniciadores utilizados neste estudo para amplificar segmento
especifico dos genes blaZ, mecA e 16S, bem como os autores que as utilizaram em outros
estudos, estdo demonstradas na Tabela 4.

Inicialmente foi realizada PCR convencional com oligonucleotideos iniciadores para o
gene 16S para avaliar a qualidade do DNA extraido e presenca de possiveis inibidores. Dessa
forma, segmento especifico do género Staphylococcus foi amplificado preparando-se uma
reacdo com volume final de 30 pL, composta por 27 uL do mix para PCR (Invitrogen, USA),
1 uL (10 nM) de cada iniciador e 1 uL. de DNA (correspondendo aproximadamente a 197 ng).
A amplificacdo foi realizada em termociclador (Mastercycler® Pro, Eppendorf) com os
seguintes ciclos: desnaturagéo inicial a 94 °C-5 minutos, seguindo-se 36 ciclos (desnaturagédo
94 °C-45 segundos; pareamento 55 °C-30 segundos; extensdo 72 °C-30 segundos) e extensao
final a 72 °C por 10 minutos.

Para a PCR Multiplex foi preparada uma reacdo com os dois pares de oligonucleotideos
iniciadores: mecAF/mecAR e blaZF/blaZR, sendo 0,25 uL (25pM) de cada iniciador mecA;
0,4 uL (40 pM) de cada iniciador blazZ; 2 puL do mix para PCR Multiplex (Solis, Biodyne,
Estbnia) e 0,5 uL de DNA molde (correspondendo a aproximadamente 98,5 ng). O volume foi
ajustado para 10 puL com agua ultrapura estéril. A amplificacdo foi realizada em termociclador
(Mastercycler® Pro, Eppendorf) com os seguintes ciclos: ativagao inicial a 95 °C-12 minutos;
desnaturacao inicial a 94 °C-5 minutos, seguindo-se 36 ciclos (desnaturacgao 94 °C-45 segundos;
pareamento 50,2 °C-30 segundos; extensdo 72 °C-30 segundos) e extensdo final a 72 °C-10
minutos. Em todos os testes foram incluidos controle positivo (amostra de DNA de
Staphylococcus capitis subsp. ureolyticus, cepa K22H/RJ, positiva para os genes blaZ e mecA)

e controle negativo (reagédo sem DNA).
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Tabela 4. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho esperado e referéncia.

Produto Tamanho
Sequéncia do Iniciador Referéncia
de PCR (pb)

165 F-5-GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC-3° 228 Monday;
R-5-CGC ACATCAGCG TCAG-3’ Boahach (1999)
F-5-AAG AGATTT GCC TAT GCT TC-3’ Sawant et al.,

blaz R-5-GCTTGACCACTTTTATCAGC-3’ ol (2009)
F-5-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA-3’ Fontes et al.,

mecA R-5-CCAATT CCACATTGT TTC GGT CTA A-3° 310 (2013)

3.2.3 Eletroforese e visualizacao dos produtos amplificados

A separacdo dos amplicons foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2%,
preparado com tamp&o Tris-acetato e EDTA e, em seguida, corado (SYBR® Safe DNA gel
stain, Invitrogen). O gel foi submetido a uma corrente elétrica de 100 volts por 60 minutos. A
visualizacdo e registro fotogréfico foram realizados em transiluminador (DyNA Light UV
transilluminator, LAbnet).

3.3 Teste de reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos produtos de PCR foi testada analisando-se os DNAs de 10
amostras selecionadas ao acaso do total das estudadas, mais 0 DNA da cepa controle positivo.

Foram realizadas reacdes de amplificacdo durante trés dias (reprodutibilidade entre testes).

3.4 Analise estatistica

Foi realizada andlise descritiva para demonstrar a frequéncia dos genes blaZ e mecA
nas amostras investigadas.

3.5 Producéo da enzima B-lactamase

Para a pesquisa da enzima p-lactamase foi utilizada a técnica colorimétrica dos discos
de papel de filtro impregnados com a cefalosporina cromégena nitrocefin (CEFINASE
DISCS®; Becton, Dickinson and Company; USA). Para a realizagdo das analises foram
seguidas as recomendagdes do fabricante: os isolados bacterianos foram cultivados em &gar
triptona de soja (TSA — OXOID LTDA®; England) e, posteriormente, incubados a 37°C
overnight. Os discos de nitrocefin foram distribuidos sobre 1dmina de microscopia, umedecidos

com 30 pL de agua purificada estéril e, em seguida, as coldnias bacterianas a serem testadas
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foram espalhadas sobre os discos com auxilio de alga bacteriologica estéril. Apo6s a deposicédo
das colbnias sobre os discos, estes novamente foram umedecidos com uma gota de agua
purificada estéril. A interpretacdo foi realizada nos primeiros 5 minutos de contato da bactéria
com o disco, sendo a mudanga de cor indicativa de reacdo positiva, ou seja, os discos
apresentavam mudanca de cor amarela para vermelha, na presenca da enzima. As amostras
demonstrando reacdo negativa foram deixadas em temperatura ambiente por uma hora, quando
foi realizada a leitura final do teste. Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 e ATCC
25923 foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente (PITKALA et al.,
2007). As analises foram realizadas por Mendonca et al. (2019).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 85 amostras analisadas, 67,06% (57 amostras) foram positivas para os genes
blaZ e mecA, enquanto que 32,94% (28 amostras) foram negativas para estes genes (Tabela 5).
Dos isolados com resultados positivos, 37,65% (32/85 amostras) foram positivas apenas para o
gene blaz, 3,52% (3/85 amostras) apresentaram amplificacdo para o gene mecA e em 25,89%

(22/85 isolados) foi verificada a presenca de ambos os genes avaliados.

Tabela 5. Frequéncia absoluta e relativa dos genes blaZ e mecA detectados em Staphylococcus
coagulase negativa isolados de queijo Mussarela e da superficie de fatiadores em Garanhuns-PE.

Frequéncia Frequéncia
Gene )
Absoluta Relativa
blaz 32 37,65%
mecA 3 3,52%
blaZ+mecA 22 25,89%
Total 57 67,06%

Dos isolados com resultados positivos, 37,65% (32 amostras) amplificaram apenas o
gene blaZ (Figura 12), resultado semelhante ao encontrado por Lucio et al. (2013) em um
estudo sobre os genes mecA e blaZ em 100 cepas de Staphylococcus spp. isoladas de mastite
bovina na microrregido de Garanhuns, onde foram encontradas 36 amostras positivas para o
gene blaZ. Ja Martini et al. (2017) em sua pesquisa sobre resisténcia antimicrobiana a penicilina
e tetraciclina em Staphylococcus aureus isolados de amostras de leite bovino em Minas Gerais,
encontraram resultados elevados de 97,7% (88/90) dos isolados com positividade para o gene
blaZ, indicando que tais isolados agem causando a hidrolise enzimatica do ntcleo B-lactamico

e consequentemente tornam-se resistentes a agdo de tais farmacos.

Em relagdo ao gene mecA, dos 85 isolados testados foram verificados amplificagdo em
3,52% (3/85 amostras) (Figura 13). Resultado equivalente ao que Soares et al. (2012)
encontraram em seu trabalho sobre resisténcia antimicrobiana e deteccdo dos genes mecA e
blaZz em Staphylococcus coagulase negativa isolados de mastite bovina em 25 propriedades de
gado leiteiro da regido do Rio de Janeiro, onde das 100 amostras analisadas apenas 4% (4/100)

apresentaram amplificacdo para o gene mecA.
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Além disso, no presente trabalho foi verificada a prevaléncia de 25,89% (22/85 isolados)
positivos para ambos os genes avaliados, isso pode ser explicado pela possibilidade dos genes
mecA e blaZ estarem presentes no cromossomo e muitas vezes serem detectados em conjunto
(LIVERMORE, 2000; MENDONCA et al., 2012).

9-10: 11 12 13- 14 157167 17 -18 19 20 21" 22

blaZ 517pb
mecA 310pb
165 228pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 2% para deteccdo dos genes blaZ e mecA por PCR
multiplex. 1- marcador de peso molecular; 2- controle positivo; 3- blaZ e mecA; 4- blaZ; 5- blaz; 6-
blaZ; 7- blaZ e mecA; 8- blaZ e mecA; 9- blaZ e mecA; 10- blaZ e mecA; 11- blaZ e mecA; 12- blaZ e
mecA; 13 e 14- mecA,; 15- blaZ; 16- negativo; 17- blaZ e mecA; 18- negativo; 19 a 22- blaZ e mecA.

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 2% para detecgdo dos genes blaZ e mecA por PCR
multiplex. 23- marcador molecular; 24- blaZ e mecA; 25- negativo; 26- blaZ; 27- negativo; 28 a 37-
blaZz; 38- blaZ e mecA; 39- blaZ; 40-blaZ e mecA;, 41- blaZ; 42- blaZ e mecA,; 43- blaZ; 44- controle
negativo.

Em contrapartida, as mesmas amostras oriundas de queijo Mussarela e fatiadores de
frios foram testadas quanto a producdo da enzima -lactamase, do total das 85 amostras, 52.94%
(45/85) foram positivas e 47,06% (40/85) foram negativas quanto a producdo desta enzima
(Figuras 14 e 15).

A B

Figura 14. Padrio e alteracdo de cor dos discos Cefinase para detecg¢do de B-Lactamase. A- Reagdo
positiva; B- Reacdo negativa.
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= B-Lactamase positivo = N&o produtor

Figura 15. Isolados de Staphylococcus coagulase negativa produtores e ndo produtores de -lactamase
pelo método fenotipico.

Dos isolados positivos para producdo de B-lactamase, 18,82% (16/85) das amostras
foram produtoras da enzima, porém ndo amplificaram os genes blaZ e mecA. Por sua vez,
Robles et al. (2014), realizaram um estudo para detec¢ao de -lactamase em S. aureus e SCN
isolados de mastite, e observaram que varios de seus isolados ndo abrigavam o gene blaZ e nos
testes fenotipicos mostraram atividade de producdo da enzima. Isso se d& em raz&o de que o
fenotipo B-lactamase pode ser resultado da expressdo de mais de um gene, ou ainda, pelo fato
de haver mais de um mecanismo que confere resisténcia a tal grupo de microrganismos, que
ndo a expressdo do gene blaZ (MALIK et al., 2007)

Em contrapartida, 18,82% (16/85) das amostras positivas para o gene blaZ através da
PCR, também foram positivas quanto a producéo da enzima pelo método fenotipico e 26,67%
(12/85) das amostras que foram positivas para os dois genes em questdo pelo método
genotipico, também foram positivas quanto a producdo da B-lactamase. Em relacdo ao gene
mecA, 1,18% (1/85) das amostras que amplificaram o gene foram positivas para a producdo da
enzima in vitro, isso pode ser decorrente de fatores como a qualidade do DNA, a ndo

amplificagcdo do gene blaz, dentre outros (Tabela 6).

E importante ressaltar que a resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos néo é conferida
somente ao mecanismo de produgdo da enzima, porém outros mecanismos de resisténcia a essa
classe, como, a transferéncia de material genético, podem levar ao aparecimento de cepas
resistentes. Essa passagem de genes pode ocorrer por processos de transformacéo, transducéo
ou conjugacéo, bem como pela passagem de DNA pela lise da bactéria, plasmideos, transposons
ou fagos (LEE e PARK, 2016; JO et al., 2017).
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Tabela 6. Frequéncia absoluta e relativa de Staphylococcus coagulase negativa produtores da
enzima B-lactamase de acordo com a presenca dos genes blaZ e mecA.

B-lactamase

Gene Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa
blaz 16 18,82%

mecA 1 1,18%

blaZ+mecA 12 14,12%
blaZ /mecA 16 18,82%
Total Positivas 45 52,94%

~Negativo para os genes blaZ e mecA.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel verificar a presenca dos genes blaZ e mecA em
Staphylococcus coagulase negativa isolados de queijo Mussarela e fatiadores de frios. Os
resultados obtidos através do método fenotipico quanto a produgdo de [B-lactamase, em
consonancia com os achados genotipicos sdo de suma importancia para saude publica, uma vez
que esses genes de viruléncia estdo relacionados a resisténcia a antimicrobianos -lactamicos,
0s quais sdo os principais utilizados em casos de infec¢gdes por Staphylococcus. Além disso,
esses genes podem ser transmitidos para outros microrganismos ndo pertencentes ao género
Staphylococcus.

Por fim, os dados apresentados nesse estudo podem auxiliar outros pesquisadores e as
autoridades de fiscalizacdo, a tomarem conhecimento sobre a presenca de resisténcia a
antimicrobianos em Staphylococcus coagulase negativa, colocando assim em risco a salde da

populacéo.
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