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RESUMO

Staphylococcus aureus é um microrganismo comensal da pele e de
membranas mucosas de animais e de seres humanos, sendo considerado um
agente oportunista e responsavel por intoxicagdo alimentar. Uma outra ameaca
a saude publica relaciona-se a sua capacidade de resisténcia antimicrobiana,
que tem sido detectada em cepas isoladas de diversos produtos de origem
animal e associa-se ao uso indiscriminado de agentes antimicrobianos na
producdo animal, o que alerta sobre o monitoramento da transmissdo deste
microrganismo atraves de alimentos. Objetivou-se com o presente estudo
pesquisar a ocorréncia de Staphylococcus aureus resistentes a antimicrobianos
em queijo de coalho artesanal, carne moida bovina e carnes suina e de frango.
De cada produto de origem animal, foram adquiridas 3 amostras de
minimercados em Pernambuco, Brasil, que foram submetidas a analise
microbiolégica para contagem de Staphylococcus coagulase positiva e de S.
aureus. Cepas de S. aureus foram isoladas, submetidas ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana a nove antimicrobianos utilizados nas clinicas
humana e veterinaria e, posteriormente, avaliou-se a multirresisténcia
antimicrobiana e calculou-se o indice de Multipla Resisténcia Antimicrobiana
(MAR). Verificou-se contaminacdo em todos os tipos de produtos por S.
coagulase positiva, com igual contagem para S. aureus, variando de 2,4 x 10°
UFC/g na carne suina a 2,2 x 10° UFC/g na carne de frango. Entre as cepas
isoladas, 37,5% (45/120) foram confirmadas como S. aureus, em maior
ocorréncia na carne suina com 63% (19/45) e no queijo de coalho artesanal
com 37% (14/45), seguidos da carne moida bovina com 33% (10/45) e da
carne de frango com 6,7% (2/45). Quanto a resisténcia antimicrobiana, a carne
suina, seguida do queijo de coalho e da carne de frango apresentaram o maior
namero de cepas resistentes. Houve maior resisténcia a tetraciclina, com
33,3% (15/45) das cepas de S. aureus, seguida por penicilina G com 24,4%
(11/45), eritromicina com 8,8% (4/45), clindamicina com 6,6% (3/45) e
cefoxitina com 2,2% (1/45), sendo 4 (8,8%) cepas consideradas
multidrogarresistentes (MDR), 3 (6,6%) MLSc (resisténcia constitutiva aos
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina), 1 (2,2%) MRSA (S. aureus
resistente a meticilina) e 17 (37,7%) provenientes de potenciais fontes de
contaminagao de alto risco, com indice MAR = 0,2. N&o houve resisténcia a
gentamicina, ciprofloxacina, cloranfenicol e sulfazotrim. Conclui-se que os
produtos de origem animal analisados apresentaram contaminagao por S.
aureus e podem ser reservatorios de cepas resistentes a antimicrobianos,
representando um potencial risco a saude da populacéo.

Palavras-chave: Microrganismo, antimicrobianos, susceptibilidade.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a commensal microorganism of the skin and mucous
membranes of animals and humans and is considered an opportunistic agent
responsible for food poisoning. Another threat to public health relates to its
antimicrobial resistance capacity, which has been detected in isolated strains of
various animal products and is associated with the indiscriminate use of
antimicrobial agents in animal production, which warns of the transmission of
this microorganism through food. The objective of this study was to investigate
the occurrence of antimicrobial resistant Staphylococcus aureus in handmade
coalho cheese, beef ground and pork and chicken meat. From each animal
product, 3 market samples were acquired in Pernambuco, Brazil, which were
submitted to microbiological analysis for coagulase positive Staphylococcus and
S. aureus counts. S. aureus strains were isolated, submitted to the antimicrobial
susceptibility test to nine antimicrobials used in the human and veterinary
clinics, and the antimicrobial multiresistance was then evaluated and the
Multiple Antimicrobial Resistance (MAR) index was calculated. Contamination in
all types of products was verified by S. coagulase positive, with an equal count
for S. aureus, ranging from 2.4 x 10° CFU/g in the pork meat to 2.2 x 10° CFU/g
in chicken meat. Among the isolated strains, 37.5% (45/120) were confirmed as
S. aureus, with the highest occurrence in pork with 63% (19/45) and handmade
coalho cheese with 37% (14/45), followed by ground beef with 33% (10/45) and
chicken meat with 6.7% (2/45). Regarding antimicrobial resistance, pork meat,
followed by handmade coalho cheese and chicken meat had the highest
number of resistant strains. There was a higher resistance to tetracycline, with
33.3% (15/45) of S. aureus strains, followed by penicillin G with 24.4% (11/45),
erythromycin with 8.8% (4/45), clindamycin with 6.6% (3/45) and cefoxitin with
2.2% (1/45), with 4 (8.8%) strains considered multidrug-resistant (MDR), 3
(6.6%) MLSc (constitutive resistance to macrolide, lincosamide and
streptogramin), 1 (2.2%) MRSA (methicillin-resistant S. aureus) and 17 (37.7%)
from potential sources of high-risk contamination, with MAR index = 0.2. There
was no resistance to gentamicin, ciprofloxacin, chloramphenicol and
sulfazotrim. It is concluded that the products of animal origin analyzed showed
contamination by S. aureus and may be reservoirs of strains resistant to
antimicrobials, representing a potential risk to the health of the population.

Key words: Microorganism, antimicrobial, susceptibility.
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1. INTRODUCAO

A intoxicacdo alimentar estafilocécica é um agravo comum que resulta
do consumo de alimentos contendo quantidades suficientes de uma ou mais
enterotoxinas pré-formadas (ARGUDIN et al., 2010; LE LOIR, 2013).
Staphylococcus aureus (S. aureus), o agente causal da intoxicacao alimentar
estafilococica, € um comensal comum da pele e de membranas mucosas de
animais e de seres humanos, mas que também pode agir como microrganismo
oportunista. Manipuladores de alimentos que transportam cepas produtoras de
enterotoxinas na mucosa nasal ou nas méaos sdo considerados como a
principal fonte de contaminacdo dos alimentos e podem contaminar matérias-
primas, equipamentos e produtos acabados através do contato manual ou por
meio de secrecdes respiratorias (KADARIYA et al., 2014).

Além de Staphylococcus aureus constituir um importante perigo sob a
perspectiva de seguranca dos alimentos por sua habilidade de produzir
enterotoxinas pré-formadas em alimentos (ARGUDIN et al., 2010), estando
entre as principais causas de surtos alimentares na Unido Europeia (EFSA,
2013) e no Brasil (BRASIL, 2016), uma outra preocupacdo associada a S.
aureus é a disseminacao de cepas resistentes a antimicrobianos em produtos
de origem animal, jA tendo sido relatada em diferentes tipos de carnes e
produtos lacteos (WEESE et al., 2010; MONTAZ et al., 2013, ABDALRAHMAN
et al., 2015; ALVES et al., 2018).

A resisténcia antimicrobiana em produtos de origem animal esta
associada ao uso extensivo de antimicrobianos na produgdo animal
(GRUNDMANN et al., 2011). Antimicrobianos podem ser utilizados na Medicina
Veterinaria para o tratamento de animais doentes (fins terapéuticos), na
prevencdo de doencas (medida profilatica) e como promotores de crescimento
nos animais de produgéo. Estes antimicrobianos sao ocasionalmente idénticos
aos utilizados na medicina humana, sendo muitas vezes de grande importancia
clinica. Portanto, bactérias resistentes em animais podem ser consideradas
como uma ameagca subestimada para a medicina humana (REINTHALER et al.,
2010), sendo a resisténcia antimicrobiana um fator importante para a
patogenicidade dos estafilococos (VASCONCELOS et al., 2011; FOWOYO;
OGUNBANWO, 2016).
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Diferentes espécies do género Staphylococcus tém sido sugeridas como
reservatérios de genes de resisténcia a antimicrobianos (CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA et al.,, 2014). A maioria das pesquisas dos isolados de
alimentos incide sobre S. aureus, enquanto uma menor atencdo € dada a
outras espécies do género (GAO et al., 2012).

Diversas cepas de S. aureus resistentes a antimicrobianos ja foram
detectadas em produtos de origem animal, principalmente em carne crua de
suinos, de aves e de bovinos (DE BOER et al., 2009; HARTUNG;
KASBOHRER, 2012; WANG et al., 2014), também tendo sido relatadas em
leite bovino e em queijos (NORMANNO et al., 2007; JAKOBSEN et al., 2011,
JAMALI et al., 2015). Apesar disso, a via de transmissao de cepas de S. aureus
resistentes a antimicrobianos através dos alimentos tem sido negligenciada. E
necessario monitora-las para melhor compreender o alcance das mudancas na
resisténcia de microrganismos, particularmente aqueles que representam uma
ameaca para a saude publica (KLUYTMANS, 2010; NOWAKIEWICZ et al.,
2015; RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2015).

Diante do exposto, este trabalho foi conduzido para pesquisar a
ocorréncia de Staphylococcus aureus e de cepas resistentes a antimicrobianos

em produtos de origem animal comercializados em Pernambuco, Brasil.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

Os antimicrobianos vém sendo empregados extensivamente e de forma
inapropriada na medicina humana, bem como na medicina veterinaria. Como
resultado, tem-se observado o surgimento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos, um grave problema de saude publica, dentre os quais
destacam-se as cepas resistentes de Staphylococcus aureus. Isso significa que
infecgbes comuns n&o poderdo ser tratadas com antimicrobianos
frequentemente utilizados na clinica médica, além da patogenicidade
relacionada a capacidade de producdo de enterotoxinas caracteristicas do
género. As mudancas epidemiologicas desses agentes trazem a luz a
necessidade de se monitorar as cepas resistentes circulantes na cadeia de
alimentos, uma via de transmissdao negligenciada e amplamente discutida
devido ao potencial zoonético das espécies. Diante do exposto, qual o perfil de
susceptibilidade de Staphylococcus aureus a antimicrobianos em produtos de
origem animal comercializados em Pernambuco, no Brasil?

Como hipotese, tem-se que, devido ao mau uso de antimicrobianos na
criacdo de animais de producdo e a possibilidade de contaminacdo por
manipuladores de alimentos portadores de Staphylococcus aureus, os produtos
de origem animal constituem um importante reservatério de S. aureus

resistentes a antimicrobianos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Intoxicacéao estafilococica

Staphylococcus € um género de bactérias Gram-positivas e membro da
familia Staphylococcaceae. As bactérias sdo iméveis, com diametro variando
entre 0,5 a 1,5um, ndo formadoras de esporos, podendo aparecer de forma
isolada, em pares, cadeias curtas ou em cachos. Sdo formadoras de col6nias
pigmentadas, em geral ndo-capsuladas, catalase e termonuclease positivas
(RAVEL, 1997; ZECCONI; HAHN, 2000). A maioria € coagulase negativa, com
excecdo, dentre outras, de Staphylococcus aureus. A producdo da enzima
coagulase confere maior viruléncia ao patdogeno, aumentando sua capacidade
enterotoxigénica (PEREIRA; PEREIRA, 2005).

O género Staphylococcus possui em torno de 54 espécies, sendo o
patbgeno mais comum S. aureus, que possui uma ampla gama de hospedeiros
e pode sobreviver em diversos nichos ambientais. Esta amplamente distribuido
na natureza, sendo comumente encontrado no trato respiratorio superior
(cavidade nasal, faringe, laringe), no cabelo e na pele de humanos, bem como
em animais produtores de alimentos, como bovinos, suinos, aves e caprinos.
Aproximadamente 20 a 30% das pessoas saudaveis podem ser colonizadas
por esse microrganismo de forma oportunista (JAY, 2005; GRAVELAND et al.,
2011; GAO et al., 2012; LORY, 2014; OU et al., 2017; WANG et al, 2017).

S. aureus € um patdgeno potencialmente perigoso, pois pode causar
uma variedade de doencas localizadas ou invasivas como septicemia,
endocardite, fascite e pneumonia necrosantes, bem como ocasionar
intoxicacao estafilocécica (KRISHNA; MILLERM, 2012; CHEN; HUANG, 2014;
RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2015; VATANSEVER et al., 2016), a intoxica¢ao
alimentar mais prevalente em todo o mundo (JOHLER et al., 2015), sendo uma
das principais causas mundiais de surtos relacionados ao consumo de
alimentos (ARGUDIN et al., 2010; HYEON et al., 2013).

A intoxicagdo alimentar estafilococica resulta do consumo de alimentos
com enterotoxinas produzidas durante o crescimento macico de S. aureus
(KEROUANTON et al., 2007), ja tendo sido descritas 22 destas enterotoxinas,

designadas SEA a SELV, na ordem cronologica de sua descoberta
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(HENNEKINNE et al., 2010; HYEON et al.,, 2013). Elas séo resistentes as
enzimas gastricas e jejunais, e estaveis ao calor (LE LOIR et al., 2003; JAY,
2005; FRASER, 2008; HU; NAKANE, 2014).

As enterotoxinas estafilococicas provocam sintomas de gastroenterite
aguda, com forte émese (HU; NAKANE, 2014), nauseas e diarreia presente ou
ausente (ARDUDIN et al., 2012). A doenca geralmente é autolimitante, mas
ocasionalmente pode ser grave o suficiente para justificar uma hospitalizagéo
ou provocar a morte, sobretudo se envolver individuos do grupo de risco
(criancas, idosos e imunodeprimidos) (ARDUDIN et al., 2012; TAREKGNE et
al., 2016).

A intoxicagdo alimentar causada por enterotoxinas estafilocécicas é uma
das principais causas de surtos de origem alimentar na Unido Europeia (EFSA,
2013). Nos Estados Unidos, em 2011, estimou-se cerca de 241.148 episédios
de doencas alimentares adquiridas por S. aureus (SCALLAN et al.,, 2011).
Enquanto no Brasil, avaliando-se o perfil epidemioldgico de surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) entre os anos de 2006 e 2015, foram
registrados 886 surtos e 15.700 pessoas doentes no ano de 2014, contra 861
surtos e 17.455 pessoas doentes no ano de 2013 (BRASIL, 2016). Os maiores
responsaveis por surtos sdo os alimentos de origem animal, bem como os
preparados para consumo coletivo (RAY, 1996; BRASIL, 2010; BRASIL, 2016).
Segundo Eiguer et al. (1990), em um estudo realizado no Brasil, 0 agente
responsavel pela maioria dos casos de DTA foi o Staphylococcus aureus. Em
um estudo mais recente, S. aureus foi 0 segundo agente etioldgico mais
encontrado em alimentos envolvidos em surtos de DTA no Brasil, seguido
apenas de Salmonella spp. (BRASIL, 2016).

Apesar disso, para que uma intoxicacao estafilocécica ocorra € preciso
que existam condi¢Bes favorareis ao crescimento de S. aureus no alimento,
situacdo em que rapidamente podem ser alcancados niveis elevados de
contaminag¢do, sendo um perigo para a saude publica (MOHAMED et al.,
2015). O microrganismo necessita, para seu metabolismo, aminoacidos como
fontes de nitrogénio, tiamina e acido nicotinico dentre as vitaminas do
complexo B. Pode crescer em meios sem NaCl, mas também se multiplica em
concentragdes de 7% a 20% de cloreto de sédio, assim como na presenca de
nitratos. A temperatura de crescimento estd na faixa de 7°C a 48,5°C, com
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temperatura 6tima de 35°C a 37°C. Ja as enterotoxinas sdo produzidas entre
10°C e 46°C (SMITH, 1983; FRAZIER; WESTHOFF, 2000; JAY, 2005). S.
aureus é capaz de crescer dentro de uma escala de pH compreendida entre os
valores de 4,0 e 9,8, sendo sua faixa 6tima entre 6,0 e 7,0 (FRANCO e
LANDGRAF, 2008). Em relacdo a atividade de agua, cresce em valores abaixo
de 0,83 sob condi¢bes ideais, mas 0,86 € normalmente reconhecido como o
valor minimo para o seu crescimento (JAY, 2005).

Essas caracteristicas permitem ao microrganismo crescer em uma
ampla variedade de alimentos que requerem manipulacdo durante o
processamento, incluindo produtos fermentados, tais como queijos (LE LOIR et
al., 2003). Intoxicacbes por S. aureus estdo associadas ao consumo de
diferentes tipos de alimentos contaminados (HYEON et al., 2013). Alimentos
crus de origem animal favorecem o crescimento de bactérias devido as suas
caracteristicas intrinsecas, e produtos como leite, produtos lacteos, carne e
produtos cérneos tém sido frequentemente incriminados em surtos de
intoxicacao alimentar estafilocécica (HENNEKINNE; COLS, 2012). Carne crua
e processada, leite cru e produtos lacteos foram relatados como sendo as
principais fontes de alimentos associadas a intoxica¢ao alimentar por S. aureus
(WATERS et al., 2011).

Pessoas que manipulam alimentos, colonizadas com S. aureus e que
nao apresentam o0s sintomas podem introduzir a bactéria na cadeia de
alimentos (ARGUDIN et al., 2010). As fontes humanas mais importantes de
contaminacgao para os alimentos sédo as fossas nasais, as maos e os bracos de
manipuladores de alimentos com lesdes e furinculos, podendo contamina-los
via contato manual ou através de secre¢bes respiratorias (JAY, 2005;
STEWART, 2005). Manuseio inadequado dos alimentos aliado a medidas de
higiene inapropriadas e armazenamento sem controle de temperatura séo
condi¢cdes que podem levar a intoxicagdo alimentar pelos produtos de cepas
enterotoxigénicas nos alimentos (HO et al., 2014).

Quanto aos animais, a maioria dos domésticos abriga S. aureus. A
transmissao dessas bactérias zoonadticas para humanos pode ocorrer por meio
de contatos com animais ou por alimentos contaminados (SCHODER et al.,
2015). A mastite (inflamacao das glandulas mamaérias) estafilocécica acomete

bastante os rebanhos leiteiros, sendo o referido microrganismo responsavel por
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aproximadamente 30% a 40% de todos os casos de mastite. Quando o Ubere
estd infectado, S. aureus € excretado no leite com grandes flutuacbes nas
contagens, variando de zero a 10° UFC/mL (ASPERGER; ZANGERL, 2003;
JAY, 2005; STEWART, 2005). As chances de contrair intoxicacdo alimentar
sdo grandes se o leite infectado dessas vacas for consumido ou utilizado na
fabricacdo de queijos (JAY, 2005; STEWART, 2005).

Embora os animais produtores de leite sejam as fontes mais importantes
de contaminagdo por S. aureus, existem outros fatores que podem afetar os
riscos de contaminacdo. A exemplo disso, tem-se a agua, 0s equipamentos de
ordenha e também o ambiente (JORGENSEN at al., 2005; JAMALI et al.,
2015). As medidas preventivas se concentram na inibicdo do crescimento de S.
aureus no alimento (LE LOIR et al., 2003) e aplicacdo de tratamentos térmicos
adequados para a sua destruicédo (JAY, 2005).

Em paralelo, S. aureus frequentemente abriga determinantes de
resisténcia a antimicrobianos, o que dificulta o seu tratamento e aumenta
significativamente os custos associados. Existe uma prevaléncia relativamente
alta de cepas multirresistentes para a espécie (ZELL et al., 2008). Isso é
atribuido a vérias capacidades genéticas desses microrganismos, sendo
importantes, por exemplo, as cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA), que aumentam a patogénese de S. aureus na mastite e evitam a
resposta imune do hospedeiro (KENAR et al., 2012). MRSA foi relatado como
de importancia zoonotica (AVMA, 2014), constituindo
uma séria ameaca para o gado (ELHAIG et al., 2016; QAYYUM et al., 2016;
YILMAZ et al., 2016). Na literatura, ha relatos de 0,4% de prevaléncia de MRSA
em bovinos na Hungria (JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007) e de 47,6% na
China (PU et al., 2014).

3.2 Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus aureus em
produtos de origem animal

Staphylococcus aureus € conhecido por sua capacidade de se tornar
resistente a antimicrobianos (RISEK et al., 2011; SPANU et al., 2012; JAMALI
et al., 2015). A resisténcia antimicrobiana € uma importante preocupacdo de
saude publica em todo o mundo (BARBER et al., 2003). Como muitos
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antimicrobianos usados em animais produtores de alimentos sdo 0s mesmos
ou intimamente relacionados aos medicamentos importantes utilizados em
cuidados com a saude humana, o surgimento e a disseminagdo de bactérias
resistentes a essas drogas limitam as opcles terapéuticas para doencas
humanas e podem causar doencas prolongadas, incapacidade grave e até a
morte (MARSHALL,; LEVY, 2011; MOLE, 2013).

Desse modo, a maior ameaga ao uso de antimicrobianos é o surgimento
e a propagacao de resisténcia em bactérias patogénicas, como S. aureus, que,
consequentemente, ndo poderdo ser tratadas com sucesso por agentes
anteriormente utilizados (HUGHES; DATTA, 1983).

As bactérias resistentes podem ser transmitidas aos seres humanos
através de varios canais como a cadeia de alimentos, o contato entre animais e
humanos e pelo meio ambiente (HARRISON et al., 2013; MOLE, 2013).
Destas, a cadeia de alimentos pode ser considerada como uma das principais
vias de transmissdo (WITTE, 1998). Suinos, aves e bovinos criados em um
sistema intensivo com alta densidade e confinamento proximo apresentam
altos niveis de estresse e tais condicbes favorecem a ocorréncia e a
disseminacdo de doencas infecciosas. Consequentemente, 0S agentes
antimicrobianos costumam ser rotineiramente administrados aos animais
através de alimentos, ou por meio da agua potavel para tratamento e
prevencdo de doencas. Além disso, 0os antimicrobianos em doses baixas e
subterapéuticas séo frequentemente utilizados como promotores de
crescimento para melhorar a eficiéncia e a converséo alimentar, promovendo
maior ganho de peso do animal a ser abatido (MARSHALL E LEVY, 2011,
CLARK et al.,, 2012; MOLE, 2013). Isso é explicado devido a selecdo da
microbiota intestinal, o que elimina microrganismos produtores de toxinas e
provoca um melhor aproveitamento dos alimentos (BOTTEZINNI, 2003).

Os promotores de crescimento antimicrobianos foram primeiro
defendidos em meados da década de 1950, quando descobriu-se que
pequenas gquantidades, em doses subterapéuticas, de antimicrobianos como
penicilina e tetraciclina (1/10 a 1/100 da quantidade de uma dose terapéutica)
entregues a animais por meio da racao podiam contribuir com a alimentacéo de
aves de capoeira, de suinos e de bovinos de corte, aumentando seu peso
(STOKESTAD; JUKES, 1950). Durante muitos anos, os efeitos positivos desta
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pratica foram defendidos, enquanto as consequéncias negativas foram
passando despercebidas. Porém, microbiologistas e especialistas em doencas
infecciosas que lidam com a resisténcia a antimicrobianos questionaram o
possivel dano decorrente desse uso (LEVY, 2002) e h4 um grande consenso
cientifico de que isso contribui para o surgimento e disseminacdo de bactérias
resistentes (MARSHALL,; LEVY, 2011; MOLE, 2013; PRUDEN et al., 2013). O
desenvolvimento destas bactérias devido ao mau uso de antimicrobianos na
producdo de animais é bem comprovado para espécies patogénicas (ARENAS
et al., 2017).

Ainda, elementos idénticos de genes de resisténcia aos antimicrobianos
encontrados em bactérias que afetam tanto os animais quanto os humanos
demostram o papel dos produtos de origem animal na disseminacdo desses
genes de resisténcia através da cadeia de alimentos (O'BRIEN, 2012) e pelo
contato ocupacional com bovinos, por exemplo (LEIBLER et al., 2016). S.
aureus resistente a antimicrobianos foi encontrado em varias espécies de
animais produtores de carne, incluindo porcos (HUIJSDENS et al., 2006;
KHANNA et al., 2008; SMITH et al., 2009), frangos (PERSOONS et al., 2009) e
bovinos (FESSLER et al., 2010).

Diversas cepas de S. aureus sdo resistentes a penicilina, utilizada
habitualmente no tratamento de infec¢cdes da espécie, devido a producdo de
uma enzima chamada beta-lactamase ou penicilinase (CHAMBERS, 2001). O
nivel de resisténcia elevada de S. aureus também foi relatado contra
tetraciclina, meticilina, gentamicina, estreptomicina e outros agentes, indicando
o alto potencial de S. aureus para desenvolver resisténcia contra
antimicrobianos (JAMALI et al., 2015). A alta prevaléncia de S. aureus
multirresistentes foi descoberta a partir de alimentos de origem animal na
Europa, no Canada e nos Estados Unidos em inumeros estudos (KHANNA et
al., 2008; SMITH e PEARSON, 2011), o que representa um grande problema
na saude publica (FAWZY et al., 2017).

O desenvolvimento de resisténcia a agentes antimicrobianos é atribuivel
a varios mecanismos, como a producdo de enzimas que inativam agentes
antimicrobianos por degradacdo ou modificacdo estrutural, a reducdo da
permeabilidade celular bacteriana aos antimicrobianos, a ativagao de bombas

de efluxo antimicrobiano e a modificagdo dos alvos celulares do farmaco
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(SEFTON, 2002; SPANU et al., 2014). Dois fatores exercem importante papel
na resisténcia antimicrobiana de bactérias: a presenca de genes de resisténcia
e a pressao seletiva pelo uso de antimicrobianos (LEVY, 1992; LAMMIE e
HUGHES, 2016). Quando uma populacdo bacteriana mista é exposta a
agentes antimicrobianos é provavel que haja bactérias resistentes aos
respectivos agentes na concentracdo aplicada. Sob pressao seletiva, 0 numero
destas bactérias aumenta e algumas podem passar seus genes de resisténcia
a outros membros da populacdo (AARESTRUP, 1999).

Desse modo, uma bactéria pode ndo somente ter resisténcia a um unico
antimicrobiano, mas a outros compostos estruturalmente relacionados da
mesma classe. A exemplo, a resisténcia a tetraciclina inclui também a
resisténcia a oxitetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina e minociclina (CHOPRA;
ROBERTS, 2001). JA quando os antimicrobianos de diferentes classes
compartilham o mesmo local alvo e este alvo € modificado pelo produto de um
gene de resisténcia, observa-se resisténcia cruzada entre antimicrobianos
estruturalmente ndo relacionados, por exemplo a resisténcia combinada a
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B pelos genes “erm” (ROBERTS
et al., 1999).

Quanto a isso, foram identificados plasmideos e outros elementos
genéticos moveis como integrons, transposons e cassetes cromossdmicos que
carreiam multiplos genes de resisténcia, resultando em transferéncia horizontal
intra e interespécies (LEVY, 1992; NORMANNO et al.,, 2007; WRIGHT;
SUTHERLAND, 2007). A resisténcia aos antimicrobianos pelas cepas de S.
aureus € frequentemente adquirida pela troca dos referidos elementos
genéticos moveis (SPANU et al., 2010) e pode ser caracterizada por resisténcia
anica ou multipla (SPANU et al., 2014).

Neste contexto, tem-se as cepas coagulase positivas de Staphylococcus
aureus e, em particular, S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que pode ser
de origem animal (OMS, 2012; CUNY et al., 2010; NOWAKIEWICZ et al., 2015;
FOX et al., 2017). Isolados de MRSA frequentemente possuem 0 gene mecA,
que codifica uma proteina de ligacao a penicilina que funcionalmente exclui os
B-lactamicos, interferindo com a biossintese da parede celular (DATTA;
KONTOMICHALOU, 1965).

Amplamente distribuidas em todo o mundo, MRSA constitui uma grande
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preocupacao na saude humana devido a sua complexa epidemiologia e a sua
capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(ONICIUC et al., 2015). As cepas de MRSA, inicialmente isoladas de seres
humanos como bactérias oportunistas adquiridas no hospital (HA-MRSA) e
adquiridas na comunidade (CA-MRSA), comecaram a ser detectadas em
animais de estimacdo e em animais de producédo (LA-MRSA), sendo uma
importante causa de aumento da mortalidade e de perdas econdmicas (CUNY
et al., 2010; SPANU et al., 2014; NOWAKIEWICZ et al., 2015).

Além disso, ndo s6 o0 MRSA, mas Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA) identificados em alimentos vendidos no varejo também
apresentaram altos niveis de resisténcia a varios agentes antimicrobianos,
(WANG et al.,, 2017). Um risco adicional é representado pela resisténcia a
varias drogas que acompanha a resisténcia a meticilina, que geralmente
envolve resisténcia a macrolideos, tetraciclinas ou aminoglicosideos
(BOUBADOUS; TORRES, 2013; NOWAKIEWICZ et al., 2015).

Diante desse cenario, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com a
participacdo da Organizacdo das Nacbes Unidas para a Agricultura e
Alimentagéo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), dentro
do conceito de “Satde Unica” (salide humana, animal e ambiental), aprovaram
o Plano de Acéo Global sobre Resisténcia Antimicrobiana em maio de 2015,
qgue resultou na demanda de elaboracdo de Planos Nacionais de A¢des sobre
Resisténcia aos Antimicrobianos para cada pais signatario.

O Brasil, em atendimento a isso, esta4 atuando de forma integrada entre
0s Orgdos da saude, da pecuéria e da agricultura, sob a coordenacdo do
Ministério da Saude, na elaboracdo do Plano de A¢do Nacional para Prevencao
e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos - PAN-BR. O Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu o Programa Nacional
de Prevencdo e Controle de Resisténcia a Antimicrobianos na Agropecuaria
(AgroPrevine) por meio da Instrugdo Normativa N° 41, de 23 de outubro de
2017. O objetivo é fortalecer as acdes de prevencdo e controle da resisténcia

aos antimicrobianos na agropecuéaria (BRASIL, 2017).

22


http://www.who.int/eportuguese/publications/pt/
http://www.fao.org/brasil/pt/
http://www.fao.org/brasil/pt/
http://www.oie.int/
http://www.who.int/antimicrobial-resistance/global-action-plan/en/

3.3. Produtos de origem animal

3.3.1 Queijo de coalho artesanal

A producdo de queijos tem grande importancia econdmica no Brasil,
sendo 0 pais o0 sexto maior produtor de queijos do mundo. Dados de 2013
apontam que 60% dos 35 bilhdes de litros de leite produzidos no territorio
nacional foram destinados a producéo de queijos (SEBRAE, 2018).

O queijo de coalho € um produto originario do Nordeste brasileiro,
sendo produzido ha mais de 150 anos. E considerado um produto cultural e
popular desta regido, sendo fortemente associado a sua culinaria (ALMEIDA et
al., 2010; MENEZES, 2011; ALMEIDA et al., 2016).

Os Estados de Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara
destacam-se como os maiores produtores de queijo de coalho, e, no caso de
Pernambuco, a bacia leiteira situada no agreste meridional da regido tem o
maior volume de producdo no Estado (ANDRADE, 2008), no qual houve um
aumento acentuado na producao de leite de 173% entre os anos de 1999 e
2008 (SEBRAE, 2010). Em 2010, os cerca de 10 mil produtores de leite em
Pernambuco tornaram o Estado o oitavo maior produtor de leite do pais e o
segundo maior do Nordeste do Brasil (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 2008), representando R$ 81 milhdes por més e sendo vital
para o desenvolvimento socioecondmico da regiao (SEBRAE, 2010).

Entende-se por queijo de coalho o produto que se obtém por coagulacao
do leite por meio do coalho ou de outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas e
comercializado normalmente com até 10 dias de fabricacdo. Classifica-se como
um queijo de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida e
apresenta um teor de gordura nos sélidos totais variavel entre 35,0% e 60,0%
(BRASIL, 2001).

Quanto a sua composicdo, o0 queijo de coalho deve ter como
ingredientes obrigatérios o leite integral ou padronizado a 3% (m/m) em seu
conteldo de matéria gorda e o coalho ou outras enzimas coagulantes
apropriadas. Opcionalmente, podera conter cloreto de calcio e de sédio, cultivo

de bactérias lacteas selecionadas, solidos de origem lactea, condimentos e
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especiarias (BRASIL, 2001).

Sensorialmente, tem uma consisténcia semidura e elastica; textura
compacta e macia; cor branca amarelada uniforme; sabor brando e
ligeiramente acido, podendo ser salgado; odor ligeiramente acido, lembrando
massa coagulada e pode ter a presenca de algumas olhaduras pequenas
(semelhantes a orificios) (BRASIL, 2001). Para sua conservagdo e
comercializacdo, o queijo de coalho deve manter-se a uma temperatura néo
superior a 10°C (ADAGRO, 2018).

No processo produtivo, as praticas de higiene para elaboracdo de
produto devem estar de acordo com o Regulamento Técnico sobre as
CondicBes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de Alimentos estabelecido
por meio da Portaria N°368/97 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Ocorre que a maior parte da producdo de queijo de coalho é
fabricada sem infraestrutura e técnica especializadas, em pequenas
propriedades (MENEZES, 2011; MENESES et al., 2012) de produtores
familiares (SEBRAE, 2010). Neste tipo de producdo, artesanal, a qualidade
final do produto esta diretamente ligada a qualidade do leite, principal matéria-
prima utilizada (ALMEIDA et al., 2016).

Dentre os principais microrganismos associados ao consumo de leite cru
de vacas esta Staphylococcus aureus, além de Bacillus cereus e
Campylobacter spp. (CLAEYS et al.,, 2013; VERRAES et al., 2015; EFSA,
2016). A prevaléncia de amostras de leite a granel positivas para S. aureus
varia, com um intervalo reportado de 51% a 91% (MARK et al.,, 2005;
KATHOLM et al., 2012; WALCHER et al., 2014) e sua presenc¢a no leite cru
representa uma fonte de contaminacdo para a cadeia de suprimento de
produtos lacteos (D'AMICO; DONNELLY, 2011).

A legislacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
orgéo federal de fiscalizacdo de produtos de origem animal no Brasil, somente
permitia a utilizagcdo de leite pasteurizado para a fabricacdo de produtos
lacteos, no entanto, em 2011, passou a estabelecer condi¢bes que permitem a
utilizacdo de leite que ndo passe por tratamento térmico na producdo dos
lacteos. Para isso, 0os produtores tém que implantar programas de controle de
mastite nos bovinos e programas de Boas Praticas (BP) para a ordenha e a
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fabricacéo dos produtos, dentre outras exigéncias (BRASIL, 2013).

Estafilococos coagulase positiva, como S. aureus, estdo associados a
mastite bovina (CAPURRO et al., 2010; VERRAES et al., 2015) e podem ser
transmitidos para os alimentos lacteos através da cadeia de producéo, levando
a contaminacado dos produtos e possivel intoxicacdo alimentar estafilococica. O
padrdo microbiolégico do queijo de coalho para estafilococos coagulase
positiva (UFC/g) deve atender ao disposto na RDC RESOLUCAO ANVISA n°
12, de 02 de janeiro de 2001, tolerando-se 10°/g na amostra analisada.

S. aureus pode ser encontrado nos animais (pele, mucosas, glandulas
mamarias), nos estabulos, nos proprios trabalhadores rurais e manipuladores
de alimentos, assim como nos equipamentos de ordenha, equipamentos de
processamento e seus ambientes e, finalmente, no produto final (JORGENSEN
et al., 2005; D'AMICO; DONNELLY, 2011; LIM et al.,, 2013). Praticas de
manipulagdo inadequadas durante as primeiras etapas da fabricagdo de
queijos e o abuso térmico, isto é, a refrigeracdo a temperaturas superiores a
4°C durante o armazenamento do leite, podem promover um aumento da
concentracéo de S. aureus (CAN; CELIK, 2012).

Além disso, queijos moles, como é o caso do queijo de coalho, séo
considerados produtos de alto risco para a intoxicacdo estafilocccica pois
fornecem excelente substrato nutricional para o crescimento de cepas
enterotoxigénicas de S. aureus (CARMO et al., 2002; KUMMEL et al., 2016;
NUNES; CALDAS, 2017). Diversos surtos ligados ao consumo de queijos de
leite cru ja foram relatados devido a ingestdo de enterotoxinas estafilocécicas
(JOHLER et al., 2015). Cepas enterotoxigénicas também podem conter uma
ampla variedade de importantes determinantes de resisténcia e viruléncia,
incluindo genes mecA/mecC, que conferem resisténcia ao antimicrobiano
meticilina (HERRERA et al., 2016).

Apesar disso, o Estado de Pernambuco, considerando caracteristicas
histéricas, culturas e socio-econdmicas, possui normas sobre a producédo do
gueijo de coalho artesanal, assim intitulado quando fabricado a partir de leite
cru. Atraves da Portaria Estadual n® 007, de 04 de janeiro de 2018, publicou o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo de Coalho no
Estado de Pernambuco. Com isso, o antes chamado “queijo de coalho tipo B”

passou a ser denominado "queijo de coalho artesanal" e o “queijo de coalho
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tipo A” de “queijo de coalho” seguindo, para este ultimo, as normas do MAPA
(ADAGRO, 2018).

Neste contexto, considera-se queijo de coalho artesanal o queijo
produzido no Estado de Pernambuco, a partir do leite cru integral fresco, o qual
nao sofrera qualquer tipo de tratamento térmico e sera, para garantia de
condi¢des higiénico-sanitarias adequadas, obtido a partir da ordenha sem
interrupcdo de bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos, descansados, bem
nutridos e com saude, beneficiado em propriedade de origem ou de grupo de
propriedades com mesmo nivel higiénico-sanitario, seguindo o processo de
fabricacéo tradicional e que tenham sido produzidos em queijaria artesanal de
pequeno porte, estabelecimento agroindustrial rural de pequeno porte ou
pequena fabrica de laticinios (ADAGRO, 2018).

3.3.2 Carne moida bovina

A carne é utilizada pelo homem como uma das mais importantes fontes
de alimentacdo. Seu alto valor nutritivo € devido a sua composicado, constituida
principalmente por proteinas de alto valor biolégico, acidos graxos essenciais
saturados e insaturados, vitaminas do complexo B e minerais como fosforo,
sédio, ferro, zinco, magnésio e potassio (OLIVO; OLIVO, 2006).

O Brasil, a Australia e os Estados Unidos da América (EUA) sdo os trés
principais paises exportadores de carne bovina do mundo. Essa demanda por
proteinas de origem animal continua aumentando, em uma extensdo que varia
de pais para pais, de acordo com varios fatores como geografia e cultura
(SANS; COMBRIS, 2015).

A exportacdo de carne bovina corresponde a 3% das exportacoes
brasileiras, com um faturamento de 6 bilhdes de reais ao ano. No Brasil, o
Produto Interno Bruto (PIB) do setor agropecuario representa 30% (CEPEA,
2017; EMBRAPA, 2018) e, segundo dados do IBGE (2017), o pais teve uma
producéo de 26,35 milhdes de toneladas de carne bovina em 2016 (EMBRAPA,
2018). 80% da carne bovina consumida pelos brasileiros € produzida no
proprio pais - o parque industrial para processamento tem capacidade de abate
de quase 200 mil bovinos por dia (EMBRAPA, 2018).

Paralelamente, a producdo e o consumo de carne tém sido examinados
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pelos seus impactos ambientais, papel na salde humana e seguranca
microbiolégica (HAJKOWICZ et al.,, 2012). A carne, devido a propriedades
especiais de composicdo como alta atividade de agua, pH e teores de
nutrientes € um meio apropriado para 0 crescimento de microrganismos
patogénicos e deteriorantes (JAY, 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2008).
ZHANG et al. 2009; HYGREEVA et al., 2014). Os patégenos bacterianos mais
comuns de origem alimentar em carne crua e produtos de carne incluem
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Campylobacter jejuni, Clostridium
spp., Aeromonas hydrophila, algumas cepas de Escherichia coli, especialmente
E. coli O157: H7, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringes e Clostridium
botulinum (TRABULSI, 1999; ALVES et al., 2001; SCARCELLI; PIATTI, 2002;
DIAS et al, 2008; JAY, 2005).

Segundo EFSA (2011), em 2,3% dos surtos investigados causados por
toxinas estafilococicas na Unido Europeia o veiculo foi a carne bovina ou os
seus produtos. E, destes, cerca de 18% eram produtos carneos em geral. Para
se controlar efetivamente a seguranca da carne e seus derivados € preciso
compreender as etapas desde a sua producdo até o consumo (BRASHEARS;
CHAVES, 2017).

Dentre os produtos obtidos da carne bovina, a carne moida € um
alimento que se destaca entre os demais, uma vez que € bem aceito pelo
consumidor devido a sua praticidade, por apresentar precos acessiveis e ser
utilizada de diversas maneiras na culinaria (MENDONGCA; SILVA, 2012).

De acordo com o Regulamento Técnico de Ildentidade e Qualidade
(BRASIL, 2003), carne moida “é o produto carneo obtido a partir da moagem
de massas musculares de carcagas de bovinos, seguida de imediato
resfriamento ou congelamento”. Trata-se de um produto cru, obtido a partir da
moagem de massas musculares esqueléticas, sendo proibido o uso de tecidos
inferiores como 0ssos, cartilagens, gordura parcial, aponeuroses, tendodes,
coagulos, nodos linfaticos.

Os ingredientes obrigatdrios da carne moida sdo as carnes obtidas de
massas musculares esqueléticas de bovinos e, como componentes opcionais,
pode-se ter a agua, no valor maximo de 3%. N&o possui coadjuvantes de
tecnologia e o requisito fisico-quimico de gordura é de no maximo 15%
(BRASIL, 2003).
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Quanto ao armazenamento, devera ser mantida a temperatura de 0°C a
4°C, quando resfriada, e a temperatura méaxima de -18°C, quando congelada.
As praticas de higiene para a elaboracdo do produto deverédo estar de acordo
com o estabelecido nos Cdédigos Internacionais de Recomendacdes para 0s
Produtos Carneos Elaborados e com a Portaria N° 368/97 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Além disso, o produto deverd ser obtido em local proprio para a
moagem, com temperatura ambiente ndo superior a 10°C. A carne moida
devera sair do equipamento de moagem com temperatura de até 7°C e ser
submetida, imediatamente, ao congelamento (rapido ou ultra-rapido) ou ao
resfriaimento (BRASIL, 2003). No entanto, a maior predisposicdo a
contaminacdo e o aumento da superficie de contato com o meio ambiente,
obtidos no processo de moagem, fazem com que a carne moida seja um
produto que se deteriore rapidamente (PARDI et al., 1995; SCARCELLI;
PIATTI, 2002; GERMANO; GERMANO, 2008; OLIVEIRA et al, 2008).

Por muitas décadas a carne moida tem apresentado um numero maior
de microrganismos do que as carnes ndo-moidas. A carne fresca € um nicho
para uma comunidade microbiana que se origina de fontes variadas dentro de
instalacbes de processamento de carne (GARCIA-LOPEZ et al., 1998;
DOULGERAKI et al., 2012;).

Os equipamentos e utensilios utilizados na producdo da carne moida,
tais como o moedor de carne, as facas e 0s materiais para estoque com
higienizacdo deficiente aumentam a possibilidade de uma contaminacgéao (JAY,
2005; GERMANO; GERMANO, 2008; OLIVEIRA et al, 2008). Uma vez nas
instalagcdes de processamento, oS microrganismos podem criar biofilmes e
formar aerossois, facilitando a transmissdo para lotes mdltiplos de carne
(BROOKS; FLINT, 2008; DE FILIPPIS et al., 2013; POTHAKOS et al., 2015).

Desse modo, mesmo gue 0os musculos e tecidos internos do animal vivo
saudavel sejam considerados estéreis, 0 processo de abate, assim como o seu
processamento, criam uma oportunidade para as bactérias colonizarem as
superficies das carnes e analises realizadas na carne fresca comercializada a
nivel de varejo indicam a presenca de diversos tipos e quantidades de
microrganismos, 0 que confirma a contaminacdo da carne por via exégena
(JAY, 2005; OLAOYE, 2011).
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3.3.3 Carne suina

O Brasil estd na quarta posicdo como maior produtor e exportador de
carne suina, tendo sido Santa Catarina (1026 mil toneladas), Parana (828 mil
toneladas) e Rio Grande do Sul (727 mil toneladas) os locais de maior
producdo e exportacdo em 2017. A participacdo do pais nas exportacdes
mundiais cresceu de 9% a 10,5% no periodo de 2012 a 2016, sendo a China a
maior produtora mundial, respondendo por quase a metade da producao,
seguida pela Unido Europeia dos 28 paises membros e dos EUA (ABPA, 2018;
EMBRAPA, 2018).

Entende-se por “carne” as massas musculares maturadas e demais
tecidos que as acompanham, incluindo ou ndo a base éssea correspondente,
procedentes de animais abatidos sob inspecéo veterinaria (BRASIL, 2017). A
carne suina € a carne mais consumida no mundo (OECD-FAO, 2015;
FAOSTAT, 2017), sendo, segundo a Associacao Brasileira de Proteina Animal
(ABPA) rica em proteinas, vitaminas B1l, B1l, B6 e B12, &cidos graxos e
minerais como ferro, selénio, fésforo, potassio e zinco. Apesar disso e da
posicdo de destaque do Brasil na producédo, o consumo brasileiro da carne
suina € menor quando comparado a carne bovina e a carne de frango
(EMBRAPA, 2018).

Especificamente quanto a carne suina, as empresas processadoras
devem cumprir integralmente com os padrdes de qualidade e seguranca, que
demandam monitoramento constante durante os diferentes estagios de
producdo. Apesar disso, a carne suina é frequentemente associada a casos de
surtos de origem alimentar devido a contaminacéo por patdogenos diferentes ao
longo da cadeia de producéo (BORCH et al., 1996).

Diversos estudos realizados nos Estados Unidos identificaram de 2,0 a
6,6% dos produtos da carne suina comercializados com Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) (KADARIYA et al., 2014). J4 a presenca
de MRSA em suinos e em trabalhadores em matadouros industriais no sul da
Italia foi de 37,6% (99 de 215 esfregacos de porco) (NORMANNO et al., 2015).
A transmissédo, para humanos, de MRSA zoonoético pode ocorrer via contato

com animais ou com alimentos contaminados (SCHODER et al., 2015).
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3.3.4 Carne de frango

Segundo dados da ABPA, o Brasil alcangou a segunda posi¢cdo no
ranking mundial de produtores de carne de frango, o equivalente a 13,1
milhdes de toneladas de carne de frango. Ja quanto a exportacdo ocupou o 1°
lugar, com 4,32 milhdes de toneladas exportadas (EMBRAPA, 2018).

A carne de frango é a carne mais consumida no mundo, ap0s a carne
suina (FAOSTAT, 2017; OECD-FAO, 2015). O setor de aves € lider no
crescimento global da producdo de carne em resposta a crescente demanda
por este tipo saudavel de proteina e baixo teor de gordura. E também fonte de
aminoacidos essenciais, vitaminas do complexo B (B1, B2, B5, B6 e B12) e de
minerais como ferro, potassio, zinco, fosforo e magnésio (FAO, 2013; OECD-
FAO, 2016; ABPA, 2018).

No entanto, a carne de frango, além da carne bovina, também se
destaca entre os alimentos que mais frequentemente estdo envolvidos em
surtos de toxinfec¢des de origem alimentar, sendo importantes veiculadores de
estafilococos, em especial S. aureus, Salmonella spp. e outras enterobactérias,
bem como os clostridios (GERMANO; GERMANO, 2008). Enterococos e
estafilococos sdo contaminantes frequentes na carne de aves e patdégenos
oportunistas bem estabelecidos na medicina humana (ARIAS; MURRAY, 2012;
TONG et al., 2015), os quais sdo comensais normais em aves domeésticas e em
outros animais domeésticos (KADARIYA et al., 2014).

Diversos estudos ja demonstraram que os produtos de carne de frango
crua sao predispostos a se tornarem veiculos para a transmissao potencial de
S. aureus patogénico para humanos via cadeia de alimentos (FETSCH et al.,
2014; WANG et al., 2018).

Além disso, as industrias suina e avicola tém sido as principais usuarias
da antimicrobianos como promotores de crescimento (DUNSHEA et al., 2014).
A carne de frango e os seus derivados sao amplamente conhecidos por serem
um importante reservatério para S. aureus resistente a meticilina (KITAI et al.,
2005; KWON et al., 2006) e estes alimentos tém sido considerados como
veiculos potenciais para transmissédo de S. aureus de frango para a populacao
humana em geral (WIENEKE et al.,1993).
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ARTIGO

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Staphylococcus aureus ISOLADOS
DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

Vasconcelos CM?, Da Silva ROJ?, De Souza AF3, Silva MRO* Machado ECL®

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus aureus, microrganismo
comensal da pele e mucosas de animais e seres humanos que pode provocar
intoxicagdo alimentar, ja foi identificada em diversos produtos de origem
animal, sendo a cadeia de alimentos uma importante via de transmissédo de
cepas resistentes a se analisar. O objetivo do presente estudo foi pesquisar a
ocorréncia de Staphylococcus aureus resistentes a antimicrobianos em queijo
de coalho artesanal, carne moida bovina e carnes suina e de frango. De cada
produto de origem animal, foram adquiridas 3 amostras de minimercados em
Pernambuco, Brasil, que foram submetidas a analise microbiolégica para
contagem de Staphylococcus coagulase positiva e de S. aureus. Cepas de S.
aureus foram isoladas, submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana
a nove antimicrobianos utilizados nas clinicas humana e veterinaria e,
posteriormente, avaliou-se a multirresisténcia antimicrobiana e calculou-se o
indice de Mdaltipla Resisténcia Antimicrobiana (MAR). Verificou-se
contaminagdo em todos os tipos de produtos por S. coagulase positiva, com
igual contagem para S. aureus, variando de 2,4 x 10® UFC/g na carne suina a
2,2 x 10° UFC/g na carne de frango. Entre as cepas selecionadas, 37,5%
(45/120) foram confirmadas como S. aureus, em maior ocorréncia na carne
suina com 63% (19/45) e no queijo de coalho artesanal com 37% (14/45),
seguidos da carne moida bovina com 33% (10/45) e da carne de frango com
6,7% (2/45). Quanto a resisténcia antimicrobiana, a carne suina, seguida do
gueijo de coalho e da carne de frango apresentaram o maior nUmero de cepas
resistentes. Houve maior resisténcia a tetraciclina, com 33,3% (15/45) das
cepas de S. aureus, seguida por penicilina G com 24,4% (11/45), eritromicina
com 8,8% (4/45), clindamicina com 6,6% (3/45) e cefoxitina com 2,2% (1/45),
sendo 4 (8,8%) cepas consideradas multidrogarresistentes (MDR), 3 (6,6%)
MLSc (resisténcia constitutiva aos macrolideos, lincosamidas e
estreptogramina), 1 (2,2%) MRSA (S. aureus resistente a meticilina) e 17
(37,7%) provenientes de potenciais fontes de contaminac¢do de alto risco, com
indice MAR = 0,2. Nao houve resisténcia a gentamicina, ciprofloxacina,
cloranfenicol e sulfazotrim. Conclui-se que os produtos de origem animal
analisados apresentaram contaminacdo por S. aureus e podem ser
reservatérios de cepas resistentes a antimicrobianos, representando um
potencial risco a saude da populagéo.

Palavras-chave: Microrganismo, antimicrobianos, susceptibilidade.
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ABSTRACT

The antimicrobial resistance of Staphylococcus aureus, a commensal
microorganism of the skin and mucous of animals and humans that can cause
food poisoning, has already been identified in several products of animal origin,
the food chain being an important route of transmission of resistant strains to be
analyzed. The objective of the present study was to investigate the occurrence
of antimicrobial resistant Staphylococcus aureus in handmade coalho cheese,
ground beef, and pork and chicken meat. From each animal product, 3 market
samples were acquired in Pernambuco, Brazil, which were submitted to
microbiological analysis for coagulase positive Staphylococcus and S. aureus
counts. S. aureus strains were isolated, submitted to the antimicrobial
susceptibility test to nine antimicrobials used in the human and veterinary
clinics, and the antimicrobial multiresistance was then evaluated and the
Multiple Antimicrobial Resistance (MAR) index was calculated. Contamination in
all types of products was verified by S. coagulase positive, with an equal count
for S. aureus, ranging from 2.4 x 10° CFU/g in the pork meat to 2.2 x 10° CFU/g
in chicken meat. Among the selected strains, 37.5% (45/120) were confirmed as
S. aureus, with the highest occurrence in pork with 63% (19/45) and handmade
coalho cheese with 37% (14/45), followed by ground beef with 33% (10/45) and
chicken meat with 6.7% (2/45). Regarding antimicrobial resistance, pork meat,
followed by handmade coalho cheese and chicken meat had the highest
number of resistant strains.There was a higher resistance to tetracycline, with
33.3% (15/45) of S. aureus strains, followed by penicillin G with 24.4% (11/45),
erythromycin with 8.8% (4/45), clindamycin with 6.6% (3/45) and cefoxitin with
2.2% (1/45), with 4 (8.8%) strains considered multidrug-resistant (MDR), 3
(6.6%) MLSc (constitutive resistance to macrolide, lincosamide and
streptogramin), 1 (2.2%) MRSA (methicillin-resistant S. aureus) and 17 (37.7%)
from potential sources of high-risk contamination, with MAR index = 0.2. There
was no resistance to gentamicin, ciprofloxacin, chloramphenicol and
sulfazotrim. It is concluded that the products of animal origin analyzed showed
contamination by S. aureus and may be reservoirs of strains resistant to
antimicrobials, representing a potential risk to the health of the population.

Key words: Microorganism, antimicrobial, susceptibility.
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1. INTRODUCAO

A intoxicacdo alimentar estafilocécica é um agravo comum que resulta
do consumo de alimentos contendo quantidades suficientes de uma ou mais
enterotoxinas pré-formadas pela bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus)
(ARGUDIN et al., 2010; LE LOIR, 2013). Este microrganismo é um comensal
comum da pele e de membranas mucosas de animais e de seres humanos,
mas que também pode agir como microrganismo oportunista (KADARIYA et al.,
2014), estando entre as principais causas de surtos alimentares na Unido
Europeia (EFSA, 2013) e no Brasil (BRASIL, 2016).

Uma outra preocupacao associada a S. aureus envolve 0 uso extensivo
de antimicrobianos na producdo animal (GRUNDMANN et al., 2011), os quais,
além das finalidades terapéutica e profilatica, podem ser empregados como
promotores de crescimento. Nesta situacdo, os agentes sdo aplicados em
doses baixas e subterapéuticas, com o objetivo de melhorar a eficiéncia e a
conversdo alimentar, promovendo maior ganho de peso do animal a ser
abatido (MARSHALL; LEVY, 2011; CLARK et al., 2012; MOLE, 2013).

Ocorre que os antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria sao
ocasionalmente idénticos aos utilizados na medicina humana, sendo muitas
vezes de grande importancia clinica. Portanto, bactérias resistentes em animais
podem ser consideradas como uma ameaca subestimada para a medicina
humana (REINTHALER et al., 2010), sendo a resisténcia antimicrobiana um
fator importante para a patogenicidade dos estafilococos (VASCONCELOS et
al., 2011; FOWOYO; OGUNBANWO, 2016).

Diferentes espécies do género Staphylococcus tém sido sugeridas como
reservatorios de genes de resisténcia aos antimicrobianos (CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA et al., 2014), mas a maioria das pesquisas dos isolados de
alimentos incide sobre S. aureus, enquanto uma menor atencdo € dada a
outras espécies do género (GAO et al., 2012).

Diversas cepas de S. aureus resistentes a antimicrobianos ja foram
detectadas em produtos de origem animal, principalmente em carne crua de
suinos, de aves e de bovinos (DE BOER et al, 2009; HARTUNG;
KASBOHRER, 2012; WANG et al., 2014), tendo sido relatadas em leite bovino
e em queijos (NORMANNO et al., 2007; JAKOBSEN et al., 2011; JAMALI et al.
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2015). Apesar disso, a via de transmissao de cepas de S. aureus resistentes a
antimicrobianos através dos alimentos tem sido negligenciada. E necessario
monitora-las para melhor compreender o alcance das mudancgas na resisténcia
de microrganismos, particularmente aqueles que representam uma ameaca
para a saude publica (KLUYTMANS, 2010; NOWAKIEWICZ et al., 2015;
RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2015).

Dessa forma, este trabalho foi conduzido para pesquisar a ocorréncia de
Staphylococcus aureus e de cepas resistentes a antimicrobianos em produtos

de origem animal comercializados em Pernambuco, Brasil.

2. MATERIAL

Os produtos de origem animal foram adquiridos, ao acaso, de
minimercados nos municipios de Recife, Jaboatdo dos Guararapes e Vitoria de
Santo Antdo, em Pernambuco, Brasil, no periodo de fevereiro de 2017 a maio
de 2018. Foram coletadas 12 (doze) amostras, de marcas diferentes, sendo 03
(trés) de queijo de coalho artesanal, 03 (trés) de carne de frango in natura, 03
(trés) de carne moida bovina in natura e 03 (trés) de carne suina in natura, as
quais foram transportadas em caixas isotérmicas contendo baterias de gelo do
tipo gel e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia dos Alimentos do
Centro Académico de Vitoria de Santo Antdo, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), onde foram mantidas sob refrigeracdo a temperatura de

+ 4°C até o momento das analises, no mesmo dia da coleta.

3. METODOS

3.1 Preparo das amostras

Foram pesados 25 gramas de cada amostra de produto de origem
animal, em seguida foram homogeneizados em 225 mL de solugéo salina
peptonada 0,1% no Stomacher (Stomax©) e submetidos a diluicbes decimais

sucessivas até 107°.
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3.2 Isolamento e contagem de Staphylococcus coagulase positiva e de

Staphylococcus aureus

O delineamento experimental do presente estudo foi conduzido com base
na Figura 1. Para a contagem de Staphylococcus aureus foi adotado o método
de cultivo “spread plate”, utilizando-se 0 meio de cultura Agar Baird Parker,
conforme Instrucdo Normativa (IN) N° 62 do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003). Para cada diluicAo 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 potéassio
3,5%. Com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski, as aliqguotas foram espalhadas
sobre as superficies do meio de cultura para a obtencdo do crescimento
homogéneo e em seguida as placas foram incubadas em estufa tipo BOD
(Tecnal©) a temperatura de 36 = 1°C por 48 horas.

Apbs esse periodo, a contagem das col6nias foi realizada em placas que
continham entre 20 — 200 colonias, de acordo com o anexo IV da IN N° 62 do
MAPA (BRASIL, 2003), e os resultados expressos em Unidades Formadoras
de Colbnicas (UFC/g). Para a confirmacao dos isolados como Staphylococcus
coagulase positiva e Staphylococcus aureus, foram transferidas de cada uma
das 12 (doze) amostras, com o auxilio de uma al¢a de platina, cinco coldnias
tipicas (negras brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro,
transparente e destacado sobre a opacidade do meio) e cinco coldnias atipicas
(acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos)
para tubos de ensaio contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion), totalizando
120 isolados. Os tubos foram incubados a temperatura de 36 + 1°C por 24
horas e, apés o periodo de incubagédo, as culturas foram submetidas aos testes
confirmativos (BRASIL, 2003).
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Figura 1: Desenho de estudo para a pesquisa de resisténcia antimicrobiana de
S. aureus isolados de produtos de origem animal.
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3.3 Testes confirmativos para Staphylococcus coagulase positiva e

Staphylococcus aureus

3. 3. 1 Prova da coagulase

Para a confirmagéo de Staphylococcus coagulase positiva 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. Ap6s homogeneizacdo do cultivo com o plasma,
0s 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, 2003), conforme escala crescente: 1+, 2+, 3+ e 4+, sendo 0s
coagulos de grau 4+ os de maior consisténcia. Foram considerados
Staphylococcus coagulase positiva quando a reacdo de coagulagéo foi do tipo

3+ e 4+,
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3.3.2 Prova da catalase

Aliquotas dos cultivos em BHI foram repicadas em tubos de ensaio
contendo o meio Agar Nutriente (AN), os quais foram incubados & temperatura
de 36 + 1°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacao, foram acrescentadas
em cada tubo de trés e cinco gotas de peroxido de hidrogénio 3%. A formacao
de borbulhas indicou prova positiva para catalase e confirmativa para S.

aureus.

3.3.3 Prova do manitol

A patrtir 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. Apdés o periodo de incubacdo, foi verificada a mudanca de
coloracdo do meio de cultura de vermelho para amarelo. Staphylococcus

aureus € manitol positivo.

3.3.4 Prova de Gram

A partir do cultivo em caldo BHI, uma alcada de cada isolado foi
depositada em lamina de microscépio e submetida ao método de coloracédo de
Gram. Staphylococcus aureus sdo cocos Gram positivos, podendo aparecer de

forma isolada, em pares, cadeias curtas ou em cachos.

3.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Apos a confirmacdo das cepas de S. aureus, as mesmas foram
submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de
difusdo em disco (BAUER et al., 1966) conforme CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2015). Esse método constitui na obtengcdo de um inéculo
bacteriano contendo aproximadamente 102 UFC/mL, que corresponde & escala
0,5 de McFarland.

O in6culo, com o auxilio do um swab esterilizado, foi semeado em
placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Miieller—Hinton.
Posteriormente, a fim de se verificar o principal fendtipo de resisténcia para
Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), os
discos de cefoxitina 30 pug foram depositados na superficie da placa de Petri,

com o auxilio de uma pinca esterilizada, enquanto que, para o fenotipo de
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resisténcia a macrolideos, lincosaminas e estreptograminas (MLS), foram
utilizados os discos de eritromicina 15 ug e de clindamicina 2 ug, pelo teste de
aproximacdo. Outros antimicrobianos de importancia clinica também foram
utilizados como penicilina G 10U, tetraciclina 30 pg, gentamicina 10ug,
ciprofloxacina 5 ug, cloranfenicol 30 ug 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 os tamanhos dos halos de inibicho com um paquimetro e
expressos em milimetros, sendo classificados como resistente, intermediério ou
sensivel de acordo com a tabela de referéncia estabelecida pelo CLSI (2018)

para cada antimicrobiano.

3.5 Classificacdo das cepas multidrogarresistentes (MDR)

Determinou-se a classificacdo das cepas como multidrogarresistentes
(MDR) a partir da resisténcia dos isolados a no minimo trés classes distintas
dos antimicrobianos testados, conforme citado por Magiorakos et al. (2012).

3.6 Caracterizacdo das cepas de acordo com o indice de Mudltipla

Resisténcia Antimicrobiana (MAR)

Foi utilizado, como parametro complementar a classificacdo das cepas
multidrogarresistentes, o indice de Mudltipla Resisténcia a Antimicrobianos
(MAR), descrito por Krumperman (1985), com o objetivo de avaliar o grau de
risco da fonte de contaminacéo das cepas analisadas. Um indice MAR igual ou
maior que 0,2 indica que a cepa é proveniente de uma potencial fonte de
contaminacao de alto risco para a saude da populagéo.

Calculou-se o indice MAR com base na relacdo a/b, onde (a) refere-se
ao numero de antimicrobianos aos quais os isolados foram resistentes e (b) ao
namero total de antimicrobianos ao qual o isolado foi exposto (KRUMPERMAN,
1985).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva e de Staphylococcus
aureus nos produtos de origem animal

O resultado das contagens (UFC/g) de Staphylococcus coagulase
positiva e de S. aureus por tipo de produto de origem animal esta expresso na
Tabela 1. Salienta-se que a contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi
a mesma para S. aureus, uma vez que todas as unidades formadoras de
colénia selecionadas e confirmadas como S. coagulase positiva também se
comprovaram S. aureus nos demais testes confirmativos.

Entre os produtos analisados, apenas para o queijo de coalho a norma
regulamentar (BRASIL, 2001) padroniza a contagem de Staphylococcus
coagulase positiva como controle de qualidade, no entanto, discute-se na
literatura a importancia da pesquisa de S. aureus e do seu grau de
contaminag¢do nos produtos alimenticios que podem servir de veiculo para a
disseminacao deste patégeno. A formacdo de enterotoxinas, necessarias para
causar intoxicacdo alimentar, esta fortemente associada a producdo de
coagulase e cepas de S. coagulase positivas ja foram evidenciadas em
diversos incidentes de intoxicacdo alimentar (HENNEKINE et al., 2012).

Todas as amostras de queijo de coalho artesanal analisadas
apresentaram contaminacdo por S. aureus (Tabela 1), o que é coerente com
Spanu et al. (2014), quando afirmam que a presenca de S. aureus em gueijos
crus frescos ou ndo amadurecidos é um achado frequente. Além disso, um
estudo de vigilancia com queijos de leite cru mostrou que as amostras estavam
usualmente contaminadas com S. aureus (JAKOBSEN et al., 2011). No
presente estudo, a contagem de S. aureus nas amostras 1, 2 e 3 do queijo de
coalho artesanal estavam em desacordo com a Resolugdo RDC N° 12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001), que
preconiza um limite de tolerancia maxima de 10°® UFC/g para Staphylococcus
coagulase positiva neste tipo de produto. Staphylococcus coagulase positiva
estd associado a mastite bovina e pode ser transmitido para os alimentos
lacteos através da cadeia de producgdo, levando a possivel intoxicagdo
alimentar estafilocécica (CAPURRO et al.,2010; VERRAES et al.,, 2015).

Segundo ERTAS et al. (2010) e Fetsch et al. (2014), a producédo de
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enterotoxinas requer um crescimento de S. aureus acima de 10°> UFC/g nos
alimentos, o que implica dizer que as amostras 2 e 3 do queijo de coalho
artesanal (Tabela 1), assim como as amostras 8 e 9 da carne suina (Tabela 1)
ttm o potencial para causar intoxicacdo alimentar estafilocdcica nos
consumidores. Como as enterotoxinas sdo termoestaveis e mantém sua
estabilidade mesmo apos os tratamentos térmicos tipicamente empregados nas
industrias alimenticias, torna-se necessario o controle do agente causador para
prevenir a doenca (VICOSA et al., 2010).

Tabela 1 — Valores médios da contagem (UFC/g) de Staphylococcus coagulase
positiva e de S. aureus nos produtos de origem animal

Contagem de S. coagulase

Fonte da amostra N. da amostra ositiva e de
analisada analisada P
S. aureus (UFC/g)
Amostra 1 1,0X10*
Queijo de coalho Amostra 2 1,9X10°
artesanal Amostra 3 1,6x10°
Amostra 4 -*
4
Carne moida bovina Amostra 5 8,5x10
Amostra 6 -*
Amostra 7 6,0x10°
5
Carne suina Amostra 8 40x10
Amostra 9 2,2x10°
Amostra 10 2,4x10"
Carne de frango Amostra 11 o
Amostra 12 -*

-*Nenhuma cepa S. coagulase positiva ou confirmada de S. aureus

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) permite a fabricacédo de queijos a
partir de leite cru, embora diversos estudos relatem que o leite cru € um
potencial reservatério para S. aureus (FUSCO; QUERO, 2014). A
contaminacdo do leite cru com S. aureus e de seus derivados lacteos pode

surgir em diferentes fases da cadeia de alimentos, sendo um dos agentes
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causadores mais comuns de intoxicacdo alimentar associado ao consumo de
queijos de leite cru (DE BUYSER et al., 2001). As principais fontes de
contaminacdo do leite cru nas fazendas sdo a pele de animal, superficies
mucosas, glandulas mamarias infectadas, equipamento de ordenha, méos de
ordenhadores e meio ambiente (BERGONIER et al., 2003).

Ainda, nos laticinios, a contaminacdo do produto origina-se de
manipuladores de alimentos, superficies de contato com alimentos e
armazenamento sob temperatura inadequda (CHARLIER et al., 2009; SPANU
et al., 2012). Por isso, os produtores brasileiros devem atender as Boas
Praticas de Fabricacdo preconizadas na Portaria N° 368/97 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

De Boer et al. (2009) e Jackson et al. (2013) relataram que S. aureus
pode ser encontrado comumente em alimentos como a carne. No presente
estudo, das 03 amostras da carne moida bovina e da carne de frango, apenas
1 amostra de cada tipo de carne apresentou contaminacdo por este patégeno
(Tabela 1), o que, no entanto, pode ter sido influenciado pela amostragem.
Ademais, este resultado também difere do encontrado por Rosina e Monejo
(2013), que constaram 95% de positividade para S. aureus em 40 amostras
averiguadas de carne moida bovina.

A RDC da ANVISA N° 12 de 02 de janeiro de 2001, norma brasileira que
padroniza parametros microbiologicos para os alimentos, ndo prevé limite de
tolerancia de Staphylococcus coagulase positiva para carne moida e carnes in
natura de suinos e de aves, 0 que indica que a contaminacdo de S. aureus
nesses tipos de produtos ndo tinha relevancia epidemiolégica quando da
elaboracao da referida norma.

Apesar disso, o nivel de contaminacdo de S. aureus na amostra 5, da
carne moida bovina (Tabela 1), representa um risco a saude publica devido a
proximidade com o crescimento necessario ao inicio da produgcdo de
enterotoxinas (ERTAS et al., 2010). Ainda, carnes moidas originarias de varios
cortes e excessivamente manipuladas possuem maior contaminagdo do que
aquelas provenientes de grandes cortes (GARCIA-LOPEZ et al., 1998;
DOULGERAKI et al., 2012), aléem dos moedores e utensilios de corte serem
importantes fontes de contaminacdo pois geralmente ndo passam por limpeza

e sanitizacdo adequadamente (FERREIRA; SIMM, 2012). Isso pode explicar a
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contaminacdo da amostra 5 em detrimento das demais de carne moida, uma
vez que foram adquiridas de comércios distintos.

No que se refere a carne crua de aves, com base nos poucos dados
disponiveis na literatura cientifica, a carga de Staphyloccocus aureus esti
geralmente abaixo de 10° UFC/g (AL-DUGHAYM; ALTABARI, 2010;
MALPASS, 2010; VOIDAROU et al.,, 2011; BORTOLAIA et al., 2016). Estes
achados estdo de acordo com a contagem de S. aureus na amostra 10 da
carne de frango (Tabela 1).

Um maior grau de contaminacdo encontrado na amostra 7 (carne suina
in natura) indica condicBes higiénico-sanitarias inadequadas durante o seu
processamento. S. aureus pode entrar na cadeia de alimentos por meio de
matéria-prima contaminada, manuseio inadequado de alimentos processados e
falha na manutencdo da cadeia de frio dos produtos (ARGUDIN et al., 2010;
GOMES et al., 2013; KADARIYA et al., 2014).

4.1 Isolamento e resisténcia antimicrobiana de S. aureus isolados dos

produtos de origem animal

Do total de 120 cepas isoladas das 12 amostras analisadas, 45 (37,5%)
foram confirmadas para Staphylococcus aureus. A maior ocorréncia foi
verificada entre as cepas de carne suina com 63% (19/45) e de queijo de
coalho artesanal com 37% (14/45), seguidos da carne moida bovina com 33%
(10/45) e da carne de frango com 6,7% (2/45). A prevaléncia de S. aureus nas
carnes bovina e suina em um estudo realizado por Abdalrahman et al. (2015)
foi de 50% e 43%, respectivamente, enquanto que em outras pesquisas
encontraram 31% na carne moida bovina (GURAN; IKANI, 2015), 75% na
carne de frango e 60% na carne suina (TANG et al., 2017), 24,2% na carne de
frango (WANG et al., 2013) e 33,3% na carne bovina (VAN LOO et al., 2007).
Quanto ao queijo, Jamali et al. (2015) isolaram 10,9% de S. aureus naqueles
fabricados com leite cru e outros pesquisadores entre 10 % e 69%
(ROSENGREN et al., 2010; JAKOBSEN et al., 2011; BROOKS et al., 2012).
Tais variagcdes podem ser devido a diferengas no tamanho da amostragem, das
instalacbes de processamento e marcas dos produtos, e dos métodos de
isolamento do agente bioldgico.

S. aureus é uma bactéria de grande preocupacdo em todo o mundo
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devido a sua resisténcia a diferentes tipos de antimicrobianos (DAVID; DAUM,
2010). No presente estudo, verificou-se maior resisténcia das cepas de S.
aureus a tetraciclina (33,3%), seguida de penicilina G (24,4%), eritromicina
(8,8%), clindamicina (6,6%) e cefoxitina (2,2%), distribuidas de acordo com a
Tabela 2. Resultados semelhantes foram encontrados por Abdalrahman et al.
(2015), que identificaram uma maior resisténcia de S. aureus a tetraciclina
(43,4%), seguida da penicilina (63,2%), eritromicina (40,8%), clindamicina
(11,8%) e cefoxitina (10,5%), em uma pesquisa com diferentes tipos de carne.

Os pesquisadores Guran e lkani (2015) também relataram uma maior
frequéncia de resisténcia a tetraciclina e oxitetraciclina (85,5%), e a penicilina
(51,4%) entre cepas de Staphylococcus spp. testadas para 24 antimicrobianos.
Tetraciclinas, agentes de amplo espetro, bem como as penicilinas, séo
amplamente utilizadas na medicina veterinaria para o tratamento de infeccdes
bacterianas de bovinos de corte e de leite (STOLKER; BRINKMAN, 2005),
tendo sido observada a resisténcia de Staphylococcus aureus a penicilinas
ainda na década de noventa (RANGEL et al., 1995).

Tabela 2 - Frequéncia da resisténcia antimicrobiana de cepas de S. aureus
isoladas dos produtos de origem animal

Resisténcia antimicrobiana
Numero de cepas (%)

(antagonista da
via do 4cido
félico)

Trimetoprim
(Sulfazotrim)

1.25/23.75 pg

Classe Agente = Queijo de Carne Carne
antimicrobiana  antimicrobiano Concentragao coalho moida gsms de
artesanal bovina (n=19/30) frango
(n=14/30) (n=10/30) (n=2/30)
Penicilina G 10U 2 (14,2%) 0 7 (37%) ( 2 )
A 100%
Beta-lactamicos Cefoxitina 1(7,1%) 0 0 0
30 ug
Tetraciclinas Tetraciclina 30 0 0 13 (68%) 2
Hg (100%)
Macrolideos Eritromicina 15 0 0 2 (10,6%) 2
Hg (100%)
Lincosaminas Clindamicina > 1(7,1%) 0 0 2
Hg (100%)
Aminoglicosideos Gentamicina 0 0 0 0
10 ug
Fluorquinolonas Ciprofloxacina 5 ug 0 0 0 0
Fenicois Cloranfenicol 0 0 0 0
30 pg
Antimetabdlicos Sulfametoxazol/ 0 0 0 0
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As cepas resistentes a antimicrobianos dificultam o tratamento de
infeccdes, representando uma séria ameaca a saude publica (GURAN; IKANI,
2015) e o uso destes agentes como promotores de crescimento na produgéo
animal tem um papel importante no desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana. Por esse motivo, no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) proibe o uso de cloranfenicéis, tetraciclinas, beta-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), quinolonas, sulfonamidas sistémicas,
eritromicinas, dentre outros, como promotores de crescimento na producao
animal, ou seja, com a finalidade de promover uma melhor converséo
alimentar, crescimento e desempenho reprodutivo nos animais através da
administracdo de doses subterapéuticas (DUNSHEA et al, 2014). Ainda assim,
nao ha proibicdo para os usos profilatico e terapéutico destes antimicrobianos,
0s quais devem ser administrados de maneira adequada.

No presente estudo, todas as cepas de S. aureus foram sensiveis a
gentamicina, ciprofloxacina, cloranfenicol e sulfazotrim, que sao
antimicrobianos menos utilizados na medicina veterinaria em compara¢do com
as tetraciclinas e os beta-lactamicos. Porém, resultados divergentes foram
relatados por Abdalrahman et al. (2015), em que as cepas de S. aureus foram
resistentes a ciprofloxacina (19,7%), gentamicina (28,9%), cloranfenicol (7,9%)
e sulfazotrim (2,6%) em carnes suina e bovina.

Em termos de quantidade, neste estudo, a maior proporcéo de cepas de
S. aureus resistentes a antimicrobianos foi encontrada na carne suina, com 13
(68%) resistentes a tetraciclina e 7 (37%) resistentes a penicilina G, além de 2
(10,6%) cepas resistentes a eritromicina. Neste caso, os achados foram
compativeis com os de Abdalrahman et al. (2015), cuja porcentagem de
resisténcia dos isolados de carne suina foi maior quando comparada com
outros produtos de origem animal analisados.

Na carne moida bovina, todas as cepas de S. aureus foram sensiveis
aos antimicrobianos testados (Tabela 2). Embora em um estudo realizado por
Guran e lkani (2015) as cepas testadas também tenham sido sensiveis a
gentamicina, elas foram altamente resistentes a tetraciclina, penicilina,

quinolonas e macrolideos.

64



Os queijos, especialmente aqueles feitos a partir de leite cru, ja foram
relatados por conterem altas cargas de bactérias resistentes (FLOREZ et al.,
2014). Nesta pesquisa, a maior frequéncia de resisténcia dos isolados de S.
aureus para a penicilina no queijo de coalho artesanal pode ser devido a
administracdo disseminada desses antimicrobianos a fim de controlar e tratar
infeccbes em fazendas leiteiras (JAMALI et al., 2013). A alta prevaléncia de S.
aureus resistente a penicilina em queijo de coalho fabricado com leite cru esta
de acordo com achados de Gao et al. (2012) e Jamali et al. (2013; 2014).

Em relacdo a presenca de S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
amplamente discutido na literatura cientifica, apenas 1 cepa (2,2%) (Tabela 2)
foi encontrada, no queijo de coalho artesanal. Isso indica uma baixa
prevaléncia de MRSA nos produtos analisados e resultados semelhantes foram
relatados na pesquisa de Jamali et al. (2015), com 2% das cepas de MRSA em
queijos fabricados com leite cru, e em outras investigacbes anteriores com
queijos artesanais e com o proprio leite cru, principal matéria-prima utilizada na
sua fabricacdo (FEBLER et al., 2012; KREAUSUKON et al.,, 2010). Os
estudos mostram que a distribuicdo do MRSA varia com base na regido
geografica e com o método desenvolvido para o isolamento (WANG et al.,
2014). A resisténcia a meticilina € mediada pelo gene mecA, que codifica a
proteina 2a de ligacdo a penicilina (PBP2a), com baixa afinidade para os
antimicrobianos beta-lactamicos (PINHO et al., 2001; HERRERA et al., 2016) e
o consumo de alimentos de origem animal com MRSA pode constituir um
veiculo potencial de transmissdo para humanos (OGATA et al., 2012).

A cepa que foi resistente a meticilina no queijo de coalho artesanal
também apresentou resisténcia a eritromicina e a clindamicina (Tabela 2) e
estes antimicrobianos podem ser utilizados como alternativas no tratamento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e na pratica clinica da criagéo de
bovinos e de frangos. Desse modo, o perfil fenotipico de resisténcia
antimicrobiana da cepa 1 dificultaria o tratamento de infeccao estafilococica por
diminuir as possibilidades terapéuticas (DAUREL et al., 2007; FIEBELKORN et
al., 2003; PRABHU et., 2011; JECHALKE et al., 2014; GELBAND et al., 2015.
ba et al., 2016).

A forma de expressdo da resisténcia a eritromicina e a clindamicina

encontrada no presente estudo representa o fendtipo MLSc (resisténcia
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constitutiva de Macrolideos, Lincosamidas e Estreptogramina), também
identificada nas cepas de S. aureus da carne de frango (Tabela 2), o que
totaliza 6,6% de fendtipo MLSc neste estudo. Um dos mecanismos de
resisténcia cruzada entre macrolideos e lincosaminas consiste na modificacao
do alvo do ribossomo e da ativagcdo da bomba de efluxo, cuja expresséo
constitutiva € codificada pelos genes “ermC” (erythromycin ribosome
methylase) ou “ermA”, respectivamente, sendo o0s principais determinantes nos
estafilococos (FIEBELKORN et al., 2003; MAHESH et al., 2013).

A resisténcia antimicrobiana encontrada na carne de frango, embora
representada por uma menor quantidade de cepas, 100% delas foram
resistentes a tetraciclina, penicilina G, eritromicina e clindamicina. Perfis de
resisténcia antimicrobiana em S. aureus isolados de carnes de frango no Ira
mostraram que as cepas tiveram igual resisténcia alta a tetraciclina (97,56%),
mas também a meticilina (75,60%) e ao trimetoprim (31,70%) (MONTAZ et al.,
2013). A alta prevaléncia de resisténcia a tetraciclina (tdo alta quanto 100%)
também foi relatada em isolados de carnes de frango na Coréia (LIM et al.,
2010), na Alemanha (FESSLER et al., 2011), na Polénia (KRUPA et al., 2014)
e em Hong Kong (BOOST et al., 2013).

Os produtos de origem animal podem ser uma fonte de exposicdo a
cepas de S. aureus multirresistentes, como resultado do uso indevido de
antimicrobianos no manejo de animais (ARENAS et al., 2017). As cepas de S.
aureus multidrogarresistentes, consideradas aqui como no minimo a trés
classes antimicrobianas distintas (MAGIORAKOS et al, 2012), foram
identificadas em trés dos quatro produtos de origem animal testados, sendo 2
cepas na carne de frango, 1 no queijo de coalho (a cepa MRSA) e 1 na carne
suina, totalizando 8,8%. Esta frequéncia aproxima-se da encontrada por Ge et
al. (2017) que identificaram 10,4% de S. aureus resistentes a multiplos
antimicrobianos isolados em diferentes tipos de carnes, como as de suino e de
frango, e Jamali et al. (2015) com 14,3% em queijos produzidos com leite n&do
pasteurizado.

O indice de Multipla Resisténcia Antimicrobiana (MAR) neste estudo,
exibido na Tabela 3, variou de 0,1 a 0,4 nas cepas de S. aureus. Das 45 cepas
analisadas, 17 (37,7%) apresentaram resisténcia antimicrobiana com valor

igual ou maior que 0,2, sendo caracterizadas como provenientes de potenciais
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fontes de contaminacdo de alto risco a saude da populacdo, segundo
Krumperman (1983). A maioria dessas cepas, com 82,25% (14/17), foi
encontrada na carne suina, no entanto, o maior indice MAR (0,4) foi
identificado nas cepas da carne de frango e do queijo de coalho, as quais
teriam o potencial de serem mais patogénicas, segundo o parametro adicional
que representa o indice MAR (KRUMPERMAN, 1983).

Tabela 3: indice de Mltipla Resisténcia Antimicrobiana (MAR) para cepas de
S. aureus

Fonte da amostra

N. de cepas . . <
i Agentes antimicrobianos Indice MAR
analisada S aureus g
Penicilina, tetracilina,
Carne de frango 2 : - . . 0,4
clindamicina e eritromicina
Queijo de coalho 1 Penicilina, clindamicina, 04
artesanal eritromicina e cefoxitina '
ueijo de coalho o
Quelj 1 Penicilina 0,1
artesanal
, Penicilina, tetraciclina e
Carne suina 1 ) .. 0,3
eritromicina
Carne suina 12 Penicilina e tetracilina 0,2
Carne suina 1 Penicilina e eritromicina 0,2
Carne suina 2 Tetraciclina 0,1

Assim, verifica-se a relevancia do monitoramento e da vigilancia da
ocorréncia de Staphylococcus aureus em produtos de origem animal, o que
deve ser aprimorado pelos 6rgdos reguladores da saude e da agricultura e
pecuaria a fim de promover o uso racional de antimicrobianos na producédo
animal e consequente protecdo da saude publica. Estudos genéticos devem
ser desenvolvidos para melhor estabelecer as relagbes entre o uso de
antimicrobianos na producdo animal e o desenvolvimento de patdgenos
resistentes, assim como, a fim de melhor avaliar a transmissao zoonotica de

cepas resistentes de S. aureus, sdo necessarios estudos do perfil genético dos
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isolados em produtos de origem animal e em amostras clinicas de animais e de
seres humanos.

Além disso, a adocdo de Boas Praticas na producdo animal diminui a
incidéncia de infeccdes estafilococicas e, por conseguinte, a necessidade de se
fazer uso de antimicrobianos para trata-las ou preveni-las, assim como as Boas
Praticas implementadas na fabricacdo e na manipulacéo de produtos de origem

animal evita e/ou reduz o risco de intoxicacdo alimentar estaficocica.
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5. CONCLUSAO

Todos os tipos de produtos de origem animal analisados apresentaram
contaminagdo por Staphylococcus aureus, sendo maior em numero de
amostras e em nivel de contaminacdo (UFC/g) no queijo de coalho e na carne
suina. A resisténcia aos antimicrobianos em ordem decrescente foi identificada
para tetraciclina, penicilina G, eritromicina, clindamicina e cefoxitina entre as
cepas isoladas dos produtos queijo de coalho artesanal, carnes suina in natura
e carne de frango in natura. Estes produtos apresentaram cepas de S. aureus
com multipla resisténcia, sendo o queijo de coalho e a carne de frango os
principais potenciais reservatorios de contaminacdo de alto risco a saude da
populacdo, apesar a carne suina apresentar 0 maior nimero de cepas com

resisténcia a antimicrobianos.
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