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RESUMO

Dentre as principais bactérias relacionadas com casos de surtos de Doengas Veiculadas por
Alimentos (DVA) no Brasil, encontra-se Staphylococcus aureus, microrganismo responsavel
por ocasionar intoxicacdo alimentar. Outra preocupacdo atribuida a presenca de S. aureus em
alimentos ¢é a propagacao de cepas resistentes a antimicrobianos, o que constitui um risco a
qualidade de vida humana. O desenvolvimento dessa resisténcia esta muito associado ao uso
prolongado e indevido de antimicrobianos na producédo de animais com fins terapéuticos,
profilaticos, ou como estimuladores de crescimento. Muitas cepas de S. aureus resistentes a
antimicrobianos ja foram identificadas em diferentes tipos de carnes cruas. Dessa forma, esse
estudo objetivou analisar as caracteristicas fenotipicas de resisténcia antimicrobiana de S.
aureus isolados de carnes comercializadas em cidades de Pernambuco, Brasil. Para isso,
amostras de carne bovina moida, suina e de frango foram coletadas em mercados e
submetidas a analise microbioldgica para contagem e isolamento S. aureus. Cepas de S.
aureus isoladas foram submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana a nove
antimicrobianos. Em seguida, analisou-se a multirresisténcia antimicrobiana. Foi constatada
contaminacdo por S. aureus em todos os tipos de carnes, variando 2,4x10* UFC/g na carne de
frango a 2,2x10° UFC/g na carne suina. Um total de 34,4% (31/90) foram positivas para S.
aureus, sendo a maior ocorréncia em carne suina com 61,29% (19/31), seguida de carne
bovina moida com 32,25% (10/31) e carne de frango com 6,45% (2/31). Entre as 31 cepas
isoladas, 48,38% foram resistentes a tetraciclina, 29% a penicilina G, 12,9% a eritromicina e
6,45% a clindamicina, sendo 9,67% multidroga resistentes (MDR). Nenhum isolado
expressou o fenotipo de resisténcia a meticilina (MRSA), no entanto, 6,45% (2/31) isolados
de carne de frango apresentaram o fendtipo de resisténcia constitutiva a macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas do tipo B (MLSBc). Conclui-se que as carnes analisadas
mostraram-se contaminadas por S. aureus, representando importantes veiculos para a
disseminacdo de S. aureus resistentes e multirresistentes a antimicrobianos, sendo um risco a

seguranca alimentar e a saide da populacéo.

Palavras-chave: Doencas Veiculadas por Alimentos. Susceptibilidade antimicrobiana.

Fendtipos de resisténcia.



ABSTRACT

Among the main bacteria related to cases of foodborne disease (VAD) outbreaks in Brazil is
Staphylococcus aureus, a microorganism responsible for causing food poisoning. Another
concern attributed to the presence of S. aureus in food is the spread of antimicrobial resistant
strains, which is a risk to human quality of life. The development of this resistance is closely
associated with the prolonged and improper use of antimicrobials in the production of animals
for therapeutic, prophylactic or as growth enhancers. Many strains of antimicrobial resistant S.
aureus have been identified in different types of raw meat. Thus, this study aimed to analyze
the phenotypic characteristics of antimicrobial resistance of S. aureus isolated from meat sold
in cities of Pernambuco, Brazil. For this, samples of ground beef, pork and chicken were
collected in markets and subjected to microbiological analysis for counting and isolation S.
aureus. Isolated strains of S. aureus underwent antimicrobial susceptibility testing to nine
antimicrobials. Then, antimicrobial multidrug resistance was analyzed. S. aureus
contamination was found in all types of meat, ranging from 2,4x10* CFU/g in chicken meat to
2,2x10% CFU/g in pork. A total of 34,4% (31/90) were positive for S. aureus, with the highest
occurrence in pork meat with 61,29% (19/31), followed by ground beef with 32,25% (10/31)
and chicken meat with 6,45% (2/31). Among the 31 strains isolated, 48,38% were resistant to
tetracycline, 29% to penicillin G, 12,9% to erythromycin and 6,45% to clindamycin, with
9,67% being multidrug resistant (MDR). No isolates expressed the methicillin resistance
phenotype (MRSA), however, 6,45% (2/31) chicken isolates presented constitutive resistance
phenotype to type B macrolides, lincosamides and streptogramins (MLSBc). It was concluded
that the analyzed meat was contaminated by S. aureus, representing important vehicles for the
dissemination of antimicrobial resistant and multiresistant S. aureus, being a risk the food

safety and health of the population.

Keywords: Foodborne Diseases. Antimicrobial susceptibility. Resistance phenotypes.
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1 INTRODUCAO

As Doengas Veiculadas por Alimentos (DVA) abrangem uma ampla variedade de
doencas que se manifestam ap6s a ingestdo de alimentos contaminados com microrganismos
ou suas toxinas (HANSON et al., 2012). S8o consideradas um grande problema de saltde
publica, além de acarretar impactos sob a perspectiva econdmica, ocasionando assim
prejuizos para a sociedade (OLIVEIRA et al., 2013). Nos ultimos dez anos os principais
agentes relacionados em surtos de DVA no Brasil foram, respectivamente, Escherichia coli,
Salmonella spp., e Staphylococcus aureus - S. aureus (BRASIL, 2019).

S. aureus trata-se de uma bactéria comumente encontrada na pele e em membranas
mucosas de aves e mamiferos, sendo o proprio homem seu principal reservatério. Dessa
forma, manipuladores sdo considerados a principal fonte de contaminacdo dos alimentos por
S. aureus. A presenca deste em alimentos possui o potencial de causar intoxicacao alimentar
estafilococica, que é o resultado da ingestdo de alimentos contaminados com cepas
toxigénicas que possuem quantidades suficientes de enterotoxinas estafilococicas preé-
formadas, sendo considerado assim um perigo sob o ponto de vista da seguranca de alimentos
(BANNERMAN, 2003; CARVALHO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005; ARGUDIN;
MENDONZA; RODICIO, 2010; KADARIYA et al., 2014).

Além do seu potencial de causar intoxicacdo alimentar estafilococica, outra
significancia relacionada a presenca de S. aureus em alimentos é a propagacdo de cepas
resistentes a antimicrobianos, o que constitui um risco a qualidade de vida humana, resultando
em aumento da morbidade, mortalidade e custos em satde (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017),
visto que linhagens de S. aureus resistentes podem ser transferidas, por intermédio do
consumo de alimentos contaminados, para os humanos (MOTA et al., 2005; KORB et al.,
2011).

O desenvolvimento dessa resisténcia esta muito associado ao uso prolongado e indevido
de antimicrobianos na producdo de animais com fins terapéuticos, profilaticos, ou como
estimuladores de crescimento, com o intuito de promover uma maior produtividade,
crescimento e resisténcia a doencgas nesses animais. Vale ressaltar que na criacdo de gado,
aves e suinos, S. aureus destaca-se como um importante causador de infeccBes, que associado
ao uso inadequado de antibioticos favorece o surgimento de cepas resistentes nesses animais
(CUNY et al., 2010; OPAS, 2017; PEKANA; GREEN, 2018).

Muitas cepas de S. aureus resistentes a antimicrobianos ja foram identificadas em

diferentes tipos de carnes cruas, destacando-se carnes bovina, suina e de frango em muitos
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paises, sendo o perfil de resisténcia Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
um dos mais prevalentes (WEESE; AVERY; REID-SMITH, 2010; WATERS et al., 2011,
WANG et al., 2014; IGBINOSA et al.,, 2016; TANG et al.,, 2017; WU et al., 2018;
GOVENDER et al., 2019; NAAS et al., 2019; PAULY et al., 2019; ZEHRA et al., 2019),
além de representar uma das principais causas de infec¢des hospitalares e comunitérias,
caracterizando-se assim como um dos perfis de resisténcia mais significativos (LAKHUNDI,
ZHANG, 2018).

A partir disso, em casos de resisténcia a meticilina a nivel clinico, outros
antimicrobianos passaram a ser utilizados como terapia substitutiva no tratamento de
infeccbes estafilococicas, como é o caso dos pertencentes as classes dos macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas do tipo B (MLSB). Em contrapartida, estudos comprovam
resisténcia aos MLSB em cepas de MRSA (KENGNE et al., 2019; SARROU et al., 2019),
podendo sua expressao ser de forma constitutiva (MLSBc), quando as cepas sao resistentes a
eritromicina e a clindamicina, ou induzivel (MLSBI), quando as cepas apresentam resisténcia
a eritromicina e falsa sensibilidade in vitro a clindamicina, o que acaba dificultando as opcoes
de tratamento nas infeccBes estafilococicas (PEREIRA et al., 2016; SILVA; SILVA,;
OLIVEIRA, 2016; KHODABANDEH et al., 2019).

De modo geral, a resisténcia antimicrobiana é considerada um problema de saude global
que culmina em milhdes de doengas e milhares de mortes por ano (O’NEIL, 2016; CDC,
2018), destacando-se como uma das maiores ameacas a salde, seguranca dos alimentos e
desenvolvimento (OPAS, 2017). Sendo assim, torna-se necessaria a realizacdo de estudos
acerca deste contexto para um melhor entendimento e analise das particularidades a fim de
reparar esta adversidade global (GUIMARAES et al., 2012; SILVA; AQUINO, 2018).

Com base nos aspectos mencionados, este estudo fundamenta-se na investigacdo da
susceptibilidade de resisténcia antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de
carnes bovina moida, suina e de frango comercializadas em mercados de cidades de

Pernambuco, Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar os perfis fenotipicos de resisténcia antimicrobiana de S. aureus isolados de

carnes comercializadas em cidades de Pernambuco, Brasil.

2.2 Especificos

e Realizar contagem e isolamento de S. aureus em amostras de carne bovina moida,
suina e de frango;

e Verificar a ocorréncia de S. aureus resistentes e multirresistentes a antimicrobianos em
carnes suina, bovina e de frango;

e Investigar a ocorréncia dos fendtipos de resisténcia S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e com resisténcia constitutiva a macrolideos, lincosamidas e estreptogramina

do tipo B (MLSBc) em carnes suina, bovina e de frango.
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3 JUSTIFICATIVA

Em decorréncia do uso inadequado dos antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria, com énfase na criacdo de bovinos, suinos e aves, tem-se observado o surgimento
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos. Nesse contexto, cepas resistentes de S.
aureus tém destaque. Essa resisténcia implica diretamente no tratamento de infecgdes
causadas por esse patdgeno, sejam as mais comuns ou as mais graves, uma vez que 0S
antimicrobianos utilizados frequentemente para trata-las acabam ndo sendo mais eficientes,
constituindo-se assim como um importante problema de salde publica por tornar as opcoes
terapéuticas ineficazes e propiciar um aumento dos custos em satde bem como do risco de
morbimortalidade.

Dessa forma, a presenga de S. aureus em alimentos deve ser cuidadosamente analisada,
tanto por sua capacidade de ocasionar intoxicacdo alimentar estafilocdcica quanto pela
presenca de cepas resistentes e/ou multirresistentes a antimicrobianos, sendo relevante
identificar quais fendtipos de resisténcia estdo relacionados. Diante do exposto, justifica-se a
importancia de investigar qual o perfil de susceptibilidade de Staphylococcus aureus a

antimicrobianos em carnes bovina, suina e de frango.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Doengas Veiculadas por Alimentos (DVA)

A alimentacgdo e a nutricdo desempenham funcdes esséncias para o desenvolvimento e
crescimento humano, além de atuar como requisito para uma qualidade de vida, promogdo e
protecdo da salde, atendendo as individualidades e preferéncias de cada pessoa (MARCHI et
al., 2011).

Partindo desse principio, 0 acesso a uma alimentacdo adequada e saudavel levando em
consideragdo tanto o ponto de vista nutricional, bem como a cultura alimentar, condicdes
econémicas, sociais, ambientais, a disponibilidade e 0 acesso permanente a alimentos de
qualidade e em quantidades suficientes, sem comprometer 0 acesso a outras necessidades
essenciais ao individuo, sdo condigcdes basicas para a seguranca alimentar e nutricional e é
direito de todo ser humano (FAO, 2010).

No entanto, apesar da instalacdo de sistemas e praticas de monitoramento avangados em
muitos paises, a ocorréncia de doencas relacionadas ao consumo de alimentos contaminados
continua se mostrando relevante a nivel mundial, comprometendo assim a seguranca
alimentar da populagéo, que é algo necessario para a manutencdo da satde publica (THAKUR
et al., 2010; OPAS, 2019). Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude — OPAS, (2019)
a cada ano, cerca de uma em cada dez pessoas no mundo, em torno de 600 milhdes, adoecem
e 420 mil morrem apos ingerir alimentos contaminados por bactérias, virus, parasitas ou
substancias quimicas.

De acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) n. 12, de 2 de janeiro de 2001, as doencas veiculadas por
alimentos sdo “causadas pela ingestdo de um alimento contaminado por um agente infeccioso
especifico, ou pela toxina por ele produzida, por meio da transmissdo desse agente, ou de seu
produto téxico”.

Existe um grande nimero de doencas de origem alimentar que podem ser constituidas
por uma sindrome caracteriza por anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia, acompanhadas ou
ndo de febre. Os sintomas digestivos ndo sdo as Unicas manifestacGes dessas doencas,
podendo ocorrer afecces em diferentes drgdos e sistemas como as meninges, rins, figado,
sistema nervoso central, terminagdes nervosas periféricas e outros, de acordo com o agente
etiologico envolvido (BRASIL, 2010).

Véarios mecanismos podem estar relacionados com as DVA, podendo, dessa forma,

serem classificadas como infec¢des - causadas pela ingestdo dos microrganismos patogénicos,



20

toxinfeccGes - causadas por microrganismos que liberam toxinas quando se multiplicam,
esporulam ou sofrem lise na luz intestinal, e intoxicacgOes - causadas pela ingestdo de toxinas
pré-formadas em decorréncia da intensa proliferacdo do microrganismo patogénico no
alimento (BRASIL, 2010; ALMEIDA et al., 2013).

As DVA podem originar os surtos, os quais sdo definidos por episddios onde duas ou
mais pessoas apresentam de modo simultdneo os mesmos sinais e sintomas ap0s ingerir
alimentos e/ou agua da mesma origem, sendo considerados contaminados através de
evidéncias clinicas, epidemioldgicas e/ou laboratoriais. A determinacdo da origem das
doencas alimentares, dependendo do caso, pode ser complexa, pois podem envolver diversos
fatores relacionados a cadeia epidemioldgica de patologias transmissiveis, envolvendo agente
etiologico, meio ambiente e hospedeiro suscetivel (BRASIL, 2010).

Para que os mecanismos de prevencédo e controle das DVA sejam estabelecidos torna-se
necessario o entendimento a cerca dos fatores envolvidos (MEDEIRO et al., 2017). No
entanto, a maioria dos casos de surtos esta relacionada ao consumo de alimentos sem
nenhuma alteragcdo sensorial aparente, apresentando bom aspecto, sabor e odor agradaveis, 0
que acaba dificultando a identificacdo dos alimentos responsaveis (FLORES; MELO, 2015).

Os alimentos podem sofrer contaminacdes ao longo das etapas de elaboracdo. A
higienizacdo inadequada tanto dos manipuladores quanto dos alimentos e o contato com
superficies contaminadas por microrganismos sao fatores importantes na génese de doencas
de origem alimentar (OLIVEIRA et al., 2010).

Dentre os microrganismos causadores de DVA, as bactérias destacam-se como um
grupo de microrganismos que apresenta ampla diversidade e viruléncia, com grande
capacidade de provocar danos a saude humana, apresentando alta incidéncia em alimentos em
decorréncia da sua capacidade de se multiplicar e de produzir compostos toxicos em diversas
situacbes ambientais, utilizando, diferentemente de virus e parasitas, o préprio alimento para o
seu desenvolvimento (HAVELAAR et al.,, 2009; WELKER et al., 2010; OLIVEIRA;
SALVADOR, 2011).

Em concordancia, no Brasil, entre os anos 2009 e 2018, foram notificados 6.809 casos
surtos de DVA com 120.584 doentes e 99 06bitos, sendo as bactérias os agentes etiologicos
mais reconhecidos dentre os casos que tiveram sua etiologia identificada. Staphylococcus
aureus foi o terceiro agente causador da maioria dos casos de DVA, posterior apenas as
bactérias Escherichia coli e Salmonella spp., de modo respectivo. Os alimentos mais
responsaveis pelos surtos foram aqueles cuja composicdo envolveu mais de um grupo

alimentar e a agua, além da presenga significante de alimentos de origem animal, incluindo-se
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nesse quesito as carnes bovina, de aves e suina (BRASIL, 2019).

4.2 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria integrante do género Staphylococcus. Semelhante as demais
bactérias pertencentes a esse género, as cepas de S. aureus sdo cocos Gram-positivos, com 0,5
a 1,5 um de didmetro, podendo apresentar-se de forma isolada, em pares, com cadeia curtas
ou agrupadas de maneira irregular, similar a um cacho de uva. Ademais, S. aureus s&o
anaerobios facultativos, catalase e coagulase positivos (FORSYTHE, 2002; SILVA;
NEUFELD, 2006; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2007).

Os estafilococos podem estar presentes no ar, poeira e em superficies expostas ao
ambiente, bem como em animais, humanos, esgoto, na agua e em alimentos e equipamentos
utilizados no processamento dos mesmos. Os principais reservatérios de S. aureus sdo 0s
humanos e os animais de sangue quente, podendo existir nas vias nasais, garganta, pele e
cabelos de pessoas consideradas saudaveis. Essa presenca pode ser ainda maior em individuos
doentes ou que possuem contato com pessoas doentes e ambientes hospitalares. Sendo assim,
0s manipuladores de alimentos sdo considerados umas das principais fontes de contaminacao
dos alimentos por esse patogeno (FORSYTHE, 2002; SILVA, et al., 2007).

S. aureus é uma das bactérias mais importantes do género Staphylococcus em
decorréncia da sua capacidade de colonizacdo e patogenicidade. Varios fatores contribuem
para a viruléncia de S. aureus, como componentes da superficie celular, suas toxinas e
enzimas, 0s quais auxiliam na protecdo da bactéria e desempenham efeitos toxicologicos em
seres humanos e animais. Mesmo sendo encontrada com relativa frequéncia como membro da
microbiota normal do corpo humano, S. aureus pode atuar como causador de diversos
quadros clinicos como infeccbes cutaneas e subcutaneas, bacteremia, endocardites,
pneumonia, empiema, osteomielite, artrite, sindrome do choque toxico, sindrome da pele
escaldada e intoxicacdo alimentar (SANTOS et al, 2007; TRABULSI et al., 2008).

A intoxicacdo alimentar estafilocdcica é o resultado da ingestdo de um dos tipos de
toxinas produzidas por S. aureus, as enterotoxinas estafilococicas, que se encontram pré-
formadas no alimento contaminado por esse microrganismo, caracterizando uma das
intoxicac®es alimentares mais frequentes no mundo (TRABULSI et al., 2008; ARGUDIN, et
al., 2010; JOHLER et al., 2015). Nessa perspectiva, enterotoxinas estafilococicas sdo
consideradas uma grande preocupagdo em termos de saude por comprometer a seguranca
alimentar (BENKERROUM, 2017).
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Consideradas superantigenos por estimular de forma inespecifica os linfocitos T, as
enterotoxinas estafilocdcicas sdo proteinas globulares de cadeia Gnica, nomeadas por meio da
designacdo "SE" seguida de uma letra alfabética de acordo com a ordem de sua descoberta.
Os cinco primeiros SE descobertos (SEA-E) sdo geralmente referidos como “os SE classicos”.
Pelo menos 23 dessas exotoxinas ja foram identificadas e separadas em SE e em semelhantes
a enterotoxina estafilocdcica (SEI). A principal diferenca entre esses dois termos é que a
segunda designacdo é atribuida a superantigenos que compartilham propriedades estruturais,
bioldgicas e funcionais semelhantes as SE classicas, mas ndo possuem atividade emética
comprovada (DERYCKE et al.,, 2010; HENNEKINNE; BUYSER; DRAGACCI, 2012;
BENKERROUM, 2017).

S. aureus sdo termossensiveis, sendo destruidos com facilidade por processos que
envolvam temperaturas elevadas como a pasteurizacdo ou a cocc¢ao de alimentos. No entanto,
suas enterotoxinas sdo termoresistentes, suportando altas temperaturas e tratamentos térmicos
severos (SILVA et al., 2007). Além disso, elas sdo resistentes a uma ampla faixa de pH,
agentes desnaturantes e enzimas digestivas, 0o que faz com que suas enterotoxinas consigam
passar pelo estbmago e cheguem até o intestino causando danos as células intestinais
(ARGUDIN, et al., 2010).

Dessa forma, as manifestagdes clinicas da intoxicacdo alimentar estafilocdcica
apresentam sintomas classicos como nauseas, vomitos, diarreia, dores abdominais e sudorese.
Estes sintomas, que tem inicio em torno de 4 horas ap0s a ingestdo do alimento, variam de
acordo com a concentracdo da enterotoxina no alimento e a quantidade ingerida, bem como o
grau de susceptibilidade do individuo (RODRIGUES et al, 2004; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008). A doenca geralmente é autolimitada, sessando entre 24 a 48 horas
apos o inicio dos sintomas, mas pode ser grave o suficiente para acarretar uma hospitalizacao,
principalmente em grupos considerados de risco, como criangas, idosos € pessoas
imunodeprimidas (ARGUDIN, et al., 2010).

Salienta-se que para ocorrer casos de intoxicacdo alimentar estafilococica é necessaria a
ingestdo de alimentos contaminados por cepas toxigénicas de S. aureus. Além disso, deve-se
ter condigOes favoraveis para o crescimento desse microrganismo a valores acima de 10°
Unidades Formadoras de Col6nia por grama (UFC/g), nivel esse suficiente para produzir uma
dose de enterotoxina estafilococica. Portanto, ter um ambiente com caracteristicas fisico-
quimicas favoraveis ao crescimento toxigénico de S. aureus é imprescindivel (FETSCH et al.,
2014).

S. aureus é considerada uma bactéria mesofila e de modo geral cresce em temperatura
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que varia de 7°C a 47,8°C, sendo suas enterotoxinas produzidas numa faixa de temperatura
entre 10°C e 46°C, no entanto, a temperatura excelente corresponde a 40°C e 45°C. Mesmo S.
aureus tendo preferéncia por meios de cultura sem cloreto de sdédio (NaCl), podem
multiplicar-se em concentraces de 7 a 10% de NaCl , podendo desenvolver-se em
concentragdes até 20% de NaCl. Em relagdo ao pH, S. aureus pode se desenvolver em numa
faixa que varia de 4,0 a 9,8, sendo 6,0 e 7,0 a faixa de pH considerada 6tima para este
microrganismo. Além disso, pode multiplicar-se com uma atividade de agua minima de 0,85.
Levando em consideracdo esse aspecto, S. aureus é uma bactéria atipica entre os patdgenos de
origem alimentar, visto que as demais bactérias geralmente ndo crescem em atividade de dgua
inferior a 0,92 (JAY, 2005; SILVA, et al., 2007).

Os estafilococos, assim como outras bactérias Gram-positivas, precisam de compostos
organicos para sua nutricdo. Os amino&cidos sdo utilizados nesse processo como fontes de
nitrogénio. As vitaminas tiamina (vitamina B1) e niacina (vitamina B3) s@o necessarias dentre
as vitaminas do complexo B. Em meios anaerdbios, os estafilococos parecem requerer uracil.
O glutamato monossddico também pode ser necessario nesse processo. Em um meio com
necessidades minimas para a producédo de enterotoxinas estafilococicas durante o crescimento
aerobico, ele serve como fonte de carbono, nitrogénio e energia (JAY, 2005).

Em relagdo aos animais, S. aureus apresenta-se como um importante colonizador de
animais de estimacao e producdo. Esse patdgeno constitui-se como um importante causador
de infeccGes em animais de producdo, incluindo infecgdes da glandula mamaria, conhecida
como mastite, em animais leiteiros em todo o mundo (LEE et al., 2012; LEUENBERGER et
al., 2019), sendo identificado com frequéncia em bovinos, suinos e aves (HE et al., 2013;
SUN et al., 2015). As carnes provenientes desses animais também podem tornar-se
reservatorios para S. aureus (BHANDARE et al., 2007; MOAWAD et al., 2018).

Além do seu potencial de causar intoxicacdo alimentar e infeccdes, outra preocupacgéo
relacionada a S. aureus € a resisténcia antimicrobiana identificada com constancia em suas
cepas, constituindo-se como um importante carreador de genes de resistentes a
antimicrobianos para microrganismos da mesma espécie ou de espécies distinta e até mesmo
para 0 homem (LEE, 2003; SILVA; ALCANTARA; MOTA, 2018). Nos alimentos, a
presenca de cepas de S. aureus resistentes evidencia-se como um risco para a saude dos
consumidores. Nesse contexto, contaminacOes de carnes e seus subprodutos por cepas
resistentes de S. aureus sdo relatadas com frequéncia na literatura (YUCEL; CITAK;
BAYHUN, 2011; SEEDY et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leuenberger%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30738682
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4.3 Aspectos econdmicos, fisico-quimicos e microbioldgicos de carnes

De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal — RIISPOA (BRASIL, 2017), as carnes sdao definidas como ‘“massas
musculares e o0s demais tecidos que as acompanham incluida ou ndo a base Ossea
correspondente, procedentes das diferentes espécies animais, julgadas aptas para 0 consumo
pela inspecao veterinaria oficial”.

Considerada um dos grandes alimentos de importancia simbdlica na histéria humana, as
carnes foram um dos primeiros alimentos consumidos pelo homem. Parte do corpo de animais
sdo alimentos apreciados por um grande nimero de pessoas, inserindo-se nos habitos
alimentares de varios povos. Dessa forma, a criacdo de animais para 0 consumo de suas
carnes revelou-se como um empreendimento lucrativo. As carnes bovina, suina e de aves
passaram a ser uma das mais consumidas no mundo (MONTEBELLO; ARAUJO, 2006).

No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, cerca de
8,04 milhdes de cabecgas de bovinos, 11,39 milhdes de cabecas de suinos e 1,42 bilhdo de
cabecas de frangos foram abatidas no 2° trimestre de 2019, sendo suas carnes direcionadas
para importacao e exportacdo. Dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal — ABPA,
evidenciam que o pais ocupa a quarta posi¢do no ranking mundial como maior produtor e
exportador de carne suina, segunda posi¢cdo como produtor e primeira como exportador de
carne de frango, além de ser um dos paises mais importantes como produtores de carne
bovina no mundo, alcangando o mercado de mais de 150 paises (EMBRAPA, 2018).

O consumo de carnes esta associado a aspectos relacionados a saude, que envolvem sua
qualidade nutricional, higiénica e microbiologica. Nesse contexto, fatores intrinsecos e
extrinsecos ao alimento sdo condicGes importante na qualidade das carnes (JAY, 2005;
MONTEBELLO; ARAUJO, 2006).

A composicdo quimica do alimento considerando seu pH, umidade, potencial de
oxidacao-reducdo, quantidade de nutrientes, constituintes antimicrobianos e estruturas
biolégicas constituem-se como fatores intrinsecos, enquanto que fatores que envolvem o
ambiente ao qual o alimento esta inserido, como a temperatura de armazenamento, umidade
relativa do meio, presenca e concentracao de gases bem como a presenca e atividade de outros
microrganismos, constituem-se como fatores extrinsecos ao alimento (JAY, 2005; SILVA
JUNIOR, 2014).

A carne é um alimento de consideravel valor nutricional, sendo fonte de proteinas de

alto valor bioldgico, acidos graxos essenciais e de micronutrientes importantes, como
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vitaminas do complexo B e dos minerais ferro, sodio, potéssio, zinco, magnésio e fdsforo
(MONTEBELLO; ARAUJO, 2006; OLIVO; OLIVO, 2006). Apresenta também um elevado
teor de d4gua e um pH préximo a neutralidade. Esses aspectos quimicos caracteristicos da
carne fazem com que ela seja considerada um dos alimentos mais pereciveis, mostrando-se
abundante em nutrientes importantes para o crescimento de microrganismos (JAY, 2005;
ORDONEZ et al., 2005).

Normalmente, a carne proveniente de animais considerados saudaveis contém poucos
microrganismos, no entanto, a contaminacdo pode surgir desde a criagdo, no momento do
abate, transporte, processamento, até o manuseio nos estabelecimentos comerciais. Se a
manipulacdo ndo for realizada de forma adequada e higiénica, levando em consideracéo tanto
0s manipuladores que nem sempre cumprem as recomendacfes das Boas Préaticas de
Fabricacdo (BPF) quanto equipamentos e agua a serem utilizados, pode favorecer ainda mais
0 processo de contaminagdo (FRANCO; LANDGRAF, 2008; OLIVEIRA; SALVADOR,
2011; MOAWAD et al., 2018).

Dentre os principais géneros de bactérias geralmente encontradas nas carnes, inclui-se o
género Staphylococcus (JAY, 2005). Thapaliya et al. (2017) reforcam a necessidade de
considerar carnes e produtos a base de carne como potenciais veiculos de transmissao de S.
aureus da producdo de animais para os lares humanos, necessitando de programas de
intervencdo em salde publica antes e depois do abate nas instalacbes de processamento das
carnes. Diante dessa perspectiva, deve-se considerar também a presenca e possivel

transmissdo de cepas de S. aureus resistentes a antimicrobianos.

4.4 Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus aureus em carnes

S. aureus é um dos principais patogenos envolvidos em casos de resisténcia
antimicrobiana (BRANDON; DOWZICKY, 2013). O historico de tratamento de infeccOes
causadas por esse patdgeno é marcada pelo desenvolvimento de resisténcia as classe de
farmacos antimicrobianos empregados, complicando assim as estratégias terapéuticas,
constituindo-se como um importante problema de salude publica (DAVID; DAUM, 2017).

Inicialmente, a terapia antimicrobiana usada em infec¢fes causadas por S. aureus era
simples. Inclusive, a efetividade da penicilina, primeiro antimicrobiano utilizado, foi testada
em uma amostra de S. aureus, 0 qual se mostrou uma medida terapéutica eficaz até década de
1960. A partir dessa época, cepas de S. aureus resistentes a penicilina comegaram a surgir.

Em contrapartida, com o intuito de contornar essa adversidade, outro antimicrobiano



26

semelhante a penicilina foi criado, o beta-lactamico sintético meticilina, que se apresentou
resistente a acdo das beta-lactamases produzidas por S. aureus. No entanto, cepas MRSA
passaram a ser reconhecidas (GELATTI et al., 2009).

S. aureus codifica Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBP), que sdo responsaveis pela
sintese da parede celular bacteriana constituindo-se como alvo de ac¢@o dos antibidticos B-
lactdmicos. A resisténcia de S. aureus a meticilina € ocasionada pela aquisicdo do gene mecA
que faz com que as PBP sejam codificadas de forma alterada, expressando um subtipo de PBP
denominada de PBP2a ou PBP2’, que possui afinidade reduzida a todos os antimicrobianos
beta-lactamicos (LIMA et al., 2015).

A principio, as infec¢fes por MRSA foram limitadas ao ambiente hospitalar, associada
aos cuidados de satude (HA-MRSA). No entanto, MRSA tornaram-se também um problema
emergente fora desse ambiente, passando a serem registrados casos associados ou adquiridos
na comunidade (CA-MRSA), entre pessoas sem fatores de risco aparentes para asua
aquisicao, ou seja, ndo tinham contato frequente, direto ou indireto com o ambiente hospitalar
(MIMICA; BEREZIN, 2006; BASSETTI; NICCO; MIKULSKA, 2009). Ademais, com a
utilizacdo de antimicrobianos na producdo de animais, houve também o surgimento de MRSA
associado a pecuéria (LA-MRSA) e até mesmo o surgimento em alimentos de origem animal
(AIRES-DE-SOUSA et al, 2017; DWEBA,; ZISHIRI; ZOWALATY, 2018). Essas
manifestacdes demonstram uma mudanca na epidemiolégica de S. aureus (EVANGELISTA,;
OLIVEIRA, 2015).

Infecgdes em humanos por MRSA foram reportados em todo o mundo. Diekema et al.
(2001) observaram que a distribuicdo de MRSA associado a assisténcia médica variou
geograficamente, apresentando taxas na regido do Pacifico Ocidental, América Latina, EUA e
Europa de 46,0%, 34,9%, 34,2% e 26,3%, de modo respectivo. Na Asia, a prevaléncia variou
de 22,6% a 86,5% entre 0s paises, de acordo com Song et al. (2011), sendo a taxa mais alta
relatada no Sri Lanka e a menor na india. No entanto, Joshi et al. (2013) detectou niveis mais
elevados de MRSA na india. Bouchiat et al. (2016) relataram taxas de MRSA na ltélia,
Grécia e Roménia maiores que 20%, sendo 29%, 27,3% e 21,7%, respectivamente.

Esse quadro de infeccBes causadas por MRSA fez com que na ocorréncia de infeccdes
estafilocdcicas outros farmacos fossem empregados no tratamento, como aminoglicosideos,
tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrélidos (eritromicina), lincosamida (clindamicina),
vancomicina, linezolida e daptomicina (BOUCHER et al., 2009). As cefalosporinas de
primeira geracdo (cefazolina, cefalotina e cefalexina), clindamicina, lincomicina e

eritromicina, passaram a ser usados em casos de infecgdes menos graves por MRSA e nos
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casos mais graves a vancomicina (RAYNER; MUNCKHOF, 2005). No entanto, esses
farmacos rapidamente perdem seu potencial terapéutico devido a capacidade das bactérias
desenvolverem eficazes mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Inclusive, casos de
resisténcia aos agentes antimicrobianos MLSB e a vancomicina em cepas de MRSA estdo
sendo relatados, o que acaba dificultando as opcgOes terapéuticas (EISSA et al., 2017;
KHODABANDEH et al., 2019).

Existem trés mecanismos distintos de resisténcia aos MLSB incluindo: bomba de efluxo
ativo codificada pelo gene msr; inativacdo da droga pelo gene lun; e alteracdo do local de
ligacdo ribossdomica codificado por genes erm (ermA,ermB,ermCeermF) entre o0s
quais ermA e ermC sdo 0s principais genes correspondentes a resisténcia aos MLSB nos
estafilococos, que pode ser constitutivos ou induziveis (CETIN et al., 2008).

As estirpes estafilococicas podem apresentar resisténcia constitutiva ou induzivel aos
MLSB. A deteccdo de resisténcia a eritromicina e a clindamicina caracteriza o fenotipo de
resisténcia constitutiva (MLSBc). No entanto, o fendtipo induzivel de resisténcia (MLSBI)
apresenta resisténcia a eritromicina e falsa susceptibilidade a clindamicina, sendo sua
indentificacdo realizada no teste de difusdo em disco duplo (teste D), no qual € constatada
uma zona de inibicdo em forma de D ao redor do disco da clindamicina, com achatamento em
direcdo ao disco da eritromicina. Dessa forma, os isolados que apresentam esse perfil sdo
considerados resistentes a partir da resisténcia induzivel a clindamicina (PEREIRA et al.,
2016; KHODABANDEH et al., 2019).

Essa capacidade de resisténcia exibida por S. aureus a muitos antimicrobianos explica-
se por genes de resisténcia codificados no cromossomo bem como pela aquisi¢éo desses genes
por meio de transferéncia horizontal de genes individuais ou ilhas de resisténcia de
outros isolados de S. aureus ou de outras espécies bacteriana (AIELLO et al., 2006). Dessa
forma, a selecdo de antimicrobianos para tratar infecgdes por S. aureus deve ser realizada de
forma cuidadosa e adequada dada sua resisténcia a muitos antimicrobianos e ao aumento de
sua viruléncia ocasionando altas taxas de morbimortalidade na populacdo (TONG et al.,
2015).

Os animais podem atuar como veiculos para S. aureus, seus genes de viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos (MAMA et al., 2019). Grande parte dos animais domésticos
abrigam esse microrganismos. S. aureus também se constitui como importante causa de
infeccBes na criacdo de bovinos, suinos e aves, tornando-se fonte de prejuizos econdémicos na
agropecuéria (CEQUEIRA; ALMEIDA, 2013).

Desde a década de 1940 os antimicrobianos tém sido utilizados para prevengéo, controle
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e tratamento de doengas infecciosas em animais (FORMAN; BURCH, 1947). Em decorréncia
da intensa producdo animal para o comércio, as doengas de origem bacteriana e parasitéria
tornaram-se cada vez mais frequentes (HAO et al., 2014). Consequentemente, a utilizacdo de
antimicrobianos na producdo de animais também aumentou com o intuito de prevenir e tratar
doencas infecciosas e assim gerar melhores condi¢cbes para o crescimento dos mesmos
(BARCELLOS et al., 2009). Antimicrobianos passaram a ser adicionados nas ragdes como
estimulador de crescimento, em doses subterapéuticas, para promover uma maior eficiéncia
alimentar e ganho de peso animal (SANTOS et al., 2005).

Dessa forma, o valor de mercado internacional de medicamentos veterinarios, incluindo
antimicrobianos, aumentou de US $ 8,65 bilhdes em 1992 para US $ 20,1 bilhdes em 2010
(HAO et al., 2014).Um estudo realizado por Van Boeckel et al. (2015) estimou que, a nivel
global, cada quilograma de carne proveniente de bovinos, frango e suinos acarretaria o
consumo de 45 mg, 148 mg e 172 mg de antimicrobianos, de modo respectivo, 0 que deve
aumentar em 67% entre 2010 e 2030. No caso de paises como o Brasil, RUssia, India, China e
Africa do Sul, esse aumento sera ainda maior, em torno de 99%.

Essa préatica oferta beneficios econémicos para os produtores de animais e industria
agropecudria aumentando a eficiéncia da producdo e maximizando a saude dos animais, no
entanto, acarreta riscos potenciais relacionados a resisténcia antimicrobiana em bactérias
patogénicas de importancia clinica (ARIAS; CARRILHO, 2012). Estudos mostram que cepas
resistentes e/ou multirresistentes a antimicrobianos isoladas de humanos séo clones de cepas
isolados de animais e vegetais, 0s quais carreiam genes de resisténcia de antimicrobianos de
importancia no tratamento de doencas (YANG et al., 2004; KARIUKI et al., 2006).

O primeiro relato de infeccdes por MRSA em animais foi um caso de mastite bovina na
Bélgica no inicio dos anos 70. Apds esse episodio, um nimero crescente de estudos foram
publicados tratando sobre infec¢do e colonizacdo por MRSA em animais de estimacéo e de
cadeia alimentar, mostrando o MRSA como um importante patdgeno veterinario e zoonético
(AIRES-DE-SOUSA, 2017). Cepas de S. aureus resistentes a meticilina e multirresistentes
foram identificadas em vacas leiteiras na China (LIU et al., 2017). Kraemer et al. (2017)
constataram que a presenca de MRSA em locais de criacdo de suinos aumentaram de 7% para
31% entre os anos de 2005 e 2015 na Suécia.

A presenca de S. aureus resistentes nesses animais compromete a seguranca alimentar
da populagdo e a satde publica, visto que os alimentos de origem animal podem favorecer a
troca dos elementos genéticos codificadores de resisténcia a antimicrobianos, como

plasmidios, transposons e integrons, ocasionando disseminacdo de genes de resisténcia
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(SLAMA et al., 2010). Nos ultimos anos, estafilococos resistentes a antimicrobianos em
animais produtores de alimentos e em alimentos de origem animal foram identificados em
varios paises (SULEIMAN et al., 2013; IGBINOSA et al., 2016; BESHIRU; IGBINOSA;
IGBINOSA, 2016).

Diversos estudos sobre S. aureus resistentes a antimicrobianos em carnes e seus
subprodutos fornecem numerosas informacdes (WEESE; AVERY; REID-SMITH, 2010;
WATERS et al., 2011; WANG et al., 2014; IGBINOSA et al., 2016; TANG et al., 2017; WU
et al., 2018; GOVENDER et al., 2019; NAAS et al., 2019; PAULY et al., 2019; ZEHRA et
al., 2019), sendo uma diversidade de genes resistentes de S. aureus detectados, conferindo
resisténcia a diferentes classes antimicrobianas, incluindo MRSA.

De modo geral, a resisténcia antimicrobiana tem sido relatava como um dos problemas
de saude puablica mais relevante a nivel global, apresentando consequéncias clinicas e
econémicas preocupantes (LOUREIRO et al., 2016). Owuso inadequado e de forma
indiscriminada de antimicrobianos nos setores humano, animal e ambiental associado a
disseminacdo de bactérias resistentes e de determinantes de resisténcia entre esses setores sao
fatores decisivos na magnitude alcancada pela resisténcia antimicrobiana (MCEWEN;
COLLIGNON, 2018).

Levando em consideracdo as dimens6es humana, animal e ambiental relacionadas a
resisténcia antimicrobiana em um contexto de Satide Unica, em maio de 2015 os Estados
membros da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) endossaram em parceria com a
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e a Organizacédo
Mundial de Saude Animal (OIE) o “Plano de Ag¢do Global sobre Resisténcia a
Antimicrobianos”, com o intuito de melhorar a conscientiza¢do e compreensao da resisténcia
antimicrobiana, fortalecer o conhecimento por meio da vigilancia e da pesquisa, reduzir a
incidéncia de infecces, aperfeicoar o uso de agentes antimicrobianos e assegurar
investimentos sustentaveis na luta contra a resisténcia antimicrobiana por meio de uma
abordagem multissetorial (BRASIL, 2018).

5 MATERIAIS E METODOS
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5.1 Obtencao das amostras de carnes suina, bovina pré-moida e de frango

As amostras foram coletadas de minimercados nos municipios de Vitéria de Santo
Antdo, Jaboatdo dos Guararapes e Recife, em Pernambuco, Brasil, no periodo de fevereiro de
2017 a maio de 2018. Foram coletadas aleatoriamente 09 (nove) amostras, sendo 03 (trés) de
carne bovina moida in natura, 03 (trés) de carne suina in natura e 03 (trés) de carne de frango
in natura, as quais estavam expostas em balcdes refrigerados. Os produtos foram
transportados em caixas isotérmicas contendo baterias de gelo do tipo gel e encaminhados ao
Laboratério de Microbiologia dos Alimentos do Centro Académico de Vitdria de Santo Antéo
(CAV), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram mantidas sob

refrigeragdo a temperatura de 6 + 24°C até o momento das anélises, no mesmo dia da coleta.

5.2 Preparo das amostras para analise microbiolégica

Para a analise microbiologica das carnes foram pesados 25 gramas de cada amostra,
homogeneizando-as em 225 mL de agua peptonada a 0,1% em equipamento “Stomacher”
(Stomax ®) e submetidas a diluicBes decimais sucessivas até 10°, seguindo a Instrucio
Normativa (IN) N° 62/2003 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2003a).

5.3 Contagem e isolamento de Staphylococcus aureus

Para o isolamento e a contagem de Staphylococcus aureus foi adotado o método de
cultivo “spread plate” utilizando o meio de cultura Agar Baird-Parker, de acordo com a IN
N° 62 do MAPA (BRASIL, 2003). A cada diluicdo decimal, aliquotas de 0,1 mL foram
inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Baird-Parker acrescido de gema
de ovo e telurito de postassio 3,5%. Com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, as aliquotas
foram espalhadas sobre as superficies do meio para a obtencdo do crescimento homogéneo.
Em seguida, as placas foram incubadas em estufa tipo BOD (Tecnal ®) a temperatura de 36 +
1°C por 48 horas. Apos este periodo a contagem foi realizada em placas que continham entre
20 — 200 colonias e os resultados expressos em Unidades Formadoras de Colénias por grama
das amostras (UFC/g), de acordo com o anexo 1V da IN N° 62 do MAPA (BRASIL, 2003a).

Em seguida, para a confirmagao dos isolados como Staphylococcus coagulase positiva e
Staphylococcus aureus, foram selecionadas e transferidas de cada uma das 09 amostras, com

0 auxilio de uma alga de platina, dez colénias, sendo cinco colbnias tipicas e cinco coldnias
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atipicas para tubos de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI), totalizando 90
isolados, sendo 30 isolados de cada tipo de carne. Vale salientar que as colbnias tipicas
caracterizam-se por serem negras brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro,
transparente e destacado sobre a opacidade do meio. As coldnias atipicas sdo acinzentadas ou
negras brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos. Os tubos foram incubados a
temperatura de 36 + 1°C por 24 horas e, ap6s o periodo de incubacdo, as culturas foram
submetidas aos testes confirmativos (BRASIL, 2003a).

5.4 Testes complementares para Staphylococcus aureus

5.4.1 Prova da coagulase

Para a confirmacdo de Staphylococcus coagulase positivo foi realizada a prova da
coagulase. Um volume de 0,3 mL dos cultivos em BHI foi transferido para tubos de ensaio
esterilizados e, em seguida, adicionados 0,3 mL de plasma liofilizado de coelho. Apos
homogeneizacdo do cultivo com o plasma, os tubos foram incubados a temperatura de 36 *
1°C por 6 horas. A leitura dos tubos foi realizada de acordo com a classificacdo dos coagulos
pela IN N° 62 do MAPA (BRASIL, 2003a), conforme escala crescente: 1+, 2+, 3+ e 4+,
sendo 0s coagulos de grau 4+ os de maior consisténcia. Dessa forma, considerou-se
Staphylococcus aureus quando a reacdo de coagulacdo foi do tipo 3+ (codgulo grande e
organizado) e 4+ (coagulacdo de todo o contetdo do tubo que ndo foi desprendido quando
invertido). As reacdes de coagulacdo do tipo 1+ e 2+ foram consideradas provas duvidosas

para Staphylococcus aureus, necessitando de outros testes complementares.

5.4.2 Coloracgado de Gram
A partir do cultivo em caldo BHI, uma alcada de cada isolado foi depositada em lamina
de microscopio e submetida ao método de coloracdo de Gram. Staphylococcus aureus sdo

cocos Gram positivos.

5.4.3 Prova da Catalase
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Aliguotas dos cultivos em BHI foram repicadas em tubos de ensaio contendo o meio
Agar Nutriente (AN), os quais foram incubados a temperatura de 36 + 1°C por 24 horas. Apds
0 periodo de incubacgdo, foram acrescentadas em cada tubo de trés a cinco gotas de perdxido
de hidrogénio 3%. A formagdo de borbulhas indica prova positiva para catalase.

Staphylococcus aureus é catalase positivo.

5.4.4 Prova do Manitol

A partir do cultivo em caldo BHI, os isolados foram repicados em placas de Petri
contendo o meio Agar Sal Manitol e incubados & temperatura de 36 + 1°C por 24 horas. Apo6s
esse periodo, foi verificado se houve a formacdo de um halo amarelo, caracteristico da

positividade, ao redor das col6nias. Staphylococcus aureus é manitol positivo.

5.5 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Depois de confirmados os isolados de S. aureus, 0s mesmos foram submetidos ao teste
de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em disco (Bauer et al., 1966)
conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Esse método ¢é realizado
pela inoculacdo da suspensdo bacteriana, preparada com base no tubo 0,5 da escala
McFarland, com swab esterilizado na superficie do meio de cultura Agar Mueller-Hinton.

Com o intuito de verificar o principal fenotipo de resisténcia para Staphylococcus spp.,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), os discos de cefoxitina 30 ug foram
depositados na superficie da placa de Petri, com o auxilio de uma pinca esterilizada, enquanto
que, para o fenotipo de resisténcia a macrolideos, lincosaminas e estreptograminas (MLS),
foram utilizados os discos de eritromicina 15 pg e de clindamicina 2 pg, pelo teste de
aproximacao.

Outros antimicrobianos de importancia clinica também foram utilizados como
penicilina G 10U, tetraciclina 30 pg, gentamicina 10ug, ciprofloxacina 5 pg, cloranfenicol 30
pg e sulfazotrim 25ug, recomendados pelo CSLI (2015). Em seguida, as placas de Petri foram
incubadas em estufa tipo BOD (Tecnal©) a temperatura de 36 £ 1°C por 24 horas.

A leitura dos resultados do perfil de susceptibilidade foi realizada medindo-se 0s
tamanhos dos halos de inibicdo com um paquimetro e expressos em milimetros, sendo
classificados como resistente, intermediario ou sensivel de acordo com a tabela de referéncia

estabelecida pelo CLSI (2018) para cada antimicrobiano.
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5.6 Classificacédo das cepas multidroga resistentes (MDR)

Os isolados de S. aureus foram determinados como multidrogarresistentes (MDR) a
partir da resisténcia a no minimo trés classes distintas dos antimicrobianos testados, conforme
Magiorakos et al. (2012).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Contagem e isolamento de Staphylococcus aureus

Os resultados das contagens de S. aureus nas amostras de carnes estdo apresentados na
Tabela 1.
Tabela 1. VValores médios da contagem (UFC/g) de S. aureus nas amostras de carnes.

Amostra analisada Identificacdo da amostra S. aureus (UFC/qg)

Amostra 1 -

Carne bovina moida Amostra 2 8,5x10* UFC/g
Amostra 3 -

Amostra 4 6,0x10° UFC/g

Carne suina Amostra 5 4,0x10° UFC/g

Amostra 6 2,2x10° UFC/g

Amostra 7 2,4x10* UFC/g
Carne de frango Amostra 8 -
Amostra 9 -

Fonte: VASCONCELOS, 2018.
- Nenhuma cepa de S. aureus confirmada.

S. aureus mostrou-se presente em 5 das 9 amostras de carnes analisadas, podendo
apresentar-se como um risco de transmissdo de doencas veiculadas por alimentos. No
entanto, a norma brasileira que apresenta padrées microbiologicos sanitarios para alimentos, a
RDC N° 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, ndo estabelece tolerancia maxima de
Staphylococcus coagulase positiva para carne moida e carnes de suino e frango na sua forma
in natura.

A contaminacao das carnes por microrganismos pode ocorrer desde 0 momento do abate
dos animais até o seu consumo. Nesse sentindo, 0 ambiente e 0s processos que envolvem o
abate dos animais desempenham papéis importantes. Fatores como a pele e o esterco animal,
equipamentos e ferramentas de corte, um ambiente ndo higiénico e inadequado bem como a
falta de higiene pessoal dos manipuladores, contribuem para a contaminacdo das carnes (KH,
2012; JAJA; GREEN; MUCHENJE, 2018). Sendo assim, a presenca de S. aureus nas carnes
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pode ter origem animal ou humana como consequéncia de uma possivel contaminacdo pelos
manipuladores de carne.

A carne bovina moida é obtida a partir da moagem de massas musculares de carcacas de
bovinos e a sua venda s6 é permitida se a moagem for realizada mediante a presenca do
consumidor (BRASIL, 2003b). Em relacdo a sua microbiologia, a carne moida apresenta um
maior risco de contaminacdo do que outros cortes de carne por sofrer uma maior manipulacéo
e possuir uma maior superficie de contato (FERREIRA; SIMM, 2012). No entanto, no
presente estudo em apenas uma (amostra 2) das trés amostras de carne moida foi identificada
a presenca de S. aureus, 0 que opde-se a alguns achados observados na literatura, como o de
Rosina e Monego (2013) que das 40 amostras de carne bovina moida analisadas 95% estavam
contaminadas por S. aureus. No entanto, se assemelha com o achado de 31,25% de Ledo et al.
(2015).

Semelhante aos resultados de carne moida bovina, apenas na amostra 7 de carne de
frango foi constatada a presenca de S. aureus. Krupa et al. (2014) detectaram uma
prevaléncia maior em seu estudo, sendo a bactéria constatada em 125 (68%) de 183 amostras.
Kim et al. (2018) também identificaram valores mais elevados, correspondendo a 94 (47%)
amostras positivas para S. aureus de um total de 200. Além disso, a carga de S. aureus na
amostra de frango foi correspondente a 10' UFC/g, corroborando com Bortolaia, Espinosa-
Gongora e Guardabassi (2016) ao afirmarem que valores de S. aureus em carnes crua de aves
é geralmente abaixo de 10% UFC/g.

Em contrapartida, todas as amostras de carne suina se mostraram contaminadas por S.
aureus. Bantawa et al. (2018) também constataram valores elevados de contaminacao por S.
aureus em carne suina, estando presente em 73,33% das amostras. Além da prevaléncia de S.
aureus identificada nas amostras de carne suina, duas delas, as amostras 5 e 6, apresentaram
valores acima de 10° e 10° UFC/g, respectivamente, e, de acordo com Fetsch et al. (2014), a
producdo de enterotoxinas estafilocdcicas requer um crescimento de S. aureus no alimento
acima de 10° UFC/g. Dessa forma, essas amostras constituem-se como um perigo para a
ocorréncia de intoxicacao alimentar estafilocdcica, representando um risco a seguranca
alimentar e saide do consumidor. Partindo desse principio, a amostra 2 de carne moida pode
ser considerada um possivel risco para a presenca de enterotoxinas estafilocdcicas.

Um total 34,4% (31/90) das cepas isoladas das amostras dos trés tipos de carnes foram
positivas para S. aureus. A carne suina apresentou a maior ocorréncia de S. aureus com
61,29% (19/31), seguida de carne bovina moida com 32,25% (10/31) e carne de frango com

6,45% (2/31). A frequéncia de S. aureus no total de amostras no presente estudo foi
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semelhante ao resultado de 35% de Wu et al. (2018) e 33,3% de Naas et al. (2019) ao
analisarem carnes e seus subprodutos na China e no Libano, respectivamente. No entanto,
Zehra et al. (2019) identificaram uma maior contaminacgdo por S. aureus em carne de frango
(26,5%) do que na carne suina (20,6%).

6.2 Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de Stahylococcus aureus

Os registros da susceptibilidade dos 31 isolados de S. aureus aos antimicrobianos estéo

expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia da resisténcia antimicrobiana de cepas de S. aureusisoladas de carnes.

Classe Agente Concentracdo  Resisténcia antimicrobiana
antimicrobiana antimicrobiano No. (%)

Carne Carne Carnede
moida  suina frango
bovina (n=19) (n=2)

(n=10)
Beta-lactamicos Penicilina G 10U 0 7 (37%) 2 (100%)
Cefoxitina 30 ug 0 0 0
Tetraciclinas Tetraciclina 30 ug 0 13 2 (100%)
(68%)
Macrolideos Eritromicina 15 pg 0 2 2 (100%)
(10,6%)
Lincosaminas Clindamicina 2 ug 0 0 2 (100%)
Aminoglicoside Gentamicina 10 pg 0 0 0
0s
Fluorquinolonas  Ciprofloxacina 5pg 0 0 0
Fenicois Cloranfenicol 30 ug 0 0 0
Antimetabdlicos Sulfametoxazol/  1.25/23.75 ng 0 0 0
(antagonista da Trimetoprim
via do acido (Sulfazotrim)
félico)

Fonte: VASCONCELOS, 2018.

n = namero de cepa.

Na determinacdo da suscetibilidade dos isolados de S. aureus aos nove
antimicrobianos selecionados, 48,38% foram resistentes a tetraciclina, 29% a penicilina G,
12,9% a eritromicina e 6,45% a clindamicina (Tabela 2). Um resultado similar foi obtido por

Sergelidis et al. (2015), no entanto, nesse estudo, as maiores taxas de resisténcia foram
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atribuidas a penicilina (100%), seguida de tetraciclina (74%), clindamicina (59,3%) e
eritromicina (51,9%). Guran e Kahya (2015) também observaram uma maior resisténcia a
tetraciclina e oxitetraciclina (85,5%) e a penicilina (51,4%) em sua pesquisa.

A maior resisténcia apontada a tetraciclina e a penicilina possivelmente esta relacionada
as suas utilizagdes na medicina humana e veterindria. Com base em Geron et al. (2013) e
Pereira et al. (2015) uma elevada resisténcia a esses antimicrobianos retrata o seu uso
terapéutico, profilatico e como promotor de crescimento em animais. E importante ressaltar
que a introducdo de penicilina no tratamento de infec¢cbes humanas foi seguida, em poucos
anos, pela introducdo de tetraciclina, eritromicina e cloranfenicol (DAVIES, 2007).
Guimardes et al. (2012) também observaram que os antimicrobianos de uso comum na
terapéutica humana e veterinaria ndo foram téo eficazes contra os microrganismos testados.

Nesta pesquisa, todos os isolados foram sensiveis a cefoxitina, gentamicina,
ciprofloxacina, cloranfenicol e sulfazotrim. Além disso, os isolados de S. aureus provenientes
da carne bovina moida foram sensiveis a todos o0s antimicrobianos testados. Este resultado se
opde aos de Guran e Kahya (2015) e Costa e Fernandes (2018) que constataram resisténcia
antimicrobiana em cepas de S. aureus isoladas de carne bovina moida. No entanto, Costa e
Fernandes (2018) constataram grande sensibilidade a gentamicina, corroborando com o
presente estudo. Em contrapartida, Wu et al. (2018) além de relatarem resisténcia dos isolados
de carnes a penicilina, eritromicina, tetraciclina e clidamicina, as cepas também mostraram-se
resistentes a gentamicina, ciprofloxacina, cloranfenicol bem como apresentaram o perfil de
resisténcia a meticilina.

Embora S. aureus resistente a meticilina tenha muita significancia e seja bastante
relatado e discutido na literatura, nenhum isolado expressou esse fendtipo de resisténcia,
diferindo dos resultados obtidos por Igbinosa et al. (2016), que MRSA foram detectados em
52%, 28% e 20% de amostras de carne suina, bovina e de frango, respectivamente, e de Tang
et al. (2017) que observaram prevaléncia MRSA mais elevada nas amostras de carne de porco
(15%) do que nas de frango (4%). No entanto, mesmo as cepas nao apresentando o fenotipo
de resisténcia MRSA, 100% (2/2) dos isolados de carne de frango foram resistentes a
eritromicina e a clindamicina, expressando dessa forma o fenotipo de resisténcia constitutiva a
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do tipo B (MLSBCc).

A medida que os microrganismos tornam-se resistentes a um antimicrobiano especifico,
a utilizacdo subsequente de antimicrobianos alternativos pode ocasionar resisténcias
adicionais, surgindo assim cepas multirresistentes. Nesse cenario da multirresisténcia, cepas

de S. aureus destacam-se (SOUSA et al.,, 2017). Dessa forma, neste estudo, 1 cepa
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proveniente da carne suina e 2 da carne de frango foram identificadas como multirresistentes,
obtendo-se um percentual de 9,67%. Valores mais elevados de resisténcia a maltiplas drogas
foi constatado por Govender et al. (2019) ao analisarem carnes e produtos a base de carne na
Africa do Sul e por Lakhanpal et al. (2019) em alimentos de origem animal incluindo carnes
na India, sendo eles 22,2% e 81,3%, de modo respectivo. Zehra et al. (2019) identificaram
uma prevaléncia de resisténcia a multiplas drogas de 45.65% em carne de frango e de 54.84%
em carne suina na india.

Nas variagdes observadas entre 0s estudos deve ser levado em consideracdo diferencas
na amostragem, das praticas de manuseio e das localizacdes geogréficas das pesquisas. Em
suma, as amostras de carne suina e de frango representam um papel potencial na disseminacdo
de cepas de S. aureus resistentes e multirresistentes a antimicrobianos. A presenca
significativa dessa bactéria nas amostras de carnes demonstra falhas nos processos que
envolvem o abate do animal e posterior manipulacdo das carnes, necessitando de estratégias
para 0 conhecimento e consequente manutencdo das BPF na produgdo animal e no
processamento das carnes a fim de reduzir as chances de contaminacéo.

O presente estudo possui algumas limitacdes, como o nimero reduzido da amostragem
e a auséncia de testes mais sensiveis como 0s genéticos na confirmacdo das cepas como S.
aureus e a identificacdo de genes de resisténcia, no entanto, achados como esse demostram a
importancia de monitorar a susceptibilidade antimicrobiana nos alimentos, principalmente nos
de origem animal, a fim ter uma melhor compreensdo da resisténcia antimicrobiana e sua
repercussao na cadeia alimentar, assim como para entender sua consequéncia a curto e longo
prazo na salde da populacdo. Para amenizar a magnitude atingida pela resisténcia
antimicrobiana ndo basta apenas serem produzidos novos antimicrobianos que sejam eficazes
na eliminacdo das bactérias resistentes, mas também ter uma educacdo em salde como
medida promotora ao uso racional de antimicrobianos por meio de uma abordagem

multissetorial.
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7 CONCLUSAO

S. aureus mostrou-se presente em todos os tipos de carnes, sendo mais frequente e com
uma carga de contaminacdo maior nas amostras de carne suina, apresentando potencial para a
producédo de entetoxinas estafilocdcicas. Os isolados das amostras de frango foram igualmente
resistentes a tetraciclina, penicilina, eritromicina e a clindamicina, enquanto que os da carne
suina apresentaram resisténcia em ordem decrescente a estes antimicrobianos, exceto a
clidamicina. Além disso, cepas provenientes dessas carnes mostraram-se resistentes a
multiplas drogas. No entanto, ndo expressaram o fen6tipo de resisténcia a meticilina (MRSA).
Em contrapartida, a ocorréncia do fendtipo de resisténcia MLSBc foi observada. Esses
achados sugerem que as carnes suina e de frango representam importantes veiculos para
disseminagdo S. aureus resistentes e multirresistentes a antimicrobianos, sendo um risco a

seguranca alimentar e a saude da populacéo.
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