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RESUMO

Com a descoberta dos antibioticos e o com o inicio de seu uso clinico, acreditava-se
que as doencas infecciosas deixariam de ser um problema a saude humana.
Entretanto, menos de 100 anos apds esse evento tem-se, segundo a OMS, a
resisténcia a antimicrobianos (RAM) como uma atual preocupagdo mundial para a
saude publica. Uma bactéria de grande importancia tanto hospitalar quanto
comunitaria € a Staphylococcus aureus, uma das principais causadoras de doencgas
transmitidas por alimentos no Brasil e no mundo. A S. aureus é comumente
encontrado na pele e fossas nasais de seres humanos e de animais. Uma das
proteinas animais que contém a maior incidéncia de S. aureus, segundo estudos, &
a suina. A linguica suina sendo um derivado que demanda de varias etapas de
manipulacdo em sua producdo, € propicia a contaminagdo, crescimento e
multiplicagdo da S. aureus, que por ser halotolerante consegue sobreviver e se
multiplicar mesmo sendo um alimento temperado. O presente estudo avaliou a
presenca de S. aureus em linguica suina e seu perfil de suceptibilidade a
antibidticos. A pesquisa foi realizada no laboratério de microbiologia da UTFPR,
campus Santa Helena, PR. Foram utilizadas lingui¢cas de duas industrias regionais,
adquiridas congeladas em mercados locais. O isolamento de S. aureus foi
presuntivo através de ensaios fenotipicos. O teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos foi realizado através da técnica de disco- difusdo e seguiu as
recomendagdes de 6rgaos de controle, onde foram testados dezesseis antibioticos.
Foram obtidos cerca de treze isolados bacterianos (Staphylococcus) de amostras de
apenas uma industria. A maioria dos isolados, aproximadamente 68%, apresentou
resisténcia a pelo menos um dos antibidticos testados, e entre os resistentes, cerca
de metade foi identificada como resistentes a meticilina (MRSA). Um isolado se
mostrou multirresistente contra trés classes de antimicrobianos, apresentando indice
MAR (Multiple Antibiotic Resistance) de 0,25. A verificagcdo de microrganismos
resistentes em alimentos € necessaria como auxilio na melhor compreensado da
disseminacgao da resisténcia bacteriana, possibilitando avaliar o seu potencial risco a
saude humana.

Palavras-chave: Antibidticos; Bactérias Resistentes; Microbiologia, Saude Publica.



ABSTRACT

When the first antibiotic was discovered and it was initiated their clinical use, it was
believed that infectious diseases would cease to be a problem for human health.
However, less than 100 years after, according to the WHO, antimicrobial resistance
(AMR) is a current global concern for public health. A bacterium of great importance,
both in hospitals and in the community, is Staphylococcus aureus, one of the main
causes of foodborne diseases in Brazil and worldwide.

S. aureus is commonly found on the skin and nasal cavity of humans and animals.
One of the animal proteins that contain the highest incidence of S. aureus, according
to studies, is pork. Therefore, pork sausage is a derivative that requires several
stages of manipulation in its production, conducive to contamination, growth and
multiplication of S. aureus, which, because it is halotolerant, manages to survive and
multiply even though it is a seasoned food. The present study evaluated the
presence of S. aureus in pork sausage and its antimicrobial susceptibility profile. The
study was carried out at the UTFPR microbiology laboratory, Santa Helena campus,
PR. Sausages fromtwo regional industries, purchased frozen in local markets, were
used. Isolation of S. aureus was presumptive through phenotypic assays. The
antimicrobial susceptibility test was performed using the disk-diffusion technique and
followed the recommendations of standard laboratories, where sixteen antibiotics
were tested. About thirteen bacterial isolates were obtained from samples of only one
industry. Most isolates, approximately 68%, showed resistance to at least one of
the antibiotics tested, and among those resistant, about half were identified as
meticilin resistence (MRSA). One isolate proved to be multiresistant against three
classes of antimicrobials, with a MAR (multiple antibiotic resistance) index of 0.25.
The identification of resistant microorganisms in food is necessary for better
understanding the spread of bacterial resistance, making it possible to assess its
potential risk to human health.

Key-words: Antibiotics; Resistant bacteria; Microbiology; Public health.
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1. INTRODUGAO

Um dos grandes marcos cientificos do século XX foi a descoberta da
penicilina por Alexander Fleming, em 1928. Descoberta esta que foi responsavel por
abrir caminhos a novos investimentos cientificos no dominio da antibioticoterapia,
levando a descoberta de novos antibidticos, e a fabricacdo destes medicamentos a
nivel industrial. A penicilina, juntamente com as outras classes de antibioticos,
salvam milhares de vidas todos os anos (PEREIRA; PITA, 2005).

Entretanto, menos de 100 anos apos a descoberta do primeiro antibidtico,
tém-se a resisténcia antimicrobiana (RAM) como uma das 10 principais ameacgas a
saude publica (OMS, 2012; SILVA et al, 2020). Segundo Silva et al (2020), por ano,
aproximadamente 4 milhdes de pessoas adquirem infecgdes que sdo associadas
aos cuidados de saude na Unidao Europeia (UE), e ainda cerca de 37.000 individuos
morrem em decorréncia deinfecgbes, causadas por microrganismos resistentes, que
foram adquiridas em ambientes hospitalares, sendo que 67,6% dessas mortes sao
causadas por bactérias multirresistentes a antibioticos.

A RAM ocorre devido a interagdo natural entre o microrganismo e 0 meio
ambiente, porém tem como contribuicdo para o aumento de sua incidéncia uma
série de fatores, entre eles: o consumo adequado e/ou inadequado de antibiéticos; a
falta de informacdo da populacdo; a utilizacdo de forma excessiva desses
medicamentos na agropecuaria; a poluicdo do meio ambiente pelo despejo incorreto
de residuos de medicamentos; etc. (OMS, 2012; SILVA et al, 2020).

Uma das infec¢des bacterianas de grande importancia, em se tratandode
saude publica, é a causada pela bactéria Staphylococcus aureus, a qual sera o foco
do presente trabalho. Ela foi descrita pela primeira vez em 1880 pelo cirurgidao
escocés Alexandre Ogston, sendo um dos microrganismos mais comuns em
infecgdes patogénicas no mundo todo (SANTOS et al, 2007)

Cepas de S. Aureus resistentes a meticilina (MRSA) causam mais de 100
mil casos de infeccbes a cada ano, ja tendo se tornado comunitaria ndo sendo
unicamente hospitalar. Esta espécie bacteriana também tem apresentado uma
crescente resisténcia aos antibiéticos nos ultimos anos, tendo o agravante de que
ndo ha novas classes de antibidticos sendo desenvolvidos para ajudar no
tratamento de infec¢des bacterianas (BRITO; CORDEIRO, 2012).



10

Assim como Salmonella spp., a S. aureus € um dos microrganismos que
mais comumente esta ligado a doengas transmitidas por alimentos (DTA), que
devido a sua ampla variedade de toxinas e enterotoxinas estafilococicas (SEs),
causam doencgas gastrointestinais (KIM et al, 2018); (MANSUR; PARK; DEOG-
HWAN, 2015). A maior parte das SEs sao resistentes ao calor, e mesmo que o
alimento esteja devidamente cozido, sua agao patogénica nao é inibida (RORTANA
et al, 2021).

Um dos alimentos com potencial contribuicdo para a disseminacdo de
intoxicagcbes alimentares causadas pela S. aureus é a carne suina, a qual, deve-se
ter uma preocupacgao significativa devido ao seu grande consumo. (MANSUR;
PARK; DEOG-HWAN, 2015). Segundo a Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento), em 2021 o consumo de carne suina no Brasil foi em torno de 15 kg
por hab/ano, sendo o terceiro tipo de carne mais consumida no pais, ficando atras
apenas da carne de frango (51 kg por hab/ano) e Bovina (27 kg por hab/ano).

O uso de antibidticos na suinocultura ocorre ha muitos anos, no intuito de
tratar infecgdes no trato gastrointestinal do animal, com finalidades terapéuticas e
como promotor de crescimento (PIAGETTI et al, 2017). Entretanto, esse uso tem
trazido algumas preocupacgdes devido a incertezas sobre a eficacia deste, visto que,
questdes como manejo e nutrigdo interferem no resultado da acgédo destes
medicamentos e, além disso, tendo o risco de selecionar bactérias resistentes que
podem permancer na carne que servira alimento aos humanos (SANTOS et al,
2015); (JACELA et al, 2010).

A contaminagdo de um alimento pode acontecer em qualquer etapa do
processo de producdo, podendo estar ligada a varios fatores, tais como: questbes
ambientais, caracteristicas da matéria-prima alimentar, processo de producdo e
insumos usados na produgcdo. Como nem sempre € possivel eliminar de maneira
integral os agentes contaminantes, estabelecem-se limites maximos aceitaveis, os
quais variam de acordo com o alimento (Ministério da Saude, 2021).

No Brasil a Anvisa € a responsavel pelo estabelecimento de limites de
contaminantes nos alimentos (Figura 1), e para a fixagao destes limites ela adota as
metodologias recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela
Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagao e a Agricultura (FAO), que sao
mundialmente reconhecidas por especialistas e autoridades de saude estrangeiras
(Ministério da Saude, 2021). A verificagdo de patdgenos resistentes em alimentos

se faz necessaria para auxiliar na melhor compreensao da disseminacao de
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resisténcia entre bactérias e ambiente, bem como avaliar o potencial risco para

saude humana.

Figura 1 - Estabelecimento de limites de contaminantes em alimentos

ESTABELECIMENTO DE LIMITES DE CONTAMINANTES EM ALIMENTOS

Considera a natureza do contaminante, os
danos potenciais a salide e as doses ou

CARACTERISTICAS
DO CONTAMINANTE

guantidades que trazem os efeitos danosos.

Considera a contaminaco nos diferentes
tipos de alimentos, a ocorréncia do

CADEIA DE PRODUC‘EO contaminante no Brasil e medidas de

prevencdo e controle adotadas.

AVALIAGAO DO RISCO

Estima a exposicdo ao contaminante,
considerando os diversos grupos populacionais e
as diferentes formas de consumo. Especial aten¢do

DADOS DE EXPOSICAO

é dada aos grupos mais vulnerdveis e aos
consumidores que tém consomem maiores
quontidades dos alimentos de interesse e,
potencialmente, mais expostos go contaminante.

Fonte: Brasil, 2022

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a presenga de S. aureus em linguigas suinas produzidas por
industrias da regido oeste do Parana e determinar o perfil de suscetibilidade aos

antimicrobianos.

2.2 Objetivos especificos
* Isolar cepas de S. aureus a partir de amostras de linguiga suina;

* Avaliar o perfil de suceptibilidade dos isolados;

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Revisao de literatura
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3.1.2 Staphyloccocus aureus

S. aureus é uma bactéria gram-positiva, esférica, coagulase positiva,
catalase positiva e anaerodbica facultativa, a qual pode ser encontrada em varios
formatos, podendo ser: isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados
irregularmente. Apesar de ser comumente encontrada na pele e fossas nasais dos
seres humanos, pode causar desde pequenas infecgbes, como espinhas, até
infeccbes mais graves, como exemplo, pneumonia e meningite (SANTOS et al.,
2007).

Para seu crescimento e sobrevivéncia ha alguns fatores importantes, como
temperatura entre 7 a 46 °C, tendo sua temperatura 6tima de crescimento entre 35-
37 °C. Ja a producdo de enterotoxina ocorre entre 10 e 45 °C. E importante ressaltar
que S. aureus ¢é resistente a ciclos de congelamento e descongelamento,
sobrevivendo durante um longo periodo de tempo em alimentos armazenados a -
20°C. Sobrevive em pH entre 4,5 e 9,3, apresentando uma taxa de crescimento
6tima entre 6,0 e 7,0, havendo produgao de enterotoxina em pH entre 5,2 e 9,0
(ASAE, 2021).

As bactérias do género Staphylococcus sao tolerantes a concentracdo de
7,5% de NaCl e também a nitritos, permitindo seu crescimento mesmo emalimentos
que estejam curados (MURRAY et al., 1998). Por tratar-se de um microrganismo
osmotolerante e halotolerante, S. aureus consegue sobreviver em ambientes com
atividade de agua superior a 0,86, e em concentracdes de NaCl entre 5% e 7,5%. A
producao de enterotoxina acontece em ambientes com concentracdo de NaCl entre
0-20%, e atividade de agua superior a 0,87. Pode viver em ambientes tanto
aerobicos como anaerobicos. Contudo, ndo ha producdo da enterotoxina em

ambientes com auséncia de oxigénio (ASAE, 2021).
3.1.3 Intoxicacao alimentar estafilocécica por S. aureus

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo aquelas causadas pela
ingestdo de alimentos que contenham perigos bioldgicos, quimicos ou fisicos
(RORTANA et al, 2021). Um dos principais patdgenos relacionados a surtos de
origem alimentar no Brasil é a S. aureus (KRONING et al., 2016) sendo que,
segundo o Ministério da Saude (2022) entre o ano de, 2012 e 2021, 12,9% dos
surtos de DTHA (Doengas de Transmiss&do Hidrica Alimentar) registrados no Brasil
foram em decorréncia desse patogeno. (figura 2).
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A intoxicagdo provocada pela S. aureus ocorre quando ha a ingestdo de
enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) que sado produzidas e liberadas pela bactéria no
decorrer de sua multiplicagdo no alimento, ou seja, ndo € necessario a ingestacao da
bactéria em si, sendo um preocupante risco para a saude publica (STAMFORD et al.,
2006).

Alimentos que demandam de muita manipulagédo durante o preparo e, logo
apods sdao mantidos em temperaturas levemente elevadas, apresentam maior risco de
causar intoxicagdo alimentar (FDA, 2012), devido ao fato de a S. aureus estar
presente na microbiota do nariz, pescogo e maos de grande parte da populagao,
sendo facilmente depositada no alimento cru, nos equipamentos, ou no produto final
(SANTOS et al, 2007; EMBRAPA, 2000). Tendo ainda como mais um agravante o
fato das SEs serem termoestaveis, ou seja, permanecem no alimento mesmo apds o
cozimento (STAMFORD et al, 2006; SANKOMKAI, 2020).

Os sintomas mais comuns da intoxicagao estafilocdcica (SFP) sdo: nauseas,
vomitos, coélicas abdominais e diarréia. E em casos mais graves pode causar
caimbras musculares, cefaléia, desidratacdo, alteracbes de pressao arterial e
frequéncia cardiaca. Vale ressaltar que nem todos os individuos irdo apresentar
todas estas manifestagbes (FDA, 2012). O tempo de inicio destes fenbmenos ira
depender da suscetibilidade do individuo a toxina, sua saude geral e a quantidade de
alimento contaminado e de toxinas ingerida, contudo, por tratar-se do efeito de uma
toxina pré-formada, costuma ter efeito rapido, entre 2 a 6 horas (ARBUTHNOTT et
al., 1990). A recuperagao € costumeiramente rapida, podendo durar algumas horas
ou até um dia. Em alguns casos mais graves pode exigir internacao (FDA, 2012).

Intoxicagbes alimentares estafilococicas sédo registradas no mundo todo.
Como exemplo, em llinois, EUA, 100 pessoas ficaram doentes apds a ingestdao de
sobremesas em uma padaria da regidao. Equipes de investigagcdo apontaram a S.
aureus como 0 possivel agente etiolégico (KIMet al., 2011). Outro caso ocorreu no
ano de 2008, onde apds a celebragdo de um casamento em Baden-Wurttemberg,
Alemanha, apo6s 3 horas da ingestdo de uma variedade de alimentos, que incluia no
cardapio panquecas com recheio de frango, varios convidados apresentaram
sintomas como, vomitos, diarréia e febre. Apds investicdo foi revelado que o
possivel patégeno causador do surto foi o S. aureus (JOHLER et al., 2013).

Uma pesquisa realizada no Camboja, por RORTANA et al. (2021), que
analisou a incidéncia de Staphylococcus aureus e Salmonella sp. em carnes de

mercados locais, constatou uma prevaléncia de cepas de Staphylococcus coagulase
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positiva em 29,1% das amostras, trazendo riscos de intoxicagdo pela ingestdo do
alimento contaminado. BANTAWA et al. (2018) também observou valores elevados
de S. aureus em carne suina, a qual foi encontrada em 73,33% de suas amostras.
No Brasil (Figura 2), a S. aureus fica atras apenas da E. coli, como um dos
principais agentes etiolégicos de DTHAdo pais. Assim sendo, pode-se concluir que

trata-se de um importante patégeno a ser analisado no ambito alimentar.

Figura 2 - Distribuicao dos agentes etiolégicos mais identificados nos surtos de DTHA Brasil, 2012
a 2021.

Outros FEAST ST
Virus do Hepotite A B1.5%
Shigello sonnei  B1.7%
T.cruzi W2.0%

Escherichia coli enteropotogEnica (EPEC) FEE%
Clostridium perfringens  B30%
Rotovirus  DEEESG

califormes  DE8%
Norovirus  B5228%
Bacillus cereus  FIA2560
Soimonelio spp,. B0 10.2%
Staphyloccocus ourens  ENTEG3T
Escherichio coli 29.6%

=]
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3
3
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3
]

Fonte: Sinan/SVS/Ministério da Saude (2022)

3.1.4 Resisténcia antimicrobriana

A definicdo de RAM, Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
refere-se a capacidade de microrganismos (Virus, fungos, bactérias e parasitas) de
se alterarem quando expostos a antimicrobianos e apresentarem resisténcia a
esses medicamentos, tornando-os ineficazes (SILVA et al, 2020). E, com o atual
cenario da crescente resisténcias dos microrganismos aos antibidticos, estima-se
que até o ano de 2050 morram, por ano, 10 milhées de pessoas, em decorréncia de
doengas causadas por RAM (ALGHAMDI et al., 2023).

Inumeros fatores contribuem na crescente resisténcia antimicrobiana (RAM),
entre eles um elevado numero de intercambio de pessoas devido a aglomeragdes
ou contato de pessoas suscetiveis, também o uso inadequado destes
medicamentos na produgdo animal e no tratamentode infecgbes humanas (OMS,
2012; OLIVEIRA, BATISTA DE, 2016). Ha ainda o agravante da auséncia ou

insuficiéncia de antimicrobianos por parte das instituicbes governamentais e, da falta
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de antimicrobianos inovadores decorrente do baixo investimento em Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) (SILVA et al, 2020).

O aumento da resisténcia bacteriana principalmente em patégenos
potencialmente perigosos, leva ao aumento da necessidade de novos farmacos e
classes de antibiéticos, tanto para infecgdes hospitalares quanto comunitarias, visto
que somente duas novas classes de antibéticos foram introduzidas na medicina
desde 1963 e, nos ultimos cinco anos, apenas quatro medicamentos classificados
como novas entidades quimicas, pela agéncia reguladora de alimentos e
medicamentos americana Food and Drug Administration (FDA), foram aprovados para
uso (BRITO;CORDEIRO, 2012).

Um importante fator que pode estar impactando no baixo investimentoem
P&D de antibidticos nas ultimas décadas é o fator ecbnomico, uma vez que as
prescrigdes sao controladas e de curta duracdo, geralmente entre 7 e 10 dias,
havendo também a preferéncia por utilizar os novos antibiéticos para as bactérias
mais resistentes, ou para tratar infeccdes sérias. Com isso, se limita a recuperagao
dos investimentos extensivo pelas empresas para que possam desenvolver novas
classes de antibioticos (BRITO;CORDEIRO, 2012).

Todavia, a resposta a RAM esta na agenda da OMS desde 1998, comum
plano para seu enfrentamento tendo sido aprovado em 2001, porém sem grandes
avangos percebidos por parte dos Estados-Membros da OMS. Além de ser um
agente mobilizador para a resposta a resisténcia antimicrobiana a nivel global, a
OMS tem garantido orgamento para

acdes nessa area, mesmo em um contexto de desfinanciamento, como Silva
et al (2020) conclui em seutrabalho, a perspectiva da saude publica deve prevalecer
em resposta a RAM, restando saber o quao profunda sera a adogao das propostas
aprovadas para superar a amplificacao dessa resisténcia.

A resisténcia multipla aos antimicrobianos em bactérias é um dos
maiores desafios da saude publica atual. Diversos fatores contribuem para a
selecao da resisténcia e sua disseminacdo nas populagdes microbianas e,
atualmente, bactérias MDR (Multidrug Resistant) estdo presentes nao somente no
meio hospitalar, mas também no ambiente e nos alimentos (COQUE et al., 2023).
Estudos que contribuem para uma maior compreensdo da circulacdo de
microrganismos resistentes devem ser incentivados, pois s&o importantes

ferramentas de rastreio para agdes futuras de mitigagao.
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3.1.5 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

Descoberta no ano de 1928 por Alexandre Fleming, a penicilina semostrava
a solugao para os tratamentos de infecgbes causadas por S. aureus, iniciando
assim a “era dos antibioticos”. Entretanto, foi necessario pouco tempo apos o inicio
do uso clinico da penicilina, cerca de 4 anos, para que houvesse relatos de cepas
resistentes a esse antibiodtico. No ano de 1940 ja haviam Staphylococcus aureus
resistentes a sulfonamida, e em 1944, resistentes a penicilina (SILVA, A. C., 2019).
Com a meticilina e a oxacilina, que inciaram o seu uso clinico no tratamento de
infeccbes nos anos de 1960, a historia se repetiu, e logo apareceram cepas
conhecidas como MRSA, (SANTOS et al, 2007); (SILVA, 2019).

Apesar do nome, a variante MRSA (S. Aureus resistente a meticilina) ndo é
exclusivamente resistente a esse antibiotico, mas sado aquelas que carregam o gene
mecA, e que sao resistentes a outros medicamentos beta-lactamicos, como
exemplo a penicilina, cefalosporina e carbapenem (ALGHAMDI et al, 2023) (SILVA,
2019).

Um dos fatores dessa resisténcia € a agdo enzimatica da variante que
produz a beta-lactamase, o que inibe a agdo do antibiético (ARRUDA et al., 2019).
Além desse fator, tem-se também a resistencia determinada pelo gene
cromossomico (mecA) da bactéria, que codifica modificagcbes no receptor do
betalactdmico, estimulando a producdo de uma proteina ligadora de Penicilina
(PPB2a) de baixa afinidade pelo antibidtico, resultando na resisténcia. (SANTOS et
al, 2007); (ALGHAMDI et al, 2023).

Ao longo dos anos, cepas de S. aureus resistentes a diferentes classesde
antibidticos, além dos beta-lactamicos, foram relatadas, sendo um importante
exemplo o surgimento de cepas resistentes a vancomicina (VRSA), medicamento
que teve o seu uso amplamente difundido com o crescente aumento de cepas
MSRA, resultando inicialmente no surgimento de S. aureus com resisténcia
intermediaria a vancomicina, e posteriormente, em 2002, foram identificadas as
primeiras cepas VRSA (SILVA, 2019).

As multiplas resisténcias da S. aureus mostram a sua grande e preocupante
capacidade de defesa contra os antibiéticos, tornando- a um importante patégeno no
que tange a saude publica. No inicio, as infeccoes por MRSA eram limitadas ao
ambiente hospitalar, contudo, passaram a ser um problema emergente para além

desse ambiente, sendo registrado casos associados e/ou adquiridos na comunidade,
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com pessoas que nao tiveram contato frequente, diretamente ou indiretamente, com o
meio hospitalar. Ademas, houve também presenca de MRSA associados a pecuaria
devido ao uso de antibiéticos na producdo e nutricdo de animais e, até mesmo
presenga dessas cepas em alimentos de origem animal (SOUSA, 2019).
Demonstrando a variabilidade epidemiolégica da S. aureus. (EVANGELISTA;
OLIVEIRA, 2015).

Apesar das multiresisténcias, ha ainda varios antibiéticos que s&o utilizados
no tratamento de infeccbes por MRSA, como exemplos, a teicoplanina,
oxazolidinonas, glicilciclinas e os lipopeptideos. (ALGHAMDI et al.,2023); (SILVA,
2019). Contudo é importante manter o acompanhamento constante da eficacia do uso
desses medicamentos, para acompanhar a evolugdo ou ndao de cepas também

resisténtes a eles.

3.1.6 A suinocultura no Brasil, e sua contribuicdo para o aumento da

resisténcia antimicrobiana

Considerada uma das formas mais antigas de producao, a suinocultura tinha
inicialmente como objetivo a produgéo para subsisténcia e comercializagao de banha.
Contudo, atualmente, a suinocultura é caracterizada pela criagdo de animais em
confinamento, com alta produtividade e sistemas de produgéao tecnificados (PIAGETTI
et al, 2017).

Com a expansdao da cadeia do agronegocio, a suinocultura teve um
crescimento nas ultimas décadas e passou por avangos tecnolégicos, o que fica claro
se analisado os indicadores econdmicos e sociais como, participacdes no mercado e
geragao de empregos, tanto diretos como indiretos (COLONI, 2011).

S6 no 1° trimeste de 2022 foram abatidos 13,64 milhdes de cabecgas de
suinos, o que, representa um aumento de 7,2% em relagdo ao mesmo periodo de
2021 e de 1,5% na comparagdo com o 4° trimestre de 2021 (Figura 3). (IBGE,
2022). No Brasil, o estado do Parana ocupa a segunda posi¢édo de maior produtor
de carne suina, ficando atras apenas de Santa Catarina. No ano de 2022, foi abatido
no
estado um total de 11,5 milhdes de suinos, representando 20,4% da producao
nacional (Governo do Parana, 2023).

Para chegar aos padrdes atuais de eficiéncia de produ¢ado e desempenho, a

suinocultura teve avangos no que tange as areas de nutricdo, sanidade, genética,
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manejo e instalacbes (GAVIOLI, 2013). Para tanto, os antibioticos sempre foram
utilizados pelas industrias de ragdes como aditivos promoteres de crescimento, e
como terapéuticos, no tratamento de infecgdes bacterianas no trato gastrointestinal
(PIAGETTI et al, 2017).

Ha, todavia, uma crescente preocupacdo da comunidade cientifica mundial
com a seguranca alimentar, especialmente no que diz respeito ao uso de
antibioticos em ragdes para animais. Visto que, o mal uso de antimicrobianos, bem
como seus residuos na carne, possibilitam a selecdo e multiplicacdo de cepas
bacterianas resistentes (SANTOS et al, 2015).

Na Unido Européia, por exempo, o uso de antibidticos esta proibido na
pecuaria desde 2006. E, no manejo de aves, a industria se adaptou melhorando a
reprodugao seletiva, com praticas de biosseguranga, controle ambiental nas
instalagbes pecuarias e realizando mudangas na composi¢ao da alimentagdo das
aves (COSTA et al, 2010).

Segundo um estudo de Jacela et al., (2010) com suinos em terminagao, a
utilizagcdo de antibidticos ndo demonstrou melhora no desempenho dos animais,
devido a alguns fatores como, nutricdo, estado de saude e manejo afetarem a
eficacia dos medicamentos. Portanto, se estabelecido boas praticas de manejo e
condicbes sanitarias adequadas espera-se pouca, ou nenhuma, acdo dos
antimicrobianos como promotores de crescimento (PIAGETTI et al, 2017). Segundo
Rigolin (2005) (apud PIAGETTI et al, 2017) sao poucas as vantagens do uso desses
medicamentos, uma vez que podem promover riscos a saude humana.

Pesquisas na area de nutricdo animal estdo sendo estudadas e difundidas,
em busca de

alternativas para a substuicdo dos antibiéticos (PIAGETT et al, 2017). Uma
alternativa que vem sido amplamente utilizada é o uso de probidticos e prebidticos
como alimentos funcionais, objetivando a producdo de alimentos mais saudaveis e
livre de residuos de antibiéticos (SANTOS et al., 2015).

Um dos derivados da carne suina que se destaca, devido a sua boa
aceitagdo e ampla distribuicdo € a linguica frescal (KAEFER et al., 2019). Em sua
producdo ha varias etapas de manipulagdo, o que aumenta os riscos de
contaminagao por S. aureus caso houver ndo conformidades no processamento,
comprometendo assim a biosseguranca do alimento (MARQUES et al., 2006)
(SANTOS et al., 2007).

Em uma pesquisa realizada por Kaefer (2019), das 50 amostras de linguica
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de carne suina utilizadas, em 8% destas foi confirmada a presenca S. aureus
coagulase positiva, estando assim, a cima da contagem de 5,0x10* permitida pelo
padrao estabelecidos pela a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°12/01, do
ministério da saude. Outro exemplo, de S. aureus coagulase positiva encontradas
em linguicas suinas, pode ser observada no trabalho de Valiati et al. (2016), tendo
como resultadode sua pesquisa que 6,6% de suas amostras, oriundas de mercados
da regido, continham o patégeno, estando a cima do maximo permitido pela RDC.
Pode-se entdo, considerar que linguigas de carne suina sdo um potencial
causador de intoxicacdo causada por S. aureus em humanos, e podem ser
importantes para pesquisas referentes a intoxicacbes alimentares causadas por

esse patogeno.

Figura 3 - Evolugdo do abate de suinos por trimestre no Brasil (2017 —2022).

o

Fante: IBGE, Diretoria de Pesquitas, Coordensgbo de Estatisticas Agropecudrind, Pesquisa Tramestral do Abate de Anirmas, 2007.1
20221

Fonte: IBGE (2022)

3.1 METODOLOGIA

3.2.1 Isolamento de Staphylococcus spp.

O projeto foi realizado no laboratério de microbiologia da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), Campus Santa Helena. As amostras de
linguigas suinas foram adquiridas congeladas de mercados locais, provenientes de

industrias da regido oeste do Parana. As amostras foram levadas ao laboratdrio,
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descongeladas em temperatura ambiente e seguiu-se para a realizagdo do
experimento.

Em uma cabine de seguranga biolégica, as amostras de linguica foram
cortadas com auxilio de um bisturi desinfetado para expor a carne suina no interior.
As amostras foram submetidas a uma lavagem com cerca de 100 mlde agua
peptonada tamponada 1% estéril e posteriormente o liquido foi recolhido para um
frasco erlenmeyer estéril com tamp&o, submetido a incubagéo por aproximadamente
24h a 35°C.

Ap6s a incubagao, aliquotas foram retiradas do meio e submetidas a
diluigdes com o intuito de diminuir a concentracédo dos microrganismos para posterior
isolamento. Aliquotas das diluicbes foram semeadas, por espalhamento superficial
com auxilio de alga de Drigalski, em meio de cultivo seletivo e diferencial para
Staphylococcus spp, agar sal manitol, em seguida as placas foram incubadas por 24h
a 35°C (Figura 4).

As colbnias com crescimento tipico do género, e que se apresentaram como
fermentadoras de manitol foram repicadas novamente no mesmo meio de cultivo
para confirmagdo de pureza, bem como avaliadas por suas caracteristicas
morfolégicas (Figura 5). Os isolados bacterianos confirmados como fermentadores e
com caracteristicas sugestivas de Staphylococcus spp. foram repicados para agar
Mueller Hinton, para manutencao.

Os isolados foram também submetidos a avaliacdo da producdo de
nucleases, através do teste de produgdo de DNAse. Os isolados foram repicados
para meio de cultivo agar DNAse contendo corante indicador azul de toluidina. As
placas foram incubadas a 35°C por 24-48h (Figura 6). Os isolados que apresentaram
halo translucido ao redor do crescimento foram considerados positivos. Foi utilizada
uma cepa conhecida de S. aureus como controle do teste, visto que esta espécie é

produtora de DNAse.

Figura 4 — Placas de Petri da amostra 1 (Esquerda) e amostra 2 (Direita), com o meio seletivo
agar sal manitol apés incubagao a 35°C durante 24h.
, 2
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Fonte: Autoria Propria (2021)

Figura 5 — Placa de petri com meio de cultivo agar sal manitol contendo colénias da amostra 2
que apresentaram caracteristicas fenotipicas e de fermentagao (Halo amarelo) positivas para
Staphylococcus spp, possivelmente S. aureus.

Fonte: Autoria Propria (2021)

Figura 6 — Placas de Petri com meio de cultivo agar DNAse contendo algumas das colonias
que apresentaram caracteritica fenotipica positiva (Halo translicido) para Staphylococcus
spp. Possivelmente S. aureus.

Fonte: Autoria Prépria (2021)

3.2.2 Teste de suceptibilidade aos antimicrobianos

O ensaio para determinagdo da sensibilidade dos isolados aos
antimicrobianos foi realizado de acordo com o Laboratério de Padrbes Clinicos e
Laboratoriais (CLSI, 2005). Foi utilizada a técnica de disco-difusdo e para tanto se
utilizou 16 discos de antibidticos, pertencentes a diferentes classes de
antimicrobianos, sendo eles: amicacina (AMI), azitromicina (AZl), cefoxitin (CFO),
ciprofloxacin (CIP), cloranfenicol (CLO), gentamicina (GEN), nitrofurantoina (NIT),

norfloxacin (NOR), levofloxacin (LVX), ofloxacin (OFX), penicilina (grupo meticilina)
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(PEN), rifampin (RIF), sulfametoxazol-trimetropim (SUT), tobramicina (TOB),
tetracilina (TET), oxacilina (OXA).

Para o teste de susceptibilidade, os cultivos bacterianos foram preparados
em solugdo salina 0,85% estéril, de acordo com a escala de turbidez 0,5 de
McFarland. Com o auxilio de um swab estéril, as bactérias diluidas foram semeadas
na superficie de placas de petri contendo agar Mueller Hinton. Apés a completa
absorcao, discos de antibioticos foram colocados na superficie do agar com o
auxilio de uma pinga estéril. As placas seguiram para incubagao a 35°C por cerca
de 18-24h. Os halos de inibicdo foram medidos para cada antibiético, com o auxilio
de uma régua, e comparados com as tabelas de referéncia para antibiograma
(Figura 7).

Figura 7 — Placas de Petri com meio de nutrigdo agar Mueller Hinton e discos de
antibiéticos, contendo uma das col6nias isoladas, para teste de suceptibilidade

antimicrobiana. Possivel observar a formagao dos halos ao redor dos discos, os quais, foram

medidos e comparados com tabela padrao para confirmagao de resisténcia ou suceptibilidade.

Fonte: Autoria Propria (2021)

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha da origem da amostra se deve pelo fato da regido oeste
paranaense ter significativa influéncia da suinocultura e avicultura, com a presenga
de grandes abatedouros.

Embora os experimentos tenham sido desenvolvidos de modo similar, na
amostragem de uma das empresas investigadas nao foi detectada a presenga de
bactérias do género Staphylococcus, resultando em 50% das amostras positivas.
Um resultado semelhante pode ser observado na pesquisa de Sousa (2019), em
que foi possivel confirmar a presenca de S. aureus em cerca de 61,29% das
amostras de carne suina investigadas.

O isolamento bacteriano realizado neste estudo foi presuntivo através de
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testes fenotipicos para S. aureus, e embora nao tenha sido possivel realizar o teste
da coagulase, estudos mostram que o isolamento através do cultivo em agar sal
manitol e o teste de DNAse auxilia na identificacdo presuntiva de S. aureus em mais
de 95% dos isolados, valores préximos aos obtidos com alguns testes de coagulase
com soro de diferentes espécies (SUBRAMANIAN et al., 2017). Também se deve
considerar que nem mesmo o teste da coagulase é capaz de confirmar a espécie,
visto que cepas coagulase negativas podem dar resultado positivo em ensaios
genotipicos de PCR para S. aureus (KATEETE et al., 2010).

Na amostragem de lingui¢a suina da segunda empresa, foi possivel através
de testes presuntivos ja comentados anteriormente, o isolamento de 13 cepas de
Staphylococcus, possivelmente S. aureus. Em relagdo ao perfil antimicrobiano das
cepas estudadas, a maioria apresentou resisténcia a pelo menos um antibidtico
testado (figura 8). Foram observadas resisténcias contra os antibidticos: penicilina,

oxacilina, azitromicina, gentamicina e tobramicina (Grafico 2).

Grafico 1: Prevaléncia de resisténcia a antibiéticos por isolados de Staphylococcus.

100.0%
75.0% 69.23%
50.0%
30.77%
25.0%
0.0%
Resistentes Suceptiveis

Fonte: Autoria prépria (2023)

Em um estudo realizado por Bantawa et al. (2019), 100% das cepas se
mostraram resistentes a azitromicina, dados superiores aos encontrados no
presente trabalho. A resisténcia a gentamicina, mesma classe da tobramicina, foi
relatada por Wu et al. (2018), que além desta demonstrou a prevaléncia da
resisténcia de cepas de S. aureus, oriundas de isolados de carne, a penicilina,

eritromicina, tetraciclina, clidamicina, ciprofloxacina e cloranfenicol.
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Grafico 2: Distribuicao da resisténcia aos antimicrobianos

avaliados no estudo.

7.69%
7.69%
15.38%

69.23%

38.46%

Fonte: Autoria propria (2023)
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Com relagao a resisténcia a meticilina, houve também uma prevaléncia de

cepas MRSA (S. aureus resistentes a meticilina) em mais da metade dos isolados,

fato que foi demonstrado em nossa pesquisa com o uso do antibidtico oxacilina,

antibidtico betalactamico resistente a betalactamases e penicilinases estafilococicas

(Figura 10). A presenca de cepas resistentes aos betalactamicos é amplamente
divulgada na literatura (ALGHAMDI, 2023; WU et al., 2018; SILVA, 2019).

Grafico 3: Detecc¢ao de resisténcia a meticilinaentre os isolados.

44.44%

55.56%

Fonte: Autoria propria (2023)

MRSA

MSSA

A presenca de MRSA em carnes suinas foram relatadas por IGBINOSA et

al. (2016), onde havia a presenca de cepas resistentes a meticilina em 52% das
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amostras de carne suinas analisadas. Outro estudo que vai de acordo com os
resultados deste trabalho foi realizado por TANG et al. (2017), onde 15% das cepas
de S. aureus eram cepas MRSA, uma porcentagem quase 3 vezes maior que nas
amostras de frango, que apresentaram 4%.

Um estudo na Algéria que avaliou a presenga de S. aureus em linguigas,
mostrou que cerca de 83% dos isolados eram resistentes a pelo menos um dos
antibidticos testados, e 0 numero de cepas multiplos resistentes também foi elevado,
evidenciando o risco de intoxicacdo alimentar e da resisténcia disseminada de
bactérias presentes em alimentos (HACHEMI et al., 2019).

No presente trabalho foi possivel identificar um isolado que apresentou
resisténcia contra 3 classes de antimicrobianos, com indice MAR (Multiple Antibiotic
Resistance) de 0,25. Outro isolado se mostrou resistente a 2 classes, enquanto a

maior parte dos isolados foi resistente a classe das penicilinas (Figura 11).

Grafico 4: Resisténcias multiplas encontradas no estudo.
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Fonte: Autoria propria (2023)

3.3 CONCLUSOES

Este estudo evidenciou que amostras de linguiga suina comercializadas no
oeste do Parana também podem conter bactérias patogénicas resistentes, embora a
maior parte da resisténcia seja a classe das penicilinas, que se mostra mais
frequente em bactérias Gram positivas, como Staphylococcus sp.

A regido oeste do Parana € uma grande produtora de proteina animal,

incluindo a suinocultura, e compreender melhor a dindmica da transmissao de
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resisténcia em microrganismos que circulam em alimentos e também em outros

ambientes regionais sao importantes.
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