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AVALIACAO DA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE STAPHYLOCOCCUS
COAGULASE NEGATIVOS ISOLADOS NA CADEIA DE PROCESSAMENTO DE
CARNE DE SUINO

RESUMO:

O objectivo geral deste trabalho foi avaliar a resisténcia a antibiéticos de
Staphylococcus coagulase-negativos isolados numa cadeia de processamento de carne de
suino, da linha de abate e desmancha até ao consumidor. Efetuou-se a caracterizacao
genotipica e fenotipica da coleccdo de isolados de Staphylococcus coagulase negativos
(n=145). A coleccdo de Staphylococcus foi obtida de amostras de suinos e ambientais
(superficies de equipamentos e maos de trabalhadores, antes e ap0s higienizacao) recolhidas
por zaragatoa na linha abate (etapa de sangria), na desmancha (mesas e tapetes de
transporte), de pecas de carne (pa e entremeada) e carne entregue a familias (crua e
cozinhada) e ainda das méaos de consumidores (antes, apds lavagem e ap0s a preparacéo
culinaria).

Os isolados foram identificados por PCR Multiplex desenvolvido por Morot-Bizot et al.
(2004). Foi possivel identificar 36% como Staphylococcus saprophyticus, 14% como
Staphylococcus carnosus, 14% como Staphylococcus epidermidis, 9% como Staphylococcus
equorum e 3% isolados como Staphylococcus xylosus; cerca de 19% dos isolados foram do
género Staphylococcus spp.

Os perfis genéticos dos 145 isolados foram obtidos com recurso a PCR Fingerprinting
tendo-se efetuado a sua analise através do software BioNumerics. A identificacdo de varios
clusters permitiu a selecdo de 37 Staphylococcus spp. de perfil genético diferente
pertencentes a diferentes espécies. Estas estirpes foram avaliadas quanto a sua
suscetibilidade a antibiéticos através do método de difusdo em disco, tendo-se testado 16
antibidticos de classes diferentes. Os 37 isolados foram suscetiveis aos antibioticos
teicoplanina e linezolide, 16% dos isolados apresentaram resistencia apenas a um antibiético,
62% dos isolados mostraram-se multirresistentes. Foram as espécies S. epidermidis e
S. equorum gue apresentaram o maior nimero de isolados multirresistentes. A frequéncia de
isolados resisténtes a gentamicina foi de 51% e a oxacilina de 58%.

N&o existe uma clara relacdo entre os perfis genéticos dos isolados de espécies SCN
presentes na carne e nos consumidores, nem sobre a potencial transferéncia de estirpes com
resisténcia a antibiéticos entre os dois. No entanto, o fato de as estirpes serem resistentes a
antibidticos e de existiram muitas que sdo multirresistentes aumenta o perigo de transmissao
de genes de resisténcia na cadeia de produc¢éo de carne de suino.

Palavras-chave: Staphylococcus coagulase - negativos; carne de suino; resisténcia

a antibiéticos; multirresisténcia.



ANTIBIOTIC RESISTANCE ASSESSMENT OF STAPHYLOCOCCUS
COAGULASE-NEGATIVE ISOLATES FROM THE PORK MEAT CHAIN

ABSTRACT:

The general objective of this work was to evaluate the antibiotic resistance of
coagulase-negative Staphylococcus isolated in a swine meat processing chain, from the
slaughter and cutting line to the consumer. The same was performed genotypic and phenotypic
characterization of the collection of coagulase-negative Staphylococcus isolates (n=145). The
Staphylococcus collection was obtained from swine and environmental samples (equipment
surfaces and workers' hands, before and after cleaning) collected by swab at the slaughter line
(bleeding step), at cutting/debonig process (tables and transport mats), from pieces of meat
(shoulder and belly bone rind on) and meat delivered to families (raw and cooked) and even
from consumers' hands (before, after washing and after cooking).

The isolates were identified to species by Multiplex PCR which had been developed by
Morot-Bizot et al. (2004). It was possible to identify 36% as Staphylococcus saprophyticus,
14% as Staphylococcus carnosus, 14% as Staphylococcus epidermidis, 9% as
Staphylococcus equorum, 3% isolates as Staphylococcus xylosus; about 19% of the isolates
were Staphylococcus spp.

The genetic profiles of the 145 isolates were obtained using PCR Fingerprinting and
their analysis was performed with the BioNumerics software. The identification of several
clusters allowed the selection of 37 Staphylococcus spp. with different genetic profile belonging
to different species. These strains were evaluated for their susceptibility to antibiotics by the
disk diffusion method and 16 antibiotics of different classes were tested. The 37 isolates were
susceptible to the antibiotics teicoplanin and linezolid, 16% of the isolates showed resistance
to only one antibiotic, 62% of the isolates were multiresistant. The species S. epidermidis and
S. equorum presented the highest number of multiresistant isolates. The frequency of
gentamicin resistant isolates was 51% and oxacillin was 58%.

There is no clear relationship between the genetic profiles of SCN species isolates
present in meat and consumers, and for the potential transfer of antibiotic resistant strains
between the two. However, the fact that the strains are resistant to antibiotics and that there
are many that are multidrug-resistant increases the danger of transmission of resistance genes
in the pork production chain.

Key words: Staphylococcus coagulase - negative; pork chain; antibiotic resistance,

multiresistance.
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Introducéo

A contaminacao da carne com agentes patogénicos representa uma grande ameaca
para a saude publica. O crescente volume de transagbes comerciais de alimentos é
considerado um potencial fator de risco, facilitado pelo transporte global e disseminacao de
bactérias patogénicas nos alimentos. A importacdo de produtos de origem animal é um
exemplo da potencial disseminacado de agentes patogénicos recorrendo-se a analise de risco
para caracterizar esses produtos em relacdo a existéncia de potenciais perigos causadores
de doenca no Homem (MacDiarmid 1993).

A aplicacdo de medidas sanitérias e fitossanitarias resultantes do Acordo sobre a
«Aplicacdo de Medidas Sanitarias e Fitossanitarias (SPS)» (WTO 2016) exige que 0s
membros da Organizacao Mundial do Comércio (OMC) removam as barreiras ao comércio de
produtos agricolas, exceto em situacdes em que tal comércio possa potencialmente criar um
risco para 0s animais, vegetais ou para a satde humana no pais importador.

Staphylococcus aureus é um dos agentes patogénicos de origem alimentar mais
comuns, causando surtos de intoxicagdo alimentar em todo o mundo (Hennekinne 2012).
Além da espécie S. aureus, a importancia clinica e veterinaria dos estafilococos coagulase-
positivos (SCP) e estafilococos coagulase-negativos (SCN) tem sido frequentemente
negligenciada. Nos ultimos anos, o risco de SCP e SCN foi destacado por relatérios recentes
(Bhumbra 2014; Giormezis 2014; Pinheiro 2015), com referéncia especial aos SCN que tem
sido comumente encontrados em alimentos (Osman 2015). Os SCN foram reconhecidos
como vetores de transmissao de genes de viruléncia e as espécies S. aureus, S. epidermidis
foram implicadas em alguns casos de intoxicacao alimentar (Veras 2008).

Além disso, considera-se que os estafilococos relacionados com alimentos podem
atuar como vetores de disseminacdo de genes de resisténcia a antibidticos a outros
microrganismos potencialmente patogénicos, causando uma ameaca a saude publica. Foi
relatado que o gene mecA estava presente em SCN (MRSCN) isolados de instalagbes em
exploracdes pecuérias e em produtos de carne, podendo ocorrer a sua potencial transmiss&o
para S. aureus (Bhargava 2014; Tulinski 2012).

O uso de antibiéticos em animais produtores de alimentos pode afetar a sallde humana
pela presenca de residuos de antibidticos e também devido a emergéncia de bactérias
resistentes a antibiéticos que poderdo estar presentes em alimentos de origem animal. As
consequéncias de tal selecdo incluem (WTO 2001):

e 0 aumento do risco de microrganismos patogénicos resistentes serem transferidos
para os seres humanos por contacto direto com animais ou através do consumo de

alimentos ou agua contaminados;



e a transferéncia de genes de resisténcia presentes em bactérias isoladas de animais
para a microbiota humana.

Os fatores associados com o aparecimento de resisténcia aos antibioticos em agentes
bacterianos presentes em animais produtores de alimentos e na indlstria parecem ser
semelhantes aos responsaveis pela resisténcia a antibiéticos nos humanos, aumentando
assim o risco do aparecimento e propagacao de bactérias resistentes, incluindo as capazes
de causar infe¢gbes em animais e seres humanos (WTO 2014).

A inadequada compreensao sobre o uso apropriado e os efeitos do uso inadequado
de antibidticos sdo comuns entre os agricultores, veterinarios prescritores e distribuidores
(WTO 2001). A partir da presenca de determinados genes que estdo associados ao
desenvolvimento de resisténcia, a bactéria sera capaz de inibir os efeitos das substancias
antimicrobianas pelos principais mecanismos descritos: inativacéo direta da molécula ativa;
perda da suscetibilidade bacteriana ao antimicrobiano por modificacdo do alvo de acéo; e
reducédo da concentracdo do farmaco que atinge a molécula alvo sem modificacdo do préprio
composto (Lambert 2012; Leclercq 2002).

O objectivo geral deste trabalho foi avaliar a frequéncia da resisténcia a antibiéticos
em isolados de Staphylococcus coagulase-negativos presentes na cadeia de processamento
de carne de suino, na linha abate e desmancha até ao consumidor. Foram realizadas as
avaliacBes genotipicas e fenotipicas de Staphylococcus coagulase-negativos. A diversidade
genética de Staphylococcus coagulase-negativos foi estudada para estabelecer possiveis
relacbes com as contaminacdes ao longo da cadeia de producado de carne e sua transmissao
ao homem.

No presente estudo foram caracterizados 145 isolados de Staphylococcus
provenientes de amostras recolhidas na linha abate (etapa de sangria) e desmancha, das
superficies das maquinas, tapetes de transporte, das maos dos trabalhadores, pecas de carne
resultantes da desmancha de carcagas e das méos de consumidores em differentes fases de

preparacdo da carne para ser consumida.
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2.1. Caracterizacéo e Classificacdo do género Staphylococcus

Os membros do género Staphylococcus sdo bactérias cocos Gram-positivos, com
diametro de 0,5 a 1,5 microns, anaerébias facultativas, ndo moéveis, catalase positivas,
oxidase negativas, fermentadoras de glucose e sdo frequentemente encontradas na pele e
mucosas de animais de sangue quente (Willey, Sherwood, Woolverton 2008; Santos 2007).

Os estafilococos apresentam-se isoladamente, em pares ou em grupos, tolerando
melhor do que outras bactérias a exposi¢céo ao calor, a luz solar (10-12 horas), a secagem e
a agentes quimicos (etanol puro e fenol). Quando expostos ao calor podem suportar a sua
accao letal até aos 60°C por uma hora, ou até aos 80°C por meia hora, ou ainda quando
sujeitos a 150°C durante 10 min. E conhecida a sua tolerancia a concentracdes elevadas de
cloreto de s6dio (superior a 10%). A temperatura 6tima para a multiplicacédo de estafilococos
€ 30-37°C (Carvalho 2010).

Estas bactérias possuem uma parede celular sob a forma de uma monocamada
justaposta a membrana celular (Willey et al. 2008), permeavel a passagem de
macromoléculas, ndo oferecendo, por isso, resisténcia a difusdo de antibiodticos (Sousa 2006).
Contudo, é referida a sua resisténcia a bacitracina (Piessens 2011a).

A descricdo de um numero limitado de espécies estafilocdcicas chegou ao fim na
década de 1970, com 10 espécies identificadas (por exemplo, S. haemolyticus, S. hominis e
S. intermedius). Em 1985, mais de 15 espécies de Staphylococcus ja haviam sido descritas
sendo que nos ultimos anos este nimero tem aumentado, especialmente as de origem animal
(Taponen et al. 2012; Riesen et al. 2009; Supré et al. 2010; Spergser et al. 2003; Vernozy-
Rozand et al. 2000).

No inicio de 2014, mais de 40 espécies estavam validamente descritas (Figura 2.1).

As espécies coagulase-negativas estao evidenciadas a verde; as espécies coagulase-
positivas e coagulase-variaveis sdo as amarelas (observe que apenas S. schleiferi subsp.
coagulans é coagulase-positiva). Veja-se que na época do estabelecimento das trés primeiras
designagbes de espécies, S. aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus, estes termos
possuiam um conteddo mais amplo do que o atual. Em particular, S. epidermidis e
S. saprophyticus foram usados para descrever estafilococos saprofiticos ndo patogénicos (e
outros cocos Gram-positivos que ocorrem em grupos).

Atualmente, o género Staphylococcus é constituido por 49 espécies e 26 subespécies,
das quais a maioria sdo Staphylococcus coagulase-negativos (SCNs) (Euzéby 2014).

As espécies de Staphylococcus coagulase-positivos (Staphylococcus aureus,
S. delphini, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. lutrae, S. schleiferi subsp. coagulans e

algumas estirpes de S. hyicus) e de Staphylococcus coagulase-negativos sdo separadas pela
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prova fenotipica da coagulase, uma enzima que esta associada a patogenicidade e realiza a
converséo do fibrinogénio em fibrina, resultando na coagulac¢éo do plasma (Soares 2010).

De modo geral, os SCNs sdo microrganismos comensais de humanos e animais, com
um grau de patogenicidade relativamente baixo e que causam infec¢cbes de carater
predominantemente oportunista. Excepcionalmente, destaca-se 0 microrganismo tipico da
pele humana S. epidermidis, agente de infec¢cbes nosocomiais, cuja importancia se encontra
bem estabelecida devido a sua eficiéncia na producéo de biofilmes e a frequéncia com que
apresenta resisténcia aos antimicrobianos. Entretanto, o interesse pelas espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos tem aumentado também na medicina veterinaria
(Verdayes et al. 2012; Piessens 2011a).
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2.1.1. Caracterizagdo do grupo Staphylococcus coagulase — negativos

Dependendo da capacidade de produzir coagulase, uma enzima extracelular que
causa a coagulacdo do plasma sanguineo, os estafilococos sao divididos em coagulase-
positivos e coagulase-negativos (Figura 2.2) (Bannerman et al. 2006).

Figura 2.2. Esquema das espécies estafilocdcicas, baseado na categorizagdo da coagulase

como principal fator de viruléncia e sua associac¢éo as fontes animal e humana

As espécies coagulase-negativas incluem os Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus, bem como Staphylococcus caprae, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus Ilugdunensis, Staphylococcus
pettenkoferi, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus
lugdunensis, Staphylococcus pettenkoferi, Staphylococcus schlichus. Os estafilococos
coagulase-negativos sdo menos patogénicos do que os coagulase-positivos (Kloos and
Bannerman 1999; Becker 2014; Euzéby 2018).

Os estafilococos coagulase-negativos fazem parte da microbiota normal da pele
humana e geralmente ndo causam doencas graves. Staphylococcus lugdunensis sdo mais
virulentos do que outros estafilococos coagulase-negativos e, no caso de dispositivos médicos
implantaveis ou cateteres, Staphylococcus lugdunensis pode causar infecgbes Osseas e
articulares graves continuas em pacientes hospitalizados (Euzéby 2018).



2.1.2. Epidemiologia, transmissé&o e potenciais infec¢des

O «Programa de Vigilancia Antimicrobiana — SENTRY» faz a monitoracdo da
prevaléncia dos agentes patogénicos e dos padrdes de resisténcia a antimicrobianos nos
Estados Unidos, Canad4, América Latina e Europa. O estudo do programa SENTRY revelou
gue espécies de SCN foram a terceira causa mais comum de septicémias. Estes dados
confirmaram os anteriormente apresentados pelos programas National Nosocomial Infection
Surveillance (NNIS) e Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Importance
(SCOPE) em relacdo a importancia emergente dos SCN como causa de bacterémia
nosocomial (Diekema et al. 2001; Edmond et al. 1999). Num estudo realizado por Pfaller
(1999) S. epidermidis foi a espécie mais comum de SCN identificada nas trés regides (Estados
Unidos, Canadéa, America Latina) provocando doencas sistémicas nosocomiais.

Durante as Ultimas décadas houve uma mudanca na distribuicdo das espécies
causadoras de septicemias tendo-se tornado predominantes as bactérias Gram positivas.
Num estudo realizado por Wisplinghof e colaboradores foram analisados 24179 casos de
infeccbes nosocomiais da corrente sanguinea de pacientes hospitalizados nos Estados
Unidos, sendo os SCNs os isolados mais comuns (31%) seguindo-se S. aureus e
Enterococcus (Wisplinghoff et al. 2004).

O seu potencial patogénico reside na sua capacidade de colonizar biomateriais e
causar infeccbes em dispositivos médicos. SCN, principalmente a espécie S. epidermidis, sao
a principal causa de infeccbes nosocomiais da corrente sanguinea e Sao responsaveis por
aproximadamente 30% dessas infeccdes, principalmente devidas a cateteres intravasculares.
Da mesma forma, os SCN s&o a principal causa de varias outras infec¢cdes associadas a
dispositivos meédicos, incluindo enxertos vasculares, shunts de liquido cefalorraquidiano
(LCR), articulacdes protéticas e valvulas cardiacas artificiais. Como o uso de tais dispositivos
tem aumentado nos paises desenvolvidos, a incidéncia de infec¢des por espécies SCN tem
aumentado paralelamente (Nguyen et al. 2017; Lee and Anjum 2022).

A conversdo do SCN de simbionte para agente patogénico humano tem sido um
reflexo direto do uso de dispositivos médicos (Kathie 2009).

A fonte de infec¢des estafilococicas pode ser uma pessoa doente ou um portador
saudavel. As vias de transmissdo podem ser por via aéria, poeira aerotransportada, contato
directo e ingestdo de alimentos. A susceptibilidade a infec¢cdo depende do estado geral da
saude e da idade. Os mais suscetiveis sdo as criangas, especialmente recém-nascidos e
bebés. Normalmente, a capacidade dos Staphylococcus invadirem e a resisténcia do
hospedeiro sdo bem equilibradas, de modo que a infec¢cdo ndo se desenvolve até que surja
uma situa¢do em que um microrganismo altamente virulento ou uma resisténcia reduzida seja

encontrada.



Os estafilococos causam doengas por invaséo direta no tecido, pela produgéo de uma
exotoxina. A invasdo direta no tecido é o mecanismo mais comum de doenca estafilocécica,
incluindo infec¢Bes de pele, pneumonia, endocardite, osteomielite, artrite infecciosa (séptica).

As infeccdes por bactérias Staphylococcus coagulase-negativos podem resultar numa
variedade de doencas de pele, incluindo celulite, furinculos, impetigo ou sindrome da pele
escaldada estafilococica (Staphylococcal Scalded Skin Syndrome, SSSS). Algumas espécies
SCN, como S. epidermidis e S. haemolyticus, compartilham os mesmos habitats que S. aureus
e colonizam permanente ou transitoriamente as narinas anteriores, vestibulo nasal e outras
regides da pele e membranas mucosas, agindo como uma fonte de infecgdo (Conlan 2012),
o S. saprophyticus da origem a infec¢des urinarias e processos septicémicos (Lawal 2021).
Portanto, tanto S. aureus quanto SCN séo frequentemente recuperados da mesma amostra
(Becker 2006).

Outros agentes patdgenicos oportunistas significativos incluem S. hominis, S. warneri,
S. capitis, S. simulans, S. cohnii e S. saccharolyticus (Bannerman 2003). S. lugdunensis
parece estar associado a endocardite apés o implante de valvulas protéticas, a peritonite, a
infeccdo de partes moles e a osteomielite vertebral (Osmon et al. 2000).

Em resumo, as manifestacdes clinicas das doencas estafilocécicas nosocomiais sao
diversas. Elas podem ser divididas nos seguintes grupos:

¢ Doencas da pele e do tecido subcutaneo (furdnculos, pioderma, abcessos, flegmao);
¢ Sindrome da pele semelhante a queimaduras;

o Danos nos 0ssos e articulacdes (osteomielite, artrite);
¢ Sindrome do choque téxico;

¢ Angina estafilococica;

e Endocardite estafilococica;

e Pneumonia e pleurisia;

e Enterite estafilocécica aguda e enterocolite;

e Envenenamento com enterotoxina estafilococica;

¢ Meningite estafilococica e abscesso cerebral;

e Doencas estafilococicas do trato urinario;

e Sépsis estafilocdcica (Baron 1996; Bush 2021).



2.2. O uso de antibidticos na producgdo animal e transmissdo de genes
associados a resisténcia aos antimicrobianos na cadeia alimentar

Pouco depois da introducdo dos antibidticos em medicina humana, os seus efeitos
benéficos foram observados em animais de producdo no tratamento de doencas. Os
antibiéticos foram utilizados na medicina veterinaria para combater patologias causadas por
bactérias, bem como para profilaxia, evitando a propagacado das doencas (Thiele-Bruhn 2003;
Amaro 2020). O uso de antibidticos na producédo animal melhorou o indice de converséo
alimentar (IC) e foram usados como promotores de crescimento, devido a alteragdes da
microbiota intestinal, disponibilizando-se para o animal mais calorias provenientes da dieta.
Adicionalmente, os antibiéticos reduziram a morbilidade e a mortalidade causadas por
doencas, ndo so clinicas mas também subclinicas. Consequentemente, desde o inicio da
década de 1950, tornou-se usual administrar doses sub-terapéuticas de antibiéticos a animais
de producdo, para promover 0 crescimento e prevenir doencas. Assim sendo, 0s
antimicrobianos em producédo animal foram utilizados para: 1) promoc¢do do crescimento;
2) prevencao e controlo de doencas (uso profilatico); 3) tratamento de doencas (Soares 2018;
Amaro 2020).

O uso de antibidticos procurou, historicamente, alcangar quatro objetivos principais:

e Obter maior taxa de produtividade;

e Aumentar a eficiéncia alimentar;

e Elevar a resisténcia a doencas e melhorar a saide em geral;
e Diminuir a taxa de mortalidade (Duarte 2020).

Os mecanismos pelos quais o0s antibidticos promovem o crescimento estao
relacionados com a interferéncia na sintese da parede celular e a replicacdo cromossémica
bacteriana, além de interferirem no processo de respiracdo celular e sintese protéica
(translacdo bacteriana) (Garcia 2010), provocando reducdo da populacéo bacteriana (Boelter
1998) e, consequentemente, reducdo das perdas energéticas devidas a fermentagéo
microbiana. Estima-se que nos suinos cerca de 6% da energia da dieta seja perdida na
fermentagcdo microbiana (Wegener 1999).

Os antibioticos também diminuem a producéo de toxinas bacterianas e o consumo de
aminodcidos dietéticos pela microbiota, consequentemente aumentam a sua disponibilidade
para o desenvolvimento animal. Eles também reduzem a espessura da parede intestinal e
melhoram a absor¢cdo de monossacarideos, aminoacidos, vitaminas e minerais (Boelter
1998).

Embora os promotores de crescimento tenham sido abolidos na Unido Europeia (UE)

em 2006, ndo se registou uma diminuicdo do consumo de antimicrobianos na Europa, antes



pelo contrario, ocorreu um aumento da sua utilizacdo como forma metafilatica e profilatica de
tratamento de doenca (Woolhouse et al. 2015).

Foi sugerido que os antibiéticos quando s&o administrados aos animais em baixas
doses por longos periodos, como promotores de crescimento, ocorre uma pressao seletiva
gue pode conduzir ao aparecimento de resisténcias antimicrobianas. Assim, a resisténcia
antimicrobiana dos agentes patogénicos que surgirem em animais de producdo pode ser
subsequentemente transmitida ao Homem — nomeadamente aquando da ingestdo de carne
ou outros produtos de origem animal cozinhados insuficientemente, o que leva a persisténcia
de bactérias resistentes a antibidticos (Verraes et al. 2013; Spellberg et al. 2016) as quais
podem ainda ser transmitidas para o ambiente.

As tetraciclinas e os macrolideos s&o exemplos de antibidticos que foram
frequentemente administrados a suinos para estabilizacdo da microbiota intestinal no periodo
de desmame e a bovinos no tratamento de doencas respiratorias e mastites (Cervantes 2009).
Além do aspecto profilatico, os antibiéticos foram adicionados a ragdo animal para melhorar
o desenvolvimento animal e reduzir custos de producéo tendo um efeito identico a promotores
de crescimento (Regitano 2010).

Em Maio de 2017, as autoridades Portuguesas e o sector suinicola estabeleceram um
acordo de forma a se reduzir em 30% o consumo de antibiéticos nos préximos trés anos, e,
mais recentemente, a diminuir o consumo de colistina dos atuais 12 mg para 5 mg por unidade
de populacao corrigida (mg/UPC).

Os antibiéticos mais usados em suinicultura sdo as tetraciclinas, tilosina, bacitracina
de zinco, clortetraciclina, sulfametazina e outras sulfamidas (McEwen 2002; Mathew 2007).
Este recurso aos antibiéticos na producdo suinicola tem criado 2 focos de inquietacdo no
consumidor. O primeiro deles e alvo de maior preocupacdo, advém da ocorréncia de bactérias
antibiorresistentes devido a utilizacdo de antibiéticos nas explora¢cfes suinas. O segundo,
passa pelo receio da presenca de residuos quimicos perigosos nas carnes. Sabendo isto, 0s
produtores de carne de suino estdo alertados sobre a necessidade de ganhar a confianca do
consumidor no produto adquirido (Giguére 2013).

A melhor recomendacéo para minimizar o uso de antibioticos em producdo animal
consiste em manter os animais em condi¢des confortaveis e livres de situagdes que afetem o
seu bem-estar e saude. De facto, encontramo-nos perante um desafio multifactorial com vista
a minimizar o uso de antibioticos em produc¢édo animal, implicando nomeadamente:

1. Condicdes de maneio: densidade animal, espaco de comedouros e numero de
bebedouros, iluminagédo (fotoperiodo e intensidade luminosa), cama;

Condi¢Ges ambientais: temperatura, humidade, ventilacéo;

Biosseguranca,

Programa vacinal;



Nutricao;
Qualidade da &gua;
Grau de moenda e forma de apresentagéo do alimento;

Programa alimentar;

© O N o o

Melhoramento do estado de saude dos animais e da erradicagdo de doencas (Dewulf
et al. 2020; NRC 1999).

A alimentacdo fornecida aos animais € um factor crucial para manter a microbiota
intestinal equilibrada, e essencial para evitar o uso de antibidticos. Uma alimentacéo
adequada deve ser conseguida através da manutencdo do equilibrio nutricional que esta
dependente da espécie animal, da fase de crescimento e producdo. Recomenda-se um baixo
teor proteico com concentracdes adequadas de aminoacidos essenciais, matérias-primas de
boa qualidade e adequado balanco electrolitico e fibra dietética. Além disso, € aconselhavel
complementar a dieta com antioxidantes (vitamina E e selénio), enzimas exdgenas, e outros
aditivos tais como probidticos, prebiéticos e acidos organicos (Amaro 2020).

O uso de antibidticos na medicina veterinaria e na produgdo animal resultou em
animais mais saudaveis e produtivos. Contudo, 0 mau uso de antibiéticos (de forma
continuada ou desadequada) esteve na base da emergéncia e disseminacdo de bactérias
resistentes e multiresistentes a antibioticos. O desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos
em agentes infecciosos constitui uma das maiores ameacas para a saude publica e saude
animal (Amaro 2020).

A resisténcia aos antibiéticos tem aumentado de forma preocupante nos ultimos anos
e algumas atividades antropogénicas tém modificado a distribuicdo e a quantidade de genes
de resisténcia, alterando assim o resistoma. Sao exemplos destas atividades: o uso de
antibioticos na pecuaria, aquacultura e agricultura, o tratamento de aguas residuais e
efluentes agricolas e da industria do fabrico de antibiéticos, que libertam para o meio ambiente
bactérias resistentes e/ou antibiéticos que, embora em quantidades residuais, podem exercer
pressao seletiva em bactérias ja existentes na agua, solo e ar. Por sua vez, estas bactérias
presentes no meio ambiente podem passar 0s seus determinantes de resisténcia direta ou
indiretamente para agentes patogénicos normalmente causadores de infegbes em humanos
e animais (Marshall and Levy 2011; Finley et al. 2013).

O tratamento metafilactico € uma administracdo a curto prazo de antibidticos através
de ragfes ou 4gua potavel a animais saudaveis que pertencem a um rebanho ou bando onde
estdo presentes sinais clinicos de doenca. No tratamento profilatico também é realizada a
administracdo de antibioticos na dgua ou ragéo contudo este acontece quando 0s animais do
bando ou rebanho estdo saudaveis mas em risco de infe¢cdo. Contudo, a utilizacdo de doses
subterapéuticas por periodos prolongados pode levar a efeitos semelhantes aos dos

promotores de crescimento (Economou and Gousia 2015; FAO 2016).
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Na pratica clinica veterinaria (de animais de producédo e de companhia), os antibiéticos
sdo administrados em dose terapéutica para tratamento de infe¢cbes especificas,
preferencialmente apdés um diagnostico bacteriolégico e um teste de suscetibilidade aos
antibioticos.

A utilizacdo de antibidticos promove a resisténcia por pressao seletiva, facilitando a
disseminacdo de bactérias resistentes. As bactérias adquirem resisténcia por mutacbes
espontaneas no seu DNA ou por aquisicdo de genes de resisténcia que provém de outras
bactérias (transferéncia horizontal de genes). A transferéncia horizontal de genes de
resisténcia ocorre através de elementos genéticos méveis (plasmideos), os quais constituem
uma das maiores ameacas na disseminacao da resisténcia, envolvendo bactérias de qualquer
espécie e facilitando a disseminacdo simultinea de genes de resisténcia a antibioticos
pertencentes a diferentes classes (B-lactamicos, quinolonas, aminoglicosideos, fenicéis,
sulfonamidas, trimetoprim), genes de viruléncia e de resisténcia a biocidas (FAO 2016).

A resisténcia aos antibiéticos € um fenémeno que flui entre 0 homem, os animais e o
meio ambiente. Os agricultores, médicos veterinarios, trabalhadores das exploracdes e dos
matadouros, bem como 0s seus coabitantes, sdo 0s grupos de maior risco pois sdo 0s mais
expostos a colonizacdo por bactérias resistentes aos antibioticos presentes em animais de
producdo de alimentos com implicac6es na cadeia alimentar (ECDC, EFSA, EMA 2015). A
disseminacdo de agentes microbianos resistentes a antibioticos a comunidade e a ambientes
hospitalares deve ser vista com grande precaucdo, tendo sido a cadeia alimentar uma
possivel via de transmissdo de agentes patogénicos com resisténcia a antibioticos para o
Homem.

Um fator de risco crucial para o aparecimento de resisténcia a antibiéticos, é a
existéncia de residuos de antibiéticos que mantém a sua capacidade de atuacdo sobre as
bactérias ambientais pormovendo a selecdo da resisténcia. A elevada contaminacdo dos
ambientes agricolas deve se ao fato de que 75% a 90% dos antibidticos usados na produgéo
pecuaria ndo sdo metabilizados e sdo excretados para 0 meio ambiente. Também as bactérias
resistentes a antibidticos, sejam comensais ou agentes patogénicos zoonéticos, sao
eliminadas através das excrec¢des, contaminando o meio ambiente (FAO 2016).

A transmissdo da resisténcia a antibiéticos pode dar se por contacto direto e/ou
indireto, via cadeia alimentar, agua ou através do estrume aplicado na agricultura (Figura 2.3).
A globalizacdo do comércio de animais vivos e de alimentos, assim como o transito de

pessoas facilita a rdpida propagac¢éo das bactérias resistentes a antibidticos.
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Figura 2.3. Vias de disseminagdo de resisténcia aos antibioticos entre os potenciais

reservatorios: o homem, os animais e o ambiente (adaptada de Tania Salgueiro 2020).

De acordo com o relatdrio da Agéncia Europeia de Medicamentos Vigilancia Europeia
do Consumo de Antimicrobianos Veterinarios (ESVAC), em Portugal o consumo médio
ponderado da populacdo (expresso em miligramas por unidade de correcéo populacional) de
antimicrobianos foi de 175,8 mg/PCU em animais produtores de alimentos em 2020 (ESVAC
2022). O consumo corrigido de biomassa de cefalosporinas de terceira e quarta geracao,
guinolonas, penicilina, macrolideos e tetraciclinas em animais produtores de alimentos foi
cerca de 0,4; 7,3; 38,9; 20 e 60,4 mg/PCU, tendo se registado um aumento em 5,8% das
vendas de cefalosporinas de 32 e 42 geracéo (de 0,32 mg/PCU para 0,34 mg/PCU em 2021).
As vendas gerais de antibioticos em 2021 diminuiram 13,1% em compara¢do com as que
ocorreram em 2020 (de 172,5 mg/PCU para 149,9 mg/PCU). As trés classes de antibiéticos
mais vendidas em 2021 foram tetraciclinas, penicilinas e macrolideos, que representaram
respectivamente, 29,7%, 23,7% e 10,7% das vendas totais (ESVAC 2022).

As vendas de medicamentos veterinarios contendo antibidticos considerados
criticamente importantes para a medicina humana, apresentaram uma tendéncia de venda
decrescente, 0 que € extrenmamente relevante. As cefalosporinas da terceira e quarta
geracOes registaram uma diminuicdo de 38% nas vendas entre 2011 e 2021. No mesmo
periodo, as vendas de polimixinas diminuiram 80%, de fluoroquinolonas 14%, e de outras
guinolonas 83% (ESVAC 2022).

Num esforgo conjunto, as organizagdes internacionais ligadas a Saude Publica (OMS),
Saude Animal (OIE), Alimentacdo e Agricultura (FAO), aprovaram um conjunto de medidas

gue integram o Plano de A¢do Mundial contra a resisténcia antimicrobiana, o qual envolve
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também outras organizacdes, como a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) e a
Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA).

Uma das medidas de controlo da resisténcia é a utilizacdo prudente dos antibiéticos
para preservacdo da sua eficdcia. Deve ser evitada ou, preferencialmente, proibida a
utilizacdo de alguns antibiéticos em animais produtores de alimentos, especialmente os que
constam da lista da OMS e que sdo considerados antibiéticos de importancia critica (Tabela
2.1) para tratar infegcbes humanas complicadas (WTO 2019).

Sendo crucial manter a eficacia dos antibioticos no tratamento de infec6es graves
causadas por bactérias resistentes a multiplos medicamentos nos seres humanos, a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) reavaliou recentemente o uso de colistina no a&mbito da
saude animal. Existe um potencial de transferéncia de resisténcia antimicrobiana entre
espécies (Liu et al. 2015), pelo que foi eliminada a indicacdo de tratamentos profilaticos com
utilizacdo de colistina em animais de producéo, agora o seu uso é apenas aconselhado para

tratar se necessario animais infetados e os seus coabitantes (EMA 2016).

Tabela 2.1. Os antibi6ticos de importancia médica utilizados em animais de producédo que
integram a cadeia alimentar, incluem os antibiéticos de importancia critica (Prioritarios e de
Elevada Prioridade), elevada Importéancia e importantes (adaptado de WTO 2019; OIE 2015).

Classe de Antibi6tico Alguns exemplos utilizados em animais (principios activos)
Cefalosporinas Cefoperazona; Ceftriaxona; Cefovecina, Cefquinoma
de 3a e 4a geragéo (uso veterinario: Ceftiofur)
Macrélidos Eritromicina; Espiramicina;

(uso veterinério: Tulatromicina; Tilosina; Tilmicosina)
Polimixinas Colistina
Quinolonas Ciprofloxacina; Norfloxacina;

(uso veterinario: Enrofloxacina; Danofloxacina; Marbofloxacina)

Aminoglicosideos Gentamicina; Estreptomicina; Apramicina; Neomicina

Ansamicinas Rifampicina; Rifaximina

Penicilinas Penicilina; Ampicilina; Amoxicilina; Amoxicilina X Acido clavulanico;
Ticarcilina

Antibioticos de Elevada Importancia

Anfenicois Uso veterinario: Florfenicol
Cefalosporinas Cefalexina; Cefalotina; Cefazolina
(1° e 2a geracao)

Lincosamidas Clindamicina; uso veterindrio (pirlimicina)



Sulfonamidas Sulfadiazina; Sulfametazina; Sulfatiazole
Sulfonamidas e Sulfametoxazole + Trimetoprim
Diaminopiridinas

Tetraciclinas Tetraciclina; Oxitetraciclina; Doxiciclina; Oxitetraciclina

2.2.1. Classes dos antibiéticos

Os antibitticos sé@o substancias que tém a capacidade de inibir a multiplicacdo e/ou
destruir microrganismos. Podem ser produzidos por bactérias ou por fungos ou podem ser
total ou parcialmente sintéticos. O principal objetivo do uso de um antibiético € o de prevenir
ou tratar uma infeccao, diminuindo ou eliminando os microrganismos patogénicos e, se
possivel, mantendo a microbiota normal. Para isso € necessario conhecer os microrganismos
responsaveis pelo tipo de infeccéo a ser tratada.

Os antibiéticos podem ser classificados considerando o seu espectro de acgéo, o tipo
de atividade antimicrobiana, o grupo quimico ao qual pertencem e o mecanismo de acéo
(Tabela 2.2).

Espectro para Gram-positivas possuem parede celular com uma Unica e espessa
camada de peptideoglicanos. Quando este tipo de bacterias entra em contato com os corantes
da coloracdo de Gram adquirem a cor purpura ou azul quando fixada com cristal violeta.
Espectro para Gram-negativas possuem parede celular mais delgada e apresentam uma
segunda membrana lipidica, diferente da membrana plasmatica. Quando em contato com a
coloracdo Gram o lipidio da membrana mais externa é dissolvido no alcool e libera o primeiro
corante, o cristal violeta.

O mau uso de antibiéticos nos doentes é responsavel pelo aparecimento de resisténcia
microbiana. O termo «resistente» implica que o microrganismo pode multiplicar-se in vitro na
presenca de uma concentracdo do principio ativo idéntica a que este atinge no sangue, ou
seja, o0 seu efeito € dose-dependente. Contudo, a concentracdo de muitos antibiéticos no
sangue é inferior a que esta presente noutros fluidos ou tecidos corporais, permitindo que as
bactérias sejam resistentes a um antibidtico especifico no sangue, mas suscetiveis noutros
tecidos (Vieira et al. 2012).

Tabela 2.2. Classificacdo dos antimicrobianos a partir de diversas variaveis

Variavel Classificacao Exemplo
Antibacterianos Beta-lactamico
) ) Antifangicos Griseofulvina
Microrganismos o ] ]
o Antivirais Aciclovir
suscetiveis ) o . )
Antiparasitarios Pirimetamina
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Origem do
antimicrobiano

Antibioticos: produzidos por microrganismos

Quimioterapicos: sintetizados em laboratério

Aminoglicosideo

Sulfonamidas

Atividade

antibacteriana

Bactericida: matam os microrganismos

Bacteriostatico: inibem a multiplicacéo dos
microrganismos, sendo necesséria a atuacéo do

sistema imunitério para eliminagdo do agente.

Quinolona, Beta-lactamicos,
Aminoglicosideos, Glicopeptideos
Macrolideo,

Linezolida e Lincosaminas

Mecanismo de

Acéo

Alteracdo de parede celular
Alteracdo de membrana citoplasmatica

Interferéncia na replicagdo cromossdmica

Inibicdo da sintese protéica

Inibicdo metabdlica

Beta-lactamico, Glicopeptideos
Fosfomicina, Bacitracina
Anfotericina B
Antifungicos/antivirais
Aminoglicosideo, Tetraciclinas,
Glicilciclinas Macrolideos,
Anfenicois, Lincosamidas,
Oxazolidinonas

Sulfonamida

Espectro de Acao

Espectro para Gram-positivas

Espectro para Gram-negativas

Amplo espectro

Ativo sobre protozoéarios

Ativo sobre fungos

Ativo sobre espiroquetas

Ativo sobre riquétsias, micoplasma e clamidias
Ativo sobre micobactérias

Ativo sobre algas

Penicilina
Aminoglicosideos
Cloranfenicol
Tetraciclina
Nistatina
Eritromicina
Macrolideo
Estreptomicina

Anfotericina B

Uma nova classificagdo dos antibioticos de uso veterinério foi aprovada pela Agéncia

Europeia de Medicamentos (EMA) (Mixao 2020) de acordo com a abordagem «One Health»,

e que promove uma colaboracao estreita e integrada entre a medicina humana e a veterinaria.

Esta revisdo classificou os antibi6ticos tendo considerado o potencial desenvolvimento de

resisténcia antimicrobiana, a necessidade do seu uso em medicina veterinaria e o risco para

a saude publica causado pela sua utilizagdo em animais (Tabela 2.3).

A nova classificacdo (Tabela 2.3) tem quatro categorias, A a D, cada uma com uma

palavra-chave correspondente a uma agéo que lhe foi atribuida (EMA 2020). A categoria A

(«Evitar») inclui todos os principios ativos proibidos em animais produtores de alimentos e que

s6 podem ser administrados individualmente a animais de estimagdo em circunstancias

excecionais, ou seja corresponde &s classes de antibidticos ndo autorizados atualmente em
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medicina veterinaria na UE. A categoria B («Restrito») inclui as quinolonas, cefalosporinas e

polimixinas de terceira e quarta geracdes, sendo que para mitigar o risco para a saude publica

0 seu uso deve ser restringido.

Para os antibiéticos presentes na categoria C («Cuidado») existem varias alternativas

gue podem ser usadas em medicina humana mas em medicina veterinaria s6 devem ser

utilizados quando nédo existem substancias antimicrobianas eficazes na Categoria D.

A categoria D («Prudéncia») é considerada de risco mais baixo. Estes antibioticos

podem ser usados numa primeira abordagem de tratamento em animais mas sempre de uma

forma prudente. Em qualquer das categorias de antibi6ticos os periodos longos de tratamento
devem ser evitados (EMA 2020).

Tabela 2.3. Categorizacdo das classes de antibidticos para uso veterinario (adaptado de EMA

2020)

Categorizacédo das classes de antibiéticos para uso veterinario

(com exemplos das substancias autorizadas para uso humano ou veterinario na UE)

Amdinopenicilinas —

Carbapenemes —

mecilinam, pivmecilinam meropenem, doripenem

Cetdlidos - telitromicina Lipopeptideos - daptomicina

Monobactamos -
aztreonam

Rifamicinas (exceto
rifaximina) - rifampicina

Carboxipenicilina e
ureidopenicilina,
incluindo associacdes
com inibidores das
lactamases beta -
piperacilina-tazobactam

Oxazolidinonas - linezolida

Riminofenazinas -
clofazimina

Sulfonas - dapsona

Estreptograminas —
pristinamicina, virginiamicina

Medicamentos
utilizados
exclusivamente para
o tratamento
datuberculose ou
outras doencas
micobacterianas —
isoniazida,
etambutol,
pirazinamida,
etionamida

Outras
cefalosporinas e
penemes (cédigo
ATC J01DI),
incluindo
associacOes de
cefalosporinas de 3.2
geracado com
inibidores das
lactamases beta —
ceftobiprole,
ceftarolina,
ceftolozano-
tazobactam,
faropenem

Glicopeptideos -
vancomicina

Glicilciclinas -
tigeciclina
Derivados do acido
fosfdnico -
fosfomicina

Acidos
pseudomaénicos -
mupirocina
Substancias
recentemente
autorizadas na
medicina humana
na sequéncia da
publicacdo da
categorizagéo do
AMEG
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Cefalosporinas, 3.2 e

Polimixinas — colistina,

Quinolonas: fluoroquinolonas e outras

4.2 geracdo, aexcecdo polimixina B quinolonas -

de associacdes com Cinoxacina, danofloxacina, difloxacina, %

inibidores das enrofloxacina, flumequina, ibafloxacina, P

lactamases beta — marbofloxacina, norfloxacina, orbifloxacina, P—:

cefoperazona, acido oxolinico, pradofloxacina ﬁ

cefovecina, cefquinoma,

ceftiofur

Aminoglicosideos Aminopenicilinas, em Anfenicois — Macrélidos —

(exceto associacdo com inibidores  cloranfenicol, eritromicina,

espectinomicina) — das lactamases beta - florfenicol, tianfenicol gamitromicina,

amicacina, apramicina, amoxicilina + acido, oleandomicina,

diidrostreptomicina, clavulanico, ampicilina + espiramicina, 12

framicetina, sulbactam tildipirosina, g

gentamicina, Cefalosporinas, 1.2e 2.2 Lincosamidas — tilmicosina, 5

canamicina, neomicina, geragao, e cefamicinas — clindamicina, tulatromicina tilosina, 'S:J

paromomicina, cefacetril, cefadroxil, lincomicina, pirlimicina tilvalosina o

estreptomicina, cefalexina, cefalonio, Pleuromutilinas — Rifamicinas: apenas

tobramicina cefalotina, cefapirina, tiamulina, valnemulina  rifaximina - rifaximina
cefazolina

Aminopenicilinas, sem Aminoglicosideos: apenas  Sulfonamidas, inibidores da diidrofolato

inibidores das espectinomicina redutase e associagdes — formosulfatiazol,

lactamases beta — espectinomicina sulfaleno, ftalilsulfatiazol, sulfamerazina,

amoxicilina, ampicilina, sulfacetamida, sulfametizol, sulfaclorpiridazina,

metampicilina sulfametoxazol, sulfaclozina,

Tetraciclinas — Penicilinas sulfametoxipiridazina, sulfadiazina,

clortetraciclina, antiestafilococicas sulfamonometoxina, sulfadimetoxina,

doxiciclina, (penicilinas resistentes as  sulfanilamida, sulfadimidina, sulfapiridina, z_t)

oxitetraciclina, lactamases beta) — sulfadoxina, sulfaquinoxalina, sulfafurazol, (E

tetraciclina cloxacilina, dicloxacilina, sulfatiazol, sulfaguanidina, trimetoprim g
nafcilina, oxacilina E‘E

Penicilinas naturais de espetro de agéo estreito

(penicilinas sensiveis as lactamases beta) —

benzilpenicilina benzatinica, feneticilina,

fenoximetilpenicilinabenzatinica, fenoximetilpenicilina,

benzilpenicilina, benzilpenicilina procainica, hidroiodeto

de penetamato

Polipeptideos
ciclicos - bacitracina

Antibacterianos
esteroides - acido
fusidico

Nitroimidazéis -
Metronidazol
Derivados do
nitrofurano —

furaltadona,
furazolidona

Também Werth (2020) sugeriu outra classificagdo dos antibiéticos, dependendo da

sua estrutura quimica. Entretanto, os antibidticos incluidos em cada classe afetam

frequentemente o microrganismo de maneira diferente e podem ser eficazes contra bactérias
diferentes (Werth 2020).
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As classes de antibioticos incluem:
e Aminoglicosideos;
e Carbapenémicos;
o Cefalosporinas;
e Fluoroquinolonas;
e Glicopeptideos e lipoglicopeptideos (como vancomicina);
e Macrolidos (como eritromicina e azitromicina);
¢ Monobactamicos (aztreonam);
e Oxazolidinonas (como linezolida e tedizolida);
e Penicilinas;
e Polipeptideos;
¢ Rifamicinas;
¢ Sulfonamidas;
e Estreptograminas (como quinupristina e dalfopristina);
e Tetraciclinas.

Carbapenémicos, cefalosporinas, monobactamicos e penicilinas compdem as
subclasses de antibidticos B-lactamicos, uma classe de antibibticos caracterizada por uma
estrutura quimica denominada anel 3-lactamico.

Outros antibioticos que ndo se enquadram nas classes listadas acima incluem
cloranfenicol, clindamicina, daptomicina, fosfomicina, lefamulina, metronidazol, mupirocina,

nitrofurantoina e tigeciclina (Werth 2020).

2.3. Modo de acédo dos antibidticos

Os antibioticos sdo agentes com toxicidade seletiva contra microrganismos invasores
externos (bactérias e fungos). O antibidtico ideal € aquele que interfere na funcéo vital da
bactéria sem comprometer as células do hospedeiro (Medley 2007).

Os antibiéticos encontram-se divididos em vérias classes tendo em conta os seus
mecanismos de acdo: glicopeptideos, B-lactamicos, lipopéptidos, quinolonas, aminoglicosi-
deos, cloranfenicol, macrélidos-lincosamida-estreptogramina B, tetraciclinas, oxazolidinonas,
sulfonamidas e trimetoprim (Hoek et al. 2011).

Em relacdo & sua acdo sobre bactérias, um antibidtico pode ser classificado em
bactericida ou bacteriostatico. No primeiro caso, inativa e destr6i os microrganismos. Sao
exemplos de drogas bactericidas: aminoglicésidos, quinolonas, penicilinas, cefalosporinas. No
caso do antibiotico bacteriostético, inibe a multiplicacdo dos microrganismos. A eliminagao do

microrganismo neste caso depende da imunidade do paciente. Sdo exemplos de drogas
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bacteriostéticas: sulfonamidas, trimetropim, cloranfenicol, tetraciclinas, nitrofurantoina
(Medley 2007).

A classificacdo mais comum dos antibioticos baseia-se no seu modo de agdo. Assim
séo descritos cinco mecanismos de acao, tal como representado na Figura 2.4 (Tenover
2006):

¢ Inibicao da sintese da parede celular;

¢ Inibicdo da sintese ou danos da membrana citoplasmatica;
¢ Inibicdo da sintese proteica nos ribossomas;

e Alterac6es na sintese dos acidos nucleicos;

e Alteragdo do metabolismo celular.

Principais modosde @ nibicio da duslicac
~ at oo nibigdo da duplicacéo
acao de antibidticos cromossémica ou da transcrigao (2]

sobre bactérias | Inibicao da atuagéo de

enzimas que produzem

\ substincias essenciais ao

metabolismo

Célula bacteriana,
esguematizada em corte Ha proteinas

e muito simplificada . t
At que atuam
/ DNA \ é pmrjﬂzsc ;Ngio como enzimas

Citoplasma ——— .
Membrana i ; mensageiro §
plasmética

Parede celular —— Duplicagao do \ /

(envoltério externo) Cromossomo - a
para reproducéo Atradugdo "<
; sintetiza proteina
\

9 Danos a membrana o Inibigao da sintese Le Inibicao da sintese

plasmatica de proteinas da parede celular

Figura 2.4. Principais modos de acéo de antibioticos sobre bactérias (adaptado de Tenover
2006).

2.3.1. Inibidores da sintese da parede celular
Fazem parte deste grupo farmacos como os B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemos e monobactamos) e glicopéptidos (Willey et al. 2008). Sdo dos grupos de
antibidticos mais seletivos, por terem como alvo de atuagdo uma estrutura, o peptidoglicano,
gue apenas existe nas células procariotas e ndo nas eucariotas.
A sintese do peptidoglicano faz-se em 4 fases:
1) sintese do precursor no citoplasma;
2) transporte do precursor através da membrana,
3) deposicao de glicanos na parede celular;
4) ligagéo e maturacao.
Os antibidticos B-lactdmicos e os glicopéptidos, os mais usados do grupo dos
inibidores da sintese da parede celular, atuam nas fases 3 e 4 da sintese do peptidoglicano
(McDermott et al. 2003).
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Sao exemplo de antibidticos com acdo ao nivel da sintese do peptidoglicano os

antibioticos B-lactamicos e os glicopéptidos (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Antibidticos que inibem a sintese da parede celular (adaptado de Medley 2007).

Classe

Substancia

Mecanismo de acéo

B - lactamicos

Penicilina

Cefalosporina 12
geracao

Cefalosporina 22
geracao

Cefalosporina 32
geracao

Cefalosporina 42
geracao

Carbapenémicos

Monobactamicos

Inibidor da
Betalactamase

* Penicilina G
(benzilpenicilina)
* Penicilina v

» Ampicilina

* Amoxicilina

» Oxacilina

+ Carbenicilina
* Cefalexina

» Cefadroxila

* Cefalotina

» Cefazolina

» Cefactor

* Cefuroxina
* Cefprozil

» Cefoxitina

» Ceftriaxona

» Cefotaxima

» Cefodizima

* Cefetamet

» Cefixima

» Cefpodoxima
» Cefoperazona
» Ceftazidina

» Cefepima
* Cefpiroma

* Imipenem
* Meropenem

» Aztreonam

« Acido clavulénico

Atividade bactericida por inibicdo da sintese do
peptidoglicano da parede celular e ativagédo do
sistema autolitico da bactéria, determinando a

sua lise e posterior morte.

Preferencialmente sobre bactérias Gram —
positivas através da lise da parede.

Acao bactericida ao unir-se as proteinas da
membrana citoplasmética. Apresentam boa
atividade sobre bactérias Gram-negativas.

Inibe a sintese da parede mas possui maior
afinidade pelas proteinas de ligacéo a penicilina
presentes na parede das bactérias Gram-
negativas.

Inibe a sintese da parede celular e apresenta
amplo espectro de acao.

Bactericida contra bacilos Gram-negativos. Age
na sintese da parede celular.

Inibe a beta - lactamase, enzima responsavel
pela degradacao do antibidtico. Deve ser usado
em associacgao, pois possui baixa atividade.

Glicopeptideos

* Vancomicina

Bactericida atuando na inibicdo da sintese da
parede celular.
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A teicoplanina e a vancomicina que fazem parte de grupo glicopeptideo, sao utilizados
contra bactérias Gram-positivas. O alvo molecular destes compostos é a extremidade D-alanil-
D-alanina (D-Ala-D-Ala) do percursor do peptidoglicano da parede celular. Estes unem-se a
estas extremidades, impedindo a ligacdo das transglicosilases ao seu substrato e evitando
assim a extensao do péptido linear de glicano na parede celular, ou seja, inibem a reacao de
transglicosilacdo (Allison and Lambert 2015).

Os B-lactamicos tém um largo espetro e ligam-se, através do seu anel B-lactamico, as
enzimas transpeptidases, mais conhecidas por proteinas de ligacdo a penicilina (PLP ou
Penicillin-binding proteins - PBP), existentes em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Estas enzimas sdo responsaveis pela ligacdo cruzada, denominada reacdo de trans-
peptidacdo, entre as cadeias lineares de glicano e o peptidoglicano maduro. Assim, ao se
unirem a estas enzimas, simulando a estrutura dos residuos D-Ala-D-Ala, os antibiéticos
B-lactamicos funcionam como um substrato alternativo, ndo permitindo que estas participem
na reacao de transpeptidacdo, uma das Ultimas e principais etapas da sintese da parede

celular (Drawz and Bonomo 2010; Worthington and Melander 2013).

2.3.2. Inibidores da sintese proteica

Existe uma grande variedade de antibioticos que tém como mecanismo de acdo a
inibicdo da sintese proteica, mas cada um atua numa fase distinta da traducado (iniciacao,
elongacao e terminacao). Para melhor compreender a atuacao destes compostos, é impor-
tante relembrar que os ribossomas bacterianos tém na sua constituicdo duas subunidades:
uma maior designada de 50S e outra mais pequena, a 30S, onde ocorre a ligacdo dos
farmacos de forma a inibir ou modificar a sintese proteica (Allison and Lambert 2015; Katzung
2007).

A sintese proteica ocorre em 2 passos principais:

1) Transcricdo, onde o acido desoxirribonucleico (DNA) vai ser transcrito para acido
ribonucleico mensageiro (MARN), passo que é mediado pela enzima ARN polimerase
(Sousa 2006);

2) Traducao, que requer a presenca do enzima aminoacil-tARN sintetase, que promove
a ligacdo do ARN de transporte (tARN) a um aminoacido especifico (Sousa 2006).

A traducéo processa-se em 3 fases: iniciacdo em que, no ribossoma, ocorre a ligagao
da subunidade 30S ao cod&o de iniciagdo do mARN. O tARN que transporta a fMET
(formilmetionina) junta-se a este complexo no local P da cadeia peptidica em crescimento e a
subunidade 50S liga-se a 30S para formar o complexo de iniciagdo 70S; a proxima fase € o
alongamento, onde o tARN correspondente ao proximo codéo liga-se ao local A do ribossoma;

h& depois a movimentacdo da cadeia em crescimento para o local P e fica o local A livre para
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o proximo tARN, num processo chamado translocagcdo (McDermott et al. 2003); a cadeia
peptidica vai crescendo até aparecer um codao de finalizagado no local A do ribossoma, ao
qgual ndo corresponde nenhum tARN, terminando assim a translocacéo e da-se a libertagéo
do péptido (Sousa 2006). A Figura 2.5 ilustra, de um modo geral, os locais de ac¢ao dos varios

antibiéticos inibidores da sintese proteica sobre o ribossoma.

0000

Péptido em crescimento

Aminoglicosideos
inibem a iniciagéo

Cloranfenicol e Lincosamidas:

inibem transpeptidacéo
— ! Sitio A

Eritromicina (508):

inibe translocacéo
.
. Tetraciclinas (308):
: bloqueiam a ligacéo ao
H / tARN

Complexo de iniciagiio 708

Figura 2.5. Locais de acdo dos varios antibioticos inibidores da sintese proteica sobre o

ribossoma (adaptado de McDermott et al. 2003)

Na Tabela 2.5 encontram-se descritas as classes de antibidticos que inibem a sintese

proteica nos ribossomas.

Tabela 2.5. Antibi6ticos que inibem a sintese proteica nos ribossomas (adaptado de Medley

2007).

Classe Substancia

Mecanismo de acéo

* Neomicina
» Gentamicina
] o » Tobramicina
Aminoglicosidos o
* Amicacina
* Netilmicina

* Estreptomicina

* Azitromicina
. + Claritromicina
Macrolidos ) o
» Eritromicina

* Troleandomicina

Cloranfenicol « Cloranfenicol

Inibem a sintese de proteinas. A sua penetracéo €
dependente do transporte ativo de oxigénio, por
isso possuem baixa a¢do contra microrganismos
anaeraébios.

Inibem a sintese de proteinas ligando-se a

subunidade 50s do ribossoma bacteriano.

Inibem a sintese de proteinas ligando-se a

subunidade 50s do ribossoma bacteriano.
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* Tetraciclina o o ) .
) o Bacteriostatica ao inibir a sintese de proteinas.
o * Oxitetraciclina ) .
Tetraciclinas o Atuam sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
* Doxiciclina )
o negativas.
* Minociclina

Ativa contra cocos Gram-positivos. Inibe a sintese
Lincosamidas + Clindamicina de proteinas. Semelhante ao cloranfenicol e

macrolidos.

2.3.3 Inibidores da sintese de acidos nucleicos

Estes farmacos atuam por bloqueio da replicacdo ou da transcricdo, ao inibirem a
enzima DNA polimerase ou as enzimas DNA helicase ou ARN polimerase, respetivamente
(Willey et al. 2008).

A classe das quinolonas engloba antibiéticos sintéticos cujo espetro de acdo depende
da geracdo em analise. A primeira geracéo, da qual faz parte o acido nalidixico, surgiu em
1962 e atuava apenas em bactérias de Gram-negativas. Nos anos 80 surgiu a segunda
geracdao, as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina), e nos anos 90, a terceira geracao
(levofloxacina e moxifloxacina), ambas com um espetro que abrange tanto bactérias Gram-
negativas como Gram-positivas. A quarta e Ultima geracdo de quinolonas (gemi-floxacina e
trovafloxacina) exerce também a sua acao sobre bactérias anaerdbicas. Estes antibidticos
inibem as enzimas DNA girase e topoisomerase IV (Fabrega et al. 2009).

A DNA girase é constituida por quatro subunidades, duas A e duas B, codificadas pelos
genes gyrA e gyrB, respetivamente. Esta enzima € responsavel pelo superenrolamento
negativo do DNA, dependente da hidrélise de ATP (Adenosina trifosfato), que, por sua vez, é
necessario para processos como o alivio da tensdo de tor¢cdo durante a replicacao,
condensacdo do cromossoma, replicacdo bacteriana, iniciacdo da transcricdo e elongacao
(Cheng et al. 2013).

A topoisomerase IV também possui duas subunidades A e duas B, codificadas pelos
genes parC e parE, respetivamente. Esta enzima tem como func¢des: a quebra da ligacao
entre cromossomas recentemente replicados, para que a divisao celular possa ser completa
e originar duas células filhas, cada uma com uma cépia do cromossoma; e o relaxamento de

superenrolamentos positivos, tal como a DNA girase (Uivarosi 2013).

2.3.4 Antagonistas metabdlicos

Ha antibidticos que imitam substancias usadas pela célula bacteriana e se ligam a
enzimas, inibindo-as. O metabolismo celular retratado neste ponto € a sintese do &cido félico,
gue pode ser inibido pelas sulfonamidas ou da sua combinagdo com o trimetroprim. Estes

antibiéticos inibem a producdo de acido folico, essencial & multiplicacdo bacteriana. Os
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microrganismos sensiveis sdo todos aqueles que precisam de sintetizar o seu préprio acido
folico. Os outros ndo sdo afetados pois sdo capazes de utilizar o folato pré-formado (Katzung
2007).

As sulfonamidas sé@o antibiéticos sintéticos que surgiram em 1932 e competem com
um fator indispensavel para a sintese do acido folico, o acido p-aminobenzéico (PABA) pela
ligacdo ao enzima dihidropteroato sintetase (DHPS), catalisadora da reac&o que origina o
acido dihidropterdico que é essencial a sintese do acido félico (Brown 1962; Werth 2022).

O trimetoprim foi introduzido no contexto clinico nos anos 60 e atua uns passos mais
a frente na cadeia metabdlica em relagdo as sulfonamidas, por inibicdo competitiva com a
enzima dihidrofolato redutase (DHFR). Nao havendo a reacgéo catalisada por este enzima, ndo
ocorre a reducdo do acido dihidrofélico em &cido tetrahidrofélico (Roth et al. 1962; Kemnic
2022).

2.4. Mecanismos de resisténcia bacteriana
Os antibiéticos criam uma pressdao de selecdo que levam a ocorrencia de
microrganismos resistentes no ambiente, apenas aqueles que desenvolvem formas de resistir
a sua acédo poderdo sobreviver tal como referido por Ogawara (1981) e Beceiro (2013). Um
microrganismo € resistente a um antibiético quando na presenca de concentracdes desse
farmaco o seu desenvolvimento ndo é inibido ou ndo ocorre a sua lise (Witte and Klare 1999).
A resisténcia bacteriana aos antibidticos consiste em séries de mecanismos de
adaptacao que permitem ao microrganismo resistir aos efeitos nocivos ou letais dos farmacos
aos quais estdo sendo expostos (Bertoncheli 2008). A resisténcia pode ser intrinseca ao
microrganismo ou adquirida através do compartilhamento dos genes, que dao a bactéria
receptora mecanismos gue Ihe confere resisténcia ao antimicrobiano (Tenover 2006).
Existem diversos mecanismos que conferem as bactérias resisténcia aos
antimicrobianos, como (Figura 2.6):
a) enzimas que destroem ou modificam a estrutura quimica do agente antibacteriano,
antes que possa ter efeito;
b) bombas de efluxo, levando a extrusdo do agente antibacteriano;
c) alteragdo na estrutura das paredes ou membranas celulares bacterianas, modificando
o local de ligacdo do agente antimicrobiano;
d) mutagdes que limitam o acesso de agentes antimicrobianos ao local alvo (Tenover
2006; Blair 2015).
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Figura 2.6. Mecanismos de Resisténcia aos Antimicrobianos (adaptado de Nogueira 2016)

2.4.1. Resisténcia aos antibioticos B — lactamicos

As pB-lactamases sdo enzimas produzidas por bactérias que rompem o anel
B-lactamico, inativando o antibidtico B-lactamico. Algumas B-lactamases séo codificadas nos
elementos genéticos méveis (plasmideos); outras sao codificadas nos cromossomas (Brian
2020).

Os B-Lactamicos apresentam um largo espectro de acdo, tendo acdo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. As bactérias Gram-negativas apresentam diversos
mecanismos de resisténcia sendo o mais comum a producao de B-lactamases.

Para que um B-lactamico seja eficaz, tem de ocorrer ligacdo aos alvos na membrana
celular, estabilidade as 3-lactamases e, no caso das bactérias Gram-negativo, permeabilidade
da membrana externa. Assim, a resisténcia surge por alteracdo de um destes trés fatores
(Georgopapadakou 1993; Nikaido 2009).

A producdo de B-lactamases é o mecanismo de resisténcia mais encontrado em
bactérias Gram-negativas (Philippon et al. 2002); jA& nas bactérias Gram-positivas o0
mecanismo mais frequente € o que envolve alteracdo nas proteinas de ligagéo a penicilina
(Georgopapadakou 1993). A alteracdo das proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs) origina
uma diminuicdo na sua quantidade ou na afinidade destas proteinas para se ligarem aos
B-lactamicos (Malouin and Bryan 1986; Murray et al. 2005; Drawz 2010).

As diferentes [-lactamases apresentam diferentes alvos de antibibticos. As
B-lactamases de espectro estreito sdo apenas ativas contra Penicilinas, enquanto que as de
largo espectro podem ser ativas contra todos os B-lactamicos (Fernandes et al. 2013).

As Penicilinas e derivados e Cefalosporinas de 12 e 22 geracao sdo antibioticos ativos

contra um numero significativo de bactérias, na auséncia de resisténcia. No entanto, a
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resisténcia das bactérias a estes € bem evidente. Sdo normalmente recomendados como
terapia de 12 linha de algumas infegbes. Se ocorrer resisténcia bacteriana a estas classes é
necessario o uso de antibiotico de espectro mais largo. As associagfes com inibidores das
B-lactamases, como por exemplo, o Acido Clavulanico, ttm como objetivo ultrapassar o
problema da inativacdo dos B-lactamicos por estas enzimas, no entanto nem todas as
B-lactamases sédo inativadas na presenca destes inibidores. Estas associa¢des sao Uteis nos
casos de infe¢cbes graves por Gram-negativo produtores de [B-lactamases, no entanto a
resisténcia a estas associacdes esta a aumentar. Bactérias que sao resistentes a estas
associac6es normalmente também séo resistentes a Cefalosporinas de largo espectro e aos
Carbapenemos (CDC 2013; Goodman 2008).

As Cefalosporinas de largo espectro sdo utilizadas em casos de infe¢cdes graves por
bactérias Gram-negativas. O aparecimento de resisténcias a esta classe comeg¢ou em meio
hospitalar, sendo que nos dias de hoje ja se propagou para a comunidade. Quando as
bactérias sao resistentes a estas, a subclasse dos Carbapenemos € a Unica op¢ao dentro da
classe dos B-Lactamicos (CDC 2013).

Os Carbapenemos sdo considerados como terapia de ultima linha de inimeras
infecBes causadas por bactérias Gram-negativas. Se as bactérias forem resistentes a esta

subclasse, sao resistentes a todas as outras subclasses de (-Lactamicos (CDC 2013).

2.4.2. Resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo uma classe de antibidticos usada para tratar infeccdes
bacterianas graves, como as causadas por bactérias Gram-negativas (especialmente
Pseudomonas aeruginosa) (Brian 2020).

Apesar da acdo dos aminoglicosideos se fazer por ligagdo ao ribossoma, a
modificacdo deste ndo € o mecanismo de resisténcia bacteriana mais predominante (Kotra et
al. 2000).

A resisténcia bacteriana a estes antibidticos pode surgir por:

e alteragdo no local de ligagédo ribossomal;

e diminuicdo da captacdo do antibidtico por parte da bactéria, mecanismo este que
aparece principalmente em Pseudomonas spp., provavelmente devido a uma
impermeabilizacdo da membrana, afetando todos os aminoglicosideos e conferindo-
Ihes uma resisténcia moderada;

¢ modificacdo enzimética do antibiotico, inativando-o (Davies and Wright 1997; Katzung
2007), sendo este 0 mecanismo de resisténcia mais comum (Kotra et al. 2000).

A modificacdo enzimética dos aminoglicosideos resulta numa modificagdo quimica do
farmaco, que fica com pouca afinidade para ligacdo ao ribossoma (Mingeot-Leclercq et al.
1999).
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Dependente do tipo de modificacbes que causam, estes enzimas denominam-se
acetiltransferases (ACC), adeniltransferases (ANT) ou fosfotransferases (APH) (Fluit et al.
2001). Em animais, ja foi identificado o gene aacA-aphD em S. pseudintermedius de origem
canina, gene esse que confere resisténcia a canamicina, gentamicina e tobramicina (Kadlec
and Schwarz 2012).

2.4.3. Resisténcia aos antibiéticos Tetraciclina

As tetraciclinas a nivel terapéutico sao principalmente bacteriostaticas e tém um largo
espectro de agdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aerébicas e anaerébicas,
bem como espiroquetas, rickettsiae, micoplasma, clamidiae e alguns protozoarios.

As tetraciclinas sdo submetidas a uma entrada celular mediada pela difusédo que
requer energia. Elas ligam-se reversivelmente a regido 30S do ribossoma, obstruindo a
ligagdo do transportador de RNA e impedindo a sintese de proteinas.

O mecanismo mais comum da resisténcia é a capacidade de se diminuir a acumulacéo
do principio ativo dentro da célula. Esta capacidade pode ser intrinseca (cromossomatica) ou
pode ser mediada por plasmideos ou transposons. Os mecanismos de resisténcia (Figura
2.7B) incluem o efluxo do antibidtico, com reducdo da sua concentracdo intracelular
conferindo resisténcia a tetraciclina mas nao a minociclina (Chopra et al. 1992; Beceiro 2013).
Os genes tet(K) e tet(L) que conferem este tipo de resisténcia séo tipicamente encontrados
em plasmideos presentes em estafilococos (Gillespie et al. 1987; Allison 2015).

A protecdo ribosomal (Figura 2.7C) mediada por proteinas citoplasmaticas € outro
mecanismos que confere resisténcia a tetraciclina, doxiciclina e minociclina. Os genes tet(M)
e tet(O) encontrados em Staphylococcus spp, estdo associados a este tipo de resisténcia
(Chopra and Roberts 2001).

A inativacdo enzimatica da tetraciclina é um terceiro mecanismo de resisténcia (Figura
2.7D), estando associado ao mesmo trés genes que foram identificados até agora: tet(X),
tet(34) e tet(36) (Roberts 2006).
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Protegdo ribessomal Modificacdo da tetraciclina

Figura 2.7. As estruturas de resisténcia as tetraciclinas (adaptado de Speer,
Shoemaker, Salyers 1992).

A maioria dos genes de resisténcia estdo associados a um dos dois principais
mecanismos de resisténcia nas tetraciclinas, a protecao ribossomal e o efluxo do antibiético
(Fluit et al. 2001).

2.4.4. Resisténcia as Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas sdo um grupo de substancias quimicas sintéticas com atividade
antimicrobiana, tém uma extensa aplicacdo tanto na medicina humana como também na
medicina veterinaria. Este grupo sintético apresenta um maior espectro de acdo e uma melhor
capacidade de penetracdo das quinolonas na parede bacteriana. Devido as melhorias do seu
perfil farmacocinético atingiu uma atividade antibacteriana 1.000 vezes superior a observada
pelo acido nalidixico (Sousa 2007). Este grupo é assim considerado uma importante arma no
combate a microrganismos Gram-negativos, Gram-positivos sendo que as Ultimas geracdes
chegam a ser ativas contra bactérias anaerébias.

Este grupo apresenta com boa disponibilidade oral, melhor difusdo nos tecidos com
uma meia vida maior e uma menor toxicidade comparando com o0s outros tipos de antibiéticos.

O comportamento das quinolonas in vivo e in vitro é influenciado pelas suas
propriedades fisico-quimicas que determinam especialmente as suas propriedades
acido/base, a capacidade para complexar i6es metalicos, assim como 0 seu carater
hidro/lipofilico (Park 2002; Mérens 2010). A atividade antimicrobiana das quinolonas atua por
inibicdo da DNA girase (enzima alvo destes farmacos) processo que depende principlamente
do pH do meio em que se encontram e da concentragéo do 4cido (Sarkozy 2001; Bolon 2011).

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias & acdo antibacteriana

das quinolonas ocorrem por i) alteragfes nas moléculas alvo devido as enzimas DNA girase
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e topoisomerase 1V; ii) alteracdes da acumulacgéo intracelular dos antibioticos, por diminuigéo
da permeabilidade da membrana externa ao farmaco, porque as proteinas membranares
(porinas) sofreram alteracbes que afetam a sua expressao ou pela estimulacdo dos sistemas

de efluxo celular que por transporte ativo levam a expulsdo do farmaco da célula (Van
Bambeke et al. 2005; Mérens 2010).

2.4.5. Resisténcia a Mupirocina

A mupirocina é um antibiético que trata infecBes bacterianas da pele como o impetigo,
causado por estafilococos presentes quer no nariz quer na pele. O medicamento funciona
blogueando a producao de proteinas necessarias para a multiplicacéo das bactérias.

O mecanismo de agao exclusivo da mupirocina inibe a isoleucina-tARN sintetase, o
gue previne e elimina a resisténcia cruzada com antibiéticos de outros grupos (Sutherland et
al. 1985; Munita 2016). Ha dois fenétipos diferentes: um de baixo nivel de resisténcia devido
a mutacdes na enzima isoleucina-tARN sintetase (Cookson 1998), e outro de alto nivel de
resisténcia causado pela presenca de uma isoleucina-tARN menos sensivel codificada pelo
gene mupA presente em plasmideos (Fluit et al. 2001).

S. pseudintermedius exibe uma resisténcia muito pouco frequente a droga (Kadlec and
Schwarz 2012). As primeiras resisténcias foram encontradas em S. aureus no final da década
de 1980; um alto nivel de resisténcia foi associado a presenca do gene da mupA (Ramsey et
al. 1996; Munita 2016), contudo segundo um estudo de Fujimura et al. (2001) nem sempre a
presenca do gene aumenta a capacidade das estirpes de S. aureus se tornarem resistentes

ao antibiotico.

2.4.6. Resisténcia aos Glicopeptideos

No grupo dos Glicopeptideos temos como principais representantes — a vancomicina,
teicoplanina e ramoplanina. Contudo ainda temos varios glicopeptideos que ainda ndo estdo
disponiveis no mercado nacional porque ainda estédo em fase de investigacgao clinica.

No combate de infe¢cdes por estafilococos multirresistentes em Medicina Humana, a
vancomicina e a teicoplanina sdo considerados os antibidticos de Ultimo recurso, por isso nédo
foram aprovados para uso em Medicina Veterinaria. Outros glicopéptidos, como a avoparcina,
foram usados como promotores de crescimento em animais de producdo pelo que estes
animais podem ser considerados uma potencial fonte de microrganismos resistentes aos
glicopéptidos (Kirst et al. 1998; Dzidic et al. 2008).

Os Glicopeptideos exibem um mecanismo de ag¢do multiplo: inibem a sintese do
peptideoglicano, alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica e interferem na
sintese de RNA citoplasmatico. Desta forma, inibem a sintese da parede celular bacteriana.

Os enterococos desenvolveram resisténcia aos glicopeptideos, particularmente a
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vancomicina, devido a alteragbes genéticas na bactéria (gene vanA) que diminuiram o
tropismo de antibiético pelo microrganismo.

O mecanismo de resisténcia a vancomicina nos estafilococos até hoje nado foi
completamente esclarecido mas sugere-se que possa estar relacionado com o espessamento
da parede celular bacteriana (resisténcia intermedia). A aquisicdo do gene vanA de um
enterococcus resistente a vancomicina (totalmente resistente) pode estar na origem da
resisténcia observada nos estafilococos. A expressao fendtipica vanA é a mais encontrada
em estirpes com elevada resisténcia tanto a vancomicina como a teicoplanina. Das bactérias
com o gene vanA conseguem produzir uma ligase D-ala-D-ala diferente, com consequente
alteracdo da cadeia lateral do peptidoglicano, e menor afinidade para este grupo de
antibiéticos (Fluit et al. 2001; Wright 2003). Os feno6tipos vanC, vanE e vanD (Perichon et al.
1997) sdo também descritos por varios autores mas menos frequentes (Perichon et al. 1997;
Fines et al. 1999).

2.4.7. Resisténcia as Oxazolidinonas

A linezolida representa o Unico membro comercializado dessa nova classe de
antimicrobianos sintéticos conhecidos como oxazolidinonas. Possui excelente atividade
contra cocos Gram-positivos e ndo apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas.

As oxazolidinonas incluem os seguintes principios ativos: Linezolida, Tedizolida. As
oxazolidinonas atuam por inibicdo da sintese protéica evitando que as bactérias produzam as
proteinas de que precisam para se multiplicarem (Dzidic et al. 2008).

Assim, ndo ocorrem resisténcias cruzadas com macrolideos, estreptograminas ou
mesmo aminoglicosideos.

A emergéncia de resisténcia, embora rara, foi documentada, sendo atribuida ao

mecanismo de mutacdo no gene 23SrRNA, devido a pressao seletiva (Rice et al. 2005).

2.4.8 Resisténcia aos Macrolideos

Os macrolideos sdo uma classe de antibioticos usados no tratamento de infecgdes que
ocorram em pessoas alérgicas as penicilinas. Os macrolideos sdo antimicrobianos compostos
por um anel macrociclico de lactona, ao qual se ligam um ou mais acucares. A Azitromicina,
Claritromicina, Eritromicina e Fidaxomicina fazem parte dos macrolideos. Em 1952 a
eritromicina foi isolada de Streptomyces erythraeus. Este principio ativo possui um largo
espectro de agdo que inclui, além de treponemas, micoplasma e clamidias, as bactérias
Gram-positivas. Contudo revela-se ineficaz contra Pseudomonas spp e enterobactérias.

A atividade da claritromicina contra as bactérias Gram-negativas é semelhante a
observada para a eritromicina, embora um pouco mais ativa contra a Moraxella catarrhalis. A

Claritromicina é contudo altamente ativa contra bactérias Gram-positivas, sendo por vezes
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mais ativa do que a eritromicina contra a maioria dos estreptococos e estafilococos sensiveis
a oxacilina. A sua atividade contra anaerdbios é muito modesta e semelhante a eritromicina
(Anvisa 2007).

A estrutura quimica da Azitromicina é diferente da eritromicina porque no anel de
lactona contém um atomo de nitrogénio. Alguns autores classificam-na como um novo grupo
de antimicrobianos, denominado de azalideos. Este rearranjo aumentou o espectro de
atividade do principio ativo, com diminuigdo da dose durante o tratamento porque garante um
nivel tecidual superior ao nivel sérico e proporciona uma meia-vida prolongada.

A azitromicina tem uma maior atividade contra as bactérias Gram-negativas, em
particular Haemophilus influenzae, pelo que difere substancialmente da eritromicina e da
claritromicina. Entretanto, a maioria das enterobactérias sdo intrinsecamente resistentes,
porque ndo conseguem efetivamente penetrar na membrana externa (Anvisa 2007).

A acdo antimicrobiana ocorre por inibicdo da sintese protéica dependente de RNA,
através da ligacdo em receptores localizados na porgéo 50S do ribossoma, particularmente
na molécula 23S do RNA, impedindo as rea¢bes de transpeptidacao e translocacdo (Opal 35
2015; Griffith 2019).

A resisténcia pode surgir devido a diminui¢cdo da permeabilidade da membrana celular
ao principio ativo, alteracdo no sitio receptor da porcdo 50S do ribossoma e inativacéo

enzimatica (Miljkovic-Selimovic et al. 2007).

2.5. Identificacdo dos Staphylococcus coagulase-negativos
O teste da catalase é utilizado na identificacao da familia Staphylococaceae. O género
Staphylococcus apresenta 49 espécies, 26 subespécies. Apenas 15 espécies de estafilococos
sdo encontradas em amostras humanas, e de forma pratica, sdo divididos em duas categorias:
coagulase positivos e coagulase negativos de acordo com a resposta ao teste de coagulase
de plasma sanguineo.
Os Staphylococcus coagulase negativos conhecidos incluem cerca de 31 espécies,
das quais as mais frequentes sao:
» Staphylococcus epidermidis (causador de infecgbes por cateteres e proteses)
frequentemente encontrado em hemoculturas;
» Staphylococcus saprophyticus — causa frequente de infec¢do urinaria em jovens
mulheres;
» Staphylococcus haemolyticus — que apresenta resisténcia elevada aos
antimicrobianos, e frequentemente é confundido com o S. aureus, pois faz hemdlise

na placa de agar sangue de carneiro.
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O teste da catalase € usado para detectar a presenca da enzima catalase pela
decomposi¢cdo do perédxido de hidrogénio com libertagdo de oxigénio e agua, conforme a
seguinte reagao:

2 H,02 — 2H,0 + O

A reacdo da catalase é evidenciada pela rapida formacdo de bolhas. O peréxido de
hidrogénio é formado por algumas bactérias como um produto oxidativo final da
decomposicdo aerbbia dos aclUcares. Se acumular, é altamente toxico para as bactérias e
pode resultar na morte celular. A catalase decompde o perdxido de hidrogénio ou oxida
substratos secundarios, mas ndo tem efeito sobre outros peréxidos (Public Health England
2019; MacFaddin 2000).

A forma mais simples de identificar Staphylococcus é a prova da coagulase que pode
ser efetuada em tubo ou em lamina. Este teste detecta a capacidade das bactérias de coagular
o plasma pela acdo da enzima coagulase. Este teste é usado especificamente para diferenciar
as espécies dentro do género Staphylococcus. Existem muitas hipéteses, mas o mecanismo
preciso da acdo da coagulase ndo é conhecido (Public Health England 2019; MacFaddin
2000).

O Staphylococcus fermenta o manitol com concentracdo de 7,5% de cloreto de sédio
num meio, denominado agar manitol com cloreto de sédio ou Meio de Chapman. O vermelho
de fenol é o indicador de pH, adicionado ao meio e indica uma reacdo positiva quando se
torna amarelo a volta das colonias, e reac¢do negativa quando permanece avermelhado. A
formacdo de halo amarelo ao redor das col6nias, identifica que as espécies fermentadoras
sdo rapidas. O meio permanece inalterado ao redor das coldnias, identifica que as espécies
fermentadoras séo lentas.

O teste da resisténcia a Novobiocina é uma das provas realizadas para identificar
Staphylococcus coagulase negativos.

A suspensdo de uma estirpe de Staphylococcus é semeada com auxilio de uma
zaragatoa numa placa de Muller Hinton onde se deposita um disco teste de novobiocina
contendo 5 pg. As estirpes resistentes mostram zonas de inibigdo de 6 a 12 mm, enquanto as
susceptiveis apresentam halos de 16 mm ou mais. As estirpes de Staphylococcus
saprophyticus sao resistentes a novobiocina.

O teste da DNAse permite identificar S. aureus. O teste da DNAse consiste na
inoculacéo de colénias em meio contendo DNA (DNAse test agar) obtido comercialmente.

Ao meio original adiciona-se azul de ortotoluidina na concentragédo de 0,1%, 0 meio
adquire uma coloracdo azul intensa. Seque-se a incubacdo a 35°C por 24 horas. Uma
coloracao rosea caracteristica ao redor das col6nias produtoras de DNAse indica que a prova

€ positiva (Anvisa 2013).
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O meio adicionado com corante demonstra uma melhor facilidade na leitura, e permite
repicar a amostra positiva para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos, evitando que se
volte & placa original onde nem sempre as coldnias estdo bem isoladas. A formacéo de halo
cor-de-rosa, identifica Staphylococcus aureus. Uma colénia sem formacéo de halo cor-de-
rosa é caracteristica de Staphylococcus coagulase negativos (Agda do Carmo 2010).

A realizacdo do teste da DNase com HCI 1N permite verificar se 0 microrganismo
possui a enzima desoxiribonuclease, a qual degrada o acido nucléico (DNA). O procedimento
consiste em fazer um in6culo denso numa pequena parte do meio de cultura; incubar a 35+2°C
por 18-24h. A placa pode ser inoculada com varios isolados; decorrido o periodo de
incubagdo, no momento da leitura coloca-se o HCI 1N de modo que cubra as colonias,
aguardando-se 30 segundos.

Devemos assistir a formacao de um halo transparente ao redor da colénia. A formacao
de um halo transparente, identifica Staphylococcus aureus. A auséncia de formacéo de halo
transparente, identifica Staphylococcus coagulase negativos (Agda do Carmo 2010).

A metodologia inicialmente mais utilizada para identificacdo das espécies de SCN
corresponde ao esquema de Kloos e Schleifer (1994) modificado por Bannerman (2003). E
uma metodologia trabalhosa devido as vérias provas bioquimicas necessarias para a sua
realizacdo o que dificultou a sua implementacédo em laboratoérios de rotina.

A identificacdo de Staphylococcus pode ser feita através de caracteristicas fenotipicas
como a pigmentacao da colbnia, producédo de coagulase, fator «clumping», termonuclease,
actividade de fosfatase, atividade de pirrolidonil arilamidase (PYR), ornitina decarboxilase,
producao de urease, [-galactosidase, producdo de acetoina, resisténcia a novobiocina,
resisténcia a polimixina B, producéo de &cido a partir de uma variedade de carboidratos, tais
como trealose, manitol, manose, turanose, xilose, celobiose, maltose e sacarose (Bannerman
2003).

Esta metodologia de Bannerman (2003), foi modificada por d'Azevedo e colaboradores
(Caierdo et al. 2004), através das seguintes provas convencionais: catalase, teste da
coagulase livre e ligada, pirrolidonil arilamidase (PYR), resisténcia a bacitracina, novobiocina,
polimixina B, ureasa, manitol, manose, maltose, sacarose, celobiose, lactose, xilose, dentre
outros.

A identificagdo dos Staphylococcus coagulase negativos (SCN) é de grande
importancia para a associagédo de espécies com infec¢des especificas, tendo em vista que
alguns SCN além de S. epidermidis e S. saprophyticus, tém apresentado viruléncia e
resisténcia intrinseca a diferentes antimicrobianos, como o S. haemolyticus, S. lugdunensis e
o S. schleiferi (Arché et al.1995). A interpretacdo do halo de inibicdo da oxacilina para S.

epidermidis € diferente das outras espécies segundo recomendacdes da CLSI (2006).
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Em comparacéo com o grupo dos Staphylococcus coagulase-positivos, a identificagéo
dos SCNs requer um grande namero de provas bioquimicas, utilizadas em esquemas de
identificacdo convencionais ou simplificados (Cunha et al. 2004; Devriese et al. 1985; Kloos
and Schleifer 1975). Apesar do desempenho razoavel destes protocolos, a sua utilizagcdo em
laboratérios de rotina ndo é habitual devido a todo o trabalho associado (De Vliegher et al.
2012).

Foram desenvolvidos kits comerciais que possibilitam uma identificacdo mais rapida
das espécies deste grupo como o API Staph ID (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franga) e o Staph-
Zym (Rosco, Taastrup, Dinamarca). Esses sistemas combinam algumas provas bioquimicas
e sdo relativamente eficientes na identificagdo de isolados humanos. Apesar do terem um
custo elevado a sua aplicacdo em laborat6rios hospitalares, tem como atrativo a rapidez da
obtencéo dos resultados.

STAPH-IDENT é uma tira de testes bioquimicos miniaturizada que incorpora quatro
substratos cromogénicos sintéticos, uréia, arginina e quatro carboidratos e requer apenas um
periodo de 5 horas. Ainda assim, limitacdes na sua precisao sao frequentemente relatadas,
principalmente com isolados que ndo sejam S. epidermidis (Cunha et al. 2004; Renneberg et
al. 1995; Bannerman et al. 1993).

Um estudo comparativo de identificacdo pelo API Staph ID, de estirpes de referéncia
e de isolados clinicos humanos, com a sequenciacdo dos genes tuf, 16S rRNA e sodA,
observou-se que este sistema comercial alcancou uma identificacdo correta para 85% (40/47)
dos isolados (Heikens et al. 2005).

A identificacdo por kits bioquimicos miniaturizados parece ser problematica quando
obtidas de amostras animais para as espécies S. chromogenes, S. haemolyticus, S. simulans,
S. warneri e S. epidermidis (Park et al. 2011; Sampimon et al. 2009). Esta dificuldade advém
do fato dos sistemas terem sido desenvolvidos para amostras clinicas humanas. Assim, estes
resultados ndo sdo surpreendentes, ja que a composicdo das populacdes de SCNs
provenientes de ruminantes € bastante distinta (Piessens 2011a). Muitos métodos
moleculares foram desenvolvidos para a identificacdo dos Staphylococcus coagulase-
negativos numa tentativa de superar os problemas associados a identificagcao fenotipica.

Em estudos filogenéticos, a sequenciacdo de genes housekeeping, por exemplo, é
bastante utilizada para definir novas espécies e a distancia genética entre elas
(Ghebremedhin et al. 2008; Takahashi et al. 1999).

A ribotipagem pode ser automatizada e apresenta uma boa discriminacdo das
espécies de Staphylococcus (Taponen et al. 2008; Van Belkum et al. 2007), sendo um método
em que a restricdo do genoma é seguida da hibridizacdo com sondas complementares ao

DNA ribossomal.
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Para a especiacdo de Staphylococcus coagulase-negativos, isolados de amostras
animais, foi sugerido o método PCR-RFLP com utilizagdo de alguns genes como alvos tais
como, 16s rRNA, rrs, femA, gap, rpoB, tuf, sodA, dnaJd, hsp60, entre outros (Onni et al. 2010;
Hauschild e Stepanovic 2008). A técnica de PCR-RFLP compara perfis de fragmentos de
DNA, obtidos a partir da acdo de enzimas de restricdo sobre os produtos da amplificacéo
(amplicons) do gene alvo. Por eletroforese em gel os fragmentos sé&o separados com base no
seu tamanho molecular, dando origem a perfis (com um numero limitado de fragmentos que
possuem grande especificidade) caracteristicos para cada espécie. Este método € rapido,
reprodutivel, de facil execucao e custo relativamente baixo, contudo, em alguns casos as
limitacdes do seu poder discriminatério podem levar a falhas na diferenciacdo de espécies
relacionadas intimamente (Onni et al. 2012; Park et al. 2011).

Os sistemas de identificacdo automatizados estédo disponiveis e tém sido usados nos
ultimos 20 anos para identificar o SCN. Sistemas como o VITEK 2 (bioMerieux, Marcy I'etoile,
Franca) e o BD Phoenix Automated Microbiology System (BD Diagnostics, Sparks, MD) foram
avaliados quanto a sua capacidade de identificar essas bactérias quer para as espécies quer
subespécies. Estes sistemas automatizados de identificacdo e suscetibilidade sao
prejudicados pela capacidade do organismo de expressar atividade metabdlica e
caracteristicas morfoldgicas especificas (Delmas 2008; Layer 2006).

A abordagem padrao para deteccdo e identificacdo inclui a cultura em uma placa de
agar sangue nao seletivo, bem como em caldo de enriquecimento, seguido por procedimentos
bioquimicos e outros relacionados, incluindo o uso de sistemas comerciais para fins de
identificacdo. Hoje, as abordagens de identificacdo bioguimica estdo a ser substituidas pela
aplicacdo da promissora técnhica de analise protebmica Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS, Espectrometria de
Massa por Tempo de V6o de lonizacdo/Desorcao por Laser Assistida por Matriz) (Becker
2011). Esta técnica utilizada na identificacdo microbiologica, destaca-se pela velocidade de
obtencéo dos resultados, baixo custo, quantidade minima de amostra exigida e baixos niveis
de residuos quimicos e biolégicos gerados (Salgado 2012; Carbonnelle et al. 2011; Alatoom
etal. 2011).
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lll. Trabalho experimental: Avaliacdo da resisténcia a antibioticos de
Staphylococcus coagulase negativos isolados na cadeia de processamento de

carne de suino.

Objetivos e justificacdo

Este trabalho teve como principais objetivos: 1) contribuir para a caracterizagéo
genotipica das espécies de Staphylococcus isolados na cadeia de processamento de carne
suino na linha abate, desmancha e carne que foi entregue a familias de consumidores;
2) determinar as caracterizacdes fenotipicas de Staphylococcus coagulase negativos,
nomeadamente a sua sensibilidade a antibiéticos; 3) avaliar uma potencial relacéo entre os

isolados das varias fontes e a sua resisténcia a antibiéticos testados.

Materiais e métodos

3.1. Colegéo de Isolados

Neste estudo avaliou-se a diversidade genética e a suscetibilidade a antibioticos de
uma colecc¢éo de isolados (n=145) de Staphylococcus provenientes de diferentes amostras
(Tabela 3.1) recolhidas através de zaragatoas em suinos e ambientais (superficies de
equipamentos e maos de trabalhadores, antes e apds higienizacéo) recolhidas por zaragatoa
na linha abate (etapa de sangria), na desmancha (mesas e tapetes de transporte), de pecas
de carne (pa e entremeada) e carne entregue a familias (crua e cozinhada) e ainda das maos
de consumidores (antes, apds lavagem e ap0s a preparacao culinaria).

A recolha de amostra de superficies das pecas e das maos dos operarios foi realizada
numa area de pelo menos 400cm?, enquanto nas superficies de mesas e tapetes realizou-se
a colheita de 1000cm?. Apo6s preparacdo das diferentes amostras e sua diluicdo seriada
efetuou-se a inoculacdo em Manitol salt agar (MSA, Scharlau, S.I., Espanha) com incubag&o
a 37°C durante 24-48h, realizando-se posteriormente quando possivel o isolamento de 10

colbnias caracteristicas (amarelas ou rosadas) para constituicdo da cole¢do em estudo.

Tabela 3.1. Descricéo da origem e recolha dos isolados em estudo.

Produto/Superficie Fase de Fabrico NUmero de isolados
Pavilhdo auricular (n=10) Suinos 10
Ma&os sujas dos operérios (n=1) Zona sangria 5
Mé&os limpas dos operérios (n=1) Zona sangria

Ma&os sujas dos operérios (n=3) Sala desmancha
Mé&os limpas dos operérios (n=3) Sala desmancha

Aparas de carne (n=3) Sala desmancha 10

P& (n=5) Sala desmancha 10
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Entremeada (n=5) Sala desmancha 10

Mesa suja (n=1) Sala desmancha 5

Mesa limpa (n=1) Sala desmancha 5

Tapete sujo (n=1) Sala desmancha 5

Tapete limpo (n=1) Sala desmancha 5

Carne crua (n=10) Consumidores - Familias 15

Carne cozinhada (n=10) Consumidores - Familias 15

Mé&os de consumidores antes do Consumidores - Familias 15
inicio de trabalho (n=10)

Ma&os de consumidores ap6s Consumidores - Familias 15

lavagem (n=10)
Mé&os de consumidores ap6s Consumidores - Familias 5

preparar a carne (n=10)

3.2. Armazenamento
Os isolados da coleccdo em estudo encontravam-se armazenados a -80°C em
criotubos, contendo caldo de Brain Heart Infusion (BHI, Scharlau, S.L., Espanha)

suplementado com 15% de Glicerol (Merck, Alemanha).

3.3. Cultivo dos isolados para caracterizacdo morfoldégica e posterior
processo de extracdo de DNA

Os isolados da colec¢do em estudo para serem caraterizados foram revivificados, para
tal foi efetuada sementeira em caldo de Brain Heart Infusion (BHI Broth, Sharlau S.L.,
Espanha) com incubacdo a 37°C de acordo com as condi¢des 6timas de multiplicacdo dos
microrganismos, esta operacdo foi realizada duas vezes consecutivas. Posteriormente, os
isolados do género Staphylococcus foram semeados em placas com meio Manitol Salt Agar
(MSA, Scharlau, S.l.,, Espanha) suplementado com gema de ovo (Oxoid, Inglaterra) e
incubados a 37°C, durante 24 horas em aerobiose. Procedeu-se a observacdo e
caracterizacdo das colonias, nomeadamente em relagcdo ao seu tamanho e coloracéo

decorrente da velocidade de fermentagdo do manitol presente no meio.

3.4. Extracdo de DNA

A extrac@o de DNA foi realizada de acordo com o método do Chelex 100 (adaptado de
Talon et al. 2007). Recolheu-se 2 a 3 ansas de cultura em placa e suspendeu-se a cultura em
1mL de TE (1x) num eppendorf de 1,5 mL. Preparou-se uma solucdo Chelex 100 a 6% (3 g
de Chelex 100 para 50 mL de &4gua Mlq esterilizada). Centrifugou-se (Centrifuge 5415R,

eppendorf AG, Alemanha) o tubo de 1,5 mL com cultura durante 5 minutos a 12000 rpm e
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colocou-se em gelo. Depois descartou-se o sobrenadante cuidadosamente. Ressuspendeu-
se o pellet em 300 pL de solugdo Chelex 6% (com a solucdo em agitacdo) e agitou-se no
vortex em alta velocidade durante 10-15 segundos.

Colocou-se o tubo em banho a 100°C utilizando-se um banho seco durante 8 minutos
(fixaram-se previamente as tampas dos tubos em clamps) e depois arrefeceu-se
imediatamente em gelo (durante dois minutos para atingir aproximadamente 56°C), levou-se
os tubos ao vortex a alta velocidade durante 10 segundos. Centrifugou-se o tubo mais uma
vez durante 5 minutos a 12000 rpm a 4°C. Apé6s centrifugacao, transferiu-se 50-80 pL do
sobrenadante para um novo eppendorf de 1,5 mL sem Chelex. Conservou-se as amostras
congeladas a aproximadamente -20°C até utilizacdo. Avaliou-se a pureza e a concentracao
(ng/uL) de DNA obtido no NanoDrop One® Espectrofotébmetro UV-Vis de Microvolume
(Thermo Scientific™, Estados Unidos).

3.5. Tipificagdo Gendmica por PCR Fingerprinting

A tipificacdo gendmica dos isolados em estudo efetuou-se utilizando o método PCR
Fingerprinting que teve como base a descri¢ao feita por Versalovic, Schneider, Bruijn, Lupski
(1994). Esta reacéo realizou-se para todos os isolados deste estudo. Foram utilizados como
primers de repeticdo, com a capacidade de hibridar (annealing) em varias zonas, o (GTG)s e
0 OPCiy (STAB Vida, Portugal) descritos na Tabela 3.2 em reac¢bes individuais, permitindo
pela andlise do perfil obtido ter uma ideia aproximada de como os isolados se relacionam
entre si. Quanto maior for a semelhanca do perfil de DNA dos isolados, maior é a probabilidade
de estes se relacionarem.

A reacdo foi realizada num volume total de 24 pl, tendo-se utilizado PE-buffer 1x, KCL
50mM, Tris-HCI 10mM, MgCL. 3mM, dNTP 800uM, os primers indicados para cada reacao
numa concentracdo de 2uM e por fim a Taq polimerase 0,2U (Nzytech, Portugal). Nas reacbes

de PCR foram utilizadas 5 uL da amostra de DNA.

Tabela 3.2. Primers utilizados na reagdo PCR Fingerprinting (Versalovic 1994)

Denominac¢éo do primer Sequéncia do primer
OPC19 5'GTT GCCAGCC 3
(GTG)s 5'GTG GTG GTG GTG GTG 3'

Foi preparado como controlo negativo um tubo em que o DNA foi substituido por agua
miliQ, como controlo positivo utilizaram-se as estirpes Staphylococcus simulans DSMZ 20323
e Staphylococcus xylosus ATCC 8166.

A amplificacdo de DNA foi efetuada no termociclador VWR (Bélgica), seguindo 0s

seguintes parametros: desnaturacao inicial a 95°C durante 5 min, 40 ciclos de 1 min a 95°C
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(desnaturacéo), 2 min a 40°C (annealing) e 2 min a 72°C (extensao); a finalizacao foi realizada
a 72°C durante 10 min e o armazenamento a 4°C.

A revelagdo dos produtos de PCR foi realizada através da técnica de eletroforese,
tendo-se utilizando 10 ul de produto de PCR, ao qual foi previamente adicionado 2 ul de Azul
de Bromofenol (6x) (USB Corporation, USA) e 2 uL de Gel Red (20x) (Nucleic Staining Acid
Solution, iNtRON Biotechnology, Coreia) colocado em gel de agarose (SeaKem LE Agarose,
Lonza, USA) a 1,5% com TBE 1X. Utilizou-se 5 ul do marcador NZYDNA Ladder Il (Nzytech,
Portugal) DNA molecular 100 pb.

A corrida de eletroforese decorreu em TBE 1X a uma voltagem constante de 90V
durante 1h 35min, numa tina especifica (VWR, USA), em seguida os géis foram observados
e fotografados num transiluminador de ChemiDoc™ XRS+ (Image Lab™, Software, Bio Rad).

3.6. Identificacéo genética de espécies

A identificacdo de género Staphylococcus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus xylosus, baseou-se no método
PCR multiplex descrito por Morot-Bizot, Talon e Leroy (2004).

Na reaccdo PCR multiplex foram utilizados os primers (Stab Vida, Lda FCT/UNL) que
amplificam os fragmentos de diferentes tamanhos tal como se resume na Tabela 3.3. Areacdo
foi realizada num volume total de 25 ul, tendo-se utilizado PE-buffer 1x, KCL 50mM, Tris-HCI
10mM, MgCL, 3mM, dNTP 800uM, BSE 10ug, os primers indicados para cada rea¢cdo numa
concentracao de 0,5uM e por fim a Taq polimerase 0,2U (Nzytech, Portugal). Estes primers
foram seleccionados tendo em conta a compatibilidade termodindmica e a producdo de
bandas de PCR electroforeticamente distintas, em tamanho (Morot-Bizot et al. 2004).

As condicdes operatorias de amplificacdo no termociclador VWR (Bélgica) foram as
seguintes: trés minutos a 94°C (pré aguecimento), um segundo a 95°C, trinta segundos a
55°C, trinta segundos a 72°C completando 40 ciclos seguindo-se um ciclo de terminacéo a

72°C trés minutos.

Tabela 3.3. Primers utilizados na reac¢cdo PCR multiplex Staphylococcus género e dimenséo

dos produtos de amplificagdo (Morot-Bizot 2004)

Espécie Primers Sequéncia Valor (pb)
Staphylococcus Sa442-1 5 AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG ¥ 108 pb
aureus Sa 442 5 CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACAACA %
Staphylococcus Se 705 -1 5 ATC AAAAAGTTGGCGAACCTTTTCAJZ 124 pb
epidermidis Se 705 5 CAA AAG AGC GCG GAG AAAAGT ATCA 3
Staphylococcus  Sap 1 5 TCAAAAAGT TTT CTAAAAAATTTACZ 221 pb
saprophyticus Sap 2 5ACG GGC GTC CAC AAAATC AATAGGAZ
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Staphylococcus Tstag 765 5 TTACCATTT CAGTACCTT CTGGTAAZJ

370 pb
spp. Tstag G 422 5 GGC CGT GTT GAA CGT GGT CAAATCAJ P
Staphylococcus Xyl —f 5AAC GCG CAA CGT GAT AAAATTAATG & 539 b
xylosus Xyl —r 5 AAC GCG CAA CAG CAATTACG 3 P

Foram utilizadas as seguintes estirpes como controlo positivo: Staphylococcus
epidermidis ATCC RP62A, Staphylococcus saprophyticus DSMZ 18669, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus xylosus ATCC 8166. Como controlo negativo foi
utilizada a 4gua MiliQ adicionada ao volume da Mastermix. Para revelacao dos produtos PCR
amplificados foi realizada eletroforese.

Analisou-se 5 microlitros do produto PCR amplificado que foram colocados em gel de
agarose cloning grade (Nzytech, Portugal) a 1,5% em TBE 1X. Juntou-se 2 microlitros de
loading buffer bromofenol e 2 microlitros Gel red (concentragcdo 1 pl + 100 pl TBE 1x),
aplicando-se uma voltagem de 90V durante 1h 35min, apds o que foi visualizado por
transluminagdo em transiluminador de ChemiDoc™ XRS+ (Image LabTM, Software, Bio Rad).
Utilizou-se 5 ul do marcador NZYDNA Ladder VI (Nzytech, Portugal) DNA molecular 100 pb.

3.6.1. Identificacdo de Staphylococcus carnosus, Staphylococcus equorum e
Staphylococcus simulans.

A identificacdo de Staphylococcus carnosus, Staphylococcus equorum e
Staphylococcus simulans por PCR foi efectuada de acordo com a metodologia descrita por
Blaiotta, Casaburi, Villani (2005, 2004).

Na reaccdo PCR foram utilizados os primers (Stab Vida, Lda FCT/UNL) que amplificam
os fragmentos de diferentes tamanhos tal como se resume na Tabela 3.4. Os reagentes da
reaccdo PCR num volume de 24uL para identificacdo de Staphylococcus carnosus ou
Staphylococcus simulans ou Staphylococcus equorum foram PE-buffer 1x, KCL 50mM, Tris-
HCI 10mM, MgCL. 3mM, dNTP 800uM, os primers indicados para cada reagdo numa
concentracdo de 0,5uM e por fim a Taq polimerase 0,2U (Nzytech, Portugal).

Tabela 3.4. Primers utilizados na reaccdo PCR para identificacdo Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus equorum e dimensé&o dos produtos de amplificacao
(Blaiotta 2005)

Espécie Primers Sequéncia Valor (pb)
Staphylococcus SdAEqg-f 5-GTG GAG GAC ACT TAAACCATTC-3
equorum SdAEqg-r 5-CAATTT ACC ATC GTT TAC AACTAG -3 193 pb
Staphylococcus Car-f 5 — CTTCTAACACCTAATTCTGAAGA - 3 195 pb
carnosus Car-r 5 — GATTGGATTGTCTTGGTTAGGA - 3
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Staphylococcus Sim - f 5— ATCCTTTACC-TAACTCTGAAGAG - 3

197 pb
simulans Sim-r 5—- GTAATTGGGTTGTCTTGGTTT GCT -3 P

As condicdes operatdrias de amplificacdo no termociclador VWR (Bélgica) foram
apresentados no Tabela 3.5.

Tabela 3.5. As condic8es operatorias de amplificacdo no termociclador para identificagéo

Staphylococcus carnosus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus equorum (Blaiotta 2005)

Staphylococcus CondicgOes operatérias de amplificacdo no termociclador

Staphylococcus Trés minutos a 95°C (pré aquecimento), cinco segundos a 95°C, trinta segundos

simulans a 66°C, trinta segundos a 72°C num total de 30 ciclos e uma finalizacéo a 72°C
durante trés minutos.

Staphylococcus Trés minutos a 95°C (pré aquecimento), cinco segundos a 95°C, trinta segundos

carnosus a 60°C, trinta segundos a 72°C durante 30 ciclos e finalizagdo a 72°C durante
trés minutos.

Staphylococcus Trés minutos a 95°C, cinco segundos a 95°C, vinte e cinco segundos a 61°C,

equorum trinta segundos a 72°C em 30 ciclos com finalizacdo a 72°C durante trés

minutos.

Como controlo positivo foi utilizado a estirpe Staphylococcus simulans DSMZ 20323,
Staphylococcus carnosus DSMZ 4600 e Staphylococcus equorum DSMZ 20029. Como
controlo negativo foi utilizada a agua MiliQ, 1 ul adicionada ao volume da Mastermix.

Analisou-se 5 microlitros do produto PCR amplificado que foram colocados em gel de
agarose cloning grade (Nzytech, Portugal) a 1,5% em TBE 1X. Juntou-se 2 microlitros de
loading buffer bromofenol e 2 microlitros Gel red (concentragdo 1 ul + 100 uyl TBE 1x),
aplicando-se uma voltagem de 90V durante 1h 35min, apds o que foi visualizado por
transluminagdo ChemiDoc™ XRS+ (Image LabTM, Software, Bio Rad). Utilizou-se 5 ul do
marcador NZYDNA Ladder VI (Nzytech, Portugal) DNA molecular 100 pb.

3.7. Teste de sensibilidade aos antibioticos

A sensibilidade aos antibiéticos do Staphylococcus foi determinada usando o método
de difusdo em disco descrito por EUCAST (EUCAST 2022). Para tal, transferiu-se 4 a 6
colénias de cada um dos isolados cultivados em MSA, para o meio Triptona Soja Agar (TSA,
Scharlau S.L, Espanha) e incubou-se a 37°C durante 24 horas. Uma col6nia do isolado em
estudo foi suspensa em 5 ml de cloreto de sddio 0,9%, com o auxilio de uma ansa até obter
uma concentragdo equivalente a 0,5 na escala MacFarland. Depois da homogeneizacéo da

suspensao (através da Vortex), a zaragatoa de algodao serviu para semear o indéculo numa

41



placa de agar com Muller-Hinton Agar (Scharlau S.L, Espanha), procedendo-se depois a
colocagéo dos discos de antibi6tico (8 por placa).

Os discos de antibidticos (Liofilchem, Italy) usados foram os seguintes: Penicilina G
(10 pg), Clindamicina (2ug), Rifampicina (5ug), Oxacilina (1ug), Cefoxitina (30ug),
Teicoplanina (30ug), Trimetoprim/Sulfametoxazol (25ug), Ciprofloxacina (5ug), Gentamicina
(10uQ), Eritromicina (15u9), Tetraciclina (30u0), Cloranfenicol (30u9),
Quinupristina/Dalfopristina (15ug), Fosfomicina (200ug), Linezolide (10ug), acido Fusidico
(10pg).

Os discos dos antibiéticos foram colocados na superficie do agar com uma pinga
estéril, seguida de ligeira pressao por forma a assegurar contacto uniforme com a superficie
de agar e evitar descolamento durante a incubagéo.

As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas e observou-se a formagéo de
halos de inibi¢cdo, os quais foram medidos com o auxilio de um paquimetro em milimetros
registando-se os didmetros dos halos formados para cada antibiético em cada um dos
isolados testados. Os resultados obtidos foram classificados em resistentes (R), resisténcia
intermédia (l) ou sensiveis (S) de acordo com os critérios estabelecidos pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2018) e de acordo com o EUCAST (EUCAST 2020;
EUCAST 2022). Os isolados foram classificados como multirresistentes quando
apresentavam resisténcia a 3 classes diferentes de antibiéticos (Magiorakos 2012).

Na Tabela 3.6 encontram-se listados os grupos de antibiéticos com as respetivas
concentracdes dos discos utilizados e sua categorizacdo em relacao a suscetibilidade, como
controlo foram usadas as estirpes Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 e o Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Tabela 3.6. Lista dos antibioticos em testes, respetivas concentracfes e cutoff points

utilizados como critério de classificacdo da suscetibilidade (EUCAST 2022)

Concentracdo Resistente  Sensivel

Classe do antibiotico Antibiotico Abreviatura
do disco (mm) (mm)
Cefoxitina FOX 30 mg <22 222
B-lactdmicos Penicilina P 10 mg <28 =29
Oxacilina OXA 1mg <21 222
Aminoglicosideos Gentamicina CN 10 mg <22 222
Quinolonas Ciprofloxacina CIP 5mg <24 250
Macrolidos Erithromicina E 15 mg <18 =21
Lincosamidas Clindamicina C 2 mg <22 222
Antituberculoso/ Rifampicina RD 5mg <26 =26
Macrolideo
Tetraciclinas Tetraciclina TE 30 mg <19 222
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Glicopeptideo Teicoplanina TEC 30 mg <16 =16

Sulfonamidas Trimetoprim/ SXT 25 mg <14 217
sulfametoxazol

Streptogramin Quinupristina/ QDA 15 mg <18 =21
dalfopristina

Derivados do acido Fosfomicina FOS 200 mg <23 =23

fosfonico

Oxazolidinonas Linezolide LNZ 10 mg <21 =21

Antibacterianos acido Fusidico FD 10 mg <24 > 24

esteroides

Cloranfenicol Cloranfenicol C 30 mg <18 =18

3.8. Andlise dos resultados

Os perfis genéticos dos isolados resultantes do PCR Fingerprinting, foram analisados
através do programa informatico Bionumerics Applied Math (verséo 6.6, Bélgica). Obtiveram-
se dendrogramas de similaridade dos isolados, os quais foram construidos recorrendo ao
coeficiente de correlacdo de Pearson, com uma otimizacdo de 1,5%, e uma tolerancia de
correspondéncia das bandas de 1,5%, pelo método de aglomeracdo baseado na distancia
média ndo ponderada (UPGMA, Unweighted Pair Groups using Arithmetic averages).

Com o mesmo programa informatico foi também feita a andalise dos perfis genéticos
em conjunto com os perfis fenotipicos de sensibilidade aos antibiéticos. Inicialmente os
resultados foram tratados em separado, depois conjugou-se os dados através da média das

experiéncias (average from experiments) e com o0 método de aglomeracdo UPGMA.

IV. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacdo da diversidade genética dos isolados

A técnica finguerprinting PCR ou rep-PCR basea-se no uso de primers direcionados a
varios elementos repetitivos, assim este PCR vai gerar perfis de DNA exclusivos ou
«impressdes digitais» de isolados microbianos individuais. Esta é uma técnica simples e
robusta que permite a associacdo e posterior selec¢cdo de isolados de perfis genéticos
semelhantes.

A partir do DNA previamente extraido foi realizada uma reac¢éo de PCR finguerprinting
com o objectivo de gerar perfis como resultado de um conjunto de perfis de amplificacdo que

caracterizam cada microrganismo.
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Na Figura 4.1 apresenta-se um exemplo de diferentes perfis fingerprinting com primer
OPC-19 (impressédo digital) de algumas estirpes alvo em estudo visualizado em gel de

agarose.

Figura 4.1. PCR Fingerprinting de estirpes de Staphylococcus em estudo (com primer OPC-19)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

M — Marcador (Ladder Ill — NZYTECH); 1 — Branco; 2 — S. xylosus (ATCC 8166) 3 — S. simulans (DSMZ 20323);
4-P1-1,5-E1-1; 6 - E1-2; 7-E1-3; 8- E1-4; 9-E1-5; 10 — E5-1; 11 — E5-2; 12 — E5-3; 13 — E5-4; 14 — E5-5.

Na Figura 4.2 apresenta-se um exemplo do fingerprinting com primer GTG-5

(impresséo digital) de algumas estirpes alvo de estudo visualizado em gel de agarose.

Figura 4.2. PCR Fingerprinting de estirpes de Staphylococcus em estudo (com primer GTG-5)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

M — Marcador (Ladder Il —= NZYTECH); 1 — Branco; 2 — S. xylosus (ATCC 8166) 3 — S. simulans (DSMZ 20323);
4 — S5P 96-1; 5 — S5P 96-2; 6 — S5P 96-3; 7 — S5P 96-4; 8 — S5P 96-5; 9 — S9P 100-1; 10 — S9P 100-2; 11 — S9P
100-3; 12 — S9P 100-4; 13 — S9P 100-5; M — Marcador (Ladder Ill — NZYTECH).

Apo6s amplificacdo e separacdo dos produtos PCR em gel de agarose, a andlise de
semelhanca genética foi efetuada através de um software denominado Bionumerics Applied
Math. O dendrograma construido com a compilacdo dos perfis obtidos dos diferentes 145
isolados com a utilizagéo dos dois primers (GTG-5, OPC-19) pode observar-se no Anexo 1.

Neste dendrograma obtiveram-se 19 clusters diferentes, tendo-se selecionado dos
mesmos isolados com perfis diferentes que foram identificados a espécie por PCR tal como
descrito previamente. Cerca de 75 dos 145 isolados foram analisados em duplicado tendo-se

obtido um indice de reprodutibilidade de 80%.
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Ao observarmos este dendrograma salienta-se a diversidade genética dos isolados
desta colecgéo, baseada na existéncia de espécies diferentes e estirpes com perfil diferentes.
Alguns dos isolados agrupam-se com perfis idénticos associados a mesma origem ou seja
amostra recolhida ou entéo a outras fontes. Os isolados presentes nas pecas desmanchadas
associam-se aos que estdo presentes nas superficies da sala de desmancha (mesas e
tapetes) tal como pode ser observado no cluster 12 indiciando a possibilidade de
contaminacéo cruzada.

A carne oferecida a diferentes familias apresentou isolados idénticos (cluster 14).
Isolados com perfis identicos foram observados em méos de consumidores de diferentes
familias antes do inicio da preparacao culinaria e apos lavagem das maos (cluster 8).

Observou-se a persisténcia do mesmo isolado na carne cozinhada (cluster 5)

associado a isolado presente em maos de consumidor antes da preparacéo culinaria.

4.2. Identificacéo de isolados de Staphylococcus coagulase negativos

Na Figura 4.3 apresenta-se a fotografia do gel obtido apds electroforese e que permitiu
visualizar os produtos da técnica PCR multiplex aplicada a alguns dos isolados em estudo
para identificacdo de Staphylococcus xylosus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus.

Os isolados T1-5, ML-2, F20Cc-1 e TS-2 correspondentes as linhas 7, 8, 9 e 14
apresentavam produtos de reaccdo amplificados com 370 p.b. e 221 p.b. pelo que foram
identificados como pertencentes ao género Staphylococcus e espécie saprophyticus. O
isolado 96-1 na linha 11, apresentou hibridacéo tendo sido evidenciado produtos de reaccéo
amplificados com 124 p.b. e 370 p.b. pelo que foi identificado como pertencente ao género
Staphylococcus e espécie epidermidis. Os isolados 112-5 e P1-1 correspondentes as linhas
10 e 12 apresentavam produtos de reacc¢do amplificados com 370 p.b. e 539 p.b. pelo que
foram identificados como pertencentes ao género Staphylococcus e espécie xylosus. O
isolado TS-5 na linha 13 néo foi identificado como pertencente ao género Staphylococcus.

Dos isolados identificados para o género Staphylococcus identificados pela técnica
PCR multiplex: vinte isolados (14%) foram identificados genotipicamente como

Staphylococcus carnosus.

45



Figura 4.3. Identificac&do de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus spp. pelatécnica
Multiplex PCR: fotografia do gel de agarose apés electroforese.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

<«—— 539p.b
<«—— 3700p.b.

<+—— 221p.b.
<«—— 124pb

108 p.b.

1 — Marcador; 2 — Branco; 3 — Staphylococcus aureus (ATCC 29213); 4 — Staphylococcus saprophyticus (DSMZ
18669); 5 — Staphylococcus xylosus (ATCC 8166); 6 — Staphylococcus epidermidis (ATCC RP 62A); 7 —T1-5; 8 —
ML-2; 9 — F20Cc-1; 10 — 112-5; 11 — 96-1; 12 — P1-1; 13 - TS-5; 14 - TS-2; 15 - P1-2.

Na Figura 4.4 pode-se observar o gel de agarose resultante da electroforese efectuada
com os produtos de PCR espécie-especifico para o Staphylococcus carnosus. Observou-se

para o padrdo Staphylococcus carnosus (DSMZ 4600) um fragmento amplificado de 195 p.b.

Figura 4.4. Identificacdo de Staphylococcus carnosus pelatécnica PCR: fotografia do gel de

agarose apos electroforese.
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 — Marcador; 2 — Branco; 3 e 4 — Staphylococcus carnosus (DSMZ 4600); 5 — F20Z1-5; 6 — F9Z2-4; 7 — F9Z2-1;
8-100-1; 9- E1-3; 10— F17Cc-5; 11 — F1572-5; 12 — F1573-1; 13— 113-3; 14 — F17Cc-2.

Os isolados F922-4, F9Z2-1, F17Cc-5, F15Z2-5, F15Z3-1 e F17Cc-2 correspondentes
a isolados nas linhas n° 6, 7, 10, 11, 12 e 14 da Figura 4.7 apresentaram hibridacéo e
amplificacdo dos primers com um produto de reac¢éo de 195 p.b. pelo que foram identificados
como Staphylococcus carnosus.

Na Figura 4.5 apresenta-se um gel de agarose apds electroforese dos produtos de
PCR espécie especifico para identificagdo de Staphylococcus simulans. Observou-se para o

padrédo Staphylococcus simulans (DSMZ 20323) um fragmento amplificado com 197 p.b.
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Figura 4.5. Identificacdo de Staphylococcus simulans pela técnica PCR: fotografia do gel de
agarose apos electroforese.
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
-——
=
-

197 pb —

1 — Marcador; 2 — Branco; 3 e 4 — Staphylococcus simulans (DSMZ 20323); 5 - 117-1; 6 — F16Cc-4; 7 — F17Cc-
2; 8—-E1-3; 9 - F16Cc-2; 10 - F20Z21-2; 11 — T1-3; 12 — F14Z3-2.

Os isolados correspondentes nas linhas n°® 5-12 na Figura 4.8 ndo apresentaram
produto da reaccao pelo que se conclui que ndo houve hibridacéo dos primers e amplificacao,
nao sendo assim identificado como Staphylococcus simulans. De salientar que nenhum dos
isolados estudados como pertencentes ao género Staphylococcus foram identificados

genotipicamente como S. simulans.

Do total de isolados estudados, doze (9%) foram identificados genotipicamente como
Staphylococcus equorum.

Na Figura 4.6 apresenta-se um gel de agarose apds electroforese dos produtos de
PCR espécie especifico para identificacdo de Staphylococcus equorum. Observou-se para o
padrdo Staphylococcus equorum (DSMZ 20029) um fragmento amplificado com 193 p.b.

Figura 4.6. Identificacdo de Staphylococcus equorum pelatécnica PCR: fotografia do gel de
agarose apés electroforese.
2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13

193 pb —

1 — Marcador; 2 — Branco; 3 e 4 — Staphylococcus equorum (DSMZ 20029); 5 — 113-3; 6 — T1-3; 7 — F14Z3-2; 8 —
F1Ca-3; 9 — F1473-3; 10-100-1; 11 — F1871-2; 12 — 96-2; 13 — 117-1.

Os isolados F1Ca-3 e 96-2 correspondentes a isolados nas linhas n°® 8 e 12 da
Figura 4.9 apresentaram hibridacdo e amplificacdo dos primers com um produto de reaccdo
de 193 p.b. pelo que foram identificados como Staphylococcus equorum.
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4.2.1. Espécies identificadas de Staphylococcus coagulase negativos e
suarelagcdo com afonte

Da coleccédo inicial de 145 isolados que eram presuntivamente Staphylococcus,
através do método de biologia molecular PCR multiplex associado o seu perfil genético foram
confirmados 135 isolados como pertencentes ao género Staphylococcus. Apenas para 10 dos
isolados ndo foi possivel confirmar que pertenciam ao género Staphylococcus. Destes
isolados, quatro (3%) foram identificados como Staphylococcus xylosus, doze (9%) como
Staphylococcus equorum, vinte (14%) como Staphylococcus carnosus, vinte (14%) como
Staphylococcus epidermidis, cinquenta e um (36%) como Staphylococcus saprophyticus
sendo que os restantes vinte e sete (19%) nao foram identificados a espécie.

Na Figura 4.7 apresenta-se a distribuicdo das espécies dos isolados Staphylococcus
coagulase negativos. Salienta-se que a espécie mais encontrada foi a de S. saprophyticus
(36%).

Identificagao genotipica

W Staphylococcus spp
B S. equorum

S. carnosus

S. epidermidis

B S. saprophyticus

| S. xylosus

Figura 4.7. Identificacdo da espécie dos isolados

Na Tabela 4.1 apresenta-se em resumo a distribuicdo dos isolados identificados (em
%) e sua relagdo com a origem: pavilhdo auricular, carcacas e pecas de desmancha,
superficie das méaos dos trabalhadores da linha de abate e sala de desmancha (antes e ap6s
lavagem e desinfecgéo), superficies das zonas de trabalho (superficies de mesas de
desmancha, tapetes) e ainda na carne oferecida a familias de consumidores e nas maos
(antes, apos lavagem e apds a preparacao culinéria) dos consumidores.

Assim, nas fases diferentes na cadeia de processamento, constatou-se a presenca de
cento e trinta e cinco (135) isolados de Staphylococcus distribuidos do seguinte modo: nas

amostras recolhidas do pavilhdo auricular foram identificados dez (10) isolados sendo quatro
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(4) S. equorum, trés (3) isolados de S. epidermidis, um (1) de S. carnosus e um (1)
Staphylococcus spp. Dos dez isolados recolhidos das méos limpas e sujas dos operéarios da
zona sangria foram identificadas 5 espécies diferentes: S. carnosus (2), S. equorum (3),
S. xylosus (1), S. epidermidis (1), Staphylococcus spp. (2) e uma isolada néo foi identificada
como Staphylococcus.

Nas amostras recolhidas das maos limpas e sujas dos operarios, na sala desmancha
foram identificados dez (10) isolados: Staphylococcus saprophyticus (3), S. xylosus (1) e
Staphylococcus spp (6). Nas amostras colhidas na entremeada (10 isolados), nas superficies
da mesa limpa (5 isolados) e tapete limpo (5 isolados) foi identificada apenas a espécie
Staphylococcus saprophyticus. Nas amostras recolhidas dos superficies de tapete sujo foram
identificadas 2 espécies S. saprophyticus e S. xylosus. Nas amostras de carne crua foram

identificados: onze (11) isolados de S. saprophyticus, trés (3) isolados de S. equorum e um

(1) isolado de S. epidermidis.

Tabela 4.1. Identificac&o de estirpes relacionadas com a fonte da cadeia de processamento

Identificac@o de isolados

S.

S.

Produto/Superficie S.equorum, S.carnosus, ] o . Staph. spp.,
xylosus, epidermidis,  saprophyticus,
N (%) N (%) N (%)
N (%) N (%) N (%)
Pavilh&o auricular
- 4 (40%) 1 (10%) 3 (30%) - 1 (10%)
(n=10)
Mé&os sujas dos
operéarios, zona sangria 1 (20%) 2 (40%) 2 (40%) - - -
(n=5)
Mé&os limpas dos
operarios, zona sangria - 1 (20%) - 1 (20%) - 2 (40%)
(n=5)
Maos sujas dos
operarios, sala 1 (20%) - - - 3 (60%) 1 (20%)
desmancha (n=5)
Maos limpas dos
operaérios, sala - - - - - 5 (100%)
desmancha (n=5)
Aparas de carne (n=10) - - - - 10 (100%) -
Pa (n=10) 1 (10%) - 1 (10%) 1 (10%) 5 (50%) 2 (20%)
Entremeada (n=10) - - - - 10 (100%) -
Mesa limpa (n=5) - - - - 5 (100%) -
Tapete sujo (n=5) 1 (20%) - - - 2 (40%) -
Tapete limpo (n=5) - - - - 5 (100%) -
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Carne crua (n=15) 3 (20%) - 1 (6,7%) 11 (73,3%) -
Carne cozinhada (n=14) - 6 (42,9%) 5 (35,7%) - 3 (21,4%)
Mé&os de consumidores

antes do inicio de 1 (6,7%) 3 (20%) 2 (13,3%) - 9 (60%)

trabalho (n=15)
Mé&os de consumidores
1 (6,7%) 6 (40%) 6 (40%) - 2 (13,3%)
apos lavagem (n=15)
Mé&os de consumidores
apo6s preparar a carne - 1 (20%) 1 (20%) - 2 (40%)

(n=5)

Por fim, quando a carne crua foi entregue aos consumidores-familias, as amostras
recolhidas das méos antes do inicio de trabalho, ap6s lavagem e maos ap0s preparar a carne
observou-se que as maos dos consumidores antes do inicio de trabalho apresentavam-se
contaminadas com 3 espécies diferentes de SCN, S. carnosus (n=3), S. epidermidis (n=2),
um (1) isolado de S. equorum, os restantes pertenciam ao género Staphylococcus (n=9). Nas
amostras recolhidas das maos dos consumidores apés lavagem foram identificadas 3
espécies, S. carnosus (n=6), S. epidermidis (n=6), um (1) isolado de S. equorum, os restantes
isolados pertenciam ao género Staphylococcus (n=2). Nas amostras das maos dos
consumidores apo6s preparar a carne foram identificados S. carnosus (n=1), S. epidermidis
(n=1), Staphylococcus spp (n=2).

Nas amostras de carne cozinhada foram identificados: seis (6) isolados de
S. carnosus, cinco (5) isolados de S. epidermidis, os restantes pertenciam ao género
Staphylococcus.

Nas amostras colhidas de estudo nao foram identificados Staphylococcus aureus ou
Staphylococcus simulans.

S. equorum foi identificado mais frequentemente nas maos dos operarios e dos
consumidores assim como ha carne crua. Os resultados discordam da literatura, uma vez que
esses estafilococos geralmente estdo associados a suinos, carnes e alimentos fermentados.
Varios estudos sobre o genoma e a atividade enzimatica de S. equorum (Heo 2020; Khiralla
2019; Strube 2018) concluiram que esta espécie é benigna.

A maioria dos isolados de S. carnosus foi associada a origem humana, principalmente
com as familias consumidoras e alguns trabalhadores na zona de sangria. A baixa presenca
desta espécie em carnes e suinos concorda com a literatura, embora a distribuicdo desta
espécie ainda ndo seja totalmente compreendida (Janssens 2012). A alta presenca dessas
bactérias em humanos e sua auséncia em suinos podem ser indicadores de contaminacgédo da

carne pelo consumidor.
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S. xylosus foi identificado nas maos sujas dos operarios da sangria e da desmancha,
no tapete sujo e numa peca de carne, a pa. A presenca desta espécie de bactérias na peca
pa e a sua auséncia em suinos pode ser indicador de contaminagéo cruzada da carne pela
superficies de trabalho (tapetes de transporte) e pelos operarios da sala de desmancha tanto
mais que esta espécie € um comensal na pele dos humanos, animais e esta frequentemente
presente no ambiente (Azelmad et al. 2017; Dordet-Frisoni et al. 2007; Shale et al. 2005).
Também Terra et al. (2007) no seu trabalho identificou bactérias da espécie S. xylosus na
superficie e na parte interna de pecas de carne de suino. Contudo, esta espécie embora seja
frequentemente ndo patogénica foi associada a casos de infec¢bes relatados em humanos
para algumas estirpes desta espécie (Dordet-Frisoni 2007; Siqueira 2002; Chajecka-
Wierzchowska 2015).

Os isolados de S. epidermidis estéo relacionados principalmente com as familias de
consumidores. Sao espécies patogénicas associadas a humanos (Lee 2021; Widerstrém
2012; Otto 2009). S. epidermidis é geralmente um microrganismo comensal da pele e
mucosas de humanos e outros mamiferos, o que justifica a presenca de isolados nos
consumidores e operarios. A alta presenca dessas bactérias em humanos e carne cozinhada
e sua auséncia em suinos podem ser indicadores de contamina¢ao da carne pelo consumidor.
Esta relacdo provavel também é descrita no trabalho de Huber et al. (2011).

S. saprophyticus coloniza frequentemente o trato gastrointestinal de humanos e
animais e € um contaminante frequente da carne (Widerstrom 2012; Lawal 2021). Dentro das
espécies de SCN, S. epidermidis e S. saprophyticus sdo exemplos dos tipos mais
significativos de SCN em infec¢cBes humanas (Becker 2014). No nosso estudo a maior parte
dos isolados foram identificados nos operarios na sala desmancha (60%), aparas de carne
(100%), entremeada (100%), mesa e tapete limpos (100%) e carne crua (73%). A elevada
presenca destas bactérias quer nos operarios da sala desmancha quer nas superficies dos
equipamentos higienizadas é indicador de uma persisténcia desta espécie no ambiente fabril
sendo esta a potencial fonte de contaminagéo da carne. Saliente-se ainda o fato de que esta
espécie estava ausente nos suinos amostrados e posteriormente nos consumidores.

Os isolados de Staphylococcus spp. ndo identificados a espécie estao principalmente
relacionados com os operarios na zona sangria e desmancha e com as familias de
consumidores. A alta presenca deste género nos humanos em geral pode ser indicador de
contaminacdo da carne pelos operarios e pelos consumidores.

Na Figura 4.8 apresenta-se a distribuicdo dos isolados Staphylococcus coagulase
negativos em estudo identificados por espécie e sua relacdo com a origem da sua recolha.
Pode-se constatar que o maior nimero de isolados recolhidos tem origem na etapa de

desmancha (carne e ambiente) e posteriormente nos consumidores.
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Figura 4.8. Distribuicdo entre as espécies e da origem de recolha
Familias AT - amostras das maos dos consumidores antes de inicio de trabalho; Familias AL - amostras das maos
dos consumidores apoés lavagem; Familias AC - amostras das maos dos consumidores apés preparagao da carne.

Na Figura 4.9 apresenta-se 0 perfil genético das estirpes de Staphylococcus carnosus
tendo-se estabelecido quatro grandes grupos cujas semelhancas entre eles eram de 60%.
Grupo I) OS1S 112-1, F9Z2-1, F9Z2-4 isolados das maos sujas dos operarios na zona sangria,
e das maos dos consumidores (familias) apds lavagem; Grupo Il) F17Cc-3, F17Cc-4, F15Z1-
3, F17Cc-1, F17Cc-2 e P2-5 presentes na carne cozinhada, nas maos dos consumidores
antes do inicio de trabalho e nas pecas p4; Grupo Ill) F15Z1-1, F15Z2-1, F15Z22-5, F15Z1-2
gue se distribuiam nas maos dos consumidores antes do inicio de trabalho e apds lavagem;
Grupo IV) F17Cc-5, F12Cc-1 e S5P 96-5 presentes no pavilhdo auricular de suinos e na carne
cozinhada. Apesar de estarem dentro do mesmo grupo os perfis genéticos das pegas de carne
e pavilhdo auricular ndo apresentam semelhancas superiores a 80% com os perfis dos
isolados que se encontraram nas maos dos consumidores pelo que ndo sao idénticos nao se
estabelecendo grande relagdo entre 0s mesmos.

Dentro de cada grupo, as estirpes que apresentaram um grau de semelhancga superior
a 80%, podem ser consideradas identicas. Na Figura 4.9 é possivel observar 9 estirpes com
perfis genéticos com uma semelhanca superior a 80%: F17Cc-5, F12Cc-1, F17Cc-3, F17Cc-
4,F1571-3, F17Cc-1, F17Cc-2, F15Z1-1, F15Z2-1. Na mesma familia F15, o consumidor apds
lavar as maos apresenta um isolado com o mesmo perfil encontrado nas maos sujas o que
significa que a higienizagdo efectuada ndo foi adequada o que pode estar na origem da
contaminacgdo da carne cozinhada ap6s manipulacdo da mesma. Apenas a carne cozinhada

da familia F17 apresentou isolados de S. carnosus.

52



OPC+GTG GTG5 OPC-19
F..8..%...F
| ] Familia 17 - carne cozinhada F17Cc_3 S. carnosus
_4‘ H | Familia 17 - carne cozinhada F17Cc_4 S. carnosus
750 1 | Familia 15 - zaragatoa das maos antes de inicio de trabalho F15Z1_3 S. carnosus
652|:_| 1 ] Familia 17 - carne cozinhada F17Cc_1 S. carnosus
(] | Familia 17 - carne cozinhada F17Cc_2 S. carnosus
22 _ 13 i Pa 2 P25 S. carnosus
150 _— I Familia 15 - zaragatoa das maos apds lavagem F1572_4 S. carnosus
] | Familia 17 - carne cozinhada F17Cc_5 S. carnosus
643 ! | Familia 12 - carne cozinhada F12Cc_1 S. carnosus
33.9 I | Pavilhao auricular 5 S5P 96_5 S. carnosus
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251 42.2 —_— | Familia 9 - zaragatoa das maos apds lavagem F9z2_4 S. carnosus
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Figura 4.9. Dendrograma da analise do perfil genético obtido por PCR Fingerprinting das
estirpes de Staphylococcus carnosus (A escala acima do dendrograma mostra a percentagem

do nivel de semelhanca obtido).

Pela andlise da Figura 4.10 que apresenta o perfil genético das estirpes de
Staphylococcus epidermidis estudadas estabeleceram-se trés grupos com 55% de
semelhancas: Grupo 1) F16Cc-3, F20Z2-1, S5P 96-3, F20Z2-5 que se distribuiem entre o
pavilhdo auricular do suino, as maos dos consumidores apés lavagem e a carne cozinhada;
Grupo Il) F19Cc-1, F20Z2-2, F20Z2-3, F20Z2-4, F2Ca-3, OS1L 113-3 que se distribuiem entre
amostras recolhidas das méos limpas dos operarios (zona sangria), da carne crua oferecida
a consumidores e carne cozinhada, das maos dos consumidores apds lavagem; Grupo IlI)
S9P 100-3, F14z3-5, F18Z1-3, F9Z2-3 e F18Z1-4 que se distribuiem entre amostras
recolhidas do pavilhdo auricular do suino, das maos dos consumidores antes do inicio da
preparacéo culinaria, apds lavagem das méos e apos preparar a carne.

Na Figura 4.10 pode-se observar que 9 isolados apresentam perfis genéticos com uma
semelhanca superior a 80%: F20Cc-1, F20Cc-2, F19Cc-1, F20Z2-2, F20Z2-3, F20Z2-4,
F18Z71-4, F9Z2-3 e F18Z1-4. Estas estirpes F20Cc-1, F20Cc-2 estavam presentes na carne
cozinhada da familia 20 mas nao se encontraram noutras familias ou noutras amostras, as
estirpes encontradas na familia 20 apds lavagem das maos tem uma semelhanca superior a
80% com as estirpes encontradas na carne cozinhada pela familia 19. O mesmo perfil
genético esta presente nas familias 9 e 18 em méaos sujas, lavadas e apos preparacdo da

carne.
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Um perfil genético idéntico de S. epidermidis esta associado maioritariamente as maos

de diferentes familias e posteriormente a carne que foi cozinhada mas nunca a carne crua

gue lhes foi fornecida indicando-se assim como uma potencial fonte de contaminacdo da

carne as proprias maos das familias que a manipularam. Esta espécie é um comensal que

coloniza habitualmente a pele e mucosas do homem (Becker 2014) pelo que esta associacao

entre as maos das familias e a carne que foi cozinhada pode ocorrer.
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Figura 4.10. Dendrograma da andlise do perfil genético de estirpes Staphylococcus

epidermidis obtido por PCR Fingerprinting.
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Da analise do perfil genético das estirpes de Staphylococcus xylosus estudadas

(Figura 4.12) estabeleceu-se s6 um grupo pequeno cujas semelhancgas entre as estirpes foram

apenas superiores a 50%. Grupo 1) 0S2S 112-5 e P1-1. Neste grupo estdo incluidas amostras

recolhidas das méos sujas dos operarios na zona sangria e da pa. Nao existe estirpes que

apresentem perfis genéticos com uma semelhanca entre si de 80%.

OPC+GTG

GTG5 OPC-19
- § 1 ] 0S1S 112  Operario na zona sangria - sujo OS1S 112 5 S. xylosus
] | P1 Pa1 P11 S. xylosus
TS1 Tapete sujo TS1 4 S. xylosus
1 ] OD2S 116  Operario desmancha - sujo OD2S 116_5 S. xylosus

Figura 4.11. Dendrograma da andlise do perfil genético de estirpes Staphylococcus xylosus

obtido por PCR Fingerprinting.
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Pela analise do perfil genético das estirpes de Staphylococcus equorum apresentadas
na Figura 4.13 estabeleceram-se trés grandes grupos cujas semelhancas eram de 45%.
Grupo 1) S9P 100-5, F15Z1-5 onde estavam incluidas as amostras recolhidas no pavilhdo
auricular de suinos e das maos dos consumidores antes do inicio da preparacgéo culinaria;
Grupo 1) S5P 96-2, OS1S 112-3, S9P 100-2, F1572-3 e S9P 100-4 recolhidas nao s6 das
superficies das maos sujas dos operarios na zona sangria e dos consumidores ap0s lavagem,
como também no pavilhdo auricular do suino; Grupo Ill) OS1L 113-2 e F1Ca-3. Na Figura
4.13 foi possivel observar que s6 2 estirpes apresentam perfis genéticos com uma
semelhanca superior a 80%, as estirpes S5P 96-2 e OS1S 112-3 presentes no pavilhdo
auricular de um suino e nas maos do operario da zona sangria, o que indica uma
contaminacdo cruzada a partir do pavilhdo auricular do suino para as maos do operario.
Contudo ndo se observaram contaminacfes com estirpes idénticas de S. equorum nas
superficies da sala de desmancha nem dos operarios dessa sala, apesar de ocorrer
contaminacado com estirpes diferentes de S. equorum na carne crua fornecida as familias e ns
maos dos consumidores.

De acordo com o trabalho de Fijatkowski et al. (2016) foram identificados varias
espécies de SCN em produtos ready to eat a base de carne tendo verificado que 0 S. equorum

foi isolado com uma frequéncia de 57%.
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tn | Pavilhdo auricular 9 S9P 100_5 S. equorum
1 | Familia 15 - zaragatoa das maos antes de inicio de trabalho F15Z1_5 S. equorum

| & Operario na zona sangria - sujo 0OS1S 112_4 S. equorum

b ] l Pavilhdo auricular 5 S5P 96_2 S. equorum

] ] Operario na zona sangria - sujo 0S1S 112_3 S. equorum
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EEN | Pavilh&o auricular 9 S9P 100_4 S. equorum
1 3 | Familia 1 - carne crua FiCa_2 S. equorum
[T | (i Familia 1 - carne crua FlCa_4 S. equorum
| §] I Operario na zona sangria - limpo OS1L 113 _2 S. equorum
1 ' Familia 1 - carne crua F1Ca_3 S. equorum

Figura 4.12. Dendrograma da analise do perfil genético de estirpes Staphylococcus equorum
obtido por PCR Fingerprinting.

Pela analise do perfil genético das estirpes de Staphylococcus saprophyticus
apresentadas na Figura 4.11 estabeleceram-se quatro grandes grupos com 60% de
semelhancas: Grupo |) T1-4, T1-2, P1-4 onde estavam incluidas as amostras recolhidas das
aparas de carne e p4; Grupo Il) E1-3, E1-5, E1-1, E5-4, T2-1, ML1-5, TL1-1, E5-3 e F2Ca-1
onde estavam incluidas as amostras recolhidas da entremeada e da superficie da mesa limpa,
entremeada, carne crua e aparas de carne; Grupo Ill) ML1-1, ML1-3, F15Ca-4, TL1-5, E1-4,
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E5-1, E5-2, TS1-1, F2Ca-2, T2-4 e TL1-3 cujas amostras foram recolhidas das superficies da
mesa limpa e tapete limpo, de tapete sujo, entremeada, aparas de carne, carne crua; Grupo
IV) F1Ca-5, F2Ca-4, F2Ca-5, F15Ca-3, P2-4, F15Ca-1, T2-5 onde as amostras recolhidas de
carne crua, pa e aparas de carne.

As estirpes E1-3, E1-5, E1-1, E1-4, E5-1, E5-4 isoladas de entremeada apresentaram
perfis genéticos com uma semelhanca entre si superior a 90% e a mesma situagao existe com
isolados das aparas de carne. As estirpes ML1-1, ML1-5 e ML1-2 isoladas de superficies de
trabalho (mesa limpa) apresentaram perfis genéticos com uma semelhanca entre si superior
a 90%, podendo considerar-se estirpes idénticas, assim como a TL1-5, TL1-1 e TL1-4 também
isoladas de superficies de trabalho (tapete limpo).

Estirpes da espécie S. saprophyticus aparecem maioritariamente nas superficies
(tapete e mesa) limpas da sala de desmancha, nas pecas de carne (pa e entremeada)
resultantes da desmancha, nas aparas de carne e na carne crua que foi fornecida as familias.
Nao se observou qualquer relacédo de isolados desta espécie com as familias (maos antes da
preparacdo culinaria, apos lavagem e apos preparacéo culinaria). O S. saprophyticus persiste
nas superficie limpas e higienizadas incicando uma falha de eficacia destas operagfes e
indicando a possibilidade de contaminacdo cruzada das pecas, aparas e carne.

O S. saprophyticus € um contaminante frequente da carne (Lawal 2021).
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Figura 4.13. Dendrograma da analise do perfil genético de estirpes Staphylococcus

saprophyticus obtido por PCR Fingerprinting.
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Da andlise do perfil genético de isolados de Staphylococcus né&o identificados a
espécie (Figura 4.14) estabeleceram-se s dois grandes grupos cujos semelhancas entre eles
foi de 55%. Grupo ) F20Z1-2, F972-2, OD2S 116-1, F1871-2, F1871-5; Grupo Il) F1871-1,
F9z2-5, F20Z1-3, OS1L 113-1. Na Figura 4.14 é possivel distinguir 8 estirpes com perfis
genéticos com uma semelhanca de 80%: F1821-1, F9Z2-5, OD2L 117-1, OD2L 117-2, OD2L
117-3, OD2L 117-4, F14Z3-3, F14Z3-4.

As estirpes de Staphylococcus nao identificadas a espécie foram isoladas
maioritariamente das maos limpas dos operarios na zona desmancha e das maos dos
consumidores antes do inicio de trabalho e apés lavagem. Outras espécie de Staphylococcus
como S. warneri, S. hominis, S. intermedius, S. capitis podem estar presente na pele e
mucosas de humanos (Cameron et al. 2015; Kosecka-Strojek et al. 2018; Kanuparthy et al.
2020; Kamath et al. 1992).
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I Familia 9 - zaragatoa das méos ap6s lavagem F9z2_5 Staphylococcus
|}l | Familia 20 - zaragatoa das méos antes de inicio de trabalho F20Z1_3 Staphylococcus
;.. K Operario na zona sangria - limpo OS1L 113_1 Staphylococcus
I Familia 16 - carne cozinhada F16Cc_2 Staphylococcus
N | Pavilhdo auricular 9 S9P 100_1 Staphylococcus
i 1! Operario desmancha - limpo OD2L 117_5 Staphylococcus
] Familia 20 - zaragatoa das maos antes de inicio de trabalho F20Z1_1 Staphylococcus
] | Familia 20 - zaragatoa das maos antes de inicio de trabalho F20Z1_4 Staphylococcus
1 ] | Familia 20 - zaragatoa das maos antes de inicio de trabalho F20Z1_5 Staphylococcus
I |1 Familia 16 - carne cozinhada F16Cc_4 Staphylococcus
1 | Familia 16 - carne cozinhada F16Cc_5 Staphylococcus
1 11 Operario desmancha - limpo OD2L 117_1 Staphylococcus
< amns | ) Operario desmancha - limpo OD2L 117_2 Staphylococcus
woh f | 1 Pa1 P12 Staphylococcus
86 ] | Familia 15 - zaragatoa das maos antes de inicio de trabalho F15Z1_4 Staphylococcus
232 . 833‘: = | ) Operario desmancha - limpo OD2L 117_3 Staphylococcus
) Operario desmancha - limpo OD2L 117_4 Staphylococcus
Familia 14 - zaragatoa das méos ap6s preparar a carne F14z3 1 Staphylococcus
101 b | : Familia 14 - zaragatoa das maos apds preparar a carne F1473 3 Staphylococcus
433 1 Familia 14 - zaragatoa das méos ap6s preparar a carne F14Z3 4 Staphylococcus
_ | Operario na zona sangria - limpo OS1L 113_4 Staphylococcus
P (}] Pa1 P13 Staphylococcus

Figura 4.14. Dendrograma da andlise do perfil genético de Staphylococcus spp. obtido por

PCR Fingerprinting.
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4.3. Caracterizacdo fenotipica dos isolados: morfologia das colénias e
utilizacdo do manitol

Os 145 isolados de presupostos Staphylococcus apresentaram diferentes
capacidades metabdlicas, uma vez que nem todos metabolizaram o manitol. Assim, apenas
48% (67) utilizaram o manitol, fermentando-o com producao de acido e consequente alteracéo
do indicador (vermelho de fenol) de vermelho para amarelo, 8% (11) evidenciaram uma
metabolizacdo lenta e 43% (61) ndo utilizaram o manitol.

O crescimento e tamanho das colonias dos isolados em estudo no meio MSA foram
variaveis, sem possibilidade de se estabelecer qualquer relacdo com a capacidade de
utilizacdo do manitol.

Nas Figuras 4.15, 4.16 e 4.17 podem observar-se exemplos de isolados estudados
gue apresentaram diferentes velocidades de utilizacéo e fermentacdo do manitol presente no
meio MSA com mudanca da sua cor, devida ao vermelho de fenol, para amarelo, assim como
coldnias de diferentes tamanhos apds o periodo de incubacéo de 24 horas a 37°C.

O isolado F16Cc-4 utilizou lentamente o manitol do Meio Manitol salt agar. O isolado
113-1 néo fermentou o manitol ndo alterando a cor do meio. Os isolados 116-2 e 117-3
fermentaram o acUcar manitol libertando acido, o que vai originar alteracdo do pH do meio

MSA e consequentemente da sua cér que vira para amarelo.

Figura 4.15. Isolados 116-2 (1) e 117-3 (2) de Staphylococcus spp. que fermentavam o manitol
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Figura 4.16. Isolado Staphylococcus 113-1 Figura 4.17. Isolado Staphylococcus F16Cc-4

que ndo utilizou o manitol que evidenciaram uma utilizacdo lenta do

meio Manitol Salt Agar

A Tabela 4.2 relaciona a identificacao genotipica com a capacidade de fermentacao
do acucar manitol dos isolados em estudo.

Tabela 4.2. Identificagdo genotipica versus capacidade de fermentagdo do manitol

Identificacdo de isolados

S. xylosus, S.equorum, S.carnosus, ] > o > ] Staph. spp.,
epidermidis,  saprophyticus,
N (%) N (%) N (%) N (%)
N (%) N (%)
Fermenta
manitol - 5 (3%) 11 (8%) 2 (1,5%) 32 (23%) 17 (12%)
(n=67)
Fermentacao
lenta manitol - 1 (1%) 2 (1,5%) 3 (2%) 1 (1%) 2 (1,5%)
(n=11)
N&o reduz o
manitol 4 (3%) 6 (4%) 7 (5%) 15 (11%) 18 (13%) 8 (6%)
(n=61)

Dos onze (11) isolados que fermentavam lentamente o manitol, trés (2%) eram
S. epidermidis, um (1%) era S. equorum, dois (1,5%) eram S. carnosus, dois (1,5%) eram
Staphylococcus spp. e, um (1%) era S. saprophyticus. Relativamente aos isolados que n&o

reduziam o manitol constatou-se que, dos sessenta e sete (61) isolados: seis (4%) eram
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S. equorum, quinze (11%) eram S. epidermidis, dezoito (13%) eram S. saprophyticus, sete
(5%) eram S. carnosus, oito (6%) eram Staphylococcus spp. e, quatro (3%) eram S. xylosus.

Vinte e trés por cento das estirpes de Staphylococcus saprophyticus fermentavam o
manitol, percentagem significativamente inferior ao observado por Schleifer (1986).

Comparando com o trabalho de Aryal (2019) e Shhleifer et al. (1975), vemos que 0s
nossos resultados concordam com o fato de Staphylococcus epidermidis ndo reduzir o manitol
e ter colonias incolores ou vermelhas com zonas vermelhas. De acordo com o trabalho de
Thakur (2017) observamos que S. xylosus utilizou manitol, produzindo col6nias amarelas em
MSA, que ndo concorda com 0s nossos resultados.

4.4. Caracterizacdo da resisténcia aos antibiéticos de Staphylococcus
coagulase negativos isolados da cadeia de abate de suinos

Um total de isolados selecionados pela similaridade genética (n=37) foram analisados
para caracterizar a sua sensibilidade em relacéo a cada um dos 16 antibioticos em estudo.

Os 37 isolados em estudo ndo apresentaram resisténcia aos antibidticos teicoplanina
(TEC) e linezolide (LNZ), 16% (6 amostras) apresentaram resisténcia a pelo menos um
antibiético e 62% (23 amostras) eram multirresistentes.

Nas Figuras 4.18 e 4.19 podem observar-se alguns exemplos de isolados estudados

pelo método de difusdo em disco, que apresentaram suscetibilidade aos antibiéticos.

Figura 4.18. Isolado OS1L 113-2 operério na Figura 4.19. Isolado TS 1-1 tapete sujo

zona sangria (S. equorum) (S. saprophyticus)

Na Figura 4.18 pode observar-se uma placa de antibiograma com um isolado recolhido

das méaos limpas dos operérios na zona sangria, mostrando resisténcia a tetraciclina (1),
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gentamicina (4) e clindamicina (6), e suscetibilidade a penicilina (2), ciprofloxacina (5),
cefoxitina (3), eritromicina (7) e rifampicina (8).

Na Figura 4.19 pode observar-se uma placa de um antibiograma de um isolado
recolhido das superficies de um tapete sujo mostrando resisténcia ao acido fusidico (1) e
oxacilina (8), e suscetibilidade a quinupristina/dalfopristina (2), teicoplanina (3),
trimetoprim/sulfametoxazol (4), linezolide (5), clindamicina (6) e fosfomicina (7).

No Tabela 4.3 apresenta-se a percentagem de isolados com resisténcia e
suscetibilidade a cada um dos antibi6ticos testados.

Constatou-se que os isolados do género Staphylococcus em estudo, apresentaram
uma maior frequéncia de resisténcia a gentamicina (51%) e a oxacilina (59%). A cefoxitina
(92%), ciprofloxacina (95%), rifampicina (92%), cloranfenicol e quinupristina/dalfopristina
(92%), teicoplanina e linezolide (100%) foram os antibiéticos para 0s quais um maior nUmero
de isolados foram suscetiveis. Estes resultados sédo corroborados pela literatura, que
menciona que a maior parte das espécies SCN isoladas de varias fontes apresentam
resisténcia a estes antibiéticos (Mamfe et al. 2021). No trabalho de Mamfe et al. (2021) todos
os isolados de Staphylococcus foram resistentes aos antibiéticos do grupo B-lactamicos
(100%). Também foi observada resisténcia ao linezolide (22%), gentamicina (7,5%) e

ciprofloxacina (75,8%).

Tabela 4.3. Percentagem de Isolados com Resisténcia e Suscetibilidade a cada um dos
antibioticos testados

Antibisticos Sensiveis Resistentes
N % N %
Cefoxitina FOX 34 92% 3 8%
Penicilina P 25 68% 12 32%
Gentamicina CN 18 49% 19 51%
Ciprofloxacina CIP 35 95% 2 5%
Eritromicina E 23 62% 14 38%
Clindamicina DA 25 68% 12 32%
Rifampicina RD 34 92% 3 8%
Tetraciclina TE 25 68% 12 32%
Teicoplanina TEC 37 100% 0 0%
Trimetoprim / sulfametoxazol SXT 33 89% 4 11%
Quinupristina / dalfopristina QDA 34 92% 3 8%
Fosfomicina FOS 30 81% 7 19%
Linezolide LNZ 37 100% 0 0%
acido Fusidico FD 21 57% 16 43%
Oxacilina OXA 15 41% 22 59%
Cloranfenicol C 34 92% 3 8%

62



Na Tabela 4.4 apresentam-se os perfis de resisténcia de 37 isolados SCN em funcéo
da origem de recolha da amostra.

O perfil de resisténcia a antibiéticos encontrado nos isolados com origem no pavilhdo
auricular dos suinos, nas maos sujas dos operarios na zona de sangria, na carne fatiada crua
e nas maos dos consumidores antes do inicio do trabalho, inclui um maior nimero de
antibiéticos testados (cefoxitina, penicilina, gentamicina, eritromicina, clindamicina,
rifampicina, trimetoprim/sulfametoxazol, quinupristina/dalfopristina, fosfomicina, acido
fusidico, oxacilina). Contudo o perfil encontrado para os isolados no pavilhdo auricular ndo se
assemelhou ao encontrado na carne crua fatiada, nem ao encontrado nas maos dos
consumidores. De fato a cefoxitina, penicilina, ciprofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol,
quinupristina/dalfopristina fazem parte do perfil de resistencia dos isolados das méos dos
consumidores mas nao estdo presentes no perfil de resisténcia dos isolados presentes na
carne crua. O perfil de resisténcia dos isolados presentes nas pecas (pa e entremeada)
compreende apenas trés antibiéticos comparativamente ao perfil de resisténcia dos isolados
encontrados na carne fatiada que inclui um maior nimero de antibioticos.

A suscetibilidade a antibiéticos nos isolados recolhidos das superficies do tapete limpo

€ maior.

Tabela 4.4. Perfil de resisténcia dos 37 isolados de SCN com fendtipos de resisténcia

Isolados Perfil de resisténcia
Pavilhdo auricular (n=3) CN, E, DA, TE, QDA, FD, OXA, C
Maos sujas dos operarios, CN, E, DA, TE, SXT, QDA, FOS, FD, OXA
zona sangria (n=4)
Maos limpas dos operarios, P, CN, DA, TE, OXA
zona sangria (n=2)
Maos sujas dos operérios, sala P, CN, CIP, E, DA, OXA

desmancha (n=2)

Maos limpas dos operarios, CN, E, OXA

sala desmancha (n=1)

Aparas de carne (n=2) CN, E, TE, FOS, FD, OXA
Pa (n=3) P, CN, TE

Entremeada (n=1) P, TE, OXA

Mesa limpa (n=1) CN, E, FD, OXA

Tapete sujo (n=2) CN, TE, FD, OXA

Tapete limpo (n=1) FD, OXA

Carne crua (n=4) FOX, P, CN, CIP, RD, TE, FOS, FD, OXA
Carne cozinhada (n=1) FOX, CN, RD, SXT, FD, OXA
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Maos dos consumidores antes FOX, P, CN, E, DA, RD, SXT, QDA, FOS, FD, OXA
do inicio de trabalho (n=4)
Ma&os dos consumidores apoés P, CN, E, FOS, FD

lavagem (n=4)

FOX - Cefoxitina, P — Penicilina, CN — Gentamicina, E — Eritromicina, DA — Clindamicina, RD - Rifampicina, SXT
— Trimetoprim/sulfametoxazole, QDA — Quinupristina/dalfopristina, FOS - Fosfomicina, FD — acido Fusidico, OXA
— Oxacilina, C — Cloranfenicol, TE — Tetraciclina, CIP — Ciprofloxacina.

Na Tabela 4.5 apresenta-se o perfil de resisténcia dos isolados por espécie. Quando
analisamos o perfil de resisténcia das diferentes espécies estudo verificamos que S. equorum
e S. epidermidis apresentaram resisténcia a um maior nimero de antibiéticos de classes
diferentes (Anexo 2).

Verificou-se uma maior resisténcia nas estirpes de S. equorum a clindamicina e
oxacilina (16%). Foi também identificada uma maior resisténcia da espécie S. saprophyticus
a oxacilina (26%), seguida da gentamicina (24%) e acido fusidico (15%). A presenca de
resisténcia ao acido fusidico foi também relatada por Fijatkowski et al. (2016) com valores
ainda mais elevados (43%) dos que foram encontrados neste estudo.

A espécie S. epidermidis e os isolados do género Staphylococcus spp. foram
resistentes a 11 dos 16 antibidticos em estudo. Estes resultados estdo de acordo literatura,
uma vez que altas taxas de resisténcia foram encontradas na espécie S. epidermidis (Otto
2009; Argudin 2015). A resisténcia aos antibidticos é um problema de saude significativo, uma
vez que esta espécie causa infec¢des (Otto 2009; ECDC 2018; Argudin 2015).

Curiosamente, S. equorum foi a espécie que seguiu S. epidermidis no namero de
antibioticos (11 de 16 antibidticos) aos quais os isolados apresentaram resisténcia. No
entanto, dos isolados da espécie S. equorum que foram testados para resisténcia a
antibioticos, a maior frequéncia de resisténcia foi encontrada em isolados provenientes do
pavilhdo auricular dos suinos, dos trabalhadores, da carne. Estes isolados foram resistentes
principalmente a clindamicina e oxacilina. Também é importante notar que os isolados dos
operarios foram resistentes a um maior numero de antibiéticos do que os isolados da carne e
do ambiente. Contudo, salienta-se o facto do perfil de resisténcia encontrado nos isolados da
carne crua fatiada nao corresponder a um perfil de multirresisténcia e néo ser idéntico ao perfil
de resisténcia encontrado nos isolados das maos sujas ou limpas dos operarios de sangria e
do pavilh&o auricular dos suinos.

A presenca de S. equorum na carne de porco pode ser potencialmente problematica,
uma vez que podem ser reservatérios de genes de resisténcia com potencial transferéncia
horizontal para bactérias patogénicas presentes (Lee 2015; FiSarova 2019).

Os isolados de espécie S. saprophyticus apresentaram resisténcia a nove dos 16

antibidticos, principalmente a oxacilina, gentamicina e acido fusidico. A maioria dos isolados
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resistentes a antibioticos eram das superficies das zonas de trabalho e da carne oferecida
aos consumidores.

Os isolados de S. carnosus foram resistentes a varios antibiéticos, 7 dos 16. Estes
isolados S. carnosus foram encontrados principalmente associados aos consumidores. Em
geral S. carnosus tiveram no seu perfil de resisténcia a antibiéticos, a clindamicina, tetraciclina
e acido fusidico. Os membros desta espécie isolados de vérias fontes tendem a apresentar
alguma resisténcia a antibiéticos. As resisténcias a lincomicina, penicilina, acido fusidico,
oxacilina, ampicilina e tetraciclina foram predominantes no trabalho de Resch (2008).

Os isolados de S. xylosus apresentaram resisténcia a seis antibiéticos. S. xylosus tém
sido associados a niveis de resisténcia mais baixa do que a apresentada por outros SCN néo
patogénicos, nomeadamente S. equorum e S. carnosus. Nestes, € comum encontrar
resisténcia a varios antibiéticos (Mikulasova 2013). De acordo com o trabalho de Resch (2008)
observamos que entre os isolados de S. xylosus, a incidéncia de resisténcia variou de 22%
para a tetraciclina até 69% para a penicilina produminando ainda resisténcias a lincomicina,
acido fusidico, oxacilina e ampicilina. Notavelmente, todos os SCN foram sensiveis aos
antibioticos clinicamente importantes cloranfenicol, clindamicina, cotrimoxazol, gentamicina,
canamicina, linezolide, neomicina, estreptomicina, sinercida e vancomicina.

A presenca de resisténcia a eritromicina entre os isolados de S. xylosus do leite de
vacas com mastite foi relatada por Kot et al. (2012) com valores mais elevados (19%) dos que
foram encontrados neste trabalho. Entre os SCN, S. xylosus € encontrado nha maioria dos
produtos carneos fermentados naturalmente e usado como cultura starter. No entanto,
resisténcias a varios antibiéticos, nomeadamente a eritromicina, penicilina e tetraciclina, foram
relatadas em S. xylosus de produtos carneos fermentados (Martin et al. 2006; Even et al.
2010; Marty et al. 2012).

A presenca de SCN multirresistentes ndo € incomum, sendo problematica esta
observacao. Varios estudos encontraram a presenca de SCN resistentes a pelo menos trés
classes de antibiéticos em humanos, em produtos de origem animal e em produtos
alimentares (Lee 2021; Bhargava 2012; MikulaSova 2013; Yang 2022; Marincola 2021).
Algumas das bactérias multirresistentes encontradas nesses estudos pertenciam as espécies
S. xylosus, S. epidermidis e S. equorum, o que é coerente com 0s resultados encontrados no

presente estudo.
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Tabela 4.5. Perfil de resisténcia dos isolados por espécies

Isolados Cadeia de processamento Perfil de resisténcia
Staphylococcus xylosus
0OS1S 112-5 Ma&os sujas dos operarios na zona sangria  CN
OD2S 116-5 Ma&os sujas dos operarios na zona CN, CIP, E, DA
desmancha
TS 1-4 Tapete sujo OXA, TE
Staphylococcus equorum
0S1S 112-4 ) . ) OXA, E, DA, C, SXT, QDA, FOS
Ma&os sujas dos operarios na zona sangria
0S1S 112-3 OXA, E, DA, TE, SXT, FD
OS1L 113-2 Ma&os limpas dos operarios na zona sangria CN, DA, TE
FlCa-4 Carne crua OXA, P, FD
S9P 100-5 OXA, CN, E, DA, TE, QDA, FD
Pavilhdo auricular
S9P 100-2 OXA, E, DA, C, TE, FD
Staphylococcus carnosus
F1571-3 Maos dos consumidores antes de iniciode  FOS
trabalho
F1572-1 Maos dos consumidores apés lavagem FD
S5P 96-5 Pavilh&o auricular OXA, E, DA, FD
0S1S 112-2 Maos sujas dos operérios na zona sangria DA, TE
P2-5 Pa P, TE
Staphylococcus epidermidis
F20z2-3 ) P, E, FOS
Maos dos consumidores apés lavagem
F9z2-3 CN
F2Ca-3 OXA, FOX, P, CN, CIP, RD, FOS,
Carne crua
FD
OS1L 113-3 Maos limpos dos operérios na zona sangria OXA, P, CN, DA, TE
P1-5 Pa P, TE
Staphylococcus saprophyticus
TL 1-5 Tapete limpo OXA, FD
TS 1-1 Tapete sujo OXA, CN, FD
T1-4 CN, E, TE, FD
Aparas de carne
T2-4 OXA, CN, FOSs
El-1 OXA, CN, E, FOS, FD
Entremeada
E5-2 OXA, TE
F15Ca-4 OXA, CN
Carne crua
F2Ca-5 OXA, TE
ML 1-5 Mesa limpa OXA,CN,E,C,FD
P2-3 Pa CN
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OD2S 116-4 Ma&os sujas dos operdrios na zona OXA, P, CN, DA

desmancha
Staphylococcus spp.
F9z2-5 Mé&os dos consumidores apés lavagem P, FOS, FD
F16Cc-4 Carne cozinhada OXA, FOX, CN, RD, SXT, FD
F2071-1 OXA, FOX, P, CN, E, DA, RD,
Maos dos consumidores antes de inicio de  SXT, QDA, FD
F15Z1-4 trabalho CN
F1871-5 P, E
F1473-3 Mé&os dos consumidores apos preparar a OXA, P, E, DA, FD
carne
obD2L 117-1 Ma&os limpas dos operdrios na zona OXA, CN, E
desmancha

Na Figura 4.20 e 4.21 apresentam-se os dendrogramas dos perfis de antibioresisténcia
dos 37 isolados SCN e sua relagdo com a fonte quer na linha abate na etapa de sangria, quer
no ambiente da zona de desmancha, das superficies das mesas, tapetes, maos dos
trabalhadores, pecas de desmancha, aparas, e ainda na carne fornecida as familias de
consumidores e nas suas maos.

Pela analise da Figura 4.20 que representa o dendrograma dos perfis de
antibioresisténcia de 37 SCN estabeleceram-se trés grandes clusters. O primeiro cluster reune
isolados recolhidos dos operarios na zona sangria e das maos dos consumidores. Neste
cluster observamos espécies diferentes ou seja S. carnosus, Staphylococcus identificados
apenas ao género, S. epidermidis e S. equorum. A maior semelhanca de perfil de
antibioresisténcia (78,7%) existe entre os isolados F18 e F20 que sdo espécies diferentes,
recolhidas das méos dos consumidores antes de inicio de trabalho e apds lavagem, ou seja
apresentam resisténcia aos antibiéticos penicilina, eritromicina e fosfomicina. Um isolado
OS1S 112-4 (S. equorum) que foi recolhido das mé&os dos operarios na zona sangria
apresenta 0 maior perfil de resisténcia aos antibiéticos incluindo no mesmo a oxacilina,
eritromicina, clindamicina, cloranfenicol, trimetoprim/sulfametoxazole,
guinupristina/dalfopristina e fosfomicina. O isolado F15Z1-3 (S. carnosus) que foi recolhido
nas maos dos consumidores antes do inicio de trabalho, apresenta ser suscetivel a maioria
dos antibiéticos testados apresentando-se resistente apenas a fosfomicina.

O segundo cluster contém dois subclusters. O primeiro inclui os isolados de diferentes
espécies S. epidemidis, S. equorum e isolados do género Staphylococcus com perfis de maior
resisténcia recolhidos no pavilh&o auricular de suinos, dos operarios na zona sangria, tapete
sujo e limpo, aparas de carne, das maos dos consumidores. Todos os isolados apresentaram

resisténcia ao acido fusidico e séo suscetiveis aos antibioticos linezolide e teicoplanina. O
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isolado F15Z2-1 (S. carnosus) é o mais suscetivel aos antibioticos. Uma maior frequéncia de
perfis de multirresisténcia (ou seja, demonstraram resisténcia a oxacilina, cefoxitina,
penicilina, gentamicina, ciprofloxacina, rifampicina, fosfomicina, acido fusidico, eritromicina,
clindamicina, trimetoprim/sulfametoxazole, quinupristina/dalfopristina e tetraciclina)
caracterizou os isolados que foram recolhidos do pavilhdo auricular (S9P 100-5 da espécie
S. equorum), da carne crua fatiada que foi entregue a uma familia (F2Ca-3, da espécie
S. epidermidis) e das méos dos consumidores antes do inicio de trabalho (F20Z1-1, isolado
do género Staphylococcus). Nao foi observada a possibilidade de contaminagdo cruzada
neste subcluster.

O segundo subcluster representa a maior parte dos isolados da espécies
S. saprophyticus recolhidos de diferentes origens (T2-4, E1-1, OD2L 117-1, ML1-5, OS1S
112-5, P2-3, OD2S 116-5). Todos os isolados foram resistentes a gentamicina e suscetiveis
a linezolide, quinupristina/dalfopristina, trimetoprim/sulfametoxazole, teicoplanina, tetraciclina,
rifampicina e fosfomicina.

O subgrupo dos isolados OS1S 112-5 (S. xylosus), P2-3 (S. saprophyticus), F1571-4
(Staphylococcus) e F9Z2-3 (S. epidermidis) que foram recolhidos das maos dos operarios na
Zonha sangria, na pa, das maos dos consumidores antes do inicio de trabalho e apés lavagem
apresentaram-se suscetiveis a todos os antibiéticos testados com excepcao da gentamicina.
N&o se consegue encontrar uma relacdo entre estes isolados pois sédo de fontes diferentes e
de espécies diferentes.

No terceiro cluster estdo incluidos os isolados de espécies diferentes recolhidos das
maos dos operarios na zona sangria e também da desmancha, do tapete sujo, da entremeada
e da pa (0OS1S 112-2 (S. carnosus), OS1L 113-2 (S. equorum), OS2L 113-3 (S. epidermidis),
OD2S 116-4 (S. saprophyticus), TS 1-4 (S. xylosus), E5-2 (S. saprophyticus), P1-5
(S. epidermidis), P2-5 (S. carnosus).
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ANTIBIOTICOS ANTIBIOTICOS

s s 3 s 33f%.3%5u.s.sef588%¥e
o . Familia 15 - zaragatoa das méos antes do inicio de trabalho ~ F15Z1_3 S. carnosus
1 s . . . Familia 9 - zaragatoa das maos apos lavagem F9z2_5 Staphylococcus
e . . Familia 18 - zaragatoa das maos antes do inicio de trabalho F1871_5 Staphylococcus
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Figura 4.20. Dendrograma dos perfis de antibioresisténcia de 37 SCN

Na Figura 4.21 observa-se o dendrograma do perfil genético e de antibioresisténcia
dos isolados SCN. Conseguem-se observar neste dendrograma dois grandes cluster cada um
destes clusters agrega isolados com uma semelhanca de aproximadamente 29% o que traduz
a enorme diversidade encontrada quer de perfil genético quer de perfil de resisténcia a
antibioticos.

O primeiro cluster € composto essencialmente pelas espécies S. carnosus,
S. epidemidis e isolados do género Staphylococcus sendo dificil estabelecer qualquer relagédo
entre eles pois foram isolados das maos de consumidores de familias diferentes. Mesmo no
caso onde as semelhancas sao na ordem dos 75%, como por exemplo para as estirpes OS1L
113-3 (S. epidermidis), F9Z2-5 (Staphylococcus), F20Z1-1 (Staphylococcus), F20Z2-3
(S. epidermidis), P2-5 (S. carnosus), F15Z1-3 (S. carnosus), ndo encontramos uma relacéo
clara sobre a potencial contaminagéo cruzada entre carne e consumidores.

O segundo cluster é composto essencialmente pela espécie S. saprophyticus.
Contudo, observou-se que no caso onde as semelhancas sdo na ordem dos 75%, elas
ocorrem para as especies F1Ca-4 S. equorum e F2Ca-5 S. saprophyticus devido a sua

filogenia préxima tal como descrito por Nunes et al. (2015), assim a carne tendo sido produzida

69



e fatiada nas mesmas condigcbes apresentou duas espécies diferentes com perfis de
resisténcia diferentes. No caso das estirpes T2-4 (S. saprophyticus) e TS 1-1
(S. saprophyticus) com uma semelhanca de 76,2%, uma contaminacao cruzada entre o tapete
e as aparas pode potencialmente ter ocorrido. Finalmente entre a estirpe E5-2
(S. saprophyticus) e a TL 1-5 (S. saprophyticus) com uma semelhanca de 86,4%, a existéncia
de contaminacdo cruzada entre a entremeada e 0 seu contacto com uma superficie limpa
(tapete) também pode ser um hipétese plausivel. Neste cluster ndo existe uma clara relagéo
entre a carne e os consumidores, com uma potencial transferéncia de estirpes com resisténcia
a antibiéticos entre os dois. No entanto, o fato de as estirpes serem resistentes a antibioticos
e de existiram muitas que sdo multirresistentes aumenta o perigo de transmissdo de genes

de resisténcia na cadeia de producao de carne de suino.
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Figura 4.21. Dendrograma do perfil genético e de antibioresisténcia dos isolados SCN
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Conclusdes

Os 145 isolados de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) apresentaram
diferentes capacidades metabdlicas para o manitol, uma vez que nem todos metabolizaram
este acgucar ou o fizeram a mesma velocidade.

Nos isolados identificados genotipicamente como pertencentes ao género
Staphylococcus foi possivel identificar 3% isolados como Staphylococcus xylosus, 9% como
Staphylococcus equorum, 14% como Staphylococcus carnosus, 14% como Staphylococcus
epidermidis, 19% foram apenas identificados como Staphylococcus spp., 36% como
Staphylococcus saprophyticus.

Neste estudo, foi possivel identificar que os principais SCN associados aos suinos
pertenciam a espécie S. equorum, que também estavam presentes na carne, ambiente,
operarios e consumidores, enquanto os isolados de S. carnosus estavam presentes
principalmente nos consumidores e na carne que lhes foi oferecida. Além disso, espécies
patogénicas, S. epidermidis também foram isoladas principalmente nos consumidores e
operarios, e ainda na carne cozinhada.

Nos isolados de SCN estudados (n=37) cerca de 51% mostrou ser resistente a
gentamicina e 58% a oxacilina. Os indices de resisténcia antimicrobiana dos isolados foram
baixos para a cefoxitina (8%), ciprofloxacina (5%), rifampicina (8%), quinupristina/dalfopristina
(8%) e cloranfenicol (8%). Nao foram encontrados isolados com resisténcia aos antibidticos
teicoplanina e linezolide. Cerca de 16% dos isolados SCN apresentaram resisténcia a pelo
menos um antibidtico e 62% foram multirresistentes.

Verificou-se uma maior resisténcia nas estirpes de S. equorum a clindamicina e
oxacilina (16%). Foi também identificada uma maior resisténcia da espécie S. saprophyticus
a oxacilina (26%), seguida da gentamicina (24%) e acido fusidico (15%).

Os isolados multirresistentes, foram principalmente das espécies S. epidermidis e
S. equorum.

Verificou-se que o perfil de resisténcia encontrado nos isolados da carne fatiada nao
correspondiam a um perfil de multirresisténcia e ndo era idéntico ao perfil de resisténcia
encontrado nos isolados das maos sujas ou limpas dos operarios da sangria e do pavilhdo
auricular dos suinos.

N&o existe uma clara relacdo entre os perfis genéticos dos isolados de espécies SCN
presentes na carne e nos consumidores, nem sobre a potencial transferéncia de estirpes com
resisténcia a antibidticos entre os dois. No entanto, o fato de as estirpes serem resistentes a
antibidticos e de existiram muitas que sdo multirresistentes aumenta o perigo de transmissao

de genes de resisténcia na cadeia de produc¢éo de carne de suino.
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ANEXO 1. Dendrograma constituido pelos perfis genéticos dos 145 isolados de presuntivos

SCN obtidos a partir das reagcdes com a utilizagc&o dos dois primers (GTG-5 e OPC-19)
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ANEXO 2. Perfil de resisténcia dos isolados por espécies.

Perfil de resisténcia

Staphylococcus saprophyticus, n=11

Staphylococcus spp., n=7

Staphylococcus eqourum, n=6

Staphylococcus carnosus, n=5

Staphylococcus epidermidis, n=5

Staphylococcus xylosus, n=3
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BFOX mP mCN mCIP mE mDA HRD HTE MTEC mSXT mQDA EBFOS mLNZ mFD mOXA C

FOX - Cefoxitina, P — Penicilina, CN — Gentamicina, CIP — Ciprofloxacina, E — Eritromicina, DA - Clindamicina,
RD - Rifampicina, TE — Tetraciclina, TEC — Teicoplanina, SXT — Trimetoprim/sulfametoxazole, QDA -

Quinupristina/dalfopristina, FOS - Fosfomicina, LNZ — Linezolide, FD — &cido Fusidico, OXA — Oxacilina, C —
Cloranfenicol.
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