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RESUMO

BOTELHO, Clarisse Vieira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novenel®017.
Staphylococcugoagulase positiva &taphylococcus aureusesistentes a antibiétics
em cadeia produtiva de carne suinaOrientador: Luis Augusto Nero. Coorientador:
Ricardo Seiti Yamatogi.

A cadeia produtiva de carne suina esta susceptivel a diferentes dentontaminacgéo
microbiolégica em diferentes etapas, desde a producéo priméria atgessproento de
produtos finais. Considerando o contexto atual de comércio internacional de produtos, o
controle de eventuais perigos microbiol6gicos deve ser efetivo, visandougdade dos
produtos finais e seguran¢ca do consumidor. Em relacdo a carneS&tajtajlococcus
coagulase positiva (SCP) possui grande importancia por serem importardadares

das condic6es de manipulacdo, e também por indicarem a presehcaudeusque na

cadeia produtiva de suinos possui relevancia pela possibilidade de gemearde
resisténcia a diferentes antimicrobianos nos produtos finais e consumidaigiseti@®

desse estudo foi rastrear a contaminagao poreSSCRureusesistentes a antimicrobianos

na cadeia produtiva de carne suina. Duas granjas de criacdo de suinos (ciclo completo) e
um frigorifico foram selecionados para coleta de 603 amostras ao longalala ca
produtiva de carne suina (1 - Granjas: baia de terminacado, n = 18; 2:ddratica apos
sangria, n = 90; carcacga apds chamuscamento, n = 90; carcaca apos avisoerd8yp;
carcaca apos lavagem, n = 90; 3 - Processamento: faca limpa, n =@ dufante
processamento, n = 27; maos limpas, n = 27; maos durante processamento, n = 27; mesa
limpa, n = 27; mesa durante processamento, n = 27; 4 - Produtos fingk,qos 18;

paleta, n = 18; pernil, n = 18; linguica, n = 9), que foram submetidas a enumeeaca
SCP, e posterior isolamento e identificacadSdaureusA contaminagéo por SCP foi
inferior a 2 log UFC/cm2 ou g em 512 (84,9%) amostras, entre 2 e 3 logs URL/gm

em 52 (8,6%) amostras, entre 3 e 4 logs UFC/cm2 ou g em 6 (1,0%) amostras, e superior
a 4 log UFC/cm2 ou g em 33 (5,5%) amostras. Contagens superiores a 4 log UFC/cm?2 ou
g foram observadas em baias de terminacdo, carcacas ap0s ewsaEAgas apos
lavagem, facas limpas, mesas limpas, costela e linguicanumeracdo de SCP foi
possivel em 197 (32,7%) amostras, e as contagens médias variaram égre EYcm?

(mesa durante processamento) e 5,2 logs UFC/cm? (baia de terminacao).r@otside

as diferentes etapas de processamento, ndo foram observadas difegaifgzesigas

entre as amostras obtidas no ambiente de processamento e nos produ{psiDAS).

Durante o abate, as contagens médias de SCP obtidas nas carcasasgpsoram
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superiores quando comparadas as etapas posteriores (p > 0,05). Um total de 345 coloni
de SCHoi selecionado e caracterizado quanto ao perfil bioquimico e predemngme

femA para identificacdo deS. aureus Assim, 246 isolados d&. aureusforam
identificados e submetidos a caracterizacdo de seus perfis denoisieté relacdo a 11
antimicrobianos, por testes de susceptibilidade e pela pesquisa degjeciesados a
resisténcia. Considerando os resultados fenotipicos, 90,7% dos isolaBosuteus
apresentaram resisténcia a sulfamethoxazole (871Q% a ciprofloxacina (CIP), 67,9%

a penicilina (PEN), 49,6% a eritromicina (BR#0,2% a oxacilina@XA), 40,2% a
clindamicina (CLJ), 29,3% a rifampicinaRIF), 28,5%a cloranfenicol (CLO), 21,1% a
tetraciclina (TE7, 16,3% a vancomicina (VAN) e 6,5% a gentamicina (kENbenas

15 isolados foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testadado§sultdidos de
baias de terminagao, carcacas, pernil e linguica), 7 a aperaagianicrobiano (CIP, SUL

ou TET), e os demais resistentes simultaneamente a 2 teddhtlis antimicrobianos; o
perfil de resisténcia a PEN-ERI-CIP-SUL foi o que apresentou maior fregusérice os
isolados deS. aureus(n = 37). Em relacdo aos genes relacionados a resisténcia a
diferentes antimicrobianos, 74,0% dos isoladosSdaureusapresentaram resultados
positivos pardlaZ (PEN), 8,1% paréeemB(OXA), e 3,7% paraetK (TET); ndo foram
observados resultados positivos paemA (VAN), mecA e mecC (OXA). Entre os
isolados deS. aureus 60 ndo apresentaram nenhum dos genes pesquisados, 164
apresentam apenas um dos genes isoladbk4, femB e tetK), 15 apresentaram
simultaneamente os gerfesnB-blaZ 4 os geneblaZtetK, e 3 os genedemB-blaZz-tetkK.
Apenas em relacdo a TET foi verificado que o teste de susceptibilidade foi eqaigalent
presenca dblaZ (p = 0,147), e auséncia de equivaléncia de resultados paraf&XA (
femB, VAN (vanA e TET (etK) (p < 0,05). Os resultados obtidos demonstram a
relevancia de SCP como indicadores de manipulacdo e higiene napradeiava de
carne suina, assim como a presencaSdeaureuscom resisténcia a diferentes
antimicrobianos, alertando para a necessidade de monitoramento por mesdolog

fenotipicas e moleculares.
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ABSTRACT

BOTELHO, Clarisse Vieira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Noeer@017.
Antibiotics resistance of coagulase positivéStaphylococcusand Staphylococcus
aureusin the pork production chain. Advisor: Luis Augusto N®. Co-advisor: Ricardo
Seiti Yamatogi.

The pork production chain is susceptible to different sources of microbiological
contamination at different stages, from primary production to the processimgabf f
product. Regarding the current context of international trade in productspritrel of
possible microbiological hazards must be effective, aiming at the safety gbrohicts

and consumer. In relation to po&taphylococcus coagulapesitive (SCP) is relevant
because they are important indicators of the manipulation conditionsanoegause they
indicate the presence 8f aureuswhich in the production chain of pigs has relevance
due to the possibility of carrying resistance genes to differembiambials in the final
products and consumers. The objective of this study was to track the cmttamby

SCP ands. aureusesistant to antimicrobial in the pork production chain. Two pig farms
(complete cycle) and a refrigerator were selected to collect 603esathpugh the pork
production chain (1 - Farms: termination bay, n = 18; 2 - Slaughterssaattar bleeding,

n = 90; carcass after scorching, n = 90; carcass after evisceration, war@3s after
washing, n = 90; 3 - Processing: clean knife, n = 27; knife during processing/n =
clean hands, n = 27; hands during processing, n = 27; clean table, n = 2dutaige
processing, n = 27; 4 - Final products: rib, n = 18; palette, n = 18; leg, n = 18; sausage, n
= 9) which were submitted to SCP enumeration, subsequent isolation atificateon

of S. aureusThe SCP contamination was less than 2 log CFU / cm? or g in 512 (84.9%)
samples, between 2 and 3 log CFU /cm? or g in 52 (8.6%) samples, betvneleh GRU

logs / cm2 or g in 6 (1.0%) samples, and greater than 4 log CFUdrognh 33 (5.5%)
samples. Counts greater than 4 log CFU / cm?2 or g were observethination bins,
carcasses after evisceration, carcasses after washing, ciees, kiean tables, rib and
sausages. SCP enumeration was possible in 197 (32.7%) samples, and theuntsan co
varied between 1.0 log CFU / cm? (table during processing) and 5.2 log/ CFi3
(termination bay). Considering the different steps of the process, no significant
differences were observed between the obtained samples in the proeassiogment

and in the final products (p> 0.05). During slaughter, the SCP mean counts obtained
carcasses after bleeding were higher when compared to the later stages (p>t0t@b). A

of 315 SCP colonies were selected and characterized in relation todherhical profile



and the presence of tfemAgene for identification 0. aureusThus, 246 isolates &.
aureuswere identified and submitted to characterization of theirteggie profiles in
relation to 11 antimicrobials, by susceptibility tests and by theslsed genes related to
resistance. Taking into account the phenotypic results, 90. Bxaofreussolates showed
resistance to sulfamethoxazole (SUL), 87.0% to ciprofloxacin (CIP), 67.9% to penicillin
(PEN), 49.6% to erythromycin (IRI), 40.2% to oxacillin (OXA), 40.2% to clindamycin
(CLI), 29.3% to rifampicin (RIF), 28.5% to chloramphenicol (CLO), 21.1% to
tetracycline (TET), 16.3% vancomycin (VAN) and 6.5% gentamycin (GEN). Osly
isolates were susceptible to all antimicrobials testsalgies obtained from finishing
bays, carcasses, shanks and sausage), 7 to only one antimicrobial (CtiP,THT), and

the other resistent simultaneously to 2 to 10 different antimicrothelsesistance profile

to PEN-ERI-CIP-SUL was the most frequent amdfgaureusisolates (n = 37).
Regarding the genes related to resistance to different antimicrobials, 74R%uweus
isolates presented positive results aZ (PEN), 8.1% fofemB(OXA), and 3.7% for
tetK (TET); no positive results were observedvyanA(VAN), mecAandmecC(OXA).
Among theS. aureussolates, 60 did not present any of the studied genes, 164 had only
one of the isolated genesldZ femBandtetK), 15 simultaneously presented flieenB-
blaZ genes, 4 thblaZtetK genes, an8 femB-blaZtetK genes. Only in relation to TET,
the susceptibility test was equivalent to the presencelat (p = 0.147), and no
equivalence of results for OXAgmA femB, VAN (vanA and TET (etK) (p < 0.05).
The results obtained demonstrate the relevance of SCP as indwiat@sdling and
hygiene in the pork production chain, as well as the preser®eanireusvith resistance

to different antimicrobials, highlighting the need for monitoring by phenotypic and

molecular methodologies.



INTRODUCAO

A carne suina é a principal fonte de proteina de origem animal produzida
consumida no mundo. Os sistemas intensivos de cria¢cao animal tém sido utdl@ados
a justificativa de que, desta forma, seja possivel atendescGente demanda por proteina
anmal. No entanto, o bem-estar animal e o0 meio ambiente ficam pgadicalém de
ocorrer uma maior disseminacdo de patdgenos, 0 que exige um uso exagerado de
medicacdes terapéuticas e profilaticas.

A busca pela crescente produtividade nesses sistemas de confinaventa |
rapida disseminacgdo da prética de se utilizar antimicrobianos carfeigpadores de
desempenho e promotores de crescimento, o que culminou com o desenvolvimento de
micro-organismos resistentes a essas substancias. A resist@mtienicrobianos pode
ser inerente a diversas espécies e géneros bacterianos, masrmekesvolvida e/ou
adquirida por diferentes mecanismos.

O desenvolvimento da resisténcia a antimicrobianos é um dos grandes psoblema
atuais em Saude Publica. O uso indiscriminado de agentes antinmolpar pressao
seletiva, leva a selecdo de cepas resistentes. Antimicrolsiao@nplamente utilizados
na clinica médica, na producdo dos animais, na industria de alimentos, com
conservadores, e nas pesquisas ciensifica

A presenca de micro-organismos resistentes a antimicrobianos detpermtdaa
econdmicas relevantes devido aos gastos com medica¢cdes eefcamlemais, causa
grandes prejuizos a Saude Publica. Essa situacdo pode ser considermadaassnd
preocupante quando se considera o tempo necessario para se desenvolver um novo
antimicrobianoversuso desenvolvimento da resisténcia, que acontece de forma bem mais
rapida.

Com o advento do Acordo Sanitario e Fito-Sanitario (Sanitary and Phyto-

Sanitary Agreement), a partir de 1995, os paises signatarios da Organizaghal de

1



Comeércio (OMC) concordaram em estabelecer critérios baseados pnmaipalna
seguranca dos alimentos destinados ao comércio internacional, evideneand
necessidade de um controle adequado da contaminacédo, assim comdicaighmntie
focos de contaminacao de diferentes micro-organismos patogénicdsemtds cadeias
produtivas de alimentos. O conceito de seguranca alimentar engloba, a&nbse
pontos, a producédo de alimentos isentos de qualquer residuo de antimicrobiameg, uma
gue considera a inocuidade microbiolégica e quimicas dos mesmos.

Nesse contexto, a cadeia produtiva da carne suina, baseada na ceasa@int
possui destaque pelas suas caracteristicas de producéo que favodesemvolvimento
de micro-organismos patogénicos. Os animais, os trabalhadores, o amb&nte
equipamentos e os utensilios podem ser fontes de contaminacéo, sendo fuhdamenta
monitoramento de todas as etapas para a producao de um alimento inGcuo e seguro.

Entre os patdégenos associados a cadeia produtiva de carn&gaphgloccocus
aureus merece destaque, principalmente quando se considera a resiséncia
antimicrobianos como uma questdo de Saude Publica e o fato de hensaimss serem
portadores assintomaticos dessa espécie bacteriana, se configueodios de
contaminacao da carne suina. O presente trabalho teve como objetivo princigsal aastr
contaminacdo de toda a cadeia produtiva de carne suira poagualse positiva 8.

aureusresistentea antimicrobianos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A Suinocultura no Brasil e no Mundo

A carne suina é o tipo de carne mais consumido no mundo, embora possua
restricbes em alguns locais devido as questbes religiosas e halimentares
(GERVASIO, 2013). Atualmente, sabe-se que a carne suina ndo é prepudiaiade,
além de ser uma carne magr&io nutritiva quant@os demais tipos de carnes (RB,

2015; VALLE, 2000).

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2014), a
carne suina é a principal fonte de proteina animal para consumo hus@esentando
42,9% do consumo total de carne em 2016, contra 34,6% e 22,5% de carne de aves e
bovina. No Brasil, 0 consumo da carne suina é relevante, mas as camesu®/irango
possuem maior demanda. De acordo com o Ministério da Agricultura, rReeua
Abastecimento (MAPA), o consumo per capita de carne suina no Bra2DH¥4 foi de
14,71 kg, e permaneceu na terceira colocacgdo entre os principais produtos(cameos
de frango= 43,24 kg/habcarne bovina 41,26 kg/hab) (ABPA, 2015). Considerando os
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a quantidade de produtos
oferecidos ao consumidor vem crescendo nos ultimos anos, sendo que a disponibilidade
de carne suina em 2013 foi estimada em 15,1 kg per capita, aumento de mais de 15% em
relacdo a 2008 (CONAB, 2013).

Em termos gerais, a China € o principal produtor de suinos, tendo apresentado
indices de crescimento na ordem de 11,23% no periodo de 1998-2002. No Brasil, a
producao desse tipo de carne vem apresentando indices consideraveserueaos
altimos 22 anos (ABCS, 2014). Segundo indicadores do Instituto Brasileiro de fe&eogra

e Estatistica (IBGE, 2014), o Brasil abateu 35.979.434 milhdes de suinos em 2012,



continuando como o quarto maior produtor mundial de carne suina, atrésdgp&ana,
Unido Europeia e Estados Unidos da América (EUA). A producédo nacional erfoR013
da ordem de 3,3 milhdes de toneladas equivalente-carcacas, conpmadut&o chinesa
de 54,9 milhdes de toneladas. Neste mesmo ano a producdo da Unido Eurajeeia foi
22,3 milhdes de toneladas e a dos EUA de 10,5 (USDA, 2014). AtualmemtesiloéBo
qguarto maior exportador mundial de carne suina, perdendo apenas para EUA, Unido
Europeia e Canada. Em 2013, O Brasil embarcou 585 mil toneladas de udame s
(USDA, 2014).

Internamente, o Estado do Paran& é o terceiro maior produtor nacional, sendo
Santa Catarina e Rio Grande do Sul os dois primeiros. O Parana tahordb#.988.685
animak, e Minas Gerais, em quarto lugar no “ranking” brasileiro, possui 4.425.178
animais. A producdo de carne suina no Brasil esta concentrada em poados. @at
2012, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana e Minas Gerais foram responsaveis por
63% da producédo nacional (IBGE, 2015). Em Minas Gerais, as regides que mais

produzem suinos sao as microrregides de Uberlandia e Ponte Nova.

2. A cadeia Produtiva de Carne Suina

A cadeia produtiva de carne suina é composta por 3 macrossegmentos: producao
de matérias-primas, industrializacdo e comercializacdo (BATARHBILVA, 2007).
Esses 3 macrossegmentos sdo compostos por 5 subsistemas.

O primeiro macrossegmento pode ser dividido em 2 subsistemas: epoio
producdo agropecuéria. O apoio é composto pelos fornecedores de insumosebéasicos
agentes transportadores. Ja a producao da matéria-prima é formada psasmpais

que geram, criam e engordam 0s animais com o objetivo de atender o praxidao el



cadeia: as industrias de primeira transformacdo. Toda a producédo agrappodarser
integrada em um unico local ou subdividida em diversos empreendimentos.

A industrializacdo, que corresponde ao terceiro subsistema, é dividi@a em
tipos: industrias de primeira transformacao e industrias de segunda trangtorasias
indUstrias sdo responsaveis pelo abate e processamento, sendo a geradoea de
carnein naturae a segunda responsavel pela incorporacéo da carne suina a produtos mais
elaborados, de modo a agregar valor a carne.

O quarto subsistema € a comercializacdo, que engloba a distrilddgao
produtos e derivados desde o frigorifico até a mesa do consumidor final. Fazem
deste elo atacadistas, exportadores, varejistas, empresas de aghimeaobletiva,
restaurantes, hotéis, escolas e demais empresas que utilizame acaano produto
facilitador.

O consumo é considerado o Ultimo subsistema da cadeia produtiva de carne
suina, sendo composto pelos consumidores finais, que adquirem, preparam e se
alimentam do produto final. Esses setores sdao 0s responsaveis por definir as
caracteristicas desejadas dos produtos, influenciando todos os outros dgesddeia

produtiva.

2.1. Producéo Priméria de Carne Suina

A criacdo de suinos, basicamente, pode ser de 2 tipos: intensiva ou extensiva. O
sistema de criagao intame pode ser de 3 tipos: sistema intensivo semi-confinado,
confinado ou ao ar livre (ABCS, 2014Jo semi-confinamento machos, fémeas vazias e
gestantes ficam em piquetes enquanto fémeas lactanteSes ksam confinado0s
animais que seguirdo para o abate também ficam confinados. Ja naroentio, animais

de todas as fases ficam confinados, o que demanda uma menor area de prothicéo. Es



tipo de criacdo objetiva produtividade e economia. No sistema awrar thmbém
chamado de SISCAL, todos os animais ficam em piquetes, com deolinbreamento

e cabanas adequadao sistema extensivo, 0os animais ficam soltos em instaacde
rusticas sem qualquer separacao.

O sistema de confinamento, no qual os animais ficam confinados enatdas
fases da producéo, € o principal sistema de criacdo das regi@Susigiste, sendo que
os tipos de producao podem ser divididos em “sistema de ciclo completo” e “sistema com
multiplos locais”. No primeiro caso, as propriedades detém todo o processo de produgao,
desde a recepcdo do material genético até a entrega dos suinos em idadepdeaaimte
frigorificos, como ocorre tipicamente no estado de Minas Gerais. No aideemultiplos
locais, existem basicamente duas unidades produtivas envolvidagiaé&frodutora
de Leitdes (UPL) e a Unidade de Terminacgao (UT), predominante na $egjido Brasil
(AMARAL et al., 2006). A UPL é responsével pela inseminacéo, maternidesteame
e creche. Os leitdes ficam nesta unidade até alcancaren22hkigee 28 kg. Da UPL 0s
leitdes passam para as UT’s, onde sdo engordados até atingirem um peso de abate, entre
100 e 130 kg, quando entdo seguem para o abatedouro.

O sistema intensivo de criagdo € um dos responsaveis pelo aumento da
produtividade na suinocultura, gerando carne suficiente para suprir a demanttial.m
Entretanto, esse sistema apresenta alguns inconvenientes, especialnwotadernao
comportamento, ao bem-estar animal, & poluicdo ambiental e a digsEnida
patogenos (D’SILVA, 2000).

Em relagdo a patdgenos, a criacdo intensiva ndo determina nerssaeia
infecc@o dos animais; porém, ocorre uma predisposi¢cao natural dos animaisearem
tais patdgenos, principalmente os de origem entérica, que podeisssgnidados no
ambiente de abate e processamento de carne suina. A preocupagiooennolar tais

contaminacdes é fundamental, devido ao expressivo consumo de carne sgina e



exigéncias de exportacdd.comércio internacional € muito competitivo e exige carne de
alta qualidade. Para se manter no mercado exportador € necessgrandecontrole
sanitario de todas as etapas de producdo. Ainda, a carne suina, fregoientém
associada a surtos alimentares em humanos, principamente emdarg@daminacao
por Salmonellaspp. (CE, 2016). Todas essas questdes demandam um controle
microbiolégico bem criterioso da carne suina.

Além de Salmonellaspp., diversos outros patdgenos acometem a cadeia
produtiva de carne suin@almonellaspp., Yersinia enterocolitica& Campylobactespp.
sdo 0s patdgenos mais prevalentes, alénlLidieria monocytogenes, Clostridium
botulinume Mycobacteriumspp., conforme Fosse et 2008).Staphylococcus aureus
também €& um micro-organismo de importancia na cadeia de carnetsatarae de um
micro-organismo comensal em suinos e humastapaz de causar severas toxinfeccoes
alimentares devido a producdo de enterotoxinas e ainda, importanselocade genes

de resisténcia a antimicrobianos para outros micro-organismaos.

2.2. Abate e Processamento

O abate consiste de etapas que vao desde a insensibilizac&esdt@amento
da carcacga. O abate é dividido em &rea suja e &rea limpa, sendo que a primeiraengloba
insensibilizacdo, sangria, escaldamento/depila¢é@alete. A area limpa é composta pela
ocluséo do reto, evisceracao, divisdo da carcaca em duas megasarspecao, toalete,
lavagem final e resfriamentoA Figura 1 representa, de forma esquematizada, o
fluxograma de abate, inspecao e processamento da carne suina.

As etapas de abate e processamento da carne suina envolvegbespera
complexas realizadas em sequéncia que influenciam diretamequaliciade do produto

final. H& inUmeros riscos de contaminacdo por bactérias patog@&nideteriorantes



dentro da planta frigorifica. Algumas etapas tem o objetivo de reduzgarogrobiana.
No entanto, nenhuma é capaz de eliminar, por completo, a contaminacadamirob

caso haja (LIMA et al,2004).

* | Propriedades Rurais ]
% | Transporte e [;esembarque |
( Pocilgas ]
(C_Inspecio ante mortem __)

| Repouso, jejum e dieta hidrica |

% | Banhos de aspers3o |

v

{ Sala de abate !

Area Suja

| Insensibilizacao |

Sangria |

* | Escaldamento/Depilacdo |

v

* | Toalete 1 |

v

% | Evisceracdo |
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(__Inspecdo de c%_beca eorgdos |

| Divisdo da carcaca |

| Inspecdo de carcaca ]

[ Toalete 2 |

* | Lavagem da carcaca |

| Anexos |

v

| Resfriamento |

v

| Estocagem |

v

% |  Desossae industrializacio |

v

| Estocagem |

| Expedicdo |

Figura 1. Etapas do processo de abate, inspec@ixespamento da carne suina. As figuras em
verde indicam as etapas de inspecao, as em cidizarim as instalagdes e em branco indicam as
operacdes. Os asteriscos sinalizam os principai®pale contaminacdo microbioldgica ao longo
de todo o processo. Fonte: PINTO, 2014 (adaptado).

De um modo geral, o tecido muscular dos suinos, até o momento do abate e
processamento, estd isento das bactérias tipicas da cadeia pr@du@BINO et al.,

2009). Porém, ao longo da linha de abate pode ocorrer contaminag¢des oriundas da pele,



fezes, visceras e pés dos animais, dos equipamentos, utensiliospeladares.
Conforme Choi et a(2013) as principais fontes de contaminacédo séo a pele dos animais
agua utilizada, equipamentos e utensilios. Os humanos e os préprios &oifooses de
infeccdo, assim como seus produtos e subprodutos também sédo importantes geic
transmissdo. Os animais e 0S operarios Sao 0S responsaveis por camgaem
organismos para dentro da planta frigorifica (LIMA et al.,2004).

S. aureuse Salmonellaspp., estdo entre os principais perigos do consumo de
carne para a Saude Publica e circulam na planta de abate de sihimo® a@os
funcionérios e dos animais sem serem detectados pelo Servigo de Inspegéy, quea
individuos e animais sadios sdo portadores e reservatorios desses patet¢nos
2014). Sem duvida, a evisceracao é a principal responsavel pela digsendmaactérias
entéricas na linha de abate (DELHALLE et al, 2008). Por ser uro pdtito de controle,
imediatamente apds essa etapa encontra-se um ponto de verificacBtema sle
inspecao.

Conwp jaapresentado anteriormente, dentro da linha de abate ha inimeros pontos
criticos que podem levar a disseminagdo de micro-organissnasireusvem sendo
isolado sobretudo de etapas que envolvem intensa manipulacdo da cardagzarne,
como, por exemplo, a toalete e apds a evisceracao, que € feita derfanma. Esta
espécie tem sido encontrada em carcacga de suinos em concentrag@esouentre 10
e 10° UFC/cm?2, confame Pinto (2014).S. aureuspode permancer por longos periodos
no ambiente de abate, por meio da formacdo de biofilmes. No entamtérasés
competidores, tendo seu desenvolvimento inibido pela presenca de outrassacté
Staphylococcusoagulasepositivo ja foram isolados até de etapas como escaldagem,
chamuscamento e refrigeragao (SPESCHA et al., 2006). Tenhage{2@08).isolaram

Staphylococcuspp. de swabs nasais de suinos apos a insensibilizacéo.



Neste sentido, é importante salientar que a producédo de alimentos inécuos so
ocorre se todos os elos da cadeia produtiva estiverem envolvidos (basecditoc
denominado “from farm to fork™); todas as etapas da cadeia produtiva dos alimentos
devem ser monitoradas pelas diversas ferramentas disponiveis ataalemdim de
permitir um controle adequado da contaminacao para que o obijetivo final dielaaiec
seja atingido. Assim, na producédo primaria devem ser tomadas as [gimediaas para
minimizar a contaminacéo pelos possiveis patdgenos presentes rapradativa da
carne suina, formand®-a “primeira linha de defesa” necessaria para prevenir ¢ controlar
os perigos de origem biolégica, dando origem, consequentemente, a uma pmaexi
de melhor qualidade higiénico-sanitaria (KAFERSTEIN, 2003).

O conceito “from farm to fork” (“da fazenda ao garfo”) foi criado em 2004 pela
Comunidade Europeia com o objetivo de garantir a qualidade e inocuidadiendoscsd
pelo monitoramento em diferentes etapas da cadeia produtiva, desde G@radsi
animais até a ingestdo pelo consumidor, sendo que todas as etapassédeis de
rastreamento. Segundo este conceito, 0 consumidor precisa ter conhecimesibs ds t
perigos e riscos inerentes aquele alimento (EUROPEAN COMMISSION, 2004).

O monitoramento de toda a cadeia produtiva é essencial paraddeatiffontes
de contaminacéo e determinar medidas corretivas de modo a garantir a uaeEuga
produto final seguro e in6cuo. A carne suina pode ser contaminada por diferentes
patdbgenos e os alimentos sdo uma importante via de transferéncaremsgncia.
Alimentos contaminados com bactérias resistentes podem, no intestinopeddias
transferir a resisténcia para bactérias patogénicas, ndo patogénigasrtunistas
(SBRUM & L'ABEE-LUND, 2002).

A fim de se alcancar essa qualidade microbiolégica, diferentesnfartas de
controle da qualidade sédo implementadas nas plantas frigorificaste@aide Analise

de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) é mundialmente conhecido e
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reconhecido. Por meio de uma arvore decisoria, base para o APPCC, sdoadestds
perigos e pontos criticos que demandam controle. ApOs este levartamnséo
estabelecidos critérios e limites criticos aceitaveis @oentorre 0 monitoramento,
verificacdo, correcao de possiveis falhas e registro de todo o processo.

O APPCC, juntamenteom as Boas Praticas de Fabricacdo e Procedimentos
Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) fazem parte dos Programas denkotec
(PAC), exigido as industrias produtoras de alimentos. Os Orgaos fidcaéizasao
responsaveis pela verificagdo da implantacéo e execucao do PAC, ctiyo @xmrantir

a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos produzidos (BRASIL)2017

3. Staphylococcuswreus

A contaminacado da carne suina foraureus importante quando se leva em
consideracdo a grande capacidade que esse micro-organismo possuiquEnT
resisténcia a inUmeros antimicrobianos; essa resisténcia pode derittarde maneira
horizontal, entre bactérias do mesmo género, e, de modo vertical, enégabade
diferentes géneros. O consumo de uma carne suina contamin&lapmusesistente,
pode transmitir ao homem esses elementos de resisténcia.

A colonizacédo e infecgdo por cepas resistentes pode levar a cagamute
produtos carneos destinados ao consumo humano. Estudos ja is@araareus
resistentes meticilina (MRSA) de alimentos de origem animal, incluindo catieas

bovina e de frango, além de queijo, leite e outros derivados (DE BOER et al.,2009).

3.1. Caracteristicas do género Staphylococcus e S. aureus
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O génerdstaphylococcué composto por bactérias Gram positivas com formato
de cocos e diametro entre 0,5 ¢ 1,5 um, catalase positivos, imdveis, nao esporulados,
aerobios ou anaerobios facultativos (HERMANS, 2008). Este micro-orgamed®
apresentar diferentes formatos de agrupamentos: isolados, aos pares,i@ncoshs
ou agrupados de forma irregular, semelhante a um cacho de uva. Este géselafoi
e descrito pela primeira vez em 1878 por Robert Koch, que isolou a bdeténea ferida
purulenta.

O género Staphylococcuspertence a familia Staphylococcaceae, ordem
Bacillales, classe Bacilli e filo Firmicutes. Segundo Euzé®yl2), este género é
composto por 47 espécies e 24 subespécies, subdivididos em dois grupos conforme sua
capacidade de produzir a enzima coagulase. A esBéaiereudoi assim denominada
por Rosenbach, em 1884, em funcéo da producéo de pigmento cor de ouro, caracteristica
gue pode ser perdida durante sucessivos subcultivos.

As espécies coagulase positivas Sd@ureussubsp.aureus S. aureussubsp.
anaerobiusS. hyicusS. lutrag S. intermediusS. pseudintermediuS. schleiferisubsp.
coagulanse S. delphini Todas as demais espécies sao coagulase negativas (Hermans et
al., 2008). De acordo com Gomes (201Staphylococcuspp. estdo entre 0s micro-
organismos ndo esporulados mais resistentes: resistem a dessacaghor e SAo mais
tolerantes aos desinfetantes comuns do que a maioria das baStépaglococcuspp.
estdo presentes nos mais diversos ambientes e sdo consideradwgesnibna vez
compdem a microbiota da pele e do trato respiratério de diversas espécies animais.

De maneira gerals. aureusdo micro-organismos mesofilos com temperatura
Otima de multiplicacdo entre 35 e 37°C, podendo se multiplicar em faixe de
temperatura entre 6 e 48°C. S&o capazes de se desenvolver emplantaixa de pH,

sendo pH entre 7,0 e 7,5 6timos para multiplicacdo. Outra caracteristica difetesizal
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bactéria é o fato de serem halotolerantes, sobrevivendo emnéashbtem até 10% de
NacCl.

Dentre as espécies &aphylococcus, S. aure@s mais importante em funcao
da sua capacidade de adquirir resisténcia a antimicrobianos e datagenigadade,
sendo a espécie mais relacionada a surtos de intoxicacao alimenBIYHER et al.,
2001). Outro fator que torra. aureusuma espécie de importancia, é a capacidade de
formarem biofilmes compostos por multicamadas de células e resisticdiessecacao,
podendo permanecer em superficies, utensilios e equipamentos, 0 que anrishtui

importante fonte de contaminacdo (BERGDOLL & WONG 2006).

3.2. Epidemiologia e Disseminac¢éo na Cadeia Produtiva de Carne Suina

A maioria dos animais domésticos abri§a aureus bactéria que apresenta
natureza ubiqua, estando presente na pele e mucosa, especialmeg@maaso-
faringea de mamiferos e avé&s. aureusé um patdégeno que causa enfermidades em
humanos e animais. Quan8oaureusonsegue invadir o hospedeiro, é capaz de causar
uma série de infec¢des cutaneas, mas também outras infec@E@egas(PANTOSTI,
2012).

Essa ampla distribuicdo faz com dbeaureusesteja presente em animais de
todas as idades. Aind§, aureuga foi isolado de fezes, alimentos, agua, piso e paredes
de baias, aerossois, articulagbes, pele, cavidade oronasal, traquaiajopreagina,
intestino (TAYLOR, 1999; LEE, 2003). Por ser ubiquo e facilmente transferido aos
alimentos por manipuladoreS. aureusé considerado um importante indicador de
higiene pessoal e de qualidade dos alimentos. Le Loir et al. (2003 masgue 20 a 50%
dos seres humanos adultos sejam portadores assintomati€osadeeustornando-se

importantes veiculos de contaminag&o de alimentos.

13



Em humanos, este micro-organismo € um patdgeno oportunista que causa
diferentes enfermidades, que variam desde infec¢des superficiatera osteomielite,
pneumonia, artrite séptica e sindrome do choque téxico (LUONG et al., 2006). Bactérias
do génerdStaphylococcuséo as principais causadoras de infeccdes hospitalares (CDC,
1997), senddS. aureusum dos principais patdgenos do género em virtude da sua
capacidade de colonizar inUmeras espécies e ser muito resistesiey Bm ambientes
inadequados ao seu desenvolvimento.

Nos animaisS. aureuspode causar mastites, lesbes supurativas em bovinos,
piodermites, lesbes de pele e artrite em aves, infec¢cdes uriedriades e em suinos
pode causar lesdes supurativas. Em suiSosaureusé uma importante causa de
infeccbes, sendo responsavel por prejuizos econbmicos na agropecuaria. Em funcao
disso, é pratica comum, o uso de antimicrobianos com fins terapéujco8l&icos,
mas também como estimuladores de crescimento.

Inicialmente, as cepas & aureugesistentes a meticilina, conhecidos como
MRSA, eram uma preocupacao apenas em ambientes hospitalares. séogaipe que
estes micro-organismos estdo presentes em diversas espécas.MRSA, hoje, é um
colonizador frequente de populagbes animais, possivelmente em fungcdo do uso
indiscriminado de antimicrobianos na pecuariafolaescrito um MRSA associado a
pecudria, conhecido como LA-MRSA, frequente em suinos e bovinos (PANTOSTI,
2012). A descoberta de MRSA em animais tornou a pecuaria um motivo de grande
preocupacao para a Saude Publica, uma vez que se revelou um impostanEdEO
de bactérias resistentes a antimicrobianos. A criacdo animalitgpeama maior
proximidade entre homens e os animais, 0 que facilita a transniesdoencase
determina a utilizagdo de antimicrobianos; essa situacédo favoraparecimento de

novos patdgenos e micro-organismos resistentes a essas subsddmtga®s alimentos
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de origem animal podem ser veiculos de propagacéo, principalmente qupadsasem
um mercado globalizado (PANTOSTI, 2012).

Weese et al. (2006) descreveram MRSA em caes e gatos, cuja $sHTsMI
ocorreu entre 0os animais, dos animais para humanos e dos humanos paraiss anima
Busscher et al. (2006) isolarai@taphylococcuscoagulase negativa resistentes a
meticilina de cavalos e dos veterinarios que lidavam copsesimais. Em 2005, em
Cingapura, MRSA foi inesperadamente isolado de um suino usado para pesquisa de
diabetes em um hospital (SERGIO et al., 2007). Na Alemanha, um estuilecano
carne fresca de frango e peru e produtos a base de frango, isolou amostras de MRSA
desses alimentos. (FEBLER et al, 2011).

Voss et al. (2005), em estudo na Holanda em 2004 e 2005, isolaram MRSA de
um bebé que néo tinha histérico de viagem ou admissdo em hospitaisubpéguentes
infecgbes, eles descobriram que os pais eram positivos para MR8 er@adores de
suinos. Ainda dentro do mesmo estudo, os pesquisadores identificaram outros 2 novos
casos de MRSA em um criador de porcos e em um filho de um veterinarialtplbava
com suinos. Ainda, a mesma estirpe isolada do veterinario e de sdoiféghcontrada
em uma enfermeira na unidade hospitalar em que o filho foi admitido.

Em outro estudo, também na Holanda, com 540 suinos saudaveis, 39% dos
animais possuiam MRSA. A possivel fonte do gaeeAsaoStaphylococcusoagulase
negativa que compde a microbiata suinos, o contato com outras espécies animais
infectadas ou mesmo alimentos e poeira (DE NEELING et al.,2007).

Em um estudo realizado pela Agéncia Europeia de Seguranca Alimenta
(EFSA), em 2008, do qual 24 paises participaram, foi avaliado a existéncia de MRSA na
poeira de ambientes de granjas de suinos. A presenca de MRSA na poeinaitirada
indicativa de colonizagdo dos suinos. Criacdes com altas densidadesnmdgs a

apresentaram maiores frequéncias de MRSA (PANTOSTI, 2012).
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Outros estudos na Holanda, entre 2007 e 2008, com 202 rebanhos de suinos, a
prevaléncia de rebanhos positivos para MRSA foi de 67% em rebanhos de recria e de
71% em rebanhos de terminacdo (BROENS et al.,2011). Observou-se que o0 numero de
MRSA positivos aumentou de 30% para 75% do inicio para o final do estudo, o que
sugere que houve uma transmisséo entre os rebanhos. Ainda, a prevaléncia foi maior em
rebanhos maiores (BROENS et al.,2011).

Na Alemanha, Meemkem (2010) isolou 138 cepasdaureusie lesées de
necropsia de suinos, sendo que destes 60 foram caracterizados com MBE&A@eq
elemento genético movdhi detectado em 50% dos isolados de pulméo, articulacdo e
pele.

Diversos estudos tém apontado a presenca de MRSA em produtos carneos. Uma
pesquisa feita no distrito de Vhembe, na Africa do Sul, observou uma prexalénci
32,5% deS. aureussolados de esfregacos de carcacas de suinos, dos quais 100% foram
resistentes a oxacilina e acido nalidixico, de um total de 176 amostras d€ Shib$
et al., 2015).

Van Cleef (2010), em seu estudo na Holanda, evidenciou a presenca de MRSA
na cavidade nasal de funcionéarios da area de pré-abate, baias de esperalizag@usibi
sangria, escaldagem, depilagem, chamuscamento de matadouros de seimos e
funcionarios responsaveis pelo descarregamento e transporte dos animais.

Lee (2003), na Coréia do Sul, isolou MRSA de 39 amostras de carne suina de
um total de 161. Entre 2009 e 2010, houve na Suica um aumento significasiviades

MRSA em frigorificos, segundo Overesch et al (2011).

4. Resisténcia a Antimicrobianos
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A resisténcia a agentes fisicos e quimicos entre 0os micro-orgenésconhecida
desde o inicio da era microbiana. Fleming, em 1929, ao descobrir dimefji&iobservou
a existéncia de resisténcia natural de micro-orgarssnessa substancia (ABRAHAM
& CHAIN, 1988).

Algumas espécies apresentam resisténcia variavel em funcagsdoegdio, e
origem das estirpes (hospitalares ou comunitafagureu® uma espécie que apresenta
resisténcia difundida em todo o mundo e tem a capacidade de deseresisténcia a
praticamente todos os antimicrobianos de uso clinico (PANTOSTI et al., 2007).

Desde a década de 1960, micro-organismos resistentes a awsbiétit sido
descritos como relevantes para saude humana devido a dificuldadardentas. Dentre
estes,S. aureusvem se destacando pela sua importancia em infeccées hospitalares e
infecgbes nosocomiais. Diante disso, estirpeS.deureugesistentes a antimicrobianos
ganham destaque, uma vez que sao resistentes as principais dragassitia medicina
humana e veterinaria (MASSON, 2012

A primeira evidéncia d8. aureusesistente a penicilina apareceu em 1941, dois
anos apos a introducdo desta droga na terapia clinica. Em 1980, 9080 ala®gus
isolados de humanos ja foram descritos como resistentes a penicil@sisténcia a este
antimicrobiano é conferida por um gene plasmidial, 0 que provoca umadépsfo da
resisténcia entre as bactérias (PESAVENTO et al., 2007). A introdugéetitdina na
pratica meédica, como alternativa a resisténcia a penicilinal1860, levou ao
desenvolvimento de cepas resistentes a meticilina (MRSA), linhggemsio respondem
ao tratamento com antibiéticos beta-lactamicos, ja em 1961. Comeqoé@nsia, a
vancomicina tornou-se uma alternativa de tratamento, porém determinou o
desenvolvimento de cepas resistentes ja em 1996 (BASSANI, 2009), onde o professor
Keich Hiramatsu, da Universidade de Jutendo, Japéo, isolou uma cepzaderida

cirdrgica resistente a Vancomicina. No ano 2000, foram encontradas aggsioepas
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resistentes a este glicopeptideo no Brasil, em um hospital daipiarde Queimados,
no Estado do Rio de Janeiro (SANTOS et al, 2007).

A disseminacdo de cepas resistentes a antimicrobianos € uma pg&acup
mundial, e nesse contex® aureugesistentes a meticilina possui um grande destaque
(APPELBAUM, 2007). Por muitos anos, estas cepas foram exclusivas deatsospés
atualmente ja é conhecida sua disseminacdo em alimentos e em deictigpanhia.

O wuso indiscriminado de antimicrobianos é um dos responsaveis pelo
aparecimento de resisténcia na populacdo bacteriana. Este problemda égravado
pelo fato de se utilizar os mesmos antimicrobianos na terapéutica de humanosse anima
Inicialmente, infec¢cdes causadas por cepa$S.daureusesistentesa meticilina eram
associadas apenas a ambientes hospitalares. No entanto, esmgraliapassou os
limites hospitalares, estendensi®a toda comunidade e aos animais. A resisténcia aos
antimicrobianos é um grande problema na producdo animal, que acarreta inUmeros
prejuizos a Saude Publica.

Os produtos de origem animal tém grande importancia na questao danois|st
uma vez que a ingestao desses produtos contaminados com micro-orgessssterges
pode transferir resisténcia para outros micro-organismos que acometem humanos,
dificultando o tratamento de doencas infecciosas por terapias tradicionaisligam
antimicrobianos.

Produtos carneos sédo vetores de transferéncia da resisténcia anitmagrgbe
pode ocorrer de 3 maneiras distintas: por meio de residuo de antibioticonemtas,
por patdgenos resistentes presentes nos alimentos ou pela transfer@esiatéecia
entre micro-organismos. Assim, é importante a identificacdo das défererigens de
contaminacdo de cepas resistentes ao longo da cadeia produtiva aleseatos,
permitindo um controle adequado e redugcédo da disseminagdo de cepastessit

ambiente industrial, com consequente contaminacao de produtos carneos finais.
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A resisténcia pode ser adquirida, ou seja, ocorrer em micro-organisma@oque S
originalmente sensiveis a determinados antimicrobianos, mas que dewnddacao
genética tornam-se resistentes.

Outra forma de resisténcia € a transferivel, que pode ocorrer por transducéao,
transformacao e conjugacéao, através dos quais ocorre transferéncia dé gesiétiico
de um micro-organismo resistente a um micro-organismo sensiveltBanecanismo
de resisténcia cruzada, ha transferéncia de estruturas externas adadtkgano, que
conferem resisténcia a um ou mais antimicrobiano e geralmente emvgdnes situados
nos plasmidios e transposons (TAVARES, 1990).

Os dois principais fatores envolvidos no desenvolvimento da resist@ia a
antimicrobianos em bactérias sdo a pressao seletiva e a prdsayarzes de resisténcia
(WITTE, 2000). O DNA plasmidial € menos estavel que o DNA cromossrséndo
facilmente transportado de uma linhagem a outra por meio de conjugetéoana,
permitindo uma transferéncia de genes em conjunto incluindo os de regisdénci
antimicrobianos (KONEMAN et al., 1997).

A resisténcia d&. aureusaos antimicrobianos se da por mutagdes genéticas ou
pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactériasmmespécie ou até mesmo
de espécies diferentes. As bactérias possuem plasticidadecgeréti seja, tem a
capacidade de evoluir em resposta ao ambieasprssdes seletivas.

A resisténcia a antimicrobianos é um grande desafio a satude hurwinzat
pelo fato de essas bactérias estarem cada vez mais ass@daiassmissées por
alimentos, o que pode levar a disseminacdo dos determinantes dacdieseéfalhas
terapéuticas. Na saude humana, os antimicrobianos, além de lagadesenvolvimento
de resisténcia, podem causar efeitos téxicos diretos e podem induzir alergias.

Alimentos de origem animal podem apresentar contaminacdo oriunda das

granjas e fazendas, fator que pode ser agravado pelo manuseio e processamento
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inadequado nos frigorificos. Em seu estudo com bactérias resistenta®sT@@00)
constatou que cepas 8eaphylococcuspp. isoladas no Brasil apresentavam resisténcia
apenicilina G, ampicilina e amoxicilina (frequéncia superior a 70%), dEnesisténcia

a oxacilina, meticilina, cefalosporinas e vancomicina.

Voss et al. (2005) isolaram MRSA de pessoas que tiveram contato comesuinos
Armand-Lefevre et al. (2005) relataram que a colonizacdo nasab.paureusem
criadores de suinos € devido ao contato com os animais. Dentro da granjacquoete
a disseminacdo de MRSA, uma vez que a transmissao pode ocorrer por pafticulas
aerossois na granja, o que é agravado quando ndo se faz um adequadmit@zm sa
entre os lotes (CHAPIN et al., 2005).

Em termos literais, micro-organismo multidrogarresistente é @qgak
apresenta resisténcia a mais de um agente antimicrobiano. Nuoerdatores e
autoridades da area, definem uma bactéria como multidrogarresistente uarkip
esta se apresenta ndo susceptivel a pelo menos um agente emnid@is classes de
antimicrobianos (MAGIORAKOS et al,2012). Outra forma de definir uma bactéma
MDR é quando ela é resistente a um agente antimicrobiano chawpaténcia para a
saude publica. Isso vale para os MRSA, que de acordo com esse conceito sao
considerados MDR (MAGIORAKQOS et al, 2012).

Em MRSA, a resisténcia mdltipla est4 diretamente relacionadé@pacde
SCQmec, elemento genético movetla cepa. Os SG@ectipos I, I, 1l apresentam
resisténcia a antibioticos como macrolideos, tetraciclinas, aliciosigeos, rifampicina,
quinolonas e cotrimoxazol (HIRAMATSU et al.,1999). J4 os ®€&tipo IV e V ndo
possuem nenhum outro determinante de resisténcia além dmgeAesendo sensiveis
a antibiéticos ndo beta-lactamicos. O $@€Cé um veiculo de troca de genes entre as
eécies dé&taphylococcus frequentemente é responsavel pela multipla resisténcia, uma

vez que essa regiao tem facilidade para adquirir esses geR&MATSU et al,2014).
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Segundo QUINN (2011), plasmideos e transposons sdo mediadores de multipla
resisténcia, ou seja, carregam genes de resisténcia de difelestes, tornando-os
micro-organismos multirresistentes.

Em virtude da grande habilidade e rapidez em adquirir resisténcia e pelo fato de
ser uma bactéria com capacidade de colonizar diferentes hospeds@&asfundir por
diversos ambientesS. aureusse tornou um micro-organismo relevante na cadeia de
producado de carne suina relacionado a resisténcia. Na ultima décau&ro dé micro-
organismos isolados de alimentos, que sao resistentes a antimicrobianos, tetadaume
consideravelmente (PESAVENTO et al., 2007). Isso se deve ao uso iréasgahs
antibidticos em animais e em racgdes.

Uma vez identificados os patdgenos em diferentes etapas da criagcdo de suinos e
processamento de carne suina, o0s isolados obtidos devem ser cadasteriza
adequadamente para ser possivel o estabelecimento de possiseais mataminacéo,

e associagdo com isolados obtidos de casos clinicos em animais e seres humagos. Va
fatores de resisténcia podem ser relacionados aos patégenos usuabsecitelos a
suinocultura, facilmente identificados por técnicas moleculares, coReagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), que permite a deteccdo de genes especificos, del forma agi
e precisa (CAMPIONI et al.,2012; CHEN et al.;2009; DEL CERRO et al., 2003;
FABREGA & VILA, 2012; KECHAGIA et al., 2007; TURKI et al., 2012; VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

Atualmente existe uma preocupacao bastante significativa earaserizar o
perfil de resisténcia de isolados patogénicos a diferentes antimiwsbi&ssa
caracterizacdo permite a identificacdo de cepas que estejado selecionadas por
diferentes tipos de pressbes ambientais e que possuam tal resistégeie pode
comprometer o tratamento das enfermidades determinadas pelasasnes

caracterizacdo dos perfis de resisténcia a diferentes antimiwebisualmente é
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realizada por testes fenotipicos, como os recomendados pelo Clinicabd&atory
Standards Institute (CLSI), mas também pela deteccdo de gememnatios a

resisténcia.

4.1. Mecanismos de Resisténcias aos Beta-lactamicos

Os beta-lactamicos sdo um grupo de antibiéticos, constituido por penjcilinas
incluindo a meticilina, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemos. Os
componentes deste grupo possuem como caracteridmum um anel B-lactamico
constituido por trés atomos de carbono e um azoto com radicais subst{REREIRA,

2013).

Esta classe de antimicrobianos séo bactericidas (bacteriolit@gsjrepor meio
da inibicdo da biossintese do peptidoglicano na sua fase terminas. $dsstancias
impedem o estabelecimento de pontes interpeptidicas e pentagdicdita cadeias
vizinhas do peptidoglicano em crescimento (SOUSA, 2016). As prote BamBAVis
pela transpeptidacdo e transglicosilagcdo sdo as enzimas carspaptdases e
transglicosilases, conhecidas como PBP (Protein Binding Peniciiicdra no folheto
exterior da membrana celular. CepasSdeaureugpossuem quatro diferentes tipos de
proteinas de ligagcdo a penicilina: PBP1, PBP2, PBP3 e RBPf:lactamicos séo
estruturas analogas do substrato natural das PBPs. Em virtude disselevada
afinidade pelas PBP’s. Desta forma, na presenga de beta-lactamicos, a sintese do
peptideoglicano € inibida de forma rapida e eficaz.

Até 2007 havia, basicamente, duas vias de resisténcia aos bétaidast
conhecidas. Um mecanismo € a producdo de beta-lactamases, pradédicada pelo
geneblaz, através do qual o antimicrobiano € degradado por meio de uma reacdo de

hidrélise (LUCIO et al.,2013). A segunda via de resisténcia envolgene mecA,
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responsavel pela producédo de uma proteina de ligacdo a penicilina: PBP2a. Esta proteina
funciona como um alvo alternativo resistente ao antibiotico, queitpegoe a camada

de peptidoglicano seja formada, o que evita a morte bacteriana (RIVERA). No
entanto, Paterson et §2014) descobriram uma outra via de resisténcia determinada por
um gene homologo amecA que conferiu resisténcia fenotipica aos beta-lactamicos em
cepas que nao possuiam esse gene. Inicialmente este gene ficoudooohew
mecALGA251sendo hoje chamado deecC A pesquisa do gemaecA ¢ considerada o

padrdo ouro para deteccédo de cepas de MRSA (PATERSON et al, 2014)té&ncesis
conferida pelanecAé intrinseca, ndo sendo devida a destruicdo das beta-lactamases,

sim por modifica¢cdes na estrutura alvo do antimicrobiano.

O termo MRSA ¢é utilizado para designar linhagensSdeaureusque nao
respondem ao tratamento com antibioticos beta-lactamicos, por possigesremecA,
ou serem fenotipicamente resistentes a oxacilina em concestnagieres do que 4
mg/L (CERQUEIRA & ALMEIDA, 2013). A resisténcia em funcdo do gemecAse
deve a aquisicdo de um elemento genético movel conhecid@C@megcportador do
mecA com tamanho entre 21 e 61kb, que esta inserido no cromossomo. Edte casse
abriga outros genes determinantes de resisténcias a antimicrobéanatoatecA Esta
ilha é composta pelos complexasceccr e pelas regides Junkyard (J) (DEURENBERG
& STOBBERINGHT, 2008).

O complexomecé composto pelmecA,IS431mee pelos genes regulatorios
mecl/mecR10 complexoccr é responsavel pela mobilidade desta ilha genémica. Ja a
regido J é formada por varios genes e pseudogenes que se localizam atnsedor
complexos. Embora este fragmento de material genético pareca ser inutil paéaia, bac
alguns desses genes podem conferir resisténcia a antibidticos ndactietdacos e

metais pesaddsTO et al., 2003).

23



O elementd&sCCmee subdividido em 11 tipos de acordo com sua composicao:
[, 1 10 1V, V, VI VL e VI IX, X, X, resultantes da combinacéo dediferentes genes
do complexo mec e 8 diferentes genes do  complexoccr

(http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.hawkssado em 29 de maio de 2017).

Esta diferenciacdo por tipagem determina a epidemiologia dstéresa aos beta-
lactamicos.

Diversos estudos relatam genes homoélogas@mAem diversos animais como
mamiferos primitivos, roedores e cavalos, o0 que € um indicativo de que 0s animais sédo a
provavel origem e reservatorio aeecA.Pesquisas conduzidas em diferentes espécies
animais como cavalos, roedores e primatas revelam que esteprs@awel origem do
genemecA(PANTOSTI, 2012).

SCCmedipo |, IV, V, VI, VIl possuem resisténcia apenas aos antimicrobianos
beta-lactamicos, pelo fato de possuirem somente o g&wd\, integrado aos seus
elementosSCCmedl e Il séo resistentes a multiplas classes de antimenoisi em
funcdo de genes de resisténcias adicionais integrados aos seus csleoutend
plasmideos e transposons.

O genemecA,é regulado pelo sistema de genes regulatdnesl/mecR1lque
codificam as proteinas repressomaecle indutoramecR1 respectivamente. A primeira,
reprime a transcricao do gemecAge mecl/mecRha auséncia de beta-lactamicos. Sendo
assim, ndo ha producao de proteina PBP2a, de modo a ndo haver gasto ecehlgéatico
desnecessario. Na presencga de antibioticos beta-lactamproseimamecR1é clivada,

0 que leva a clivagem da proteingecl pela metaloprotease liberada na primeira
clivagem. Com a degradacaorac| a regido operadora aeecAfica livre, permitindo
a transcricdo do gene e producdo da proteina alterada PBP2a (DEURENBERG

&STOBBERINGHT, 2008).
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Em virtude da existéncia dos genes reguladores, a resisténcia iéenatip
oxacilina €& extremamente variavel e depende da expressdo domgere Essa
variabilidade é chamada de heterorresisténcia fenotipica e se czagutdifato de que
uma bactéria pode carregar o gemecA e ndo o expressar fenotipicamente.

O geneblaZ, que codifica penicilases, é carreado por um plasmideo, e € regulado
por 2 genes cromossomaigaR1e blal, codificadores das proteinbR1e blal. Estes
genes sao transcritos em sentidos opostos ao ddgehd blal forma um dimero que
impede a transcricdo dos gertdaZ e blaR1 A proteinablaR1 contém um dominio
sensor que possui afinidade por beta-lactamicos e um dominio enziméatceludar
gue € ativado na presenca desta classe de antibiéticos. Na presenca débata$a o
antimicrobiano se liga ao dominio sensor, 0 que leva a clivagem danatdéR1, com
consequente ativacdo do dominio enzimatico. Este, por sua vez, € dgsp@eda
clivagem dablal. Na auséncia desta proteina, ha expressdo ddoggeheom producao
de penicilases, que inativarao a penicilina (LOWY, 2003).

A resisténcia a penicilina € plasmidial, o que explica a rapgiinacdo da
resisténcia. Ja a resisténcia a meticilina € cromossémica, o que justifroaior tempo
para a propagacao dos genes de resisténcia. No entanto, em virtudendscisminado
e excessivo de antimicrobianos na pecuaria e na clinica méditerie&ria, hoje em dia
h& um grande namero de cepas MRSA (KITAI et al., 2005).

O genemecCcompartilha 70% de homologia de nucleotideos conecA e se
encontra em um cassete cromossOmico desigiiomectipo XI (STEGGER et
al.,2011). Este novo gene possui sequéncias altamente divergentes, ficglie slia
utilizagdo em ensaios moleculares para identificacdo do gexed mecC ja foi
identificado em diversas espécies animais, incluindo bovinos, ovimss gedos, coelhos

e seres humanos, em diferentes paises da Europa (MONECKE et al.,2013).
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De modo semelhante awecA,por meio da regulacdo dos gemescl/mecR1
mecCcodifica proteinas de membrana, conhecida como RBR2 Da mesma forma
que a PBP2a, a PBR2A permite a formacao do peptideoglicano na presenca de beta-
lactamicos, conferindo resisténcia a este antimicrobiano. No entamatqrettina nao

depende da atividade da transglicosilase, como depende a PBP2a (KIM et al., 2012).

4.2. Mecanismos de Resisténcias a Vancomicina

Atualmente, a vancomicina € um dos antibiéticos de primeira espathao
tratamento de infeccdes p8r aureussendo considerada o padrdo ouro para terapia de
doencas invasivas. Vancomicina pertence a classe dos glicopemiide@gem por
inibicdo da sintese da parede celular bacteriana. A acaootkessa de antimicrobianos
se da pela ligacdo a D-alanil-Dalanina da molécula de peglidano, o que impede a
formag&o de novas unidades dessa substancia. A vancomicina & conheledEO86s
no entanto, sua utilizagéo foi substituida pela meticilina, devido a nfi@iéneia.

Entretanto, Hiramatsu et al. (1997) descreveram o primeiro isolado clémto ¢
reduzida sensibilidade a vancomicina. ApGs esta primeira descri¢cau, dpexecendo
relatos de resisténcia fenotipica em outros paises, como Africal d8deia do Sul,
Franca, Israel, Estados Unidos, Austrélia e Brasil (ASKARI e2(dl3, SAKAI et al.
2016).

A resisténcia a vancomicina est relacionada a aquisicdo delasmideo
contendo o geneanA,proveniente d&nterococcus faecalipor meio de conjugacéo e
consequente transducdo, pelos quais o transposon contendo o gene de resisténcia a
vancomicina integrou-se ao plasmideo de multirresisténci dareusEste plasmideo

recombinante doS. aureuscodifica resisténcia aos antibiodticos beta-lactamicos,

vancomicina, trimetropina, gentamicina, canamicina e tobramiEiste& gene pode ser
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transferido entre cepas 8eaureugpor conjugacdo (MURRAY et al, 2006). A resisténcia
acontece pela substituicdo do terminal D-alanil-Dalanina feiminal D-alanil-D-
lactato, que ndo possui afinidade pela vancomicina, ocorrendo, normalnsntesa da
parede celular bacteriana (CHANG et al, 2003

No entanto, o0 mecanismo de resisténcia ainda ndo esta perfeitansenit®.de
Ha& relatos de cepas resistentes a vancomicina que ndo possuenvangefepossivel
gue a resisténcia, neste caso, ocorra por espessamento da pataedeocelue néo
permitiria a penetracao do antimicrobiano através desta, impedindo oltaliiio a sua
chegada na membrana citoplasméatica onde ocorre a sintese do peptidd@IWARI
et al.,, 2006). Neste caso, as cepas resistentes produziriam umaquaaitidade de
peptidoglicano e mureina.

As bactérias resistentes a vancomicina apresentam um aspecto
macromorfolégico diferenciado, com colénias bastante heterogéneas, o que da a

impressao de contaminacdo (SANTOS et al, 2007).

4.3. Mecanismos de Resisténcias a Tetraciclina

A tetraciclina € um antimicrobiano de amplo espectro, com acaerioatatica
eusado para uma grande variedade de bactérias Gram positivas easefgattraciclina
se difunde no interior da célula hospedeira e se liga a subunidade 30S dondjasts
ligacdo impede a sintese proteica (PEREIRA-MAIA et al, 2010)edisténcia a
tetraciclina se da pela aquisicdo de mais de um gene: h&r&s gonhecidos que
conferem esta resistéace todos utilizam uma das trés estratégias a seguir: proteinas de
efluxo, proteinas de protecdo ribossomal ou inativagdo enzimética rdeictata

(ULLAH et al, 2012).
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Sabe-se que os gertetK etetM sdo os mais frequentemente encontradoS.em
aureus(TRZCINSKI et al, 2000). O gertetK confere resisténcia por meio de proteinas

de efluxo que impedem a acumulacao de tetraciclina dentro das células.

5. A suinocultura e o uso de antimicrobianos

A suinocultura e outras producdes animais utilizam antimicrobianos
administrados em doses sub terapéuticas como promotores de crescifento.
Organizacado Mundial de Saude (OMS) define antibiético promotor de cresci(A®C)
como o “agente antibiotico utilizado com o proposito de aumentar o ganho de peso didrio
ou aeficiéncia alimentar em animais produtores de alimentos” (GOMES, 2004).

A propriedade de promover o crescimento dos antimicrobianos foi descoberta
no final da década de 1940, quando observou- se que frangos alimentados camass resi
da fermentacdo da tetraciclina, usado inicialmente como fonte tdmiva B12,
cresceram mais do que 0s animais que néo tiveram essa alimehtayfise descobriu
gue o maior crescimento ocorreu devido a presenca dos residuos de tetracicliame na
funcdo da vitamina B12. O uso de doses sub terapéuticas de antimigsolmgo se
disseminou: além da melhora da conversao alimentar, a baixa dbsstgmomoveu a
melhoria da producéo de ovos em poedeiras, aumento do tamanho das ninpadzsde
e aumento da producéo de leite em vacas leiteiras (EDQ¥IBEDERSEN, 2001).

A suinocultura, com o passar dos anos, vem evoluindo de sistemas extensivos
de criacao para sistemas intensivos. Os sistémadkrnos”, que consistem basicamente
no confinamento, proporcionam uma performance produtiva elevada, porém mantém os
animais sobstress alto desafio ambiental e, consequentemente, a imunidade
naturalmente adquirida por suinos jovens € menor, 0 que exige 0 uso de Gesdicac

preventivas e/ou terapéuticas para reduzir a carga infecciosa nossamifoanecer
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melhores condi¢des para seu desenvolvimento. Diante desses deshfissando uma
maior produtividade, os suinocultores lancam mao do uso dos APCs. APGpaaesc

de melhorar o ganho de peso, diminuir o tempo de engorda, aumentar aiaficiénc
alimentar, prevenir doencas infecciosas e parasitarias, além ohidienmortalidade
(PALERMO-NETO, 2006).

Os APCs agem diretamente sobre o tecido epitelial intestinal, reduaindo
espessura do mesmo, o que facilita a absorcdo de nutrientes. AindagdiARCem a
carga de bactérias patogénicas, favorecendo o desenvolvimento e at@atéaas
benéficas. Com a diminui¢ao da parede intestinal, ha uma majac&o sanguinea com
consequente aumento na absor¢ao de vitaminas, aminoacidos e minerais.

O uso dos APCs possibilitou o aumento e intensificacdo da producdo animal
(EDQVIST & PEDERSEN, 2001). Em contrapartida, favoreceu o desenvolvimento de
bactérias resistentes a inUmeros antimicrobianos. A exposicao apl@zgoe a baixos
niveis de antimicrobianos pode ter um maior potencial seletivo de cepsieméss do
que a exposigcao por curto periodo com dose completa. Além disso, 0 uso de um unico
antimicrobiano pode induzir a resisténcia cruzada (HAO et al., 2014).

Alguns autores consideram que o uso racional de APCs pode desempenhar um
papelimportante na producéo de alimentos. No entanto, o uso irracional leisténea
bacteriana a antimicrobianos, o que traz inUmeros prejuizos a Sthlaa.FDiante do
possivel risco causado pelo uso irresponsavel, a Unido Europeia proibiu o lggmde a
antibidticos como promotores de crescimento em 1973. A Suécia proibiu 0 uso de todo e
qualquer antibiético para este fim dentro de seu territério em 1986. Taxlos
antimicrobianos de baixa dose (5 a 40 ppm) foram proibidos de serem utilizados em
animais produtores de alimento pela Unido Europeia em 2006, prevenindo o
desenvolvimento de efeitos negativos. A Unido Europeia proibiu a imporie

produtos de origem animal nos quais foi utilizado antibiéticos promotossi@mento
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em 2005. No Brasil, 0o MAPA proibiu o uso do cloranfenicol, penicilinas, tetirzase
nitrofuranos em 1998, do olaquindox em 2004, do carbadox em @@= spirimicina

e eritromicina em 2012, dentre outros (BRASIL,1998; BRASIL, 2004; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2012)

Segundo Boelter (1998), a seguinte relacdo de APCs é utilizada ¢a@oailia
suinos: tetraciclina, penicilina, diidroestreptomicina, espectinoaickitasamicina,
eritromicina, espiramicina, tilosina, virgiamicina, lincomiciflarfenicol, higromicina
B, destomicina, flavomicina, tiamulina, salinomicina e ceftiofur. Airgfanosa (2002)
indica a inclusdo de colistina, enramicina, nitrovin e olaquindox.

Alguns antimicrobianos sdo mais utilizados, como é o caso da &ligtie
possui acao contra bactérias Gram negativas, e da tilosinalitea@ muito utilizado
contra bactérias Gram positivas (McORIST et al, 1999). Em 2016, por misistidegao
Normativa N° 45 de 22 de novembro de 2016, o MAPA proibiu 0 uso de colistima com
aditivo zootécnico melhorador de desempenho (BRASIL, 2016).

Essa pratica de utilizar antibiéticos promotores de crescimentsistesias de
producdo atuais pode representar risco a saude publica, uma vez que & idgest
produtos de origem animal com residuos de antimicrobianos pode promoveéa dele¢
cepas bacterianas e 0 aumento da sua resisténcia a tratamnemoEionais em animais
e em seres humanos, além de facilitar a transmissao de geaesnexlos aos
mecanismos de resisténcias a bactérias de outros géneros (OMS, 2000)

Todo medicamento utilizado na produg&o animal, para qualquer finalidade, de
respeitar o periodo de caréncia, definido de acordo com o principioddsagem, via
de administracdo e espécie animal. Muitas vezes, esse perictespdiéado deixando
residuos na carne (BOOTH, 1992). Entretanto, atualmente a preocupacao remndial
relacdo ao uso de antimicrobianos na producdo animal estd relacionada ao

desenvolvimento de resisténcia nos micro-organismos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
O presente estudo teve como objetivo geral identificar e rasggaimcipais pontos de
contaminacdo porStaphylococcuscoagulase positiva €S. aureusresistentes a

antimicrobianos na cadeia produtiva de carne suina.

Objetivos Especificos

v' ldentificar os principais pontos de contaminacado $mphylococcusoagulase
positiva em importantes pontos da cadeia produtiva de carne suina

v' Avaliar a resisténcia de isolados $i@phylococcus aure@sn relacéo a diferentes
tipos de antimicrobianos

v' Caracterizar os perfis genéticos 8taphylococcus aureusonsiderando genes
associados a resisténcia a antimicrobianos

v Avaliar a correspondéncia entre resultados fenotipicos e genotipamas p

caracterizacao de resisténcia a antimicrobianoStmphylococcus aureus
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi rastrear a contaminacaoStaphylococcusoagulase
positiva (SCP) &. aureusesistentes a antibioticos cadeia produtiva de carne suina.
Duas granjas e um frigorifico foram selecionados para coleta de 603asTamstongo

da cadeia produtiva para enumeracao de SCP. A maior parte das aapssaataram
SCP em contagens inferiores a 2 log UFC/cm2 ou g (n = 512, 84,9%). Contagens
superiores a 4 log UFC/cm2ou g (n = 33, 5,5%) foram observadas em baias de&amina
carcacgas apos evisceracgao, carcacas apos lavagem, facasriegasslimpas, costela e
linguicas. Durante o abate, as contagens médias de SCP obtidasagasscapos sangria
foram superiores quando comparadas as etapas posteriores (p > 0,05). Um3ttial de
colénias de SCP foi selecionado, sendo 246 identificadas SomareugfemAe perfil
bioguimico), submetidas a testes de susceptibilidade a 11 antibioticpesguisa de
genes relacionados a resisténcia. Apenas 15 isolados foram susceptivdss 0s
antibidticos testados, 7 a apenas um antibidtico, e os demais resisienttaneamente

a 2 a 10 antibioticos; o perfil de resisténcia a penicilina-eritraamciprofloxacina-
sulfamethoxazole foi 0 que apresentou maior frequéncia entre os isolados (blaZ37).
(penicilina) foi detectado em 74,0% dos isolademB (oxacilina) em 8,1%, ¢etK
(tetraciclina) em 3,7%yanA (vancomicina),mecA e mecC (oxacilina) ndo foram
detectados. Adicionalmente, 15 apresentaram simultaneamente ofegeBdsaZ 4 os
genes blaZztetK, e 3 os genedsemB-blaZtetK Equivaléncia entre os resultados
fenotipicos e genotipicos foi observada apenas para tetraciclina (p = 0 d#44ultados
obtidos demonstram a relevancia de SCP como indicadores de manipulagao e higiene na
cadeia produtiva de carne suina, assim como a preseraadesusom resisténcia a
diferentesantibidticos

Palavras-chaveStaphylococcus aureusesisténciaantibioticos carne suina
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ABSTRACT

The objective of this study was to track contamination by antibictsistant
Staphylococcusoagulase positive (SCP) aBdaureusn the pork production chain. Two
farms and one refrigerator were selected to collect 603 samples alg@ngdhetion chain
for SCP enumeration. Most of the samples had SCP in counts less than 2Jl6graF
or g (n =512, 84.9%). Counts greater than 4 log CFU / cm2 or g (n = 33, 5.5%) were
observed in termination stalls, carcasses after evisceratimasses after washing, clean
knives, clean tables, ribs and sausages. During slaughter, the SCPome@mobtained
on carcasses after bleeding were higher when compared to thddgess > 0.05). A
total of 315 SCP colonies were selected, 246 were identifiedl asireugfemAand
biochemical profile), susceptible to 11 antibiotic susceptibilgjstand resistance-related
genes. Only 15 isolates are susceptible to all antibiotstsde?7 to only one antibiotic
and two are simultaneously resistant to 2 to 10 antibiotics; the podfilesistance to
penicillin-erythromycin-ciprofloxacin-sulfamethoxazole presented greétequency
among the isolates (n = 3BlaZ (penicillin) was detected in 74.0% of the isolafesmB
(oxacillin) in 8.1%, andetK (tetracycline) in 3.7%yanA(vancomycin)mecAandmecC
(oxacillin) were not detected. Additionally, 15 of them simultaneously stenthafemB-
blaZ genes, 4blaZtetK genes, and 3emB-blaZ-tetKgenes. Equivalence between
phenotypic and genotypic results was observed only for tetracycline (p = 0.147). The
results obtained demonstrate the relevancy of SCP as indicatorsniplufaion and
hygiene of the meat production chain, as well as the presefScaofeusvith resistance
to different antibiotics.

Keywords:Staphylococcus aureugesistance, antibiotics, pork
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1. Introducéo

O Brasil € um importante produtor mundial de alimentos, sendo o quarto maior
produtor mundial de carne suina. A producao brasileira de carne suina vem apdesent
significativo crescimento nos ultimos vinte anos (AMARAL et 2006). Em termoper
capita,o consumo de carne suina no Brasil cresce de forma gradativa, apesaa deraind
menor que o consumo de carne de aves e bovina (ABPA, 2015). Em virtudewante
demanda interna e externa, os sistemas de criacdo de suinos foram se adaptando a fim de
alcancar uma maior produtividade.

Para isso, os sistemas de criacdo deixaram de ser extensiwomrmaam
intensivos, o que demanda um maior uso de medicacdes profilaticas atieasp&ma
vez que o desafio ambiental ¢ maior (D’SILVA, 2000). Ainda, tornou-se pratica comum
0 uso de antibidticos promotores de crescimento com o objetivoadenientara
performace produtiva (PALERMO-NETO, 2006). O uso sem critérios de antdsotic
culminou no desenvolvimento de micro-organismos resistentes a sgssténcias
Diferentes espécies de micro-organismos podem ser resistentebnattea diferentes
antibioticos; porém, a administracdo de diferentes substancias pode deteselrgéa
de cepas resistentes, e fatores genéticos relacionados a resjEiédem ser transferidos
para outros micro-organismos (WHO 1),

A resisténcia a antibiéticos € um problema para a Salude Pébficde ser
transmitida aos seres humanos de diferentes maneiras. Neste cdtiptyjococcus
aureus se destaca por sua capacidade de desenvolver resisténcia emtefifer
antimicrobianos de forma rapida e eficaz, e por sua habilidade de swdllesee
diferentes tipos de ambiente (DE BUYSER et al, 2081aureussompde a microbiota
natural da pele e de 6rgaos respiratérios de mamiferos e avepresstée em humanos

e suinos de todas as idades.
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Assim, o0 presente estudo teve como objetivo rastrear a contaminacao de
Staphylococcusoagulase positiva®. aureugm importantes pontos da cadeia produtiva
de carne suina, desde as etapas de producdo nas granjas e abateasnamatoedentro
das plantas frigorificas. Adicionalmente, o estudo teve como objetigoterizar o perfil

de resisténcia a antibi6ticos de isoladoSdaureus

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo e coleta de amostras

Duas granjas de suinos de ciclo completo e em um matadouro-frigorifico, com
Servigco ddnspecao Federal, localizados na regido de Vicosa (MG), foram selecionados
para coleta de amostras ao longo da cadeia produtiva de carne suina. im/okasn
realizadas nesses locais para coleta de amostras ammesthesas de terminagéo, onde
ficavam os suinos que seguiriam para abate naguele mesmo dia. Alourat
frigorifico, foram coletadas amostras das carcagas dos suinos no ambiabtdege
processamento de carne suina. A Tabela 1 descreve os pontos de amastagimero
de amostras coletadas.

As amostras superficiais das baias de terminacédo foram obtidas modanei
técnica de overshoes estéreis, como descrito por Botteldoorn et al (2008)o%t{saa
superficiais de carcacas, cortes carneos, equipamentos, utensilios e dendos
manipuladores foram obtidas por meiosieabsde areas de 400 cm?2, compostos por
esfregaco de areas de 100 cm? cada, realizados com esponjas estégiteipie
umedecidas com 10 mL de solugcédo salina peptonada a 0,1% (m/v) cada (Oxgid Ltda
Basingstoke, InglateryjaAmostras de lingui¢ca foram obtidas de embalagens fechadas.

Osswabscoletados das carcagas correspondiam aos animais que pertenciam aos

lotes que estavam nas baias de terminagdo no momento da coleteekioesAs
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carcacas eram identificadas no inicio do processo de abate de fpussibilitar esta

correlacdo ao longo de todos os pontos de amostragem.

Tabela 1. Niomero de amostras, unidade amostrahipade amostragem da coleta na cadeia

produtiva de carne suina na regido de Vigosa, MB&ais, Brasil.

local etapa amostra/fase un. amostral n

granja terminagao piso de baias de terminacéo overshoes* 18

frigorifico abate carcaca apés sangria 400 cm? 90
carcaca ap6s chamuscamento 400 cm? 90
carcaca apos evisceragao 400 cm? 90
carcacao apoés lavagem 400 cm? 90

processamentc mesa de manipulagéo (antes das atividades] 400 cm? 27
mesa de manipulacdo (durante as atividades 400 cm? 27
faca (antes das atividades) 400 cm? 27
faca (durante as atividades) 400 cm? 27
maos de manipuladores (antes das atividade 400 cm? 27
maos de manipuladores (durante as atividad 400 cm? 27
corte final embalado 400 cm? 54
embutido embalado unidade 09
*Como descrito por Botteldoorn et al. (2003).

As amostras foram acondicionadas em sasg@reis (Nasco™, Fort Atkinson,
WI, EUA) e mantidas em recipientes isotérmicos sob refrigeraédo momento das
analises laboratoriais. A Figura 2 especifica 0os quatro pontos de 1§0eo@mpuseram
0s swabs na carcaca apos a sangria e apdés o chamuscamento (Areace apos

evisceracao e lavagem (B), sendo 2 pontos no interior da carcacga e dois pontos externos.

A B
Figura 1. Representacdo esquematica de carcageasués (A) e apos (B) a separacao durante o
abate, com indicacao dos locais amostrados corfiadgiesponjas estéreis em areas delimitadas

em 100 cm? (quadrados pontilhados).
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2.2. Enumeracédo de Staphylococcus coagulase positiva

A enumeracdo deStaphylococcuscoagulase positiva (SCP) foi realizada
conforme protocolo ISO 6888-2 (ISO, 1999). As amostras superficiais obtidas fora
diluidas em escala seriada decimal em solucdo salina pepBathd (m/v) (Oxoid);
porcdes de 25 g das amostras de linguica foram transferidas para sacos estéreis (Nasco™)

e diluidos em 225 mL de solucao salina peptonada a 0,1% (m/v) (Oxoid) eliariths

em escala seriada decimal em solucdo salina peptonada a 0Xtpd@mwdid). Em
seguida, aliguotas de QyiL de diluicdes selecionadas das amostras foram semeadas em
agar fibrinogénio plasma de coelho (Biérieux, Marcy-I'Etoile, Franca), por
espalhamento em superficie. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 hards, qua
coldnias tipicas de SCP, com coloracao acinzentada, com um hddorteedo seu redor,

foram enumeradas. Os resultados obtidos foram expressos em unidades formadoras de
colénias (UFC) por cm2 ou g de SCP, e analisados conforme a relevass@ de
contaminacgao nas diferentes etapas de produgéo.

As amostras foram agrupadas considerando as contagens obtidas, permitindo a
caracterizacao das etapas da cadeia produtiva de carne suinaioms frequéncias de
amostras com diferentes contagens de SCP. Adicionalmente, as conftagems
convertidas em lag e as médias obtidas foram comparadas por Analise de Variancia e
teste Tukey para verificagdo de diferencas significativas estr@iferentes tipos de
amostras nas diferentes etapas das da cadeia produtiva de caxifp suir05) (XLStat,

AddinSoft, New York, NY, EUA).

2.3. Pesquisa de Staphylococcus aureus

Duas a quatro col6nias formadas nas placas foram selecionadas poaamost

analisada, purificadas e inoculadas em caldo tripticase de(B8E, Oxoid), com
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incubacdo a 37 °C por 24 horas, quando entdo foram transferidas para microtubos e
adicionadas de glicerol a 20% (v/v), para congelamento e utilizaca®tapas
posteriores.

Para caracterizacdo fenotipica Sieaureus os isolados foram caracterizados
guanto a producéao de catalase, DNAse e coloracao de Gram (KONENI®B). Todos
os isolados que apresentaram perfil bioquimico compativel $oraureusforam
submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para confirmacdeteetédo do
genefemA exclusivo dessa espécie (MEHROTRA et al., 2000).

Aliquotas dos isolados foram semeadas em caldo TSB e incubados a 37 °C
overnight. O DNA das culturas foi extraido utilizando o Witzard Genomic DNA
Purification (Promega Corporation, Madison, USA). Os primers utilizados para deteccéo
do gendemAestao descritos na Tabela 2, e o protocolo utilizado foi o deponitDias

etal. (2011
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Tabela 2. Genes pesquisados, sequéncias de nucleotideos dos primers e caracteristicas das reac6es de PCR utilizadas para identificacdo de S. aureus e
definicdo do perfil de resisténcia a antibidticos em isolados de Staphylococcus coagulase positiva obtidos na cadeia produtiva de carne suina

Gene Sequéncia Produto (pb) Desnaturacdo Anelamento Extensao Referéncia

femA F - AAAAAAGCACATAACAAGCG 132 95T, 30 s 53C,30s 72C,30st Diasetal, 2011
R - GATAAAGAAGAAACCAGCAG

femB F-TTA CAG AGT TAACTG TTACC 651 95T, 30s 53C,30s 72T, 150s? Pérez-Roth, 2001
R - ATA CAA ATC CAG CAC GCT CT

mecA F-AGT TCT GCA GTACCG GATTTGC 533 95%C,30s 52¢C,30s 72C,60s% Lee, 2003 (mod.)
R - AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C

vanA F - ATG GCA AGT CAG GTG AAG ATG G 399 94T, 25 s 52C,40s  72C,50s* Woodford et al.,1993
R - TCC ACC TCG CCA ACA ACT AAC G

blaz F-AGAGATTTGCCTATGCTTC 516 94T, 60s 54T, 60s 72TC,60s° Vesterholm-Nielsen et al.,1999
R - CTTGACCACTTTTATCAGC

mecC F - GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 138 94<C, 60 s 54T, 60s 72C,60s* Vesterholm-Nielsen et al.,1999
R - GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC

tetKk F - GTAGCGACAATAGGTAATAGT 360 94%C,30s 55C,30s 72€C,30s® Strommenger et al.,2003

R - GTAGTGACAATAAACCTCCTA

1 PCR com desnaturacao inicial de 95 por 5 minutos, 35 ciclos de d esnaturacao, anelamento e extensao , extensao final foi feita a 72°C por 5 minutos
2 PCR com desnaturacdo inicial de 95T por 5 minutos, 35 ciclos de de snaturagéo, anelamento e extensao , extenséao final foi feita a 72 p or 5 minutos
3 PCR com desnaturacao inicial de 95T por 5 minutos, 40 ciclos de d eshaturacédo, anelamento e extensao , extensao final foi feita a 72 por 10 minutos
4 PCR com desnaturacéo inicial de 94<C por 5 minutos, 30 ciclos de desnatur acdo, anelamento e extensdo , extenséo final foi feita a 72°C por 10 minutos

* PCR com desnaturacgédo inicial de 94 por 7 minutos, 40 ciclos de desn aturacéo, anelamento e extensao , extensao final foi feita a 72T p or 7 minutos

& PCR com desnaturacao inicial de 94T por 3 minutos, 30 ciclos de desnatura ¢do, anelamento e extensdo, extenséo
final foi feita a 72<C por 30 segundos.
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2.4. Resisténcia a antimicrobianos

Todos os isolados identificados corfo aureusforam avaliados quanto a
resisténcia a diferentes antibidticpelo teste de susceptibilidade na concentracdo do
breakpoint (BAE et al., 2005). Essa metodologia permite a analise &iealtde
diferentes isolados, considerando uma concentracdo fixa do antibiotidgadayal
determinada de acordo com os limites de resisténcia estabelecidoSlipatal and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016).

Aliquotas dos isolados foram transferidas para caldo tripticase déTSHa
Oxoid), com incubacédo a 37 °C por 24h. Posteriormente, aliquotas de 20 uL das culturas
obtidas foram transferidas individualmente para um dos pocos de umadglaca
microtitulacdo (96 pocos), contendo previamente caldo TSB (180 pl por po¢o). Em cada
placa de microtitulacdo, um poa reservado para inoculacdo de caldo TSB (controle
de contaminacédo), e um poco para inoculagéo de um isolado previamente desuui
sensivel ao antibiotico a ser testado (controle negativo). Como coptsitévo foi
utilizado a cep&. aureusATCC 29213, conforme recomendacdes do CLSI (2046).
placa de microtitulacdo foi incubada a 37°C por 24 horas.

Em paralelo, foram preparadas placas de petri com 150 mm de diametro
contendo agar Mueller-Hinton (BD) suplementado com diferentes artdsogm
diferentes concentracfes, conforme descrito na Tabela 3. Ap6s um periodo de incubacéo
de 24 horas, com o auxilio de um replicador de placas (pin-replicator) aagolbtidas
nas placas de microtitulagéo foram transferidas para as placas geqpetradas com os
antibidticos, e incubadas a 37 °C por 24 e 48 horas. O crescimento baateriacal
inoculado indica resisténcia do isolado em questdo ao antibidticdae#tssim, os
isolados foram classificados como resistentes ou sensiveis a@ntéeantibioticos

avaliados.
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Todos os testes foram realizados em duplicata e uma placa coMuiker-

Hinton sem antibiotico foi utilizada para verificacdo da viabilidade das epfiadas.

Tabela 3. Antibidticog asconcentrag@es utilizadas em ensaios de identificdedesisténcia por
isolados deStaphylococcusureusobtidos em cadeia produtiva de carne suina poo mei
metodologia do breakpoint (BAE et al, 2005).

Classe Antimicrobiano concentracao
Penicilinas oxacilina (meticilina) 4 pgmL
Penicilina 0,250 ughL

glicopeptideos Vancomicina 16 pgmL
tetraciclinas Tetraciclina 16 pgmL
macrolideos Eritromicina 8 ngmL
aminiglicosideos Gentamicina 16 pgmL
sulfonamidas Sulfamethoxazole 16 pgmL
Fenicois Cloranfenicol 32pgimL
ansamicinas Rifampicina 4 pgmL
lincosamidas Clindamicina 4 pgmL
Quinolonas Ciprofloxacina 4 pgmL

Obs.: classe, antimicrobianos e concentragfesidasinle acordo com o CLH{16.

O teste de susceptibilidade do breakpoint foi comparado a metodologia de
avaliacdo da concentragdo minima inibitoria (CLSI, 2016) considerando l@oisola
identificados com&. aureu® selecionados aleatoriamente, conforme descrito no Anexo.

Adicionalmente, os mesmos isolados foram submetidos & PCR para detec¢ao de
genes associados a resisténcia a antibiéticos. O perfil dgénesa das cepas foi
verificado a partir da pesquisa dos seguintes gém@®, blaZ, mecA, mecC, vanA, tetk
(Tabela 2. Todas as reacdes de PCR foram realizadas com o volume finak8eilde
composto por 12,5 uL do Gotaq Green Master Mix (Promega), 0,50 uL. de cada primer
(200 nMol), 9,5 uL de agua nuclease free e 2 uL de DNA da amostra (concentragao
minima: 40 ng/uL). O tampéao de corrida utilizado foi o Tris-borato-EDTA gel (TBE) a
0,5X em gel de agarose a 2 % a correr a 100 volts durante 90 minutos. Conupmarca
molecular foi utilizado 100 bp (Promega). O gel de eletrofdieessorado com GelRed

(Biotium, Inc., Fremont, CA, EUA@ fotografado usando o programa Image LPix atraves
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do aparelho de Biotecnologia Loccus L.PixR Imagem Molecular. Comaoadwrcio

peso molecular, foi utilizado o geneRuler 100 bp DNA ladder (Promega).

3. Resultados e Discussao

3.1. Enumeracédo de Staphylococcus coagulase positiva

De um total de 603 amostras coletadas, (@767%)apresentaram alguma
contagem de SCP (Tabela 4). 84,9% (512 amostras) das amostras apresentaram
contaminacdao inferior a 2 log de UFC/cm2 ou g, sendo que destas 512 gndd@diras
(67,3%)apresentaram contagem inferior ao limite de detec¢éo da metodologia. Um total
de 52 (26,4%) amostras apresentou contagens de SCP entre 2 e 3 logs b&G/@1L
(3,0%) entre 3 e 4 logs UFC/mL ou g, 8 (4)E¥tre 4 e 5 logs UFC/mL oue5 (12,7%)
com contagens superasa 5 log UFC/mL ou g (Tabela 4).

As baias de terminag&o apresentaram maior variagdo no nivel dmt@gao
por SCP: 42,9% das amostras apresentaram contagem entre 4 e 5 logs2l¢Faleo
contagens superiores a 5 logs UFC/cm? (Tabela 4). Dentre os pontossteagem, a
faca durante o processamento, a costela e a paleta foram 0s que aprese®@nores
contagens de SCP (Tabela 4). Todos os pontos apresentaram, em pelo meot=taima c
alguma contaminacdo por SCP. A frequéncia de contaminagéo variou entreresdi
pontos de amostragem, sendo a frequéncia de SCP nos produtos finais inferioa#os dem
pontos (Tabela 4).

Baias de terminacéo e lingias foram as amostras que apresentaram msior
frequéncias de contaminagdo por SCR,8% das amostras das baias apresentaram
contaminacao por SCP e em 100% das amostras de linguicas foi possiveleaagdo

de SCP (Tabela 4). A frequéncia de contaminacdo por SCP em linfpiigaperior a

53



encontrada por Bernardo (2016), que analisou 43 linguicas frescas de suinagjsias q
apenas 4,7% apresentaram SCP.

A maioria das amostras das carcacas apresentaram faixa deicagdanpor
SCP inferior a 2 log UFC/cmz2 (Tabela 4). Lima et al. (2004) avaliousepca de SCP
na superficie de carcacas suinas em diferentes etapas do abate dads20s Minas
Gerais e todas as amostras apresentaram contagens entre 1,56 e 1,FC/log2U
Mesmo em baixas contagens, essas contamina¢des ndo podem serdigadassipois
em etapas posteriores pode ocorrer a multiplicacdo. Ainda, a transferégeiaedede
resisténcia para outros micro-organismos pode ocorrer mesmo quando micro-organismos
estdo em baixas concentragoes.

A contaminacdo das carcacas apdés a sangria indica que as condicbes
microbiolégicas das mesmas dependem de uma série de fatores quedéia dearg
até o abatedouro: condi¢des de limpeza da granja, dos caminhdes, das geeityesa,
além da eficiéncia da lavagem dos suinos antes da inseng#mlizRalhas nestes
processos favorecem a disseminacdo de patdégenos e micro-organisnamoiedice
higiene dentro do frigorifico e propiciam a contaminacéo cruzada (BUNCIOROS,
2012).

Carcacas amostradas ap0s o chamuscamento e polimento apresentaram um
aumento das taxas de contamina¢do quando comparado a etapa anterioindonestit
uma etapa critica (Tabela 4). O tlinel onde ocorre o polimento podeaerdeaefetuar
uma contaminacao cruzada caso nao seja bem higienizado e nao hajeculagioi de
adgua adequada.

As faixas de contaminacéo por SCP nas carcacas suinas ap0s chentesea
apos evisceracao foram similares (Tabela 4). Lima et al. (2004) tan@méemcontraram

diferencas significativas nas faixas de contaminacdo por S&Raereusem carcacas
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suinas amostradas ap0s as etapas de escaldagem/depilacao tanmerthaantes da
evisceracao.

As maos durante o processamento apresentaram menores frequéncias de
contaminacao por SCP do que as maos limpas (Tabela 4). Isso tactnéeceu com as
mesas e facas (Tabela 4). Esses resultados indicam quen&zhidie ndo é feita de forma
eficiente. Bresolin et al. (2005) isol@ aureuddas maos de 34,4% dos manipuladores
durante o processamento e observou que o procedimento de higienizacaosdadaEa
capaz de eliminar toda a carga bacteriana, 0 que promove uma icagéoncruzada

dentro da indUstria de alimentos.
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Tabela 4. Faixas de contaminacao e frequéncitalghylococcusoagulase positiva (SCP) em amostras obtidasd@acprodutiva de carne suina.

local etapa amostra n faixas de contaminacéo (log UFC/cm? ou g) SCP
<2 2-3 3-4 4-5 >5 n (%)
granja terminacgéo baia de terminacé&o 18 4 0 1 6 7 14 (77.8)
frigorifico abate carcaca apoés sangria 90 72 16 2 0 0 25 (27.8)
carcaca apoés chamuscamento 90 85 5 0 0 0 35 (38.9)
carcaca apoés evisceragao 90 78 4 0 0 8 34 (37.8)
carcacao apos lavagem 90 78 9 1 0 2 28 (31.1)
processamento  faca limpa 27 23 0 0 0 4 10 (37.0)
faca durante processamento 27 27 0 0 0 0 2(7.4)
maos limpas 27 24 3 0 0 0 11 (40.7)
maos durante processamento 27 24 3 0 0 0 6 (22.2)
mesa limpa 27 21 3 0 0 3 9 (33.3)
mesa durante processamento 27 24 1 2 0 0 8 (29.6)
produtos finais Costela 18 17 0 0 0 1 1(5.6)
Paleta 18 18 0 0 0 0 1(5.6)
Pernil 18 16 2 0 0 0 2(11.1)
linguica 9 1 6 0 2 0 9 (1000)
total 603 512 52 6 8 25 197 (32.7)
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Masson (2012) obteve SCP em 2,8% das suas amostras de pernil, ocorréncia
inferior a encontrada neste estudo (11,1%, Tabela 4). Este pesquisador taalimm a
utensilios e o ambiente da desossa durante o processamento azlseiss foram
inferiores aos obtidos no presente estudo: 2,8% de SCP contra 19,8 % (faca, méos e mesa
durante processamento, Tabela 4).

Ao contrario do esperado, nem todas as amostras de baia de terminacao
apresentaram contagem de SCP (Tabela 4), apesar desse grupo des besiria
naturalmente presente nos suinos. Lingui¢cas foram as Unicas amosapeegaataram
contaminacdo por SCP em todas as coletas (Tabela 4). De certa foenasaitado
pode ser considerado como esperado, uma vez que a producdo de linguica demanda
grande manipulacéo, além de nao ser submetida a nenhum tratammeicto t&1ILANI,

2003).

As médias das contagens de SCP obtidas em diferentes etapadeida ca
produtiva de carne suina e amostras sdo apresentadas na FigurasRasamue
apresentaram contagens abaixo e acima dos limites de detec¢do daapietotibzada
ndo foram consideradas nessa analise. Os graficos demonstram que houveadifereng
significativa entre as contagens de SCP apenas em carcagagae apos a sangria
guando comparadas as contagens obtidas nas demais etapas ¢p aligth). Esses
resultados indicam que a escaldagem e chamuscamento sdo impgtenss de
controle microbiolégico e impactam na qualidade da carne, caso nadalgade
processo em etapas posteriores. No entato, se 0s equipamentoslenvastas etapas
ndo forem bem higienizados podem ser responsaveis por recontaminar @ascarca
promover contaminagdo cruzada. As carcagas de suinos amostradas apds o
chamuscamento apresentaram menores contagens de SCP quando comp#apdas a e
anterior do abate (Figura 2), porém apresentaram maiores frequéncias dasacoostr

contagens de SCP (Tabela 4), indicando um importante ponto de t@g@ona cadeia.
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Staphylococcus coagulase positiva (log CFU/cm? ou g)

Amostras

Figura 2. Médias de contagens Staphylococcusoagulase positiva (+ erro padrédo) em amostradasbem frigorifico de carne suina. 1) Abate: Aicega apos
sangria, B: carcaga ap6s chamuscamento, C: caapageaevisceracdo, D: carcaca apos lavagem; 1) émbdide processamento: K-a: faca limpa, K-d: fararde
processamento, H-a: méos limpas, H-d: maos dumntessamento, T-a: mesa limpa, T-d: mesa duraategsamento; III) Produtos finais: Sausage: licayui

Shoulder: paleta, Hump: pernil. Em cada gréaficcartova, GL: graus de liberdade, p: nivel de sigaifcia.
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Nas demais etapas da cadeia produtiva da carne suina ndo foramdaisserva
diferencas significativas entre as contagens de SCP obtidas nas suaoaslissadas (p >
0,05, Figura 2). Apesar da presenca de SCP em todas as amostras de dirguitgagem
média nao foi superior quando comparada as médias obtidas nos demais fir@isitos
(p > 0,05, Figura 2).

A auséncia de diferencas significativas entre as médias de S@mRadtras
obtidas no ambiente de processamento indica que a higienizacéo feita nas saE®s, me
facas nao foi capaz de eliminar SCP. As médias das contag&GRdaos produtos
acabados foram superiores as médias observadas em equipamentos, utensilios e
manipuladores, assim como as médias observadas em carcacasdma@iamento da
carga de SCP durante o processamento dos cortes carneos (Figura 2pdbfisel®s
indicam que embora os procedimentos de higienizacdo e refrigeracdo apaméntem
determinem reducdo nas frequéncias de contaminacdo, ainda ha possiliédade

multiplicacdo de SCP presentes nos produtos finais ou mesmo recontaminagao.

3.2. Pesquisa de Staphylococcus aureus

Considerando as amostras que permitiram contagens de SCP, 315 colonias
foram selecionadas (aproximadamente 2 a 3 por amostra analisada), puriicadas
confirmadas como SCP por meios de testes bioquimicos (coloracdo de grandgprova
catalase e prova da DNAse) . Desses isolados, 246 foram identificado$ canreus
Em estudo similar, Masson (20Q1letou 458 amostras na cadeia produtiva de suinos e
isolou 103 SCP, dos quais 81 (79%) foram identificados cenaureugel deteccéo
do gendemA

Considerando os 25 isolados de SCP obtidos em baias de terminacéo, 18 (72,0%)
foram identificados com8. aureusDe um total de 189 isolados SCP das carcdigds
(77,7%) apresentaram o gefenA Considerando especificamente os isolados obtidos
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nas carcacas apos a evisceracao, 37,5% foram identificadosScameeusresultado
similar ao observado por Tanih et(@015), que encontrou &Bp6 de prevaléncia na
mesma etapa de abate.

Considerando os isolados obtidos de amostras coletadas no ambiente de
processamento, 63 de 79 (79,7%) foram identificados @raareusJa dos 22 isolados
obtidos dos produtos finais, 18 (81,8%) foram confirmados raareusEste aumento
na ocorréncia d8. aureusao longo da cadeia produtiva de carne suina sugere que esta
espécie seja mais resistente e/ou mais adaptada que & efspRaies bacterianas, sendo
capaz de driblar os diversos pontos de controle microbiolégico.

A frequéncia dé&. aureusas carnes suinas cruas (costela, paleta e pernil) foi de
5,6%, inferiores as frequéncias observadas por De Boer(@0819, que verificaram que
10,7% das suas amostras de carnes cruas foram positivas para essdasmt@mna.

Um estudo nos Estados Unidos, também com carnes cruas de suinos disponiveis
varejo, apresentou taxa de prevaléncia de 19,4% (HANSON et al., 2011).

A frequéncia deS. aureusnas amostras coletadas foi de 28% (166 amostras),
sendo a frequéncia & aureusias carcagas de 17%. Lima et al. (2004) observaram que
11,7% das carcacas de suinos amostradas estavam contaminad@asaacusAssim
como observado por Lima et al. (2004), o aumento da frequénSiaadeesugm carcacas
indica possiveis falhas higiénicas durante as diferentes etapadeale/abgor utensilios
e equipamentos contaminados.

Considerando os isolados obtidos de baias de termin&Ed foram
identificados comdS. aureus assim como 78% dos isolados obtidos de linguigca. A
frequéncia des. aureusas facas e maos limpas foram superiores as das facas e méaos
durante o processamento, o que reforca a hipétese d. queeugjue sobrevivem na

linha de abate sdo mais resistentes nos ambientes de processamento.
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As amostras de costela, paleta e pernil apresentaram baixa fraqdénci
contaminacao pds. aureug5,6%, 5,6% e 11%, respectivamente), fato este que pode ser
justificado pelo processo de refrigeracdo rapida pelo qual passa a Gartcae ser
processada, que inibe a multiplicacdo desse patdogeno em temperatxaas bBsses
achados foram inferiores aos encontrados por Scharft et al. (1992) em seu experimento

com pernis suinos, onde 33,6% das amostras foram positivaS. @angeus

3.3. Resisténcia a antimicrobianos

Os antibidticos que apresentaram maiores frequéncias de resisténcia pelos
isolados deS. aureus foram sulfamethoxazole, ciprofloxacina e penicilina, em suas
concentragdes minimas inibitérias, conforme apresentado na TaBsl&&quéncias de
resultados positivos para os genes relacionados a resisténcia a aefifenetittioticos
também sdo apresentadas na Tabela 5.

A frequéncia de. aureugesistentes a meticilina (MRSA) foi de 40,2% (Tabela
5), similar a observada em estudos similares na Eui@eaNeeling et al. (2007)
encontraram uma prevaléncia de 39% de MRSA no trabalho conduzido com 540 suinos
na Holanda. Na Alemanha, Tenhagen et al. (2009) obtiveram, a partiads sasais,

49% de MRSA. Na Tabela 5 € possivel a identificacdo do nimero de isolados de MRSA
por ponto de amostragem.

Crombé et al(2011), em pesquisa conbD0 suinos na Bélgica, observaram uma
prevaléncia de 44% de MRSA nas granjas estudadas. Em nosso estudo, encontramos
55,5% de cepas isoladas das grargaistentes a oxacilina (Tabela 5). Em uma pesquisa
realizada nos Estados Unidos por Smith et(2009), 49% dos suinos amostrados
apresentaram MRSA. Em concordancia com o estudo de Cromb€28t14l), todas as

cepas MRSA foram também resistentes a tetraciclina (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia de resisténcia a diferentésiarobianos e presenca de genes relacionadosistémrcia a diferentes antimicrobianos em isoladi®s

Staphylococcus aurelfigmApositivos) obtidos em diferentes etapas da cameidutiva de carne suina na regido de Vicosa, MBw&ais, Brasil.

local etapa amostra n resisténcia a antimicrobiano (breakpoint) genes

OXA PEN VAN GEN ERI TET CIP CLI SUL CLO RIF femB mecA mecC blaZ vanA tetK

granja terminagcdo  baia de terminagéo 18 10 14 4 1 9 12 13 13 16 9 11 1 0 0 10 O 0

frigorifico abate carcaca apoés sangria 24 9 17 7 1 14 9 20 11 21 8 6 2 0 0 18 O 1
carcaca apos 42 9 18 6 8 19 3 35 7 35 6 7 2 0 0 28 O 1
chamuscamento
carcaca apos 40 15 27 5 0 23 5 38 16 38 7 4 3 0 0 30 O 0
evisceracéo
carcacao apos lavager 41 6 27 4 2 23 3 37 5 35 3 5 7 0 0 38 0 1

processament faca limpa 16 13 14 3 2 8 3 16 13 16 10 9 1 0 0 11 0 0
faca durante 3 3 3 0 0 0O O 3 3 3 2 2 0 0 0 3 0 0
processamento
maos limpas 17 13 15 3 0 6 4 17 13 17 8 8 0 0 0 9 0 1
maos durante 8 7 6 0 1 2 2 4 6 8 6 6 0 0 0 6 0 1
processamento
mesa limpa 9 4 7 3 0 5 3 9 4 9 5 4 0 0 0 5 0 0
mesa durante 10 1 6 1 0 8 1 10 1 10 1 3 0 0 0 10 O 0
processamento

cortes costela 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
paleta 0 0 0 0 0 0O O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pernil 4 1 2 1 0 1 1 3 1 2 1 0 0 0 0 4 0 0
linguica 13 8 10 3 1 3 6 8 6 12 4 7 4 0 0 9 0 4

total 246 99 167 40 16 122 52 214 99 223 70 72 20 O 0 182 0 9

* OXA: Oxacilina (meticilina), PEN: Penicilina, VAN: Vancomicina, GERBentamicina, ERI: Eritromicina, TET: Tetraciclina, CIPipiGfloxacina, CLI: Clindamicina, SUL:
Sulfametoxazole, CLO: Cloranfenicol, RIF: Rifampicina.

62



Dos 18 isolados de baias de terminacdo, 10 caracterizaram-se como MRSA
(55,6%). Esta alta frequéncia pode ser reflexo do uso de antibiéticos promotores de
crescimento na criagao dos suinos. Os isolados das carcacas a@mesgmi@afrequéncia
meédia de 28% de MRSA. Durante o abate, a frequéncia de MRSA almsapés a
escaldagem e chamuscamento € inferior a observada apos a sangria, indicando que esses
procedimentos conseguem reduzir essa contaminacdo por MRSA, entreétantmento
da frequéncia de MRSA nas carcacas suinas apoés a etapa de giosearava reducao
apos a lavagem (Tabela 5).

Esses resultados indicam a ocorréncia de uma contaminacéo cruzada por MRSA
dentro da linha de abate, que acaba por ser reduzida etapa de lavafjdasfcarcacas
(Tabela 5). As amostras ambientais do processamento (mesa, H#es dmpas e
durante o processamento) apresentaram altas frequéncias de MRSA, supsriores
carcacas, com excecao da mesa durante o processamento (10% deoMBS&SApde ser
justificado pela contaminacao desses ambientes por manipulag@epelas carcacas.

O unico isolado obtido de costela ndo foi caracterizado como MRSA, e 25%lddsss
oriundos de pernis eram MRSA. J4& 61,5% das amostras de linguica apresentaram
resisténcia fenotipica a oxacilina (Tabela 5).

Dentre os isolados d& aureus182 apresentaram o gdvlaZ, responsavel pela
producdo de penicilases, 20 (8%) apresentafiemB e 9 (4%) apresentaranetK.
Nenhum dos 315 isolados apresentou resultado positivo para osge#esnec@vanA
(Tabela 5). Tiwari & Sen (2006) em sua pesquisa c®maureusresistentes a
vancomicina, encontraram resisténcia fenotipica a droga, porém nao encontrans 0s gene
vanAe vanBem nenhum isolado. O gemanAé um gene plasmidial, que originalmente
foi transferido de uniEnterococccus faecaligara cepas MRSA, confere resisténcia a

vancomicina por um mecanismo ainda desconhecido (MIMICA et al., 2006).
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A auséncia do genmecAem cepas fenotipicamente resistentes a meticilina
também ja foi observada por outros pesquisadores. Bagcigil et al. (2007) naceeacont
0 genemecAem animais resistentes em seu estudo com 100 suinos. Isto pode ser
explicado pela existéncia de inUmeros genes ligados a expressao tEnciesia
oxacilina. Masson (2012), pesquisou o gemcAem suas 81 amostras 8e aureus
nenhuma apresentou o gemecA apesar de 4 isolados terem sido fenotipicamente
resistentes a oxacilina. O gemecA,localizado no cromossomo, sO esta presente em
cepas resistentes a meticilina (MRSA) e é responsavel pela producao derBielsa
da parede celular que confere resisténcia a meticilina.

O genefemB além de ser exclusivo d& aureusgcodifica um fator essencial
para a resisténcia a meticilina (PEREZ-ROTH et al., 2001). &® plasmidiablaz
codifica penicilases que inativam a penicilina, conferindo resist@HACKBARTH &
CHAMBERS,1993). O geneamecC também codifica proteinas de membrana que
permitem a formacao do peptideoglicano, conferindo resisténcia. O gene plastddial
confere resisténcia as tetraciclinas, antimicrobianos de arspéxteo de acado, cuja a
existéncia de cepas resistentes ja foi relatada (ULLAH et al., 2012).

Os isolados de5. aureusapresentaram alta frequéncia de multi-resisténcia
(Tabela 6). Considerando os antimicrobianos avaliados, foram observadas 68
combinacdes de resultados, sendo a oxacilina presente em 50% (34) delas. Cambré et
(2001) encontrou 48 diferentes perfis de resisténcia para as cepas MRB#s Ap€6%)
isolados deS. aureusdo apresentaram resisténcia a nenhum dos antibiéticootestad
91,05% (224) dos isolados identificados cooaureusforam multirresistentesA
combinacdo mais frequente foi a composta por 4 antibiéticos: penieititramicina,
ciprofloxacina e sulfamethoxazole. O Unico isolado de costela idedtificamoS.
aureusapresentou resisténcia a esse grupo de drogas (Tabela 6). A peapalieecu

compondo 72,05% (49) grupos de resisténcia fenotipica simultanea.
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Tabela 6. Perfil de resisténcia a diferentes attitnis por 246 isolados @taphylococcuaureusobtidos da cadeia produtiva de carne suina. Remdtfenotipicos

obtidos por teste de susceptibilidade considerasdmncentragdes indicadas para o breakpoint (Q03B).
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baia, carcaca (A)

Linguica

baia, maos (antes e durante)

carcaca (B), maos antes

carcaca (D), faca ante, mesa antes, pernil
baia, carcaca (B, C)

carcaca (B)

carcaca (A)

baia, carcaca (B, C), faca antes, maos antes
faca antes

faca antes

carcaca (B, C)

carcaca (D), faca antes

faca antes

faca (antes e durante), maos antes, linguica
Baia

baia, linguica

carcaca (B), maos antes

carcaca (D)

carcaca (C), maos antes, mesa durante
carcaca (A)

Baia

Baia

carcaca (C)

baia, m&os durante

65



Perfil fenotipico* n Origem

6 : OXA-PEN-ERI-CIP-CLI-SUL 1 carcaca (A)

6 : OXA-PEN-GEN-SUL-CLO-RIN 1 maos durante

6 : OXA-PENTET-CIP-CLI-SUL 1 carcaca (A)

6 : OXA-PENTET-CIP-SUL-RIN 1 Linguica

6 : OXA-PENVAN-CIP-CLI-SUL 1 mesa antes

6 : PENERI-CIP-SUL-CLO-RIN 2 mesa (antes e durante)

6 . TET-CIP-CLI-SUL-CLO-RIN 1 Baia

5 : ERI-CIP-SUL-CLO-RIN 1 mesa antes

5 : GEN-TET-CIP-SUL-RIN 1 carcaca (B)

5 : OXA-PEN-CIP-CLI-SUL 15 carcaca (C, D), faca (antes e durante), maos ant=g antes, linguica
5 : OXA-PENCIP-SUL-RIN 1 Linguica

5 : OXA-PEN-GEN-CIP-SUL 1 carcaca (B)

5 : PEN-CIP-SUL-CLO-RIN 1 mesa antes

5 : PENERI-CIP-CLI-SUL 1 carcaca (D)

5 : PENERI-CIP-SUL-CLO 3 carcaca (B, C)

5 : PEN-ERI-CIP-SUL-RIN 3 faca antes, mesa durante

5 : PENERI-TET-CIP-SUL 1 carcaca (C)

4 : ERI-CIP-SUL-CLO 1 carcacga (C)

4 : OXA-CIP-CLI-SUL 3 carcaca (C), méos durante

4 : OXA-ERI-CIP-SUL 1 carcaca (D)

4 : OXA-PENCIP-SUL 1 carcaca (B)

4 : PENCIP-SUL-RIN 3 carcaca (D)

4 : PEN-ERI-CIP-SUL 37 baia, carcaca (A, B, C, D), mesa (antes e duractsjela
4 . PEN-GEN-CIP-SUL 3 carcaca (B, D)

4 : PENTET-CIP-SUL 1 Baia

3 : CIP-CLI-SUL 1 carcaca (A)

3 : CIP-SUL-RIN 1 carcaca (D)

3 : ERI-CIP-SUL 24  carcaca (A, B, C, D), faca antes, maos antes, th@sate
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Perfil fenotipico* n Origem

3 : GEN-CIP-SUL 2 carcaca (B)

3 : PENCIP-SUL 11 carcaca (A, B, C, D), maos antes, linguica
3 : PENERI-SUL 1 carcaca (A)

3 : TET-CIP-SUL 2 maos antes, mesa antes

2 : CIP-SUL 13 carcaga (A, B, C, D), maos durante, mesa durastejlp
2 . CLI-CLO 1 carcaca (C)

2 . ERI-CIP 1 carcaca (B)

2 : GEN-CIP 2 carcaca (B)

2 . PENCIP 1 Pernil

2 : PENSUL 2 baia, linguica

2 : TET-SUL 1 Linguica

1: CIP 2 carcaca (D)

1: SUL 4 carcaca (B), linguica

1: TET 1 carcaca (D)

0 : nenhum 15 baia, carcaga (A, B, C, D), pernil, linguica
* namero de antimicrobianos, OXA: Oxacilina (meticilina), PENnicilina, VAN: Vancomicina, GEN: Gentamicina, ERI: Eritroma,i TET: Tetraciclina, CIP: Ciprofloxacina,
CLI: Clindamicina, SUL: Sulfametoxazole, CLO: Cloranfenicdi-RRifampicira.
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Tabela 7. Perfil genotipico por genes associadesisténcia a diferentes antibidticos por 246ido$ deStaphylococcuaureusobtidos da cadeia produtiva de carne

suina.

Perfil genotipico n Origem

3 : femB-blaz-tetk 3 carcaca (D), linguica

2 : blaZz-tetk 4 carcacga (A, B), linguica

2 : femB-blaz 15 carcaca (A, B, C, D), faca antes, linguica

1 : blaz 160 baia, carcaca (A, B, C, D), faca (antes e durantaps (antes e durante), mesa (antes e durarg&laggernil, linguica
1 : femB 2 baia, carcaca (B)

1 : tetK 2 maos (antes e durante)

0 : nenhum 60 baia, carcaca (A, B, C, D), faca antes, maos (antksante), mesa antes, linguica
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Masson(2012 também encontrou predominanciaieureusnultirresistentes
em sua pesquisasprincipios ativos de menor eficiéncia foram a penicilina, tetraeaicli
clindamicina, eritromicina e ciprofloxacina. A resisténcia a pen&ié bem variavel
entre alguns paises, porém altas frequéncias de resisténcia ja foram relatasiada=m e
na Dinamarca (84%) e na Bélgica (60%) (AARESTRUP et al., 2008).

Os isolados MRSA foram resistentes a um maior numero de drogas
antimicrobianas do que os demais. Este comportamento que associaéaciasest
meticilina a multidrogarresisténcia também foi observado por Lee (2003).

Ao avaliar o pefil genético de resisténcia a antibiéticosSpaureugTabela 7),

60 (24,4%) isolados ndo apresentaram nenhum dos genes de resisténciasazdéim
dofemA que é um gene de identificacdo e supostamente relacionadoémogsigtinda,
73,98% dos isolados de. aureusapresentaram o ger@aZ, e todos os isolados de
produtos finais (costela e pernil) apresentaram esse gene (Tabela 7).

Quanto a coincidéncia entre os testes fenotipicos e genotipicos para
determinacao da resisténcia a antibidticos, apenas em relacaoilnpema presenca do
blaZ foi observada uma correspondéncia significativa (p = 0,147, Tap&Na &ste de
susceptibilidade na concentracéo do breakpoint para a penicilina, 167 c&pasickis
foram resistentes, e 182 apresentaram o gblteZ (Tabela 5); porém, houve
correspondéncia de resultados em 153 isolados (TabeEnf®)ora existam 2 genes
cromossomais reguladores da expressddld@ (blaR1 e blal), ndo é relatado na
literatura a existéncia de outros genes responsaveis pela resisténcidiagpdr@n\y,

2003), o que pode justificar a coincidéncia entre os testes feostipigenotipicos

(Tabela 8).
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Tabela 8. Comparacao de resultados para identificde resisténcia a antibiéticos por métodos feinotie genotipico em 246 isolados Saphylococcuaureus

obtidos em cadeia produtiva de carne suina.

antimicrobiano comparagédo pareada resultados coincidentes resultados divergentes Q* P
positivo negativo positivo : negativo negativo : positivo

meticilina (OXA) breakpoint femA 99 0 0 147 145.0 <0.0001
breakpoint femB 4 131 95 16 54.8 <0.0001
breakpoint femA-femB 4 131 95 16 54.8 <0.0001
breakpoint femA e/ou femB 99 0 0 147 145.0 <0.0001

penicilina (PEN) breakpoint blaz 128 25 39 54 211 0.147

vancomicina (VAN) breakpoint vanA 0 206 40 0 38.0 <0.0001

tetraciclina (TET) breakpoint tetK 3 188 49 6 32.1 <0.0001

* McNemar; valores de P inferiores a 0.05 indicam diferesigasficativas entre os testes comparados (fenotigaenotipico).
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Em 99 isolados foi possivel a verificacdo de resisténcia fenotipixacdina e
presenca de genes associados a esse perfil de resistémAa&/oufemB, porém 147
apresentaram 0s genes, sem expressdo do perfil de resisténcia 8)absiaB foi
detectado em apena$4aureudenotipicamente resistentes, e foram verificados isolados
resistentes pelo breakpoint que ndo possuiam o (Eadeela 8). Esses resultados
demonstram a grande heterogeneidade e variedade genética envolvixiaresade
fenotipica da resisténcia a meticilina. Em estudo anterior que pesms genefemBe
mecAassociados a avaliagcao fenotipica da resisténcia, foi verificada a presencade cepa
sensiveis a meticilina que possuiam o gem& emecAsomente foi detectado em cepas
resistentes a altas concentracées de meticilina (PEREZ-ROTH et al., 2001).

Apesar do genenecAser o principal fator de resisténcia a meticilina, existem
elementos reguladores, comaonecRI-meglcapazes de permitir ou ndo a expresséo de
genes de resisténcia, mas que ndo estdo necessariamente prestrutas as cepas que
possuenmecA.Os genesemAe femB ocorrem naturalmente e®. aureustanto em
cepas resistentes como em susceptiveis e sdo essenciaia patarminacdo da
resisténcia, além dmec(HURLIMANN-DALEL et al, 1992) Hurlimann-Dalel et al.
(1992), em estudo com cepasSlaaureugesistentes e sensiveis a meticina, observaram
gue haviam cepas fenotipicamente resistentes a metmgilenpossuem mecA mas nao
possuiam o elemenitoecRI-megloutras que possuiam e também ndo eram sensiveis. No
entanto, demAesteve presente em todos os isolados fenotipicamente resistentes.

Em complementagéo, o geneecG homoélogo aanecA também implica em
resisténcia a meticilina (STEGGER, 2011). Ainda, a existéncia des@énes chamados
fatores essenciais para a resisténcia a meticilerg),(além dofemAe femB,como o
femC, femD, femE, feméue estao presentes em cepas susceptiveis e resistenteg dificul

ainda mais a classificacdo genotipica das cepas (CHAMBERS, 1997).
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Em relacdo a tetraciclina, 52 isolados foram fenotipicamente ressstpotém
apenas 9 possuiam o gaatk (Tabela 5)dentre as quais apenas 3 foram fenotipicamente
resistentes a tetraciclina (Tabela 8)codificacdo da resisténcia a tetraciclina pode ser
feita por outros genes isolados ou em associacdo com tegi€neomo, por exemplo 0s
genegetM e tetL (ARGUDIN et al., 2011).

A pesquisa do geneanAdemonstrou que este ndo é o Unico responsavel pela
resisténcia a vancomicina. Das 246 cepdaS.daireusnenhuma apresentou o gemmA
apesar de 40 serem resistentes a vancomicina pelo método do breaksta $).80
mecanismo exato da resisténcia ainda € desconhecido, mas s ideigue isso ocorre
por meio do espessamento da parede celular, o que dificulta e impedeagueraicina
alcance a membrana citoplasmatica onde acontece a sinfgsgtideoglicano (CUI et
al, 2000; TIWARI & SEN, 200p Tiwari & Sen (2006) ndo encontraram 0S geressA
e vanB em cepas fenotipicamente resistentes a vancomicina. Hogetgmsrelato de
resisténcia a vancomicina em virtude da presenca do\ger@(MIRANI & JAMIL,

2013).

4. Conclustes

Esse trabalho revelou a ocorréncia de 8SPaureuso longo de toda a cadeia
produtiva de suinos, o que reforca a importancia de controles de qualidagigtefici
dentro da indUstria de alimentos, a fim de reduzir a contageStaglylococcus aureus
para niveis aceitaveis. Adicionalmente, pode ser verificadesardinacédo de cepas$le
aureusresistentes a diferentes antibioticos, alertando para a rismssie um controle
e monitoramento eficaz em diferentes etapas da cadeia prodtitival@ evitar de sa
permanéncia de cepas multidrogarresistentes ao longo da cadeia prdéoaimente,

foi evidente a necessidade de associacdo de testes fenotipier®tipigos para
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caracterizar adequadamente o perfil de resisténci&. deureuspresentes na cadeia

produtiva de carne suina.
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CONCLUSOES

Staphylococcus aureu8 um importante problema de saude publica e de
inocuidade alimentar e o fato dos seres humanos e animais seredonesrtdesta
bactéria, contribuem para que ela permaneca ao longo de tod#agcadetiva de carne
suina, como observado neste estudo. A alta temperatura da escaldagem
chamuscamento e a lavagem das carcacas podem reduzir signifieatiw¥aa contagem
de Saphylococcus aureusNo entanto, recontaminacfes podem ocorrer durante a
manipulacdo e processamento, permitindo que bactérias resisteramsbiaticos
cheguem ao alimento.

Para se ter um alimento microbiologicamente seguro, é necess&ouhza
conscientizacdo sobre o uso de antibiéticos durante a producao dos suinos. Akado a i
um efetivo controle de qualidade dentro da industria frigorifica é esleam@ayjue falhas
na producdo dos suinos e no abate e processamento sejam eliminadas.

Outro fator preocupante € a ocorréncia de mudltipla resisténcifer@rdées
classes de antibi6ticos desde a granja até o produto final. Ematodéepas da cadeia
produtiva de carne suina houveram cepaS.deureugesistentes a antibidticos. Como
observado neste estudo, as cepas que permanecem ao longo da cadeisokitsos
mais resistentes, capazes de driblar higienizacdes e processossé&nsdo grandes
fontes de genes de resisténcia.

Em virtude do grande poder de adapta¢cd®.@deireusa identificacdo genotipica
da resisténcia demanda a pesquisa de um grande nimero de genes deiaesisti
permite a comparacdo com o perfil de resisténcia fenotipico. Tedaa&dreamento da
cadeia produtiva teve como objetivo fornecer informacdes para melhoraresgwoc
produtivo de modo a minimizar a disseminacdo de bactérias resistarigbioticos na

populacdo humana e animal.
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ANEXO

Foram selecionadas 10 isolados identificados c8taphylococcus aureysra
avaliacdo da coincidéncia de resultados fenotipicos entre a metodologia derag@éoent
minima inibitéria (MIC) e o teste de susceptibilidade a conaghralo breakpoint,
conforme protocolos descritos pelo CLSI (2016) e por BAE €@0D5). Foram avaliados
11 diferentes antibiéticos e como controle negativo foi utilizadepa$. aureuATCC
29213, conforme recomendacdes do C(2BI1L6).

O teste de susceptibilidade pelo MIC foi realizado em triglieapara cada
antibidtico testado foram testadas 6 diferentes concentracfes, sendcefltragies
superiores ao MIC, a MIC e 2 concentracdes abaixo da MIC, conforme CLSI.(2016)
breakpoint foi feito em duplicata e a concentracao utilizada foi addt€rminada pelo
CLSI. Culturas overnight dos isolados selecionados foram diluidos parauthitkez
sanelhante ao tubo 1 da escala de McFarland, e semeadas nos pégcadagritulacéo
previamente preparados com os antibidticos a serem testados cergramdes descritas
previamente. Em todas as placas utilizadas foram reservados poca®manées de
contaminacao (sem inoculacdo de nenhuma cultura), e controles denergscdas
culturas (sem adicdo de antimicrobianos). As placas foram incubadas a 3p6€2d a
h foram realizadas leituras de densidade optica das culturas.dd&smdés densidage
Opticas, ap6s ajustes necessarios (branco), foram comparadas por AN@sta det
Tukey (p < 0,05) para verificagéo de diferencas significativas entre s;smsntos das
culturas nas diferentes concentracfes de antibidticos e os contro$&ncfa de
antimicrobianos) (Tabela suplementar 1). A coincidéncia entre os cesutibtidos pelas
metodologias foi avaliada pelo teste de McNemar (p < 0,05). Todaskses estatisticas

foram realizadas com auxilio do software XLStat.
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A grande vantagem do breakpoint frente ao MIC é a possibilidade de at@lia
96 isolados simultaneamente, o que reduz 0s custos com a pesquisa anunempo
gasto no procedimento de verificacdo da resisténcia. As 2 metodolegiassgaram
equivalentes para determinacdo fenotipica de resisténciacdimaagentamicina e
clindamicina, mas para todos os outros podem ser considerados coincideatgszum
gue nenhum apresentou o valor de p < 0,05. Para penicilina e ciprofloxacina a
coincidéncias foram menores (Tabela suplementar 2

Esses dados aprovam o teste de susceptibilidade a concentracdakgdoibtre
como método alternativo ao MIC para avaliagdo da resistén8aaileeudrente aos 11
antibiodticos testados, o que favorece o uso racional dos recursos laboratorgitanto,
€ desejavel uma pesquisa com um maior universo amostral e comantitoasicos para
validar este método. Adicionalmente, essa metodologia pode ser considedal pasai
realizacdo de uma triagem e comparagao de grandes populacoesoderganismos;
entretanto, testes adicionais confirmatérios devem ser realizados, cdesie de

susceptibilidade pelo MIC e pesquisa de genes relacionados a resisténcia.
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Tabela suplementar 1. Resultados fenotipicos obfidta metodologia de Concentracdo Minima Inikat@IC: Minimal Inhibitory Concentration) e peloste de
susceptibilidade a concentracdo de breakpoint paiat) para identificacdo de resisténcia a difsgrantibidticos postaphylococcus aureusbtidos de cadeia

produtiva de carne suina.

Classe Antibimicrobiano Concentragéo Isolados
3 33 94.1 95.1 124.1 134.1 166.1 167.1 1771 191.1 ATCC 29213

Penicilinas Oxacilina O pg/mL (Controle) 1,040 ab 1,217ab 0,375a 0,671a 0,394a 0,253a 1,333a 0,063a 1,379a 0,615a 0,378a
1 pg/mL 1,011 abc 1,183b 0,010b 0,184c 0,003b 0,000 b 1,295a 0,057ab 1,353a 0,017b 0,211b
2 pug/mL 0,982bc 1,155b 0,271a 0,424b 0,002b 0,000 b 1,269a 0,057b 1,305ab 0,016b 0,173 c
4 pg/mL 0961c 1,152b 0,011b 0,188c 0,008b -0,001b 1,314a 0,057b 1,315ab 0,021b 0,117d
8 ug/mL 0,958¢ 1,185b 0,012b 0,006c 0,002b -0,001b 1,277a 0,055b 1,327ab 0,044b 0,048e
16 pg/mL 0,995bc 1,208ab 0,011b 0,010c 0,002b -0,003b 1,279a 0,057b 1,315ab 0,029b 0,024e
32 pg/mL 1,074a 1,272a 0,006b -0,001c 0,002b -0,002b 1,271a 0,051b 1256b 0,022b 0,025e
p 0,026 0,022 0,017 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,827 0,047 0,101 <0,0001 <0,0001
MIC R (4) R (?) S (1) S () S (1) S(1) R(>32) S (2 R (32) S(1) S (1)
breakpoint R R S S S S R S R R S

Penicilina 0 pg/mL (Controle) 0,522a 0,892b 0,630a 0,356b 1,342ab 0,483 a 1,189a 0,198a 1,274a 0,568d 0,474a

0,075 pg/mL 0,491a 0,904ab 0547a 0,487ab 1,328ab 0,461 a 1,169a 0,152a 1,127b 0,667c 0,462a
0,125 pg/mL 0,383ab 0,909ab 0537a 0,483ab 1,253b 0,452 a 1,198a 0,223a 1,121b 0,643c 0,359a
0,25 pg/mL 0,401ab 0,902ab 0560a 0549a 1,264b 0,435a 1,212a 0,007a 1,219ab 0672c 0,340a
0,5 pg/mL 0,386 ab 0,902ab 0577a 0,522a 1,263b 0,457 a 1,200a 0,008a 1,240ab 0,680 bc 0,367 a
1 pg/mL 0,250b 0,910ab 0,763a 0,504ab 1,306 ab 0,440 a 1,201a 0,007a 1264a 0,725b 0,368a
2 pg/mL 0,595a 0,992a 0,663a 0,465ab 1,38la 0,457 a 1,200a 0,007a 1285a 0,833a 0,429a
p 0,112 0,363 0,629 0,266 0,096 0,662 0,925 0,248 0,073 <0,0001 0,328
MIC R (?) R (?) R (?) R (?) R (?) R (>2) R (>2) R (>2) R (>2) R (?) R (>2)
breakpoint R R S S S S R S R R R
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Continuacao.

Classe Antibimicrobiano Concentragdo Isolados
3 33 94.1 95.1 124.1 134.1 166.1 167.1 1771 191.1 ATCC 29213

Glicopeptideos Vancomicina 0 pg/mL (Controle) 0,455ab 0,892a 0,579a 0,368a 1,326b 0,466 a 1,186a 0,343a 1,173a 0,641a 0,333a
4 pg/mL 0,516ab 0,896a 0,009b 0,013b 1424a 0,402a 1,159a 0407a 1,171a 0,013b 0,032b
8 ug/mL 0,346b 0,920a 0,005b 0,029b 1,301b 0,438a 1,086a 0,015b 1,110a 0,020b 0,024b
16 pg/mL 0,559ab 0,890a 0,006b 0,031b 1,309b 0,368a 0,836b 0,011b 0,970b 0,016b 0,024b
32 pg/mL 0,497ab 0,901a 0,002b 0,011b 1,236c¢c 0,400 a 0,703bc 0,012b 0,807c 0,014b 0,027b
64 pg/mL 0,677a 0931a 0,006b 0,010b 0971d 0,095b 0,680c 0,012b 0,572d 0,013b 0,022b
128 pg/mL 0,618ab 0,982a 0,002b 0,011b 0909e 0,030b 0,453d 0,013b 0,251e 0,018b 0,034b
p 0,278 0,478 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,000 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC R (?) R (>128) S (4) S 4) R (32) R (64) R (16) S (8) R (16) S 4) S 4)
breakpoint R R S S S S R S R S S

Aminoglicosideos Gentamicina O pg/mL (Controle) 1,197a 1,202a 0,909a 0,423a 0476a 1,16la 1282a 1,101a 1,315a 0,477a 0,552a
4 pg/mL 0,248b 0,224b 0,216b -0,006b 0,459a 0,063b 0,525b 0,024b 0,597b 0,217b 0,074b
8 pg/mL 0,062¢ 0,086c 0,184b 0,008b 0,239b 0,048bc 0,452b 0,028b 0407c 0,111c 0,087b
16 pg/mL 0,026¢c 0,060c 0,174b 0,021b 0,081c 0,041c 0,080c 0,021b 0,044d 0,038d 0,066b
32 pg/mL 0,026c¢c 0,058c 0,181b 0,009b 0,048c 0,030c 0,037c¢c 0,039b 0,014d 0,015d 0,083b
64 pg/mL 0,027¢c 0,053c 0,198b 0,022b 0,045c 0,035cC 0,038c 0,024b 0,011d 0,028d 0,070b
128 pg/mL 0,030c 0,065c 0,186b -0,004b 0,052c 0,044bc 0,040c 0,038b 0,014d 0,035d 0,071b
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC S (4) S 4) S (4) S 4) S (8) S 4) S 4) S (4) S 4) S 4) S (4)
Breakpoint S S S S S S S S S S S
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Continuacao.

Classe Antibimicrobiano Concentragdo Isolados
3 33 94.1 95.1 1241 134.1 166.1 167.1 177.1 191.1 ATCC 29213

Macrolideos Eritromicina O pg/mL (Controle) 1,245a 1,202a 1,282a 1,176a 0,939a 1,291a 1,445a 1,223a 1,383a 1,421a 1,208a
2 pg/mL 1,183b 1,137b 1,229ab 1,040b 0,911a 1,318a 1,291ab 0,937c¢c 1433a 1,341b 1,164b
4 pug/mL 1,135b 1,08lc 1,252a 1,043b 0914a 1,273ab 1,178bc 1,045b 1,316b 1,319b 1,138bc
8 ng/mL 1,162b 1,058cd 1,149b 1,00Lbc 0,908a 1,209b 1,064cd 0,925¢ 1,225¢ 1,201c 1,110cd
16 pg/mL 1,138b 1,089c 0,992c¢c 0,945cd 0,938a 1,022c 1,135¢ 0,761d 1,129d 1,033d 1,072d
32 pg/mL 1,150b 1,034d 0,975c¢ 0,911de 0,910a 0,854d 1,102c 0,676e 1,026e 0,96le 1,016e
64 pg/mL 1,136 b 1,039d 1,040c 0,842e 0,880a 0,889d 0,914d 0,672e 0,953f 0,946e 0,959 f
p 0,017 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,841 <0,0001 0,000 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC S (2 S(2) R (8) S(2) R(>64) R(8) S 4) S(2) S 4) S (2 S (2
Breakpoint R R S S S S R S R R S

Tetraciclinas Tetraciclina O pg/mL (Controle) 0,404a 0,876a 0,737a 0536a 136la 0,442a 1,307a 0,563a 1,283a 0,726a 0,445a
4 pg/mL 0,581a 0860a 0,006b 0,014b 0,948b 0,349b 0,684b 0,038b 0,843c 0,029b 0,091c
8 ng/mL 0,478a 0,844a 0,00/b 0,020b 0936b 0,397ab 0,685b 0,017b 0,966b 0,041b 0,082c
16 pg/mL 0,482a 0,790ab 0,008b 0,016b 0,937b 0,427 a 0,639b 0,002b 0,939bc 0022b 0,079c
32 pg/mL 0,069b 0,692b 0,007b 0,010b 0,934b 0,358b 0,611b -0,001b 0,866c 0,025b 0,079c
64 pg/mL 0,111b 0,528c 0,006 b 0,012b 0,872b 0,117c 0,481c 0,007b 0,5549d 0,023b 0,080c
128 pg/mL 0,077b 0,339d 0,041b 0,011b 0,783b 0,052d 0,447c 0,011b 0454d 0,030b 0,120b
p 0,002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC R(B2) R@B2) S@& S (4) S (4) S (4) S (4) S (4) S (4) S (4) S (4)
breakpoint R R S S S S R S S R S
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Continuacao.

Classe Antibimicrobiano Concentragdo Isolados
3 33 94.1 95.1 124.1 134.1 166.1 167.1 177.1 1911 ATCC 29213

Fluoroquinilonas  Ciprofloxacina 0 pg/mL (Controle) 0,462a 0,909ab 0,544a 0,514a 1395a 0444a 1256a 0,618a 1,292a 0,645c 0,579 ab
1 pg/mL 0,502a 0916ab 0,637a 0518a 1,364a 0,449a 1,272a 0,638a 1,197a 0,689bc 0,587 a
2 pg/mL 0,392a 0,902ab 0,798a 0,483a 1,387a 0,430a 1,262a 0,527a 1,283a 0,670bc 0,608 a
4 pg/mL 0,384a 0,899ab 0,639a 0,334b 1,350a 0,482a 1,287a 0,525a 1,307a 0,654bc 0,593 a
8 pg/mL 0,378a 0,888b 0,139b 0,426ab 1,380a 0,438a 1,235a 0,567a 1,265a 0,662bc 0,634 a
16 pg/mL 0,399a 0,926ab 0,011b 0,074c 1,130b 0,442a 1325a 0,655a 1,226a 0,730b 0,483 ab
32 pg/mL 0,282a 0,974a 0,00rb 0,014c 0977c 0,449a 1,168a 0,506a 1266a 0,847a 0,387b
p 0,532 0,328 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,769 0,543 0,970 0,662 0,001 0,152
MIC R(>32) R(>32) R(8) R (4) R(16) R(>32) R(>32) R(>32) R(>32) R(16) R(32)
breakpoint R R S S S S R S R R R

Lincosamidas Clindamicina O pg/mL (Controle) 1,198a 1,180ab 1,149b 1,144a 1,126a 1,293a 1245a 1,323ab 1,261a 1,346a 1,025a
1 pg/mL 1,143ab 1,212a 1,272a 0,952bc 1,096a 1,120b 0,958b 1,333a 1,173b 1,342a 0,981 ab
2 pug/mL 1,100ab 1,184 ab 1,247a 1,012b 1,000b 1,084b 0,917bc 1,267b 1,080c 1,286a 0,904 bc
4 pg/mL 1,094b 1,152bc 0,976c¢c 0,823c 0,873c 0,991c 0,856 cd 1,121c¢ 0,921d 1,178b 0,809 cd
8 pug/mL 1,108 ab 1,100c 0,877d 0,648d 0,703d 0,902d 0,838cd 1,085c 0,836e 0,991c 0,728d
16 pg/mL 1,107ab 1,011d 0,757e 0,532de 0,641d 0,644e 0,828d 0,848d 0,724f 0,788d 0,616¢e
32 pg/mL 1,091b 0945e 0484f 0457e 0,480e 0417f 0,849cd 0,698e 0,485g 0,645e 0/546e
p 0,331 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC R (4) R (4) R (4) S () S(2) S (1) S (1) S (2) S () R (4) S(2)
Breakpoint R R S S S S R S R R S
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Continuacao.

Classe Antibimicrobiano Concentragdo Isolados
3 33 94.1 95.1 124.1 134.1 166.1 167.1 177.1 1911 ATCC 29213

Sulfonamidas Sulfametoxazole O pg/mL (Controle) 1,295a 1,235a 1,288a 1,234a 0,929ab 1,351a 1284a 1,250a 1,311a 1,474a 1,223a
9,5 pg/mL 1,191c¢ 1,129b 0,861b 1,024b 0,849bc 1,101b 1,228ab 0,640c 1,111b 0,946b 0,810 bc
19 pg/mL 1,151c¢ 1,053bc 0,843b 0,942bc 0862bc 1,005c 1,160 bc 0,642c 1,031cd 0,844c 0,783 bc
38 pg/mL 1,184c 1,032c 0,806b 0,889cd 0,846c 0,947d 1,091cd 0,648c 0,985d 0,806c 0,766c
76 pg/mL 1,194c¢ 1,038c 0,790b 0,852d 0,858 bc 0,937d 1,055d 0,683c 0,989d 0,789c 0,767c
152 pg/mL 1,216 bc 0997c 0,797b 0,844d 0,875bc 0,896d 1,036d 0,703bc 0,983d 0,802c 0,805 bc
304 pg/mL 1,270ab 1,042bc 0,845b 0,820d 0,957a 0,897d 1,030d 0,790b 1,059 bc 0,852c 0,836Db
p 0,010 0,001 <0,0001 <0,0001 0,061 <0,0001 0,000 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC S(O5) S@O5 S5 S0O5 R(® S (9.5) S (19) S(©5) S@O5 S@O5 S(9.5)
Breakpoint R R S S S S R S R R S

Fenicdis Cloranfenicol O pg/mL (Controle) 1,163a 1,121a 0,965a 0,572a 0432a 1,228a 1280a 1,128a 1,295a 0,523a 0,693a
8 ng/mL 1,134a 1,099ab 0,719b 0,123b 0,167b 1,188ab 0,821 b 0,968b 1,123b 0,287b 0,271b
16 pg/mL 1,137a 1,090ab 0,255c¢ 0,020c 0,006c 1,128bc 0,680c 0,818c 1,057bc 0,175c¢ 0,179c
32 pg/mL 1,149a 1,081ab 0,157cd 0,011c¢c 0,013d 1,0/9cd 0,193d 0,481d 1,036c 0,085d 0,096d
64 pg/mL 1,087a 1,061b 0,123d 0,046c 0,015d 0,989d 0,068e 0,077e 0,602d 0,063d 0,036 ef
128 pg/mL 1,110a 0,952c 0,103d -0,004c 0,012d 0,418e 0,043e 0,101e 0,066e 0,041d 0,084de
256 pg/mL 0,998b 0,355d 0,144cd 0,012c 0,069c 0,041 f 0,043e 0,056e 0,028e 0,036d 0,026 f
p 0,007 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <O0,0001
MIC R(56) R((64) S(8) S (8) S (8) S (16) S (8) S (8) S (8) S (8) S (8)
Breakpoint R R S S S S R S R R S
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Continuacao.

Classe Antibimicrobiano Concentragdo Isolados
3 33 94.1 95.1 1241 134.1 166.1 167.1 177.1 1911 ATCC 29213

Ansamicinas Rifampicina O pg/mL (Controle) 1,204a 1,220a 1,122ab 1,109a 1,128a 1,332a 1,225a 1,315a 1,293a 1,358a 1,004 a
1 pg/mL 1,158a 1,215a 1,196a 1,006ab 1,152a 0,904b 0,930b 1,280a 0,955b 1,170b 0,987 a
2 pg/mL 1,062a 1,155a 0941b 0954b 1,080a 0,885b 0,907b 0,844b 0,932b 0,961c 0,839b
4 pg/mL 0,754ab 0,885b 0,902b 0,756c 0,759b 0,587 c 0,711c¢c 0,609c 0,766c 0,754d 0,711c
8 pg/mL 0,272¢ 0,525c¢ 0,393c 0,373d 0,430c 0,422d 0,436d 0,304d 0,374d 0,407e 0,333d
16 pg/mL 0,238c 0,196d 0,298c 0,256de 0,204d 0,237e 0179e 0,101e 0,205e 0,232f 0,115e
32 pg/mL 0,453 bc 0,214d 0,268c 0,173e 0,099d 0,134e 0,124e 0,070e 0,161e 0,135g 0,128e
p 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MIC R (8) R (4) S(2) S(2) R (4) S (1) S(1) S(2) S (1) S(@1) S(2)
breakpoint R R S S S S R S R R S
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Tabela suplementar. £oincidéncia de resultados fenotipicos obtidos petodologia de Concentracdo Minima Inibitoria (MMinimal Inhibitory Concentration)

e pelo teste de susceptibilidade a concentracoeadépoint (Breakpoint) para identificacdo de tésisia a diferentes antibidticos ftaphylococcus aurewdbtidos

de cadeia produtiva de carne suina.

Classe Antimicrobiano MIC Breakpoint Coincidence  Teste de McNemar Chances de erro
R S R S ao rejeitar MIC = breakpoint

Penicilinas Oxacilina (meticilina) 4 6 5 5 9/10 Q =0.00, p=1.000 100%

Penicilina 10 0 5 5 5/10 Q=3.20,p=0.074 7.36%
Glicopeptideos Vancomicina 6 4 4 6 8/10 Q =0.50, p=0.480 47.95%
Aminoglicosideos  Gentamicina 0 10 0 10 10/10 Q =0.00, p=1.000 100%
Macrolideos Eritromicina 3 7 5 5 2/10 Q=0.13,p=0.724 72.37%
Tetraciclinas Tetraciclina 2 8 4 6 8/10 Q =0.50, p=0.480 47.95%
Quinolonas Ciprofloxacina 10 0 5 5 5/10 Q =3.20,p=0.074 7.36%
Lincosamidas Clindamicina 4 6 5 5 7/10 Q =0.00, p=1.000 100%
Sulfonamidas Sulfametoxazole 1 9 5 5 4/10 Q =150, p=0.221 22.07%
Fenicois Cloranfenicol 2 8 5 5 7/10 Q=1.33,p=0.248 24.82%
Ansamicinas Rifampicina 3 7 5 5 6/10 Q=0.25, p=0.617 72.37%

Obs.: valores de p < 0.05 indicam diferencas significatinre ®s métodos de deteccao de resisténcia ao antimiavdb&ado. R: Resistente, S: Sensivel
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